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RATLARDA BIiSFENOL A iLE OLUSTURULAN
KARDIYOTOKSISITE UZERINE 18p -GLISIRETINIK ASID’IN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Ulkemizde ve diinyada en énemli 6liim sebeplerinden biri kardiyovaskiiler hastaliklardur.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde cevresel faktorler ¢ok 6nemlidir. Hava, su,
toprak ve gida insani etkileyen en onemli ¢evresel faktorlerin basinda gelir. Bu farkli
ortamlarin ¢evresel bir kirletici ile kontaminasyonu dogrudan yada dolayli olarak
insanlar1 da etkilemektedir. BPA endiistride yogun kullanim alanina sahip sentetik bir
cevresel kirleticidir. Sentetik bir kimyasal olan BPA, epoksi recinelerin iiretiminde ve
polimer olmayan plastiklerin katki maddesi olarak kullanilir. BPA’ya en fazla oral yol ile
maruz kalinmaktadir. BPA protein ekspresiyonu, DNA metilasyonu ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu etkileyerek ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklara sebep olmaktadir.

Bu calismada BPA’nin sebep oldugu kardiyotoksisite {izerine 18p glisiretinik asid’in
antioksidan ve antiapoptotik etkilerinin aydinlatilmasi amaglanmistir. Deneyde 40 adet
Wistar Albino cinsi erkek rat (250 — 300 gr agirliginda) kullanildi. Her grupta 8 adet rat
olacak sekilde 5 farkli deney grubu olusturuldu. 1. Grup (Kontrol): 0,2 mL zeytinyag, 2.
Grup (GA 100): 100 mg/kg GA, 3. Grup (BPA): 250 mg/kg BPA, 4. Grup (BPA + GA
50): 250 mg/kg BPA ve 50 mg/kg GA, 5. Grup (BPA + GA 100): 250 mg/kg BPA ve 100
mg/kg GA olacak sekilde 14 giin boyunca gavaj ile oral yoldan uygulandi. Deney
sonunda ratlardan LDH ve CK-MB seviyelerini belirleyebilmek i¢in kan ornekleri,
antioksidan parametreler (SOD, KAT, GSH, GPx ve MDA) ve apoptotik proteinlerin
(Bax, Bcl-2, Prokaspaz 3, Prokaspaz 9, Sitokrom C ve p53) belirlenmesi igin ise kalp
dokular1 alindi. Elde edilen verilerde kontrol grubuna kiyasla, BPA’nin serum LDH ve
CK-MB seviyelerini 6nemli dilizeyde arttirdigt ve SOD, KAT, GSH ve GPx
antioksidanlar1 inhibe ettigi belirlendi. Ayrica MDA seviyesin de 6nemli diizeyde artisa
sebep oldugu tespit edildi. Ek olarak BPA grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
onemli apoptotik markirlardan olan Bax ve sitokrom C’nin ekspresiyon seviyelerinde
artis oldugu tespit edilirken Bcl-2, prokaspaz 3 ve prokaspaz 9 ekspresiyon seviyelerinde
ise 6nemli diizeyde azalma gozlemlendi. Ek olarak BPA’nin p53 ekspresiyon seviyesinde
anlamli bir degisime sebep olmadig tespit edildi. Tedavi edici olarak uygulanan GA’nin
50 ve 100 mg/kg dozlar1 BPA ile uygulandiginda apoptotik parametreler iizerinde 6nemli
diizeyde iyilestirmeler gerceklestirdigi saptandi.

Deney sonucunda BPA’nin oksidatif stresi ve apoptozu arttirdig1 belirlendi. Tedavi edici
olarak uygulanan GA’nin ise BPA kaynakli olusan kardiyotoksisitede hem oksidatif stresi
hem de apoptoz mekanizmas: iizerinde etkili oldugu belirlenerek kardiyoprotektif etkiye
sahip oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, bisfenol A, kardiyotoksisite, oksidatif stres, 183
glisiretinik asit.
IX



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF 188 -GLYCYRRETINIC
ACID ON BISPHENOL A-INDUCED CARDIOTOXICITY IN RATS

ABSTRACT

One of the most important causes of death in our country and in the world is
cardiovascular diseases. Environmental factors play an important role in the development
of cardiovascular diseases. Air, water, soil and food are among the most important
environmental factors affecting people. Contamination of these different environments
with an environmental pollutant directly or indirectly affects humans. BPA is a synthetic
environmental pollutant with extensive use in industry. A synthetic chemical, BPA is
used in the manufacture of epoxy resins and as an additive to non-polymer plastics.
Humans are most exposed to BPA by the oral route. BPA causes various cardiovascular
diseases by affecting protein expression, DNA methylation and formation of reactive
oxygen species.

In this study, it was aimed to elucidate the antioxidant and antiapoptotic effects of 18-
glycyrrhetinic acid on cardiotoxicity caused by BPA. In the experiment, 40 Winstar
Albino male rats (250-300 gr. weight) were used. 5 different experimental groups were
formed with 8 rats in each group. It was administered orally to the groups by gavage for
14 days as 1. Group (Control): 0,2 mL olive oil, 2. Group (GA 100): 100mg/kg GA, 3.
Group (BPA): 250mg/kg BPA, 4. Group (BPA + GA 50): 250mg/kg BPA ve 50mg/kg
GA, 5. Group (BPA + GA 100): 250mg/kg BPA ve 100mg/kg GA. At the end of the
experiment, blood samples were taken from the rats to determine LDH and CK-MB
levels, and heart tissues were taken to determine antioxidant parameters (SOD, KAT,
GSH, GPx and MDA) and apoptotic proteins (Bax, Bcl-2, Procaspase 3, Procaspase 9,
Cytochrome C ve p53). In addition, it was determined that the MDA level caused a
significant increase. In addition, when the BPA group was compared with the control
group, an increase in the expression levels of Bax and cytochrome C, which are important
apoptotic markers, was observed, while a significant decrease was observed in the
expression levels of Bcl-2, procaspase 3 and procaspase 9. In addition, it was determined
that BPA did not cause a significant change in p53 expression level. It was determined
that the therapeutically applied GA achieved significant improvements on apoptotic
parameters when 50 and 100 mg/kg doses were administered with BPA.

As a result of the experiment, it was determined that BPA increased oxidative stress and
apoptosis. It was determined that GA, applied as a preventative, was effective on both
oxidative stress and apoptosis mechanism in BPA-induced cardiotoxicity, and it was
found to have a cardioprotective effect.

Keywords: Apoptosis, bisphenol A, cardiotoxicity, oxidative stress, 183 glycyrrhetinic
acid.
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1. GIRIS

Gelisen teknoloji gevreyi ve insan sagligini olumlu veya olumsuz etkileyebilmektedir.
Ayn1 zamanda insanlar ve diger canlilar (hayvanlar ve bitkiler vb.) olumsuz g¢evre
sartlarindan etkilenerek cesitli rahatsizliklar gecirebilmektedir. Insanlarin yasamin
olumlu ya da olumsuz etkileyebilen en 6nemli parametreler ¢evre, su, toprak ve gida
seklinde siralanabilir. Son yillarda endiistrilesmenin de artmasiyla ¢evre sagligi agisindan
ozellikle agir metaller, plastikler, ilag kalintilar, pestisitler ve ¢esitli tarim ilaglar1 6nemli

cevresel kirletici maddeler olarak dikkat cekmektedir (Giiler ve Can, 2017).
1.1. Cevresel Kirletici Maddeler

Insan ve cevre saghgimi olumsuz ydnde etkileyen bircok kimyasal bilesik iiretim
zincirinin birgok basamaginda {irlinlere gegebilmektedir. Dogrudan ya da dolayli olarak
cevreye salimimi da gerceklesebilen bu kimyasal bilesiklerin bir kismi1 dogal olarak
bulunurken bir kismi da insanlar tarafindan olusturulabilmektedir (Giiler ve Can, 2017).
Bu durumun kontrol altina alinamamasi ¢evreyi ve insan saglin1 tehdit edebilecek ve
tehlike olusturabilecek boyutlara ulagabilmektedir. Endiistrilesmedeki hizlanmaya paralel
olarak tiretim sektdriinde kullanilan kimyasallarin orani da hizla artmaktadir. Endiistri ve
sanayi atiklarmin barindirdigi kimyasal atiklar, ¢evre i¢in 6nemli kirletici maddeler
olarak karsimiza ¢ikarken ayni zamanda tehlikeli bir gida kontaminanti olabilmektedirler
(Giiler ve Can, 2017). Genellikle stabil olmayan kimyasal maddeler; hava, su, toprak ve
gidalar gibi gesitli ortamlarda kontaminasyona sebep olabilirler. Bu kimyasal kontamine
edici maddelerden biri de Bisfenol A (BPA) olarak literatiirde yer almaktadir (Huang et
al., 2012).



1.2. Bisfenol A (BPA)

BPA, [2,2-bis (4-hidroksifenil) propan] endiistride epoksi reginelerin iiretiminde ve
polimer olmayan plastikler i¢in katki maddesi olarak kullanilan bir kimyasal bilesiktir
(Ayazgok ve Kiigiikkiling, 2017; Giindogdu ve Akdevelioglu, 2019). Diinyada ¢ok
yaygin kullanim alanlarina sahip olan BPA ilk olarak 1891°de Dianin tarafindan daha
sonra 1905’te Zincke tarafindan rapor edilmistir (Huang et al., 2012; Jalal et al., 2018).
20. yiizyilin baslarindan beri sentetik estradiol bir bilesik olarak BPA biiyiik bir ticari
hacme sahiptir. BPA {iretiminde artan talepten dolay1r Asya iilkelerinde yillik %13,
Hindistan’da ise %19’luk bir artis gergeklesmektedir (Glindogdu ve Akdevelioglu, 2019).
Oyle ki 2002 yilinda yillik BPA iiretimi 2,8 milyon ton iken bu rakam 2011°de yaklasik
5,5 milyon tona ¢ikmistir (Rochester, 2013). Sekil 1.1’de goriildiigii gibi BPA, 2 fenol
bilesiginin asidik veya bazik bir ortamda aseton ile tepkimeye sokularak elde

edilmektedir (Bernardo et al., 2015).

H,C CH,

H,C._CH
3 \ﬂ/ 3
HO OH l HO OH
H,0

Sekil 1.1. BPA’nin sentetik olarak elde edilme reaksiyonu (Bernardo et al., 2015)

Endiistride maliyeti diisiik ve siirdiiriilebilir materyallerden biri olarak karsimiza ¢ikan
BPA, polikarbonat plastiklerin iretiminde kullanilan ve plastikleri seffaf, hafif, giiclii ve
kirilmalara karg1 daha dayanikli hale getiren bir bilesiktir. Hayatimizin her alaninda
karsilagtigimiz bu madde gida, tarim, ilag ve sanayi gibi bircok farkli alanda siklikla
kullanilmaktadir (Bao et al., 2020; Simdes, 2016). BPA’nin iiretim ve imalatta bu denli
stk kullanilmasi; oda sicakliginda kati halde bulunabilmesi, diisiik buhar basinci, orta
derecede suda ¢oziiniirliik ve diisiik uguculuk gibi farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Huang et al., 2012). Diisiik konsantrasyonlarda
suda yasayan bazi organizmalar i¢in akut toksik etki gosterebilen BPA’nin endokrin

sisteme karsi da hasar verici bir ajan oldugu bilinmektedir (Santoro et al., 2019).



Insanlarda erkek iireme fonksiyonu iizerindeki olumsuz etkileri ile bazi metabolik
faaliyetlerde bozulma (hipertansiyon, seker hastaligi, insiilin direnci ve obezite) gibi
hastaliklarin BPA maruziyeti sonucunda gerceklesebildigi bircok kez rapor edilmistir
(Rezg et al., 2014; Galloway et al., 2010). BPA’nin kullanim alanlarinin genislemesi ayni

zamanda canli sistemler lizerindeki BPA maruziyetini de arttirmistir.

Insan kaynakli olusan ¢evresel sorunlar antropojenik faaliyetler olarak degerlendirilir. Bu
nedenle ¢esitli ¢evrelerde (toprak, ¢okeltiler, yeralti suyu, yiizey suyu ve hava) BPA
varliginin tespit edilmesi antropojenik faaliyetlerin sonucudur. BPA, polikarbonat/epoksi
recine iceren bir¢ok {iriiniin kullanimdan sonra ¢ope atilmasinin ardindan ¢evreye salinir
(Huang et al., 2012). Ayn1 zamanda BPA, iiretim tesislerinde yapilan desarjlar yoluyla
dogrudan yiizey ve yeralti su kiitlelerine ve atmosfere salinmaktadir. Kiigiik miktarlarda
reaksiyona girmemis veya kiirlenmemis BPA iceren farkli ticari iirlinlerin (Ornegin
polikarbonatlar ve epoksi regineler) fabrikalarda imalat icin BPA'nin islenmesi ve
depolanmas1 sirasinda istenmeyen durumlardan dolayr c¢evreye ve havaya
salinabilmektedir (Fiirhacker et al., 2000; Huang et al., 2012). Buna baglh olarak, BPA
cesitli gevresel ortamlarda ve yiyeceklerde tespit edilmis olmasi BPA maruziyetinin,
insanlarda gida ve igme suyu tiiketimi yolu ile de gergeklesebildigini ortaya ¢ikarmistir
(Santoro et al., 2019). BPA maruziyeti sonucunda gelisebilen saglik problemleri de goz
Ooniinde bulundurularak, bazi iilkeler bir takim tiiketici {riinlerinde BPA kullanimini
yasaklama ihtiyact duymustur. Kanada hiikiimeti, BPA iceren bebek siselerinin satisini,
ithalatin1 ve reklamin1 yasaklamis ve BPA’y1 “tehlikeli bir madde” olarak ilan eden ilk
ilke olmustur. 2011 yilinda ise Avrupa Komisyonu, BPA’y1 polikarbonat bebek
biberonlarinda yasaklamaya karar vermistir. 2012°de Amerika bebek siseleri ile yudum
kaplarinda BPA’y1, 2013 yilinda ise Gida ve Ilag Idaresi (FDA) bebek mamasi
ambalajlarinin kaplamalarinda kullanilan BPA bazli recinelerin kullanimimi kisitlamistir.
Ulkemizde ise Avrupa Komisyonu kararlar1 baz alimus ve bu kararlara katilarak bebek
biberonlar1 ve beslenme kaplarinda BPA kullanilmasinda bazi sinirlandirmalar Tarim ve
Koy isleri Bakanliginca uygulanmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2011). 2011 Haziran ayinda
BPA igeren biberonlar ve diger beslenme kaplari gibi iiriinler bakanlik tarafindan

toplatilmistir (Durmaz ve Giray, 2013).



1.3. BPA’nin Kullanim Alanlar

Ozellikle, hizl1 gelisen ekonomilere sahip iilkelerde (Orn: Cin, ABD vb.) BPA’nin ¢ok
fazla kullanim alani bulunmaktadir. Giiniimiizde tiretilen BPA’nin yaklasik olarak %95°1
polikarbonat ve epoksi reginelerin iiretiminde kullanilirken, %5°lik kismi1 ise ¢ok genis
bir {iriin yelpazesinde kullanilmaktadir (Huang et al., 2012). Bunlara fenolik regineler,
fenoplast regineleri, kutu astarlari, PVC iiretimi, etoksillenmis BPA, termal kagit tiretimi
icin katki maddeleri, polioller, modifiye poliamid, araba lastik {iretiminde kullanilan bazi
bilesikler, alev geciktiriciler (Orn: tetrabromobisfenol A), otomotiv ve diger ulasim
ekipmanlari, elektrikli/elektronik ekipman, insaat, igme suyu borularinin igindeki
kaplamalar, termal ve karbonsuz kagit kaplamalar 6rnek verilebilir (Huang et al., 2012;
Ma et al., 2019). Ulkemizde ise benzer kullanim alanlarina sahip olan BPA nin 6zellikle
ithal edilen ucuz plastik ve polikarbonatlarin yapisinda oldukg¢a yiliksek oldugu
belirtilmektedir (Amini, 2017).

1.4. BPA’nin Alternatif Formlar:

Ulkemiz de dahil olmakla birlikte diger baz iilkelerin BPA kullanimindaki kisitlamalari,
tireticileri BPA'nin yerine alternatif maddeler kullanmaya tesvik etti (Dualde et al., 2019).
Sekil 1.2°de agik kimyasal yapilart gosterilmekte olan Bisfenol B (BPB), Bisfenol F
(BPF), Bisfenol S (BPS) ve Bisfenol AF (BPAF) bunlara 6rnektir. Bunlar arasinda
bisfenol analoglari olan BPF ve BPS en ¢ok kullanilanlardir (Liao et al., 2012; Chen et
al., 2016; lyigiindogdu et al., 2020). Bununla birlikte, son ¢alismalar BPF ve BPS 'in
BPA 'ya benzer endokrin bozucu etkiler gosterdigini belirtmektedir (Rochester and
Bolden, 2015; lyigiindogdu et al., 2020). Sonuc olarak, BPA’nin yerini almasi igin
iretilmis olan BPB, BPF, BPS ve BPAF‘in giivenli olup olmadigi hala tartigma
konusudur (Andra et al., 2015; Rochester and Bolden, 2015; Ullah et al., 2018;
Iyigiindogdu et al., 2020).
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Sekil 1.2. BPA ve alternatiflerinin (BPAF, BPB, BPF ve BPS) kimyasal yapisi (Santoro et al., 2019)

1.5. BPA’nin Toksik Etkileri

Avrupa birliginin 2002 yilinda yayinlamis oldugu raporda BPA’nin, g¢evre ve insan
sagligi lizerinde 6zellikle de endokrin sisteme hasar veren toksik ajanlar igerisinde yer
aldig1 belirtilmistir. Kisisel bakim tiriinleri, oyuncaklar ve plastik siseler gibi hayatimizin
bircok alaninda siklikla kullandigimiz iirtinlerin BPA icermesi, giinliik yasantimizda
BPA’ya olan maruziyetimizi gdzler 6niine sermektedir. Insanlarin BPA’ya maruziyeti
intrauterin donemi dahil yasamlar1 boyunca devam edebilmektedir. Insanlarin BPA ile
olan temas1 kisinin kullandig1 {riinler ya da yasadigi ¢evrenin igerdigi BPA miktar ile
paralel olarak artip azalmaktadir. BPA’dan etkilenmenin ¢ocukluk ve siit doneminde daha
fazla oldugu sdylenmektedir (Durmaz ve Giray, 2013). Idrar ve kan basta olmak iizere
tiikiirik, amniyotik sivi, anne siitii, plasenta ve fetiis, kolostrum ve yag dokusunda
BPA’ya rastlanabilmektedir (Willhite et al., 2008; Shelby, 2010; Fernandez et al., 2010).
BPA’nin biiyiik bir kism1 oral yoldan alinirken belirli bir miktar1 deri emilimi ile de
gerceklesebilmektedir (Shelby, 2010; Cai et al., 2020). Farkli dozlarda ki BPA; endokrin

sisteme hasar verme, lireme sistemi iizerine olumsuz etkiler, farkli norolojik etkiler,



immiin sistem toksisitesi, obesite ve diabetus mellitus, nefrotoksisite, hepatotoksisite ve
cesitli kardiyovaskiiler rahatsizliklara sebep oldugu bildirilmistir (Masuno et al., 2005;
Hugo et al., 2008; Ginsberg and Rice, 2009; Alonso-Magdelena et al., 2010).

1.5.1. BPA’min Karaciger ve Bébrek Dokular1 Uzerindeki Etkileri

Oral yoldan alinan BPA’nin eliminasyonun da gorev alan karaciger ve bobrek BPA’ya en
¢ok maruz kalan organlardir. BPA’nin viicuda girmesi ile baslayan metabolik yolakta ilk
olarak karaciger gorev alir. BPA karacigerde BPA glukronit ve BPA siilfat’a
donistiiriiliir ve az miktarda doniisiime ugramadan serbest BPA olarak cikar. Serbest
haldeki BPA endokrin bozucu BPA olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Durmaz ve Giray,
2013). Serbest BPA’nin yikici hepatotoksik etkilerinin oldugu ve karacigerde
proinflamatuar sitokinler olan IL-1p ve IL-6’y1 doza bagl olarak arttirdigi ve katalaz
enzim aktivitesinde diisiis oldugu belirtilmektedir (Hussein and Eid, 2013). Ayrica
oksidatif stres, inflamatuar yanit ve histopatolojik hasara sebep oldugu bildirilmistir
(Hussein and Eid, 2013; Wang et al., 2019; Sun et al., 2021). BPA’nin eliminasyonunda
gorev alan bobreklerde ise doza bagimli olarak proteiniiri ve glomeriilar yaralanmalar
gbzlenmistir ve bunun sonucunda serumda iire ve kreatinin seviyelerinde 6nemli derece
de artis, kreatinin klirensinde ise azalma gercekleserek bobrek hasarinin olustugu

kanisina varilmaktadir (Kobroopet al., 2018).

1.5.2. BPA’nin Kardiyovaskiiler Etkileri

Diinya saghk orgiitiiniin (DSO) verilerine gore kardiyovaskiiler hastaliklar (KH)
giinlimiizdeki  baglica  O0lim  sebeplerindendir. Miyokard enfarktiisii, dilate
kardiyomiyopati, koroner arter hastaligi, ateroskleroz ve hipertansiyon, kalp ve kan
damarlarini igeren bazi rahatsizliklar yaygin olarak goriilen KH’dir (Lombo et al., 2019;
Zhang et al., 2020). Giiniimiizde KH’in erken yaslarda artmasinda ¢evresel faktorlerin
(BPA dahil) 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Momtazan et al., 2018; Dastoopoor et
al., 2019; Argacha et al., 2019). Cevresel bir kontaminasyon kaynagi olan BPA,
kardiyotoksisiteye sebep olmaktadir. BPA, transkriptom, protein ekspresyonu ve DNA
metilasyonu gibi 6nemli mekanizmalar etkileyerek farkli KH’1n olugmasini tetikleyebilir

(Patel et al., 2013; Chapalamadugu et al., 2014; Moreno Gomez Toledano et al., 2021).



Ayrica sistolik kan basincini arttirma, interventrikiiler septal kalinlig1 olusturma, zebra
balig1, kemirgen, koyun ve maymun yavrularinda kardiyak yap1 ve islev degisikligini de
tetikleyebilmektedir (Cagampang et al., 2012; Koneva et al., 2017). BPA maruziyetinin
ventrikiiler iletim hiz1 ve kardiyak yapi/fonksiyonu ile ilgili etkilesimleri cinsiyete gore
farkliliklar gosterebilmektedir (Posnack et al., 2014; Zhang et al., 2020). BPA’nin iskemi
ve reperfiizyondan zarar gérmiis kobay kalplerinde 17 6sradiol’e benzer sekilde hareket
ederek koruyucu etkilerini bastirarak hasar1 arttirabildigi vurgulanmistir (Mao et al.,
2019). Ayrica bazi fare modellerinde BPA’nin neden oldugu aritmik etkiler dstrojen
reseptorii  Bf’nin  inhibisyonunu etkilemistir (Yan et al., 2011). Ostrojenler,
kardiyovaskiiler sistemin olusumu ve islevi i¢in gerekli molekiillerdir. Bu molekiillerdeki
degisimler ya da dengesizlikler KH riskini arttirabilmektedir (Naftolin et al., 2019). BPA
sekil 1.3°de goriildigii gibi; niikleer reseptorler ve kalsiyum sinyalleri, lipit
metabolizmasi, Kardiyak gelisimi ve fonksiyonu i¢in Onemli hiicre dist matriks

etkilesimleri gibi bir ¢ok molekiiler yolu hedefleyebilmektedir (Brown et al., 2018; Zhang

et al., 2020).
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Sekil 1.3. BPA’nin kardiyotoksik etkisinin olas1 metabolik hedefleri (Zhang et al., 2020)



1.5.3. BPA’nin Metabolizmasi

Etik olarak insanlar iizerinde arastirilmasi miimkiin olmayan BPA caligmalarinin ¢ogu
deney hayvanlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Ancak bazi istenmeyen durumlardan
otiri BPA’ya maruz kalmis insanlar veya bazi goniilliller tizerinde c¢alismalar
yapilabilmektedir. Bu gibi durumlardan o6tiiri BPA’nin metabolizmasi hala yeterince
aydinlatilamamistir. Insanlarda BPA maruziyetinin bilyiik bir kismi oral yol ile
gerceklesirken yaklasik %10’luk bir kismi deri emilimi ile gerceklesebilmektedir. Idrar
ve kan basta olmak tizere tiikiiriik, amniyotik s1vi, anne siitii, plasenta ve fetiis, kolostrum
ve yag dokusunda BPA’ya rastlanabilmektedir (Willhite et al., 2008; Shelby, 2010;
Fernandez et al., 2010). Oral yol ile alinan BPA’nin biiyiik bir kism1 karacigerde bulunan
CYP2CI18 ile kiigiik bir kismi da CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile metabolize
edilmektedir. Yaklasik 6 saatlik yarilanma omriine sahip BPA’nin tamamina yakini 42
saatte idrar yolu ile viicuttan atilabildigi bilinmektedir (Melzer et al., 2010; Durmaz ve
Giray, 2013; Michalowicz, 2014; Quesnot et al., 2014 ). BPA’nin karaciger eliminasyonu
sirasinda yaklasik %69’u glukuronik asit ile konjugasyonu sonucunda major metaboliti
olarak BPA glukuronit’e, yaklasik %20’si ise siilfat konjugasyonu ile min6ér metaboliti
olan BPA siilfata dontstiiriiliir. Geriye kalan (yaklasik %11) BPA da hi¢ degisime
ugramadan metabolitler ile birlikte kana karisarak diger dokulara tasinmaktadir (Durmaz
ve Giray, 2013; Quesnot et al., 2014; Almeida et al., 2018; Santoro et al., 2019). BPA
metabolitlerinin herhangi bir toksik etki sergilemedigi belirtilmekle beraber, asil
toksikasyonun kana salinan serbest BPA’dan kaynaklandig: belirtilmistir. Ek olarak bazi
kimyasallarin (salisilik asit ve naproksen vb.) karacigerdeki BPA glukronidasyonunu
baskilayarak kana salinan serbest BPA miktarini arttirabilecegini rapor etmistir (Verner et
al., 2010). Ayrica plasenta ve diger dokularda bulunan B-glukronidaz enzimi BPA major
metabolitini dekonjuge edebilir ve arilsiilfataz-C enzimi ise mindr metabolitteki siilfatin
inaktivasyonunu gerceklestirerek kana salinan serbest BPA’nin oraninin artmasina sebep
olabilmektedir (Durmaz ve Giray, 2013; Almeida et al., 2018; Santoro et al., 2019).
Ayrica sekil 1.4 gosterildigi gibi BPA’nin glukuronidasyonunun kiigiikk bir kismi
bagirsaklarda da gergeklesebilmektedir (WHO, 2010; Mazur et al., 2010; Wang et al.,
2018).
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Sekil 1.4. BPA nin metabolizmasi (Mazur et al., 2010; Durmaz ve Giray, 2013; Wang et al., 2018)

1.6. Apoptoz

Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi, ¢ok hiicreli organizmalarin
normal gelisimi ve homeostazi korumak icin gerekli olan ve dogal olarak meydana gelen
bir hiicre 6liimi siirecidir (Jan, 2019). Bu islem ayrica hasarli, enfekte veya potansiyel
olarak neoplastik hiicrelerin ¢ikarilmasi i¢in de Onemlidir. Ancak apoptotik hiicre
Olimiiniin hem ¢ok az hem de ¢ok fazla gergeklesmesi biyolojik olarak olumsuz
sonuglara yol agabilir (D’Arcy, 2019). Ornegin romatoid artrit ve kanser gelisiminde
apoptozun ¢ok az gerceklestigi goriiliirken, iskemik kalp hastaligi, kazanilmis bagisiklik
yetersizligi sendromu (AIDS)’nun yani sira alzheimer ve parkinson gibi nérodejeneratif
hastaliklarda apoptozun ¢ok fazla gerceklestigi bilinmektedir (D’Arcy, 2019; Jan, 2019;
Darendelioglu, 2020). Organizmalarin yasamlarin1 ve homeostazi korumasi igin gerekli
olan apoptoz, genetik materyal tarafindan kontrol edilen bir mekanizmadir. Apoptoz
mekanizmasinda gorev alan genler proapoptotik (apoptozu tetikleyen) ve antiapoptotik
(apoptozu baskilayan) olmak tizere iki farkli sekilde gruplandirilmaktadir (Chipuk et al.,
2008; Coskun ve Ozgiir, 2011). Bu her iki grup kendi aralarinda bir denge igerisinde
bulunurlar. Bu dengenin bozulmasi durumunda yani hiicre igerisinde proapoptotiklerin

artmasi hiicreyi apoptoza siiriiklerken antiapoptotiklerin artmasit durumunda ise hiicrenin
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apoptoza gitmemesi yani hiicrenin yasamina devam etmesi saglanir (Chipuk et al., 2008;
Darendelioglu, 2020). Apoptozda gorev alan bir¢ok gen olmasina karsin (Tablo 1.1°de
gosterilmektedir) apoptoz sonucu gerceklesen bazi  morfolojik  degisiklikler
goriilmektedir. Apoptoz’da genel olarak; kromatin kondenzasyonu, hiicrenin kiigiilmesi,
DNA fragmentasyonlar1 (180-200 bp), organeller ve membran biitiinliigiiniin korunmast
gibi morfolojik degisimler diger 6liim mekanizmalarindan (otofaji gibi) farkli olarak

apoptozun belirgin 6zelliklerindendir (Coskun ve Ozgiir, 2011; D’Arcy, 2019).

Tablo 1.1. Bazi antiapoptotik ve proapoptotik proteinler (Abotaleb et al., 2018; Uzdensky, 2019; Carneiro
and El-Deiry, 2020)

Bax

Bak
Bcl-10
Bid
Proapoptotik | p53
Puma
Sitokrom-C
Kaspaz-3
Kaspaz-9
Bcl-2
Bel-X¢
Mcl-1
MDM2
p21

p63

Antiapoptotik

Apoptoz, intrinsik (igsel) ve ekstrinsik (dissal) olarak bilinen iki farkli yolak kullanarak
gerceklesebilmektedir. intrinsik yolagin uyarilmasinda DNA hasari, hiicre dongiisiindeki
bazi problemler, hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artis ve hipoksi gibi ¢esitli durumlar rol
alirken ekstrinsik yolakta UV 1sinlari, toksinler, radyasyon, iskemi, sitotoksik T
lenfositler, kemoterapdtik ajanlar, 6liim reseptorleri aktivasyonu (Fas/Fas Ligant ve TNF)
ve biiyiime faktorii eksikligi gibi etmenler sayilabilir (Coskun ve Ozgiir, 2011,
Darendelioglu, 2017; Ashkenazi et al., 2017). Her ne kadar farkli uyaranlara sahip olan
iki yolak olarak goriinseler de her iki yolakta apoptozu gerceklestirmek icin sekil 1.5°te

gortiildiigii gibi benzer sistein proteazlart olan kaspazlari kullanirlar.
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Oliim Ligantlan, ' Bakteriyel
u’[{!l‘lll?,lfg?aa;,1 Lan D1§sal Yolak : ICSEI Yolak enfeksiyon, ROS vb.

faktorler

P53 Kemoterapi,

‘ Radyasyon vb.

Sekil 1.5. Apoptozun igsel ve dissal yolaginda gorev alan bazi apoptotik elemanlar (Parrino et al., 2007)

1.6.1. Apoptoz icsel Yolak

Hiicrede her hangi bir i¢ uyaranin olmast durumunda apoptotik mekanizmanin baglamasi,
proapoptotik ajan olan Bid proteininin bir antiapoptotik olan Bcl-2 proteinini
baskilayarak Bax ve Bak olarak bilinen diger proapoptotik ajanlari aktiflesmesi ile bazi
metabolik aktiviteleri meydana getirmesi ile gergeklesmektedir. Bax ve Bak proteinleri
aktiflestikten hemen sonra mitokondri organelinin hiicre duvarina saldirarak por
olusumunu saglar ve mitokondri icerisinde bulunan SMAC (ikincil mitokondri kaynakli
kaspaz aktivatorii), AIF (Apoptoz indiikleyici faktor), kalsiyum iyonlar1 ve oksidatif
fosforilasyon da elektron tasiyict olarak gorev alan sitokrom C’nin (CYT-C)
sitoplazmaya salinmasini tetikler. Prokaspaz 3 ve Prokaspaz 8’in aktiflesmesini
baskilayan AFI (Apoptotik faktdr inhibitdrii), SMAC proteinleri tarafindan baskilanarak
apoptozun hizlanmasi saglanir. Sitoplazmaya salinan CYT-C ise APAF-1 (Apoptotik

proteaz aktive edici faktor 1) ile ATP varliginda apoptozom olarak bilinen yapiy1
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Olusturarak prokaspaz 9’u keser ve aktif kaspaz 9 haline doniistiiriir. Kaspaz 9 da
prokaspaz 3’leri aktif kaspaz 3’e doniistiiriir. Kaspaz 3’ler de Kazpaz 9 gibi diger
prokaspaz 3’leri aktif kaspaz 3’e doniistiirerek kaspaz kaskadini baslatmasiyla apoptozun
hizli bir sekilde gerceklesmesi saglanir (Coskun ve Ozgiir, 2011; Darendelioglu, 2017;
Ashkenazi et al., 2017).

1.6.2. Apoptoz Dissal Yolak

Hiicre ylizeyinde bulunan ve 6lim reseptorii olarak adlandirilan Fas, TNFR ve DRS
reseptorleri farkli O6lim sinyalleri (Fas-L, TNF-a ve TRAIL gibi) ile uyarilmasi
sonucunda trimerik bir yap1 seklini almaktadirlar. Bu yap1 adaptor protein ve prokaspazla
DISC (Oliime neden olan sinyal kompleksi) olarak bilinen kompleksi olusturur. DISC
olusumu sitoplazmada bulunan prokaspaz 8’i aktif kaspaz 8’c¢ doniismesini
saglamaktadir. Kaspaz 8 ise ya direk olarak prokaspaz 3’ aktif kaspaz 3 ya da dolayli
olarak yani igsel yolakta goérevli olan Bid proteinini aktiflestirerek igsel yolaginda
baslamasi ile prokaspaz 3’leri aktiflestirmis olur. Boylece apoptozun hem i¢ hem de dis
yolaginin aktiflesmesi ile apoptotik hiicre Oliimiintin hizli bir sekilde gergeklesmesi

saglanir (Coskun ve Ozgiir, 2011; D’Arcy, 2019; Carneiro and El-Deiry, 2020).

1.7. Serbest Radikaller

D1s orbitallerinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektron bulunduran atom, molekiil
veya iyonlar serbest radikaller olarak adlandiriimaktadir (Wang et al., 2021). Serbest
radikallerde bulunan eslenmemis elektron ciftleri genellikle diger kararli bilesiklerdeki
(protein, karbonhidrat, niikleik asit ve lipitler vb.) elektronlara saldirarak onlara yiiksek
reaktivite kazandirir (Yan et al.,, 2016; Wang et al., 2021). Oldukga reaktif
karakterlerinden dolay1 serbest radikaller, genellikle kisa 6miirlii olduklart s6ylenebilir ve
cevrelerindeki molekiillerle secici olmayan bir sekilde reaksiyona girerler. Bdylece
reaksiyona girdigi molekiil, elektronunu kaybeder ve sonunda biyolojik sisteme zarar
veren bir zincirleme reaksiyon kaskadi baslatarak kendisi gibi serbest radikaller meydana
getirir (Yan et al., 2016). Biyolojik sistemlere zarar veren serbest radikallerin ¢ogu
oksijensiz radikallerdir ve bunlar genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
adlandirilirlar (Rahman, 2007). Hem ROS hem de reaktif nitrojen tiirleri (RNS) toplu
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olarak serbest radikalleri ve diger radikal olmayan reaktif tiirleri olusturur (Yan et al.,
2016). Tablo 1.2’de goriilmekte olan bazit ROS/RNS, canli sistem i¢in hem faydali hem
de toksik bilesikler olarak iki yonlii bir is goriir (Yan et al., 2016; Caglayan, 2018). Orta
veya diisiikk seviyelerde ROS/RNS faydali etkilere sahiptir ve bagisiklik fonksiyonu
(patojenlere karsi savunma), bir dizi hiicresel sinyal, mitojenik tepki ve redoks
diizenlemesi gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlarda goérev alabilmektedirler. Ancak daha
yiiksek konsantrasyonlarda, hem ROS hem de RNS, sirasiyla oksidatif stres ve nitrozatif
stres olusturarak biyomolekiillerde potansiyel hasara neden olur (Yan et al., 2016; Wang
etal., 2021).

Serbest radikallerin olusumuna hem endojen (mitokondriyal ETS, redoks ve oksidatif
reaksiyonlar ve bazi enzimler) hem de eksojen (¢evre kirletici maddeler, baz1 kimyasallar,
pestisitler, sigara dumani, diyet vb.) kaynaklar katki saglayabilmektedir (Caglayan, 2018;
Kia et al., 2020). Bunun sonucu olarak oksidatif stres ve nitrozatif stresin olusmasi
kacinilmazdir. Ayrica oksidatif ve nitrozatif stresin artmasi asirt ROS/RNS iiretimi ve
enzimatik/enzimatik olmayan antioksidanlarin eksikligi ile baglantilidir (Yan et al., 2016;
Caglayan, 2018).

Tablo 1.2. Bazi ROS ve RNS Tiirleri

RADIKALLER SEMBOL RADIKAL SEMBOL
OLMAYANLAR
Siiperoksit 0 ) Singlet Oksijen 10,
2

Hidroksil OH Ozon O3

ROS Alkoksil Radikali RO Hidrojen peroksit H20:
Peroksil Radikali : Hipoklorit HOCI
ROO Lipit hidroperoksit LOOH
Nitrik Oksit NO Peroksi Nitrit ONOO
RNS Nitrojen Oksit . Nitroksil Katyon NO+
NG Nitroksil Anyon )

Y NO

Viicudumuzda antioksidan savunma sisteminde gorev alan O6nemli bazi enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidanlar bulunmaktadir (Caglayan, 2018). Bu antioksidanlarin

yoklugunda ya da yeterince bulunmamasi durumunda, hiicre igerisindeki ROS miktar
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artarak oksidatif strese yol acacaktir. Bunun sonucunda ROS lipidler, proteinler ve DNA
dahil olmak iizere ¢esitli biyomolekiillerin biitliinliigline zarar verebilir (Caglayan, 2018;
Kia et al., 2020). Boylece diyabetes mellitus, norodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
katarakt, KH ve solunum hastaliklar1 gibi birgok insan hastaliklarina sebep olabilmektedir
(Saleh et al., 2019; Kia et al., 2020).

1.7.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.7.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siklikla oksidatif stres belirteci olarak kullanilan SOD, siiperoksit radikalini oksijene ve

hidrojen peroksite doniistiiriir (Kandemir et al., 2017).

1.7.1.2. Katalaz (KAT)

ROS’un olumsuz etkilerine karsi hemen hemen tiim hiicre tiplerinde bulunan
indiiklenebilir bir enzimdir. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene doniistirmektedir
(Anitha and Rajadurai, 2014; Ramos et al., 2014).

1.7.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Hiicrelerin  sitozoliinde lokalize olan GPx, hiicrelerdeki hidrojen peroksitin
detoksifikasyonunu gerceklestirmektedir. Ayrica lipit peroksidasyonunu baskilayarak
hiicrenin fonksiyonunu ve yapisinin korunmasinda gorev alir (Margis et al., 2008).

1.7.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.7.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutamin, sistein ve glisin olarak bilinen Ui¢ farkli aminoasit igeren bir tripeptittir.

ROS’un olumsuz etkilerine karsi1 hiicreleri korur (Townsend et al., 2003; Bursal et al.,
2013).
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Yukarida belirtilenin disinda bazi enzimatik olmayan antioksidanlara ek olarak benzer
gorevleri yerine getirebilen eksojen kaynakli olarak adlandirabilecegimiz E vitamini (a-
tokoferol), C vitamini (askorbik asit), melatonin, B karoten ve 18 glisiretinik asit (GA)
gibi antioksidanlarda bulunmaktadir (Caglayan, 2018; Wu et al., 2018).

1.7.3. 18 -Glisiretinik Asit

Bitkilerin sahip olduklar1 fenolik ve flavonoid maddeler biyolojik olarak aktif
maddelerdir. Bitkiler bu biyolojik aktif maddeler sayesinde ge¢misten giiniimiize birgok
tedavide kullanilmis ve hala siklikla kullanilmaktadir (Shah et al., 2019). Yizyillardir
alternatif tip ad1 altinda siklikla kullanilan meyan bitkisi kokii (Glycyrrhiza glabra L.) de
zengin fenolik ve flavonoid igerige sahip bitkilerdendir. Meyan kokii solunum yolu
hastaliklar1 ve gastrointestinal semptomlar gibi bir¢ok rahatsizligi tedavi etmek igin
kullanilmaktadir. Meyan kokii sahip oldugu biyoaktif bilesikler sayesinde giiniimiizde,
antikanserojen, antimikrobiyal, antiviral, anti-lilser, hepatoprotektif, immiin sistemi
uyarici, Sinir, endokrin, solunum ve kardiyovaskiiler sistemin korunmasina katkida
bulunan bazi etkileri oldugu belirtilmistir (Pastorino et al., 2018). Meyan bitkisi kokii 18
glisiretinik asid (GA) gibi 6nemli bilesikleri biinyesinde bulundurmaktadir. Dolayisiyla
GA’nin BPA maruziyeti sonucunda olusabilecek oksidatif stres ve diger metabolik
bozukluklar1 engelleyebilecegi ya da azaltabilecegi diisliniilmektedir. GA meyan kokiiniin
en onemli biyoaktif bilesenlerinden olup pentasiklik bir triterpenoid’tir (Sekil 1.6) (Kao
etal., 2014).

COOH

HO

Sekil 1.6. GA’nin kimyasal yapis1
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GA antialerjik, antitumér, antienflamatuar, antioksidan, antibakteriyel ve antiapoptotik
gibi ozelliklerinin yaninda otofajinin indiiklemesi, immiinosupresyonun azaltilmasi ve
kardiyoprotektif etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Kao et al., 2014; Kowalska and
Kalinowska-Lis, 2019; Hong, 2020).

Yapilan literatiir taramalarindan elde edilen verilere goére BPA’nin  birgok
kardiyovaskiiler hastaligi direk yada dolayli olarak tetikledigi bilinmektedir. Fakat bu
etkinin GA’nin kardiyoprotektif etkileri araciligi ile engellenebilecegi ya da
azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Bu alanda yeterli diizeyde ¢alisma olmadigindan
yapilacak olan tez ¢alismasi, daha sonra yapilacak benzer ¢alismalara siklikla referans

olabilme potansiyeline sahiptir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Asetonun iki esdeger monofenol bilesik ile asidik bir ortamda tepkimeye sokulmasi ile
elde edilen BPA insanlar tarafindan en fazla iretilmis sentetik bilesiklerden biridir
(Beserra et al., 2012; Metz, 2016). BPA’nin iiretim hacmi her yil yaklasik 8 milyar
paund’in iizerinde gergekleserek diinyada oldukca yaygin bir kullanim alanina sahiptir
(Beserra et al., 2012). BPA genel olarak polikarbonat plastiklerin iiretimi, kredi kartlari,
oyuncaklar, sise iretimi ve termal kagitlar gibi giinlilk hayatta sik kullandigimiz
uriinlerde kullanilmaktadir (Beserra et al., 2012; Metz, 2016; Geens et al., 2012). Bu
iirlinlerin ¢ope atilmasi BPA’nin ¢evreye salinmasinda 6nemli bir etken olarak karsimiza
cikmaktadir. Cope atilan BPA bazli materyaller, sizintilara sebep olarak BPA
bilesiklerinin dncelikle ylizey sularina buradan da denizlere karismasina sebep olmaktadir

(Mazzotta et al., 2013; Jenkins et al., 2012).

ABD’de yetigkin bireyler iizerinde yapilmis bir aragtirmada, bireylerin % 90’min
idrarlarinda saptanabilir BPA diizeyi tespit edilmistir.( Melzer et al., 2012; Mazzotta et
al., 2013). Ayrica idrardaki BPA seviyesine paralel olarak periferik arter hastalig
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu da vurgulanmistir (Mazzotta et al., 2013).

Arastirmacilar BPA’nin siklikla Ostrojeni taklit etme yetenegine sahip oldugunu ve
boylece Ostrojen reseptorlerine baglanma ve endojen Ostrojenlere miidahale ettiklerini
dile getirerek endokrin bozucu kimyasallar arisinda yer aldigin1 vurgulamaktadir (Beserra

etal., 2012; Jenkins et al., 2012).

Hyun ve ark. (2021) pluripotent kok hiicre kaynakli kardiyomiyositlerde 1 ile 100 uM
arasindaki farklt BPA dozlarin1 24 saat boyunca uygulamis ancak herhangi bir sitotoksik
etki gostermediklerini rapor etmislerdir. Ancak ¢esitli BPA dozlarinin alan potansiyelini
azaltarak kalp fonksiyonunu degistirdiklerini belirtmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda
BPA’nin kalsiyum (Ca®*) iyon kanallarii ve kasilmalari inhibe ettigini boylelikle
BPA’nin kardiyak fonksiyon bozuklugu ve aritmi gibi kardiyak risk faktorlerine yol
actigini1 gostermislerdir (Hyun et al., 2021).
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Benzer sekilde Posnack ve ark. (2014) disi rat kalplerinde BPA’nin 01-100 uM
konsantrasyonlarinda elektrik iletim hizin1 yavaglattifini belirterek O6nceden kalp
rahatsizlig1 olan ya da popiilasyondaki yiiksek riskli bireyler igin risk olusturabilecegini

vurgulamislardir (Posnack et al., 2014).

Valokola ve ark. (2019) bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda ki BPA dozlarini ratlara
uygulayarak subkronik kardiyotoksisiteyi indiiklediklerini rapor etmislerdir. Ayrica BPA
konsantrasyonuna paralel olarak ratlarda kilo artisinin da 6nemli diizeyde gergeklestigini
belirtmislerdir. Elde ettikleri verilere gore BPA sitoplazmik vakuolasyon, fokal lenfatik
inflamasyon, sistolik ve diyastolik kan basinglari ve niikleer dejeneratif degisiklikler
histopatolojik hasarlar1 indiiklemistir. Ayrica malondialdehit (MDA) ve kreatin kinaz MB
(CK-MB) diizeyi kontrol grubuna kiyasla arttigin1 glutatyon (GSH) igerigini azalttigini
belirtmislerdir. Koruyucu olarak uyguladiklart kurkumin kapsiillemesi olarak bilinen
nanomikel kurkuminin kardiyotoksisiteyi engelleyebilecegini gostermislerdir. (Volakola
etal., 2019).

Benzer bir durum Ezz ve ark. (2015) yaptigi ¢calismada, farkli doz ve siirelerde BPA’ya
maruz biraktiklar: ratlarin kalpteki antioksidan parametreleri (MDA, GSH, GST, KAT,
NO) ve asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesinin 6énemli 6l¢iide degistirdigini ve BPA’ya
maruz kalma stiresine bagli olarak ratlar da asir1 sekilde kilo artisinin gbzlendigini rapor
etmiglerdir. Sonu¢ olarak BPA, ROS olusumu ve oksidatif stres durumunu
siddetlendirmis ve kalbin antioksidan savunmalarinin azalmasina neden olarak, ratlarin
kalbi {izerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugunu vurgulamislardir. NO seviyeleri ve
AChE aktivitesindeki eszamanli azalma ve viicut agirhgmndaki artis, BPA'dan

kaynaklanan kardiyovaskiiler rahatsizliklara neden olabilecegini belirtmiglerdir (Ezz et

al., 2015).

Frigues ve ark. (2020) da kardiyovaskiiler fonksiyon iizerindeki ¢aligmalarinda ratlarin
aortundan izole edilen vaskiiler hiicrelerinde BPA’nin siiperoksit ve hidrojen peroksit
seviyelerini arttiripp NO seviyesini azaltarak ROS/NO arasindaki dengenin bozulup
hipertansiyon ve endotel disfonksiyonuna sebep oldugunu vurgulamistir. Ancak
uyguladiklart kefirin antioksidan etkileri sayesinde ROS/NO dengesini koruyarak
BPA’nin etkilerini hafiflettiklerini bildirmislerdir (Friques et al., 2020).
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Apaydin ve ark. (2019) erkek ratlara 28 giin boyunca 130 mg/kg dozunda BPA
uygulamigtir. BPA’nin kalp dokusu {izerindeki olumsuz etkilerini azaltabilecegini
disiindikleri onemli antioksidanlardan olan taurin ve kurkumin ile tedavi ettiklerini
belirtmiglerdir. Deney sonucunca bazi antioksidan parametrelere (SOD, GSH, GPx,
KAT) ve lipit peroksidasyonu sonucunda olusan MDA seviyelerine bakarak onemli
veriler kaydettiklerini belirtmektedirler. Ayrica histopatolojik sonuglarda BPA ile tedavi
edilen grupta konjesyon, infiltrasyon, vakuolizasyon, dejenerasyon ve bag dokuda 6dem
tespit edilmistir. Bu histopatolojik sonuglarida destekleyecek sekilde MDA seviyesinde
onemli derece artis gozlemlediklerini belirtmiglerdir. Ek olarak BPA uygulanan grupta
diger gruplara kiyasla antioksidan parametrelerden olan SOD, GSH, GPx ve KAT
aktivitelerinde diisiis oldugu vurgulanmistir (Apaydin et al., 2019).

Ojha ve ark. (2015) ise ratlarda izopreterenol (ISP) ile miyokardiyal hasar1 indiiklemis ve
bu hasari farkli konsantrasyonlarda ki meyan kokii ekstrakti ile azaltilabilecegini
belirmislerdir. Sunduklar1 ¢aligmada ratlarda ISP ile miyokard da histopatolojik
degisimlerle birlikte lipit peroksidasyonunun oldugunu ve antioksidan enzimlerin
tiikendigini vurgulamiglardir. Ancak meyan kokii uygulanan gruplarda histopatolojik
degisimlerin gozlemlenmedigi ve diger parametrelerinde korundugunu sdyleyerek,
meyan kokiiniin oksidatif stresi azaltarak endojen antioksidan enzimleri arttirdigini ve
yapisal biitiinliigiin korunmasi ile kardiyoprotektif etkiler sergiledigini sdylemislerdir

(Ojhaetal., 2015).

Chu ve ark. (2021) benzer sekilde ratlarda ve farelerde ISP ile akut miyokard enfarktiisii
(AME) indiiklemislerdir. Daha sonra olusturduklar1 bu hasar1 GA’y1 kullanarak fare
kalplerindeki patolojik degisiklikleri, oksidatif stresi, inflamatuar yaniti ve apoptotik
ekspresyonlar1 degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 degerlendirmelerde kalp hizi, kreatin
kinaz, Laktat Dehidrojenaz (LDH), SOD, KAT, MDA ve GSH gibi 6nemli parametrelerle
birlikte apoptoz yolaginda Onemli markirlarindan olan Bax, Bcl-2 ve Kas-3
seviyelerindeki degisimlerle birlikte fosfoinositol-3-kinaz (P13K), protein kinaz B (Akt)
ifadeleri ve ayrica PI3K ve Akt’nin (p-PI3K ve p-Akt) fosforilasyon seviyeleri de
incelenmistir. ISP kaynaklit AME, GA tedavisinden sonra farelerde, kalp hizinda 6nemli
degisimlerle birlikte, SOD, KAT, ve GSH gibi parametrelerde artis oldugu ve ROS ile

birlikte MDA, kreatin kinaz ve LDH seviyelerinde 6nemli derecede azalma oldugu rapor
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edilmigstir. Ayrica GA, ISP kaynakli morfolojik patolojiyi iyilestirmis, inflamatuar yol
yanitini ve kardiyomiyosit apoptozunu PI3K/Akt sinyal yolu ile inhibe ettigini
belirtmislerdir (Chu et al., 2021).

Bir grup bilim insan1 GA’nin miyokardiyal iskemi-reperfiizyon hasarinda oksidatif stresi
azaltarak kardiyoprotektif etki sergilemesi, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve

tedavisinde kullanilma potansiyelinin oldugunu rapor etmistir (Ojha et al., 2013).

Son olarak meyan kokiiniin en 6nemli aktif bilesenlerinden olan GA’nin antitiimor,
antienflamatuar, antioksidan, antiviral, antimikrobiyal, antiiilser, antidiyabetik,
hepatoprotektif, ndroprotektif ve kardiyoprotektif etkilerinin oldugu belirtilmistir
(Kowalska and Kalinowska-Lis, 2019).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada Bingdl Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde (BUDAM)
yetistirilmis 250-300 g agirligindaki 40 adet Wistar Albino cinsi erkek rat kullanildi.
Deneyde kullanilacak olan ratlar uygulamaya baslamadan yaklasik bir hafta Once
tartilarak gruplar arasinda istatiksel fark olmayacak sekilde segildi ve ortama
adaptasyonlar1 saglandi. Hayvanlar deney siirecine kadar standart bakim odasinda 24-25
°C’de, 12 saat 151kl ortamda (07:00-19:00), 12 saat karanlik ortamda (19:00-07:00)
bakim uygulanarak standart rat yemi ve su ad libitum olarak verildi. Bu ¢alisma, Bingdl
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanligimin 13.01.2021 tarihli ve 1518

sayil1 izni ile belgelendirildi.

3.2. Deneyde Kullanilan Cihazlar ve EKipmanlar

Tablo 3.1°de belitilmis olan cihaz ve ekipmanlarin tiimii deneysel siirecte kullanilmustir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

Ekipman ve Cihazlar Marka Mensei
Otoklav Hirayama JAPONYA
Buzdolab1 Argelik TURKIYE
Derin dondurucu (-80) Nuaire INGILTERE
Buz Makinasi Hoshizaki EU
Mikropipetler Eppendorf ABD
Manyetik Karistiric Ika ALMANYA
Calkalayici Gerhardt ALMANYA
Hassas Terazi Denver instrument ALMANYA




Tablo 3.1. (Devami) Kullanilan cihazlar ve ekipmanlar
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pH Metre Thermo Scientific ABD
UV-vis Spektrofotometre Shimadzu JAPONYA
Vortex Genie Il ABD

Plate Okuyucu Moleculer Devices ALMANYA
Western Blot Tank Sistemleri Bio-Rad ABD

Gii¢ kaynagi Bio-Rad ABD
Trans-Blot Sistemi Bio-Rad ABD

X-Ray Film Sabitleme Sistemi Carestream ABD
Homojenizator (Tissue Lyser 1) | Qiagen ALMANYA
Santrifiij Hettich Universal 320R | ALMANYA
Sonikator Bandelin ALMANYA
Saf Su Cihazi Human Power | KORE

3.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar ve Bazi Sarf Malzemeler

Tablo 3.2°de belirtilen kimyasal ve sarf malzemeler steril olarak ¢esitli firma ve

iilkelerden temin edilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasallar ve bazi sarf malzemeler

Kimyasallar ve Sarf Malzeme SIRKET MENSEI
BPA Sigma-Aldrich ABD
18P -Glisiretinik Asit Sigma-Aldrich ABD
HCI (Hidroklorik asit) Sigma-Aldrich ABD
NAOH (Sodyum hidroksit) Sigma-Aldrich ABD
TBA (Tiyobarbiitirik asit) Acros Organics ABD
TCA (Trikloroasetik asit) Merck Almanya
Dinitrobenzoik asit Sigma-Aldrich ABD
Hidroksimetil aminometan Merck Almanya
Metanol Sigma-Aldrich ABD




Tablo 3.2. (Devam) Kullanilan kimyasallar ve bazi sarf malzemeler
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Etanol Sigma-Aldrich ABD
PBS (Fosfat tuzu tamponu) Sigma-Aldrich ABD
EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) Sigma-Aldrich ABD
Akrilamid Fisher Bel¢ika
Metilenbis Akrilamid Acros Organics ABD
Trizma Base Sigma-Aldrich ABD
Glisin Fisher Belgika
(NH4)2 SO4 (Amonyum Siilfat) Sigma-Aldrich ABD
CuCl; (Bakir Klortir) Sigma-Aldrich ABD
Na;HPOQO, (Disodyum fosfat) Sigma-Aldrich ABD
H2 O (Hidrojen peroksit) Sigma-Aldrich ABD
CHPO (Kumen hidroperosit) Sigma-Aldrich ABD
Ksantin Sigma-Aldrich ABD
ECL protein goriintiileme Abcam Ingiltere
oo & ey 2 B B s cn
Sekonder Antibadi (HRP) Abcam Ingiltere
Tween 20 Sigma-Aldrich ABD
0,5 ml ependorf tiipleri IsoLab Almanya
1,5 ml ependorf tiipleri IsoLab Almanya
50 ml santrifijj tiipleri LabSolute Almanya
96 kuyucuklu Plate LabSolute Almanya
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3.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.4.1. pH Ayarlama i¢in Kullamilan Cézeltiler

pH ayarlamak i¢in 1M NaOH ve 1M HCI ¢ozeltileri asagidaki gibi hazirlanmstir.

1. 1M 100 mL’lik NaOH i¢in; yaklasik 4 gr NaOH 100 mL saf su igerisine eklendi ve

manyetik karistiric1 yardimu ile iyice ¢ozlinmesi saglandi.

2. IM 100 mL’lik HCI i¢in; % 36’lik stok HCI’den 8,5 mL alind1 ve tizeri 100 mL’ye

(91,5 mL eklendi) tamamlandi. Homojen bir sekilde karismasi saglandi.

3.4.2. PBS ve TBS Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Deneyler esnasinda kullanilmak tizere 1L PBS (pH:7.4) ve 10 kat konsantrasyonda (10X)
1L TBS (pH:7.4) stok ¢ozeltileri hazirlanmistir.

1. 1 litre PBS ¢0zeltisi i¢in; Ticari olarak satilan 5 adet tablet PBS 1 litre saf su igerisinde
cozdiiriildii ve pH: 7.4 olarak ayarlandi.

2. 1 litre 10X TBS ¢ozeltisi i¢in; 80 gr NaCl, 2 gr KCI ve 30 gr Trizma base (CsH1:NO3z)
tartild1 ve ilk olarak 800 mL saf su igerisinde ¢ozdiiriildii. Daha sonra pH 0l¢iilerek
pH: 7,4°e ayarlandi. Son olarak {izerine saf su ilave edilerek 1 litreye tamamladi. Bu

stok ¢ozelti deneylerde 1 kat konsantrasyona (1X) seyreltilerek kullanildi.

3.4.3. TBA ve TCA Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

1. TBA (Tiyobarbitiirik Asit) Soliisyonu: 0,67 gr TBA 80 ml %10’luk perklorik asit

icerisinde ¢ozdiiriildii. Ardindan son hacim 100 mL’ ye (20mL) saf suyla tamamlandi.

2. %10’luk TCA (Trikloroasetik asit) Soliisyonu: 10 gr TCA 100 ml saf su igerisinde
iyice ¢Ozdiiriildii. Daha sonra kullanilmak tizere hazirlanan ¢dzelti kahverengi cam

siselerde 151k almayacak sekilde +4 santigrad derecede muhafaza edildi.
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3.4.4. Protein Yiikleme (Sample Buffer) ve Yiiriitme (Running Buffer)
Tamponlarinin Hazirlanmasi

Western blot deneyler igin 20 mL 5 kat konsantranyonda (5X) yiikleme tamponu ve 1
litre 10 kat konsantrasyonda (10X) yiiriitme tamponu (pH: 8,3) stok ¢ozeltileri hazirlandi.

1. 20 mL 5X yiikleme tamponu i¢in; %10 SDS, %5 Gliserol, 0,5 M Tris-Cl (pH: 6,8),
%0,05 Bromofenol Mavisi ve %25 2-merkaptoetanol kullanildi ve iizeri saf su ile 20

mL’ye tamamlandi.

2. 1 Litre 10X yiiritme tamponu igin; 30 gr Trizma base (C4H11NO3), 144 gr Glisin ve 10
gr SDS tartildi ve ilk olarak 800 mL saf su ilave edilerek manyetik karistirict yardimi
ile ¢cozdiiriildii. Daha sonra pH o6l¢iilerek pH: 8,3’e ayarlandi. Son olarak {izerine saf su
ilave edilerek 1 litreye tamamladi. Bu stok c¢ozelti deneylerde 1X konsantrasyona

seyreltilerek kullanildi.

3.4.5. BPA ve GA’nin Hazirlanmasi

Ratlara gavaj ile oral olarak uygulanan BPA ve GA her uygulamadan 6nce taze olarak

hazirlanmstir.

1. BPA’nin hazirlanisi; %99’luk saflik derecesine sahip olan BPA hayvan basina giinliik
250 mg/kg/giin dozunda zeytinyaginda hafif 1s1 uygulanarak ¢ozdiiriilmiistiir.
2. GA hazirlanist: %97°1ik safliga sahip GA giinlik 50 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin

dozlarinda zeytin yaginda siispanse hale getirilerek oral yoldan uygulandi.
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3.5. Yontem

3.5.1. Deneysel Uygulamalar

40 adet Wistar albino cinsi erkek ratlar her grupta 8 adet olacak sekilde rastgele segilerek

5 grup olusturuldu.

1. Grup (Kontrol grubu): 14 giin boyunca 0,2 ml zeytinyagi gavaj ile oral yoldan
uygulandi.

2. Grup (GA 100 grubu): 14 giin boyunca gavaj ile oral yoldan 100 mg/kg GA
uygulandi. (Rashid et. al., 2017).

3. Grup (BPA grubu): 14 giin boyunca gavaj ile oral yoldan 250 mg/kg BPA uygulandi.
(Shirani et al., 2019).

4. Grup (BPA + GA 50 grubu): 14 giin boyunca gavaj ile oral yoldan 250 mg/kg BPA
ve 50 mg/kg GA uygulandi.

5. Grup (BPA + GA 100 grubu): 14 giin boyunca gavaj ile oral yoldan 250 mg/kg BPA
ve 100 mg/kg GA uygulandi.

3.5.1.1. Deneysel Tasarim ve Numunelerin Alinmasi

Sekil 3.1°de gosterildigi gibi tasarlanan deney siireci son BPA ve GA (14. Giin)
uygulamasindan sonraki 24 saat sonunda (15. giin) doku ve kan 6rneklerinin alinmasi ile

baslanmistir.

Tim ratlar hafif sevofloran anestezi uygulanarak Gtenazileri gerceklestirildi. Bu sirada
doku ve kan ornekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri LDH ve CK-MB gibi parametrelerin
analizi i¢in antikoagiilansiz tiiplere aktarilarak +4 °C’de 4000 rpm de 10 dakika santrifiij
edilerek serum Ornekleri elde edildi. Serum ornekleri daha sonra yapilacak olan analizler

i¢in alinan diger dokular ile birlikte -20 °C’de muhafaza edildi.

Deneylere baglamadan once tiim kalp dokularinin sivi azot igerisinde TissueLyser Il
(Qiagen) cihazi kullanilarak 5 mikron ¢apa kadar 6giitme islemleri gergeklestirildi. Daha
sonra bazi antioksidan parametrelerin analizi i¢in Ogitiilmiis dokudan gerektigi kadar
tartilip uygun tamponla seyrelme islemi gerceklestirilerek yine TissueLyser Il (Qiagen)

cihazi kullanilarak homojenizasyonlar1 yapildi.
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3.5.2. Biyokimyasal Parametrelerin Analizi
3.5.2.1. LDH ve CK-MB Parametrelerinin Olciilmesi

Ratlardan alinan kanlar sar1 kapakli serum tiiplerine aktarildi ve 4000 rpm’de +4 °C 10
dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Mindray Perfect Plus 400 cihazi vasitasiyla
serum LDH ve CK-MB aktiviteleri 6l¢tildii.
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3.5.2.2. Kalp Dokularinin Analiz i¢in Hazirlanmas1 (MDA, KAT, GSH, GPx,
SOD ve Protein Miktar Analizi)
TissueLyser II cihazi ile 6giitiilmiis olan kalp dokulart GSH, GPx, MDA ve protein
analizleri i¢in %1,15’ lik KCl ¢ozeltisi ile sulandirilarak homojenize edildi.
Bu homojenatlardan;
. MDA ve protein miktar i¢in 3500 rpm’de 15 dk.,
. GSH ve GPx igin 11000 rpm’de 20 dk.
santrifiij edildi ve siipernatant kisimlar1 analiz islemlerinde kullanildi.
SOD aktivite analizi i¢in kalp dokular1 Tris-HCI Tamponu (pH 7,4) kullanilarak
seyreltildi ve homojenize edildi.
e 7000 rpm’de 60 dk. santrifiij edildi ve siipernatant kisim analiz islemlerinde
kullanildi.
KAT aktivite analizi igin ise dokular Triton-x-100 kullanilarak homojenize edildi. 3500

rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim analiz i¢in pellet kismindan ayrilda.

3.5.2.3. MDA Olg¢iimii

Homojenize edilmis kalp dokular1 Placer ve ark. (1966)’nin yapmis olduklari yonteme
gore MDA analizi gergeklestirildi. Lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan MDA,
TBA ile muamele edildikten sonra pembe renkli bir karisim olusturmaktadir. MDA
seviyesi, TBA muamelesinden sonra bir plate okuyucuda (ELISA Reader) 532 nm dalga

boyundaki absorbanslari alinarak standart grafik (Sekil 3,2) tizerinden hesaplandi.
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Sekil 3.2. MDA Standart grafigi (Standart grafik, 1,1,3,3-tetracthoxypropane (TEP) kullanilarak
olusturulmustur. Sonuglar nmol/g doku cinsinden verildi.)

3.5.2.4. KAT Ol¢iimii

Kalp dokularindaki KAT aktivitesi 50 mM’lik fosfat tamponu (pH:7) ve 30 mM’lik H20»
cozeltileri kullanilarak Aebi’nin (1983) belirttigi gibi olgiildii. KAT, dokuda ki H20>
yikimini katalize edebilen bir enzimdir. H2O> ise 240 nm dalga boyundaki 15181 absorbe
edebilmektedir. Kalp dokularindaki KAT enziminin H2O2 yikim hizi, spektrofotometrik
olarak ol¢timii gerceklestirildi.

KAT analizi kor ile orneklerin 240 nm’de kinetik 6l¢timii 0. (Absorbans 1) ve 30.
(Absorbans 2) saniyelerdeki absorbans farki kullanilarak gergeklestirildi. Hesaplamada

asagidaki formiil kullanildi.

k =(2.3/30) x (log A1/A2) x Diliisyon (3.1)

Kalp dokulari i¢in aktivite: k/gr protein cinsinden yazildi.

3.5.2.5. GSH Olciimii

Kalp dokularindaki GSH diizeyi Tris (hidroksimetil) aminometan (pH: 8,9), %10’luk
TCA ve DTNB [5,5’-Ditiyobis (2-nitrobenzoik) asit] soliisyonlar1 kullanilarak Sedlak ve
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Lindsay’in (1968) belirttigi gibi yapildi. Bu metoda gore, siilfidril grubuna sahip
bilesikler DTNB tarafindan indirgenerek karisimda sar1 renk meydana getirmektedir.
Daha sonra karisim 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbanslar1 ol¢iiliir.
Kalp dokularinin anlatildigi gibi absorbanslar1 6lgiildii ve olusturulan standart grafik

(Sekil 3.3) iizerinden GSH diizeyi hesaplandi.

GSH Standart Grafigi

1,8 1
R? =0,9996

1.5 1

Absorbans (412 nm)
j=
O

0 0,5 1 L5 2 2.5 3 3,5
GSH Konsantrasyonu (nM)

Sekil 3.3. GSH standart grafigi

3.5.2.6. GPx Olgiimii

Kalp dokularmin GPx analizi homojenizasyondan sonra Matkovichs ve ark.’nin (1988)
belirttigi yontem ile gergeklestirildi.
GPx analizinde kullanilan ¢ozeltiler;
e 50 mM’lik Tris-HCI tamponu (pH: 7,6)
e 0.4 M Tris Tamponu (pH: 8,9)
¢ %10’luk TCA
® %0,6’lik Red GSH ¢ozeltisi
e CHPO (Cumen Hidrojen Peroksit) ¢ozeltisi
e %0,4’lik DTNP ¢ozeltisi
Matkovics ve ark.’nin (1988) belirttigi gibi tim numuneler saf suya karsi 412 nm’de

absorbanslar1 6l¢iildii.
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GPx aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.

[Abs(kontrol)- Abs(6rnek)]*x0.76989 (3.2)

g protein

3.5.2.7. SOD Ol¢iimii

Kalp dokularinin SOD enzim analizi homejenizasyondan sonra Sun ve ark.’nin (1988)
belirttigi yontem ile gergeklestirildi.

SOD enziminin aktivitesinin analizi, ksantin-ksantin oksidaz yoluyla iiretilen siiperoksit
radikalinin Nitroblue tetrazolyum (NBT)’a indirgemesiyle gerceklesen renk olusumu
esasina dayanmaktadir. NBT’nin indirgenmesi ile elde edilen bu renkli cozeltide
formazon olusumuyla mavi renkli ¢ozelti elde edilerek 560 nm’de maksimum absorbans
verdigi gozlemlenir. Formazonun olusumu ile SOD enzim konsantrasyonu ters

orantilidir.

SOD analizinde kullanilan ¢ozeltiler;

e 0.6 mmol/L Na,EDTA

e 400 mmol/L Na.CO3

e 0.3 mmol/L Ksantin

e 150 pmol/L NBT

e 1 g/L BSA (Bovine Serum Albumin)
e 2M (NH4)SO4 (Amonyum Siilfat)

e 0.8 mmol/L CuCl:

e 167 U/L Ksantin oksidaz

Reaksiyon ¢0zeltisi hazirlandiktan sonra tiim Orneklere eklendi. Ardindan oda
sicakliginda 20 dk. inkiibe edildi. Son olarak tiim tiiplere CuCl: ¢6zeltisi eklendi ve 560
nm’de absorbanslari 6l¢tildii.

SOD enzim aktivitesi asagidaki formiile gére hesaplandi. Sonuglar U/g protein cinsinden

hesaplanir.
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AAxsr - AAnumune
AAxsr (3.3)

EU/g protein=

3.5.2.8. Protein Miktar Ol¢iimii

Kalp dokularinda protein miktarlar1 Lowry ve ark. (1951)’nin metodu modifiye edilerek
belirlendi.
Kullanilan ¢ozeltiler;

¢ Protein Standarti olarak 50 pg/ ml BSA kullanildi.

e Fenol Ayract: 2 N Folin Ciocalteu-Fenol ayracindan 7,5 mL alindi. Uzeri saf su
(127,5 mL) ile 135 mL’ye tamamlandi. Fenol ayraci giinliik taze olarak 6rnek
miktaria gore hazirlanir.

o Alkali Bakir Ayiraci: 0,1 gr Potasyum tartarat, 0,05 gr bakir siilfat, 10 gr Na,CO3
tartilir ve 0,5 N NaOH c¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiirtildii ve tizeri saf su ile 100 mL ye
tamamlandi.

Alkali bakir ayract aminoasitlerde bulunan peptit baglar1 ile kompleks
olusturabilmektedir. Olusan bu kompleks iizerine fenol ayiraci eklendiginde mavi/mor bir
renk olusumu elde edilmektedir. Bu renk olusumundan sonra 650 nm’ dalga boyunda
kore kars1 6rneklerin absorbansi dl¢iilmektedir. Protein miktar hesaplamasinda asagidaki

formiil kullanildi.

ug protein / ml = (Ornek Abs./ Std. Abs. ) x Std. Konsantrasyonu (3.4)
3.5.3. Hedef Proteinlerin Analizi

3.5.3.1. Dokulardan Protein izolasyonu

Onceden 6giitiilmiis olan doku 6rneklerinden 3’er mg tartildiktan sonra her grup PBS ile
bir kez yikandi. PBS ortamdan santrifiij edilerek uzaklastirildi. Boylece dokular protein

izolasyonu i¢in hazir hale getirildi.

[zolasyon islemi;
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e Protein izolasyon kiti (Abcam, UK) kullanilarak buz igerisinde gergeklestirildi.
Kitte belirtildigi miktar kadar PMSF (fenil metan siilfonil florit) ve PIC (proteaz
inhibitor kokteyli) eklendi.

e izolasyon kiti ile 1 saat boyunca buz igerisinde inkiibe edilen dokular 14000
rpm’de 15 dk boyunca +4 °C’de sanrifiij edildi ve siipernatant kisim alindi.

e Siipernatant kisimdan Bradfort yontemi kullanilarak total protein miktarlar:
hesaplandi.

Protein Ornekleri daha sonra western blot tekniginde kullanilmak iizere — 80 °C’de

muhafaza edildi.

3.5.3.2. Western Blot Teknigi

e Dokulara ait protein drnekleri yiikkleme tamponu ile muamele edilerek denaturasyon
islemi gerceklestirildi.

e Denatiire edilen proteinler yiiritme tamponu varliginda SDS-PAGE (Sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) teknigi kullanilarak %12°1ik
konsantrasyona sahip jelde yiiriittildii.

e Daha sonra jelde bulunan proteinler Trans-Blot Turbo (Bio Rad, ABD) cihazi
kullanilarak PVDF (Polivinilidenflorit) membrana transfer edildi.

e Membranlar, oda sicakliginda bir saat boyunca %5’lik BSA (s1gir serum albiimin)
igerisinde inkiibe edilerek blotlama islemi gerceklestirildi.

e Daha sonra membranlara BAX, Bcl-2, Cas-3, Cas-9, CYT-C, p53 ve B Aktin
genleri i¢in uygun primer antikorlar (Tablo 3.3) ile 3 saat boyunca muamele edildi.
Ardindan membranlarin;

e 2 X 5 dk TBS-T (Tris Tampon Tuzu-Tween20 %0,1) ile yikama islemi
gerceklestirildi.

e Daha sonra primer antikorlara uygun sekonderler kullanilarak (Tablo 3.3)
membranlarin oda sicaklifinda 2 saat inkiibasyonu saglandi.

e Membranlar son olarak 5 X 5 dk TBS-T ile yikandi.

e Ardindan membranlar ECL (Enhanced Chemiluminescence) ile karanlik ortamda 1
dk. inkiibe edilerek membrandaki protein bantlarinda 1s1ma olusturuldu ve X-Ray

filmlere medikal X-Ray goriintii sabitleme cihazi kullanilarak sabitlendi.
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e X-Ray filmlerinde goriinen bantlar Image Lab (Bio Rad, ABD) bilgisayar yazilimi

kullanilarak proteinlerin sentezlenme miktarlar1 hesaplandi.
Sentezlenme miktarlar1 hesaplanirken hedef genler (BAX, Bcl-2, Cas-3, Cas-9, CYT-C
ve p53) housekeeping gen (B Aktin) ile normalize edildi ve kontrole gore yiizde

degisimleri goz oniine alinarak gercgeklestirildi.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan Primer ve Sekonder antikorlar

Antikorlarin Adi Antikorlarin Marka / Ozellikleri
) Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-47778; Mouse
P-akin monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-7382;Mouse
Bel-2 monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-20067; Mouse
BAX monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-71820; Mouse
p-53 monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-65496; Mouse
Cas3 monoclonal
Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-70505; Mouse
Cas9 monoclonal
Sitokrom.C Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:500, sc-13156; Mouse
monoclonal
Sekonder Santa Cruz Biotechnology,Inc. , Diliisyon: 1:1000, sc-2005; Anti-

Mouse HRP

3.5.4. istatiksel Analiz

Tiim sonuglar en az iicer kere tekrarlandi. Istatistiksel analiz GraphPad Prism 5.01

yazilimi ile gerceklestirildi. Tiim deneylerde karsilastirilabilir veri gruplarinin istatiksel

farklar1 ve 6nem seviyeleri “ANOVA (One-way Analysis of Variance)” Newman-Keuls

Post-Hoc Testi ile degerlendirildi. p<0.05 seviyesindeki veriler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kalp Dokusu Serum Biyokimyasal Parametreleri (LDH, CK-MB)

Biyolojik organizmalarda ¢esitli doku hasarlarinin meydana geldigi durumlarda serumda
ki bazi enzim ve protein seviyelerinde degisiklikler gozlemlenmektedir. Bu enzimler
dokudaki hasara Ozgii olarak artip veya azalabilir. Kalp dokusu i¢in Onemli
biyobelirteglerden olan LDH ve CK-MB hiicrelerin sitoplazmasinda konumlanmistir. Bu
iki 6nemli enzim kasilma elemanlarinin parcalanmasi durumunda ya da oksidatif stres
nedeniyle gerceklesen miyokart hasar1 sirasinda kana salinir. Her iki enzimin kanda
yiiksek seviyelerde Olglilmesi kardiyak disfonksiyonunun belirteci olarak kabul edilir
(Kasap et al., 2007; Paul et al., 2012; Hazzaa et al., 2020; Khodayar et al., 2020; Vanani
et al., 2020). Bu calismada kalp hasar1 belirtegleri olarak serumdaki LDH ve CK-MB
aktiviteleri incelenmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). Serum LDH aktiviteleri incelendiginde, BPA
uygulanan tim gruplarda LDH aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda nemli
derecede (p<0,001) artis oldugu saptanmistir. Ancak tedavi edici olarak verilen GA’nin
doza bagli olarak bu etkiyi azalttigt ve GA uygulanan gruplarin BPA grubu ile
karsilastirlldiginda LDH aktivitelerinde onemli derecede iyilesmeler gozlemlenmistir
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. GA’nin BPA kaynakl kalp hasarindaki koruyucu etkileri. Grafik serumdaki LDH aktivitelerini
belirtmektedir. BPA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlemlendi (""p< 0,001).
BPA+GA 100 grubunda ise BPA grubuna karst LDH seviyesinde anlamli bir disis
gozlemlenmistir(*#p<0,001). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. "“p< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar,
#p<0,01 BPA vs. diger gruplar, #p<0,001 BPA vs. diger gruplar

CK-MB aktiviteleri incelendiginde ise BPA uygulanan tim gruplarda CK-MB aktivitesi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli derecede (p<0,01 ve p<0,001) artis oldugu
saptanmigtir. Ancak tedavi edici olarak verilen GA’nin doza bagli olarak bu etkiyi
azalttigini ve GA’nin 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozlarmin uygulandigi gruplarin BPA
grubu ile karsilastirildiginda CK-MB aktivitelerinde 6nemli derecede (sirasiyla p<0,05 ve
p<0,001) iyilesmeler gozlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. GA’mn BPA kaynakli kalp hasarindaki koruyucu etkileri. Grafik serumdaki CK-MB
aktivitelerini belirtmektedir. BPA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlemlendi (7"p<
0,001). BPA+GA 100 grubunda ise BPA grubuna karsi CK-MB seviyesinde anlamli bir diisiis
gozlemlenmistir (*#p<0,001). Veriler ortalama = SEM ile hesaplandi. “p< 0,01 Kontrol vs. diger gruplar,
< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar, p<0,05 BPA vs. diger gruplar, ##p<0,001 BPA vs. diger gruplar

Literatiirdeki benzer calismalara bakildiginda BPA’nin cesitli rat ¢aligmalarinda
serumdaki LDH ve CK-MB seviyelerinde 6nemli derecede artisa neden oldugu rapor
edilmistir (Khodayar et al., 2020; Pant et al., 2020; Vanani et al., 2020). Bununla birlikte
serumda gozlemlenebilen kalp hasar1 biyobelirteglerinden olan LDH ve CK-MB
seviyelerini, ¢esitli bitkisel kaynakli antioksidanlar (naringin ve quersetin) vasitasiyla
onemli Olglide azaltabildiklerini belirtmislerdir (Khodayar et al., 2020; Vanani et al.,
2020). Ayrica bir grup aragtirmact H9c2 hiicrelerini oksijen ve glikoz yoksunluguna tabi
tutarak olusturduklar1 deneysel gruplarda LDH ve CK-MB seviyelerini incelediklerinde
ortamda her iki enzimin artisini tetiklemis ve tedavi edici olarak uyguladiklar farkli
dozlardaki GA’nin doza bagh olarak LDH ve CK-MB seviyelerini énemli diizeyde
azaltabildiklerini ve GA’nin H9c¢2 hiicrelerini koruyabildigini rapor etmislerdir (Wang et

al., 2017a, 2017Db).

Benzer sekilde Chu ve arkadaslar1 isoproterenol ile olusturduklar1 akut miyokart
enfarktiisiiniin fare ve rat modellerinde LDH ve CK-MB seviyelerini incelediklerinde fare
modellerindeki LDH ve CK-MB seviyelerinin GA dozuna bagl olarak dnemli 6lgiide
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azaltabildiklerini ve GA’nin akut miyokart enfarktiisiinde koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir (Chu et al., 2021). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada elde edilen

veriler literatiir ile uyum gostermektedir.

4.2. BPA ile indiiklenmis Lipit Peroksidasyonu Uzerine GA’min Etkileri

Biyolojik materyallerde lipit peroksidasyonunu degerlendirmenin en kolay yollarindan
biri MDA seviyesinin belirlenmesidir (Toto et al., 2022). Doymamuis yag asitlerinin ROS
ile peroksidasyonu sonucunda son iiriin olarak ortaya ¢ikan MDA, lipit peroksidasyon
diizeyini belirtirken ayn1 zamanda dolayli olarak hiicre veya doku hasarinin diizeyini de

belirtmektedir (Su et al., 2008; Grotto et al., 2009; Chen et al., 2011).

Cevresel kirleticilerin neden oldugu asir1 ROS {iretimi organellerde ve makromolekiiller
de ciddi hasarlara neden olabilir (Oluranti et al., 2021). Yapilan ¢esitli arastirmalarda
cevresel bir kirletici olan BPA, kalp dokusunda asir1 ROS olusumunu tetikleyerek lipit
peroksidasyonu belirteglerinden biri olan MDA’nin artisina neden oldugunu bdylelikle
cesitli kardiyovaskiiler rahatsizliklari tetikleyebilecegi rapor edilmistir (Grotto et al.,
2009; Huang et al., 2012; Ezz et al., 2015; Eweda et al., 2020; Khodayar et al., 2020;
Oluranti et al., 2021).

Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen MDA sonuglarina bakildiginda BPA’nin
uygulandig1 gruplarda MDA seviyesinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli derecede arttig1
goriiliirken (" p< 0,001) BPA ile birlikte uygulanan GA 50 ve GA 100 gruplarinda MDA
seviyesinde BPA grubuna kiyasla énemli diizeyde diisiis gozlemlendi. Ozellikle BPA+
GA 100 grubundaki MDA seviyesindeki diisiis (*#p< 0,001) diger tedavi grubu olan
BPA+GA 50 grubuna (*p<0,01) gore daha fazla gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. GA’nin BPA kaynakli lipit peroksidasyonundaki koruyucu etkileri. Grafik kalp dokusundaki
MDA seviyelerini belirtmektedir. BPA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir artis gozlemlendi

*kk

(""p< 0,001). BPA+GA 100 grubunda ise BPA grubuna karst MDA seviyesinde anlamh bir disis
gozlemlenmistir (*#p<0,001). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. "“p< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar,
#15<0,01 BPA vs. diger gruplar, ##p<0,001 BPA vs. diger gruplar

Bu durumda elde edilen verilere bakilarak bunun GA’nin sahip oldugu antioksidan
ozelliginden kaynaklandig1 sdylenebilir. Yapilan bircok arastirma deneysel olarak
indiiklenmis baz1 kardiyovaskiiler hastaliklarda GA’nin sahip oldugu antioksidan 6zellik
sayesinde lipit peroksidasyonunu baskilayarak MDA olusumunu azalttigini bildirmistir
(Zhang et al., 2019; Chu et al., 2021; Yang et al., 2021).

4.3. BPA ve GA’nin Antioksidan Parametreler (GSH, GPx, SOD ve KAT)
Uzerine Etkileri

BPA endiistride ¢ok yaygin kullanim alanina sahip fenolik bir bilesiktir. Ayrica BPA
ostrojenik aktivite gosterdiginden endokrin bozucu kimyasallar arasinda yer almaktadir
(Michalowicz, 2014; Bernardo et al., 2015). BPA, oksidatif stres mediatorlerin artmasi ve
antioksidan enzimlerin azalmasi, mitokondriyal disfonksiyonun belirlenmesi, hiicre sinyal

yollarinda degisiklik ve apoptozun indiiklenmesi dahil olmak iizere dogrudan yada
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dolayli olarak oksidan-antioksidan dengeyi bozarak serbest radikal olusumunu
tetikleyebilmektedir. (Jayakanthan et al., 2015; Wang et al., 2019; Tavakkoli et al., 2020).

Serbest radikaller olarak bilinen NO, OH' radikali, O>~ anyonu ve lipid radikaller normal
metabolik siire¢ igerisinde olusan ROS ve RNS’lerden bazilaridir. Bu radikal elemanlar
sahip olduklar1 eslenmemis elektron ciftleri ile genellikle protein, karbonhidrat, niikleik
asit ve lipitler gibi kararli bilesiklere saldirarak onlara yiiksek reaktivite kazandirip
radikal gruplarin artmasi ile oksidatif stresinde artmasina neden olurlar. (Yan et al., 2016;
Wang et al., 2021). Biyolojik sistemlerde bu radikal gruplarin sebep oldugu oksidatif
stresin azaltilmasinda SOD, GSH, GPx ve KAT gibi bazi enzim ve enzim olmayan

antioksidanlar gorev almaktadir (Caglayan, 2018).

SOD ve KAT enzimleri ROS’u temizlemek icin birlikte ¢alisarak oksidatif strese karsi ilk
savunma mekanizmasini olusturur. SOD hiicre igerisindeki siiperoksit radikallerini
hidrojen peroksit’e doniisiimiinii saglarken KAT enzimi ise bu hidrojen peroksitleri suya
ve oksijene donistiirerek hiicre i¢in zararsiz hale doniisiimiinii gergeklestirmektedir
(Boujbiha et al., 2009; Maonsur and Mossa, 2009; Caglayan, 2018). GPx ise hiicrelerin
sitoplazmasinda yer alir ve GSH varliginda hidrojen peroksit’in detoksifikasyonunu
gerceklestirir (Towsend et al., 2003; Margis et al., 2008; Bursal et al., 2013; Caglayan,
2018; Kuzu et al., 2019).

BPA’nin yapilan birgok ¢alismada dogrudan veya dolayli olarak c¢esitli organizmalarda
SOD, GSH, GPx ve KAT gibi antioksidan parametreleri baskiladigin1 ve boylelikle
oksidatif strese neden olarak biyolojik organizmalarda homeostazi bozdugu bildirilmistir
(Zhang et al., 2016; Ahammed et al., 2020; Olujimi et al., 2020; Akram et al., 2021).

BPA’nin farkli rat dokularinda SOD, KAT ve GPx enzim aktivitelerini 6nemli diizeyde
azaltarak oksidatif stresi arttirdigin1 boylelikle lipit peroksidasyonunu tetikleyebileceginin
ve karaciger, bobrek, beyin ve kalp gibi dokularda toksikasyona sebep olup g¢esitli
rahatsizliklart meydana getirebilecegi belirtmistir (Kovacig, 2010; Mourad and
Khadrawy, 2012; Hassan et al., 2012; Ezz et al., 2015; Acaroz et al., 2019; Sahoo et al.,
2020).
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Sekil 4.4. GA’nin GSH {izerine etkileri. Grafik kalp dokusundaki GSH seviyelerini belirtmektedir. BPA

grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlemlendi (™ p< 0,001). BPA+GA 50 ve BPA+GA
100 grubunda ise BPA grubuna karst GSH seviyesinde anlamli bir artis gézlemlenmistir ("p<0,01 ve
#p<0,01). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. "“p<0,01 Kontrol vs. diger gruplar, *“p< 0,001 Kontrol
vs. diger gruplar, #p<0,01 BPA vs. diger gruplar, #p<0,001 BPA vs. diger gruplar

Yapilan bu ¢alismada kalp dokusu GSH ve GPx diizeyine bakildiginda, sadece BPA
uygulanan grupta kontrol grubuna gére GSH ve GPx seviyelerinde 6nemli bir azalma

gozlemlenmektedir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Ola-Davies ve arkadasinin (2018) yaptigi calismada BPA ile kalp ve renal toksisiteyi
tetikleyerek antioksidan parametrelerden olan GSH ve GPx aktivitesini incelemistir.
Yaymladiklar1 raporda BPA’nin mevcut antioksidanlari tliketerek oksidatif stresi
tetikledigini boylelikle kalpte toksik etki sergiledigini belirtmislerdir (Ola-Davies and
Olukole, 2018). Ayrica Thabet ve arkadaslar1 (2020) da benzer bir c¢alisma
gerceklestirmis ve benzer sonug aldiklarini bildirmislerdir (Thabet et al., 2020).

Ojha ve ark. (2015) ratlarda izoproterenol (ISP) ile indiikledikleri kalp hasarin1t meyan
kokii ekstresi kullanarak tedavi ettiklerini ve meyan kokiiniin endojen antioksidanlarin
tikenmesini engelledigini belirtmislerdir (Ojha et al., 2015). Ayrica meyan kokii

bilesenlerinden olan GA’nin antioksidan 6zellik gostererek kardiyoprotektif etkiye sahip
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oldugu bilinmektedir (Haleagrahara et al., 2011). Bunlara ek olarak birgok arastirmada
GA’nin oksidatif stres durumunu iyilestirebildigi belirtilmektedir (Zhang et al., 2019;
Chuetal., 2021; Yang et al., 2021).
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Sekil 4.5. GA’nin GPx enzim aktivitesi tizerine etkileri. Grafik kalp dokusundaki GPx enzim aktivitesini
belirtmektedir. BPA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlemlendi (™"p< 0,001).
BPA+GA 50 ve BPA+GA 100 grubunda ise BPA grubuna karsi GPx enzim aktivitesinde anlamli bir artig
gozlemlenmistir (*p<0,01 ve ##p<0,001 ). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. *p< 0,05 Kontrol vs.
diger gruplar, ““p< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar, #p<0,01 BPA vs. diger gruplar, ##p<0,001 BPA vs.
diger gruplar

Yapilan bu calisma verileri ele alindiginda tedavi edici olarak verilen GA’nin GSH ve
GPx diizeylerinin korunmasinda yardimci oldugu boylelikle antioksidan o6zellik
gostererek kardiyoprotektif etki sergiledigi kanisina varilmistir. Tedavi edici olarak

verilen iki farkli GA dozundan 100 mg/kg GA dozunun daha etkili oldugu tespit

edilmistir.

Ayrica 6nemli diger endojen antioksidanlardan olan SOD ve KAT enzim aktiviteleri de
mevcut ¢alismamizda incelenmis GA’nin SOD ve KAT aktiviteleri iizerinde de etkili
oldugu bulunmustur (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. GA’nin SOD enzim aktivitesi tizerine etkileri. Grafik kalp dokusundaki SOD enzim aktivitesini
belirtmektedir. BPA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlemlendi ("p< 0,001).
BPA+GA 50 ve BPA+GA 100 grubunda ise BPA grubuna kargt SOD enzim aktivitesinde anlamli bir artig
gozlemlenmistir (fp<0,05 ve ##p<0,001 ). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. “p< 0,05 Kontrol vs.
diger gruplar, ™p< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar, #p<0,05 BPA vs. diger gruplar, ##p<0,001 BPA vs.
diger gruplar

Wu ve arkadaslar1 (2015) GA’nin ratlarda reperfiizyon sirasinda Sliimciil ventrikiiler
aritmiye hem yatkinligi hem de insidansini azalttigini gostererek GA’nin antiaritmik ajan
olarak kullanilabilecegini boylelikle iskemi/reperfiizyon ortaminda umut vaad ederek
kardiyoprotektif etkiler sergiledigini bildirmistir (Wu et al., 2015). Chu ve ark. (2021) ise
GA’nin farelerde miyokart enfarktiisiine kars1 etkili oldugunu buldu. Yapmis olduklari
calisgmada GA’nin fare miyokartlarinda 6nemli antioksidan enzimlerden olan SOD ve
KAT enzimlerinin aktivitelerindeki artis1 destekledigini belirtmislerdir. Boylelikle
oksidatif stresi azaltarak miyokart enfarktiisiine karsi bir tutum sergiledigini belirtilmistir
(Chu et al., 2021).
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Sekil 4.7. GA’nin KAT enzim aktivitesi iizerine etkileri. Grafik kalp dokusundaki KAT enzim aktivitesini
belirtmektedir. BPA grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlemlendi ("p< 0,001).
BPA+GA 50 ve BPA+GA 100 grubunda ise BPA grubuna kars1 KAT enzim aktivitesinde anlamli bir artig
gozlemlenmistir (*p<0,05 ve #p<0,01). Veriler ortalama + SEM ile hesaplandi. “p< 0,05 Kontrol vs. diger
gruplar, ™p< 0,01 Kontrol vs. diger gruplar, “"p< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar, *p<0,05 BPA vs. diger
gruplar, #p<0,01 BPA vs. diger gruplar, ##p<0,001 BPA vs. diger gruplar

Sunulan mevcut ¢alismada BPA’nin SOD ve KAT enzim aktivitelerini kontrol grubuna
gore onemli Olclide azalttigi belirlendi. Tedavi edici olarak verilen GA’nin ise SOD ve
KAT aktivitelerinin korunmasinda yardimci oldugu goriildii. Ozellikle GA 100
gruplarinda enzim aktiviteleri diger gruplara goére belirgin bir sekilde artis gosterdi.
Boylelikle GA 100 dozunun BPA Kkaynakli olusan oksidatif stresi baskilabildigi
diistintilmektedir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). Elde edilen sonuglar yukarida belirtildigi gibi

literatiir ile uyum gostermektedir.

4.4. BPA ve GA’nin Baz1 Apoptozla Iliskili Proteinlerin Ekspresiyon Seviyeleri
Uzerine Etkileri

Dogal fizyolojik bir siire¢ olan apoptoz, viicudumuzda, gereksinim duyulmayan ya da
onarilamayacak sekilde hasar almis hiicreleri ortadan kaldirarak homeostazin

korunmasinda gorev alan programli bir hiicre 6liim mekanizmasidir (Ashkenazi, 2008).
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Apoptoz temel biyolojik siire¢lerden olan biiyiime, c¢ogalma, farklilagma, Oliim,
iltihaplanma ve bagisiklik gibi sistemlerin merkezinde yer alir. Bu nedenle, apoptoz
yasamin devamliligi i¢in 6nemli bir siiregtir. Ancak apoptozun ¢ok az veya ¢ok fazla
gergeklesmesi hiicre oOliimiiyle sonuclanan diizensizligi meydana getirerek c¢esitli
hastaliklara aracilik edebilmektedir (D’Arcy, 2019; Jan, 2019; Darendelioglu, 2020).
Ornegin, asir1 apoptoz gerceklesmesi inme ve miyokard enfarktiisiin patogenezinde ve
kalp yetmezliginde bir bilesen olabilirken, yetersiz apoptoz ise karsinogeneze katkida
bulunabilir (Crow et al., 2004).

Apoptoz, kemoterapdtik ajanlar, UV, radyasyon, cevresel kirleticiler ve oksidatif stres
gibi birgok etken tarafindan tetiklenebilir (Darendelioglu, 2018; Xu et al., 2019).
Apoptozun gergeklesmesinde i¢ yolak ve dig yolak olmak tizere iki farkli yol vardir.
Ancak her iki yol da, apoptozun proteolitik olaylar1 gergeklestiren enzimatik kaspazlari
kullanir (Ashkenazi, 2008; Coskun ve Ozgiir, 2011; Darendelioglu, 2017; Xu et al.,
2019). Sunulan bu ¢alismada apoptozun i¢ yolag: iizerinde yogunlasildi. I¢ yolak ya da
diger adiyla mitokondriyal yolak genel olarak Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu protein ailesi kendi iginde proapoptotikler (Bax ve Bak vb.) ve
antiapoptotikler (Bcl-2 ve Bcl-XL vb.) olarak iki farkli grup barindirir (Ahagh et al.,
2019; Singh et al., 2019). Bu proapoptotik ve antiapoptotik gruplar kendi aralarinda bir
denge igerisinde bulunurlar. Bu dengede ki degisim hiicrenin yagsaminin devam etmesine
veya Olmesine (apoptoza gitmesi) sebep olmaktadir (Ahagh et al., 2019; Singh et al.,
2019). Dengenin antiapoptotiklere kaymasi durumunda hiicre yasamaya devam ederken,
proapoptotiklere dogru kaymasi1 durumunda ise hiicrenin 6liimii yani apoptozu gergeklesir
(Akifusa et al., 2009; Singh et al, 2019). Nitekim bu durum goz Oniinde
bulunduruldugunda apoptoz siirecinde en 6nemli markirlar olarak bilinen antiapoptotik
Bcl-2 ve proapoptotik Bax proteinlerinin birlikte degerlendirilmesinin gerektiginin daha
dogru olacag belirtilmistir (Akifusa et al., 2009; Ola et al., 2011; Darendelioglu, 2017,
Sarvestani et al., 2018; Ahagh et al., 2019; Singh et al., 2019).

BPA makrofajlarda ve vaskiiler sistemde Bax ekspressiyonunu ve Bax/Bcl-2 oranii
arttirir (Mohsenzadeh et al., 2020; Wu et al., 2022). Ayn1 zamanda i¢ yolakta gorev alan
Kaspaz 9’u aktive ettigini ve daha sonra kaspaz 3 ve 7 gibi 6nemli apoptotik proteinlerin

aktivasyonu ile apoptozu tetiklemektedir. Ayrica BPA’nin kaspaz 8 aktivitesi lizerinde
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onemli bir etkisi olmadigindan apoptozun o6zellikle i¢ yolak iizerinden devam ettigi

belirtilmistir (Wu et al., 2022).

BPA’nin farkli doku ve hiicre hatlarinda Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerinde degisikliklere sebep olarak apoptozu tetikleyebildigini belirtilmektedir
(Hwang et al., 2013; Zhu et al., 2019; Wang et al., 2020).

Sunulan ¢alismada elde ettigimiz verilere bakildiginda Bax/Bcl-2 orani, BPA uygulanan
grubun kontrol grubuna gore kiyasla (Sekil 4.8° A 1V) anlamli sekilde arttigi
goriilmektedir. Buna karsin tedavi edici olarak uygulanan 2 farkli GA dozunun ise BPA
grubuna kiyasla Bax/Bcl-2 oranini anlaml sekilde dislirdigi goriilmistiir. Ayrica GA
100 dozunun diistik doza gore daha etkili oldugu bulundu.

Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde degisiklikler mitokondri membran
potansiyelinde degisikliklere sebep olarak CYT-C’nin sitoplazmaya salinmasina sebep
olmaktadir (Aksit ve Bildik, 2008). CYT-C sitoplazmada APAF-1 ile kompleks
olusturarak apoptozom yapisin1 kazanip prokaspaz 9’un aktiflesmesini saglar. Ardindan
aktif kaspaz 9 ise prokaspaz 3’leri aktiflestirerek apoptozu tetikleyip bir kaspaz kaskadini
baslatir ve boylelikle i¢ yolak iizerinden hiicrenin 6liimii ger¢eklesmis olur (Coskun ve

Ozgiir, 2011; Darendelioglu, 2017; Ashkenazi et al., 2017).

BPA’nin akvaryum baligi ve rat kalplerinde onemli proapoptotiklerden olan Bax ve
CYT-C seviyelerinde oOnemli Olclide arttisga neden olarak apoptozu tetikledigi
belirtilmistir (Ishtiaq et al., 2020; Filice et al., 2021). Daha 6nceki ¢alismalar da BPA’nin
kardiyovaskiiler sistemde apoptozu tetikledigini ve bdylelikle kardiyotoksik etkiler
sergiledigini bildirmektedir (Gu et al., 2020; Ishtiaq et al., 2020; Thabet et al., 2020; Chu
etal., 2021).



47

&‘o N 6 YZ<C) XQY’ % "
& 5 s b 3
- 0 Qg Q$ ng’ i3 S - 2007
& “ £ < e
Q £5 2%
o ! s
T e e — e—— 5 g5 150]
Q £ :
&> £
2 E -t
23 % £ 1004
Q - e o> o> D> RS i
w5 e
N i3 o ¥
28 e
=~
y o e 5 &  E° o
a® 3
& <+
C& e gy -
=
o
3, ~ 1507 H
£% % 3 150+
P
H i
A g2 £% VI .t
) £ 7 < 1001
CJY" _i§ f: wxx HH
S S > — @ =7 i3 sor aue s
R o) N 52 50
s & =5
v 20 £9
@c o e o> - D £ §3
s 2 ER ©
2 \0‘\ \°\\ Q,ﬁ? f) \“Q
S & &
- < &
o Q‘ N
g 3§
S 1507
i3 I i T
R 3 3 200, IV 32 150 VH
7 b s1s m Eé
E.:, ';j R% P :‘c
" : §°\¢ | Wk :f
iy 7= 73
z7 vE £z
= % 2 100 e 7%
e g2 6
ZL A 52
] s g
£ £- 50 )
2 £z o
kS 23
s ¢ B
% Q\(o\ \s\\ Qs? “‘@ \\Q\\ %
0 Cyr O v
¢ © N
& &

Sekil 4.8. BPA ve GA’nin apoptoz ile iligkili baz1 protein ekspresyon seviyeleri iizerine etkileri. Grafik kalp
dokusundaki bazi antiapoptotik ve proapoptotik protein ekspresyon seviyelerini belirtmektedir. (A) Bax (23
kDa), Bcl-2 (26 kDa), sitokrom-c (15 kDa), p53 (53 kDa) prokaspaz-3 (32 kDa) ve prokaspaz-9 (46 kDa)
protein ekspresyon seviyelerinin Western blot analiz sonuglari. Yiikleme kontrolii olarak B-Aktin (43 kDa)
protein ekspresyon seviyesi bakildi. Protein gruplarimin karsilagtirmali ekspresyon seviyeleri. (A 1) P53, (A
I1) BAX, (A Ill) BCL-2, (A 1V) BAX-BCL-2 orani, (A V) CYT-C, (A VI) ProCAS-3 ve (A VII) ProCAS-9
protein ekspresyon oranlar1 Graphpad programi kullanilarak belirlenmistir. Veriler ortalama £ SEM (n:3)
ile hesaplandi. “p< 0,05 Kontrol vs. diger gruplar, ““p< 0,001 Kontrol vs. diger gruplar, ##p<0,001 BPA
vs. diger gruplar

BPA’nin kaspaz 3 ve 9 aktivasyonu lizerine 6nemli etkileri vardir (Liu et al., 2020;
Chiang et al., 2022). Ayrica BPA’nin kaspaz 3, 8, 9 ve 10 gen ekspressiyon seviyelerini

arttirarak apoptozun i¢ yolag: iizerinde daha etkili oldugu belirtilmistir (Wang et al.,
2019).
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Yapmis oldugumuz calismada sadece BPA uygulanan grupta CYT-C seviyesinde 6nemli
derecede artis oldugu gozlemlenirken proCAS-3 ve proCAS-9 seviyelerinde onemli
derecede azalma oldugu goriildii (p<0,001). Ayrica tedavi edici olarak uygulanan GA
gruplarina bakildiginda 6zellikle GA 100 dozunun bu apoptotik parametreleri 6nemli

derecede iyilestirdigi saptandi (p<0,001).

Ek olarak apoptozda onemli proteinlerden olan p53 protein ekspresiyon seviyesi
incelenmistir. BPA’nin p53 seviyesi iizerine farkli etkiler sergiledigini belirten ¢alismalar
rapor edilmistir (Dairkee et al., 2013; Elshafiey et al., 2020; Kose et al., 2020; Ishtiaq et
al., 2020). Elde ettigimiz verilerde BPA’nin p53 fiizerinde anlamli bir etkisi olmadig

belirlendi. Bu veriler Kose ve arkadaglarinin verileri ile uyum gostermektedir (Kose et al.,

2020).

Birgok arastirmaci ise yapmis oldugu cesitli hiicre gruplar1 ve gesitli dokular iizerinde
GA’nin  farkli dozlarinin baz1 proapoptotik proteinleri baskilayabilirken bazi
antiapoptotik proteinlerin ise desteklenebilecegini gostermislerdir. (Wang et al., 2016;
Yang etal., 2017; Yu and He 2017; Zhang et al., 2021).

GA, Bcl-2 aktivitesini desteklerken ayni zamanda Bax ve kaspaz 3 gibi proapoptotik
proteinlerin aktivitelerini ise baskiladigi belirtilmistir (Zhang et al., 2019; Zhang et al.,
2021). Ayrica GA’nin kaspaz 9 ve CYT-C ekspresiyon diizeylerini de azaltarak apoptozu
engelleyebildigi rapor edilmistir (Yang et al., 2012; Yan et al., 2021).

Yapilan ¢alismada elde edilen bulgular GA’nin Bax/Bcl-2 oranin1 ve CYT-C ekspresiyon
diizeyini onemli Olc¢lide baskiladigi prokaspaz 3 ve 9 diizeylerini ise 6nemli OSlgiide
korudugu, ayrica p53 ekspressiyon diizeyinin azaltilmasinda etkili oldugunu
gostermektedir. Elde edilen veriler yukarida da bahsedilen literatiir ile uyum

saglamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, ratlarda BPA kaynakli kardiyotoksisite izerine GA’nin antioksidan ve anti
apoptotik islevleri ortaya konmustur. Yapmis oldugumuz calismada, ratlarda BPA ile
indiiklenmis kardiyotoksisite modeli olusturularak BPA’nin sebep oldugu yiiksek serum
LDH ve CK-MB seviyeleri tespit edilmistir. Ayrica BPA, antioksidan savunmasinda
onemli gorevlere sahip olan antioksidanlardan GSH, GPx, SOD ve KAT gibi
parametreleri baskilayabildigi boylelikle oksidatif stresin artmasina aracilik ettigini ve
bunun sonucunda lipit peroksidasyonuna neden olarak kalp dokusunda cesitli islev
bozuklarinin gelismesini desteklemistir. Bununla birlikte BPA’nin 6nemli proapoptotik
proteinler iizerine etkileri de arastirilmistir. Elde edilen verilerde BPA’nin apoptotik i¢

yolak iizerinde dnemli etkiler sergiledigi ve apoptozu tetikledigi tespit edilmistir.

Tedavi edici olarak uygulanan GA’nin ise BPA’nin sebep oldugu yiiksek LDH ve CK-
MB seviyelerini énemli diizeyde iyilestirdigi ve antioksidan savunmada gorevli olan
GSH, GPx, SOD ve KAT enzim aktivitelerini artirarak oksidatif stresin azaltilmasi
yoluyla lipit peroksidasyonunu énemli dl¢iide azalttigi tespit edilmistir. Ayrica GA’nin

BPA kaynakli kardiyotoksisitede 6nemli antiapoptotik 6zellikler sergiledigi bulunmustur.

Elde edilen verilere dayanarak GA’nin BPA kaynakli kardiyotoksisite tizerinde
antioksidan ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte GA’nin
BPA kaynakli kardiyotoksik etkilerinin azaltilmasi i¢in destekleyici bir tedavi unsuru
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Ancak GA {izerine
yeterli literatiir verisi olmadigindan daha ileri ¢aligmalar gerekmektedir. Ornegin GA’nin
apoptozun dis yolaginda ve diger programli hiicre 6liim mekaniznalar1 (Otofaji vb.)
tizerinde ki etkileri de incelenip bunlar arasindaki iliski ortaya g¢ikarilmalidir. Ayrica
benzer c¢alismalarin farkli model organizmalarda ve farli dokularda yapilmasi

gerekmektedir.



50

KAYNAKLAR

Abotaleb, M., Samuel, S. M., Varghese, E., Varghese, S., Kubatka, P., Liskova, A.,
Biisselberg, D. (2018). Flavonoids in cancer and apoptosis. Cancers, 11(1), 28.

Acaroz, U., Ince, S., Arslan-Acaroz, D., Gurler, Z., Demirel, H. H., Kucukkurt, 1., ... and
Zhu, K. (2019). Bisphenol-A induced oxidative stress, inflammatory gene expression, and
metabolic and histopathological changes in male Wistar albino rats: protective role of
boron. Toxicology research, 8(2), 262-2609.

Aebi, H. (1983). Catalase. Methods of enzymatic analysis, 3: 273

Ahagh, M. H., Dehghan, G., Mehdipour, M., Teimuri-Mofrad, R., Payami, E., Sheibani,
N., ... and Asadi, M. (2019). Synthesis, characterization, anti-proliferative properties and
DNA binding of benzochromene derivatives: increased Bax/Bcl-2 ratio and caspase-
dependent apoptosis in colorectal cancer cell line. Bioorganic chemistry, 93, 103329.

Ahammed, G. J.,, Wang, Y., Mao, Q., Wu, M., Yan, Y., Ren, J., ... and Chen, S. (2020).
Dopamine alleviates bisphenol A-induced phytotoxicity by enhancing antioxidant and
detoxification potential in cucumber. Environmental Pollution, 259, 113957.

Akifusa, S., Kamio, N., Shimazaki, Y., Yamaguchi, N., Nishihara, T., Yamashita, Y.
(2009). Globular adiponectin-induced RAW 264 apoptosis is regulated by a reactive
oxygen species-dependent pathway involving Bcl-2. Free Radical Biology and
Medicine, 46(9), 1308-1316.

Akram, R., Igbal, R., Hussain, R., Jabeen, F., Ali, M. (2021). Evaluation of oxidative
stress, antioxidant enzymes and genotoxic potential of bisphenol A in fresh water bighead
carp (Aristichthys nobils) fish at low concentrations. Environmental pollution, 268,
115896.

Aksit, H., Bildik, A., (2008). Apoptozis. Yiiziincii Y11 Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dergisi, 19(1): 55-63.

Al-Olayan, E. M., El-Khadragy, M. F., Abdel Moneim, A. E. (2015). The protective
properties of melatonin against aluminium-induced neuronal injury. International journal
of experimental pathology, 96(3), 196-202.

Alonso-Magdalena, P., Vieira, E., Soriano, S., Menes, L., Burks, D., Quesada, I., Nadal,
A. (2010). Bisphenol A exposure during pregnancy disrupts glucose homeostasis in
mothers and adult male offspring. Environmental health perspectives, 118(9), 1243-1250.

Amini, A. M. (2017). Bisfenol-A’nin Kontaminasyonu ve Risk Etmenleri. Yiiksek
Lisanas Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii Cevre Miihendisligi Anabilimdali, Sakarya
Universitesi, Sakarya, 39-40.



51

Andra, S. S., Charisiadis, P., Arora, M., van Vliet-Ostaptchouk, J. V., Makris, K. C.
(2015). Biomonitoring of human exposures to chlorinated derivatives and structural
analogs of bisphenol A. Environment international, 85, 352-379.

Anitha, T. A., Rajadurai, M. (2014). Antioxidative potential of chrysin, a flavone in
streptozotocin—nicotinamide-induced  diabetic  rats. Biomedicine &  Preventive
Nutrition, 4(4), 511-517.

Antonsson, B., Martinou, J. C. (2000). The Bcl-2 protein family. Experimental cell
research, 256(1), 50-57.

Apaydin, F. G., Aslanturk, A., Uzunhisarcikli, M., Bas, H., Kalender, S., Kalender, Y.
(2019). Histopathological and biochemical studies on the effect of curcumin and taurine
against bisphenol A toxicity in male rats. Environmental Science and Pollution
Research, 26(12), 12302-12310.

Argacha, J. F., Mizukami, T., Bourdrel, T., & Bind, M. A. (2019). Ecology of the
cardiovascular system: Part II-A focus on non-air related pollutants. Trends in
cardiovascular medicine, 29(5), 274-282.

Ashkenazi, A., (2008). Targeting the extrinsic apoptosis pathway in cancer. Cytokine &
growth factor reviews, 19(3-4), 325-331.

Ashkenazi, A., Fairbrother, W. J., Leverson, J. D., Souers, A. J. (2017). From basic
apoptosis discoveries to advanced selective BCL-2 family inhibitors. Nature reviews drug
discovery, 16(4), 273-284.

Ayazgok, B., Kiiciikkiling, T. T. (2017). Diisik Doz Bisfenol A'min Biiyiik
Etkileri. FABAD Journal of Pharmaceutical Sciences, 42(2), 139.

Bao, W., Liu, B., Rong, S., Dai, S. Y., Trasande, L., Lehmler, H. J. (2020). Association
between bisphenol A exposure and risk of all-cause and cause-specific mortality in US
adults. JAMA network open, 3(8), €2011620-e2011620.

Bernardo, P. E. M., Navas, S. A., Murata, L. T. F., d¢ ALCANTARA, M. R. D. S.
(2015). Bisfenol A: o uso em embalagens para alimentos, exposi¢ao e toxicidade—Uma
Revisdo. Revista do Instituto Adolfo Lutz, 74(1), 1-11.

Beserra, M. R., de Aratjo Schiavini, J., Rodrigues, W. C., Pereira, C. D. S. S. (2012). O
Bisfenol A: sua utilizagdo e a atual polémica em relagdo aos possiveis danos a saude
humana. Revista eletronica Teccen, 5(1), 37-46.

Boujbiha, M. A., Hamden, K., Guermazi, F., Bouslama, A., Omezzine, A., Kammoun,
A., El Feki, A. (2009). Testicular toxicity in mercuric chloride treated rats: association
with oxidative stress. Reproductive toxicology, 28(1), 81-89.



52

Brown, A. R., Green, J. M., Moreman, J., Gunnarsson, L. M., Mourabit, S., Ball, J., ...
and Tyler, C. R. (2018). Cardiovascular effects and molecular mechanisms of bisphenol a
and its metabolite MBP in zebrafish. Environmental science & technology, 53(1), 463-
474,

Bursal, E., Koksal, E., Giilgin, 1., Bilsel, G., Géren, A. C. (2013). Antioxidant activity
and polyphenol content of cherry stem (Cerasus avium L.) determined by LC-
MS/MS. Food research international, 51(1), 66-74.

Cagampang, F. R., Torrens, C., Anthony, F. W., Hanson, M. A. (2012). Developmental
exposure to bisphenol A leads to cardiometabolic dysfunction in adult mouse
offspring. Journal of Developmental Origins of Health and Disease, 3(4), 287-292.

Cai, S., Rao, X., Ye, J., Ling, Y., Mi, S, Chen, H., ... and Li, Y. (2020). Relationship
between urinary bisphenol a levels and cardiovascular diseases in the US adult
population, 2003-2014. Ecotoxicology and Environmental Safety, 192, 110300.

Carneiro, B. A., El-Deiry, W. S. (2020). Targeting apoptosis in cancer therapy. Nature
reviews Clinical oncology, 17(7), 395-417.

Chapalamadugu, K. C., VandeVoort, C. A., Settles, M. L., Robison, B. D., Murdoch, G.
K. (2014). Maternal bisphenol a exposure impacts the fetal heart transcriptome. PL0oS
One, 9(2), €89096.

Chen, D., Kannan, K., Tan, H., Zheng, Z., Feng, Y. L., Wu, Y., Widelka, M. (2016).
Bisphenol analogues other than BPA: environmental occurrence, human exposure, and
toxicity a review. Environmental science & technology, 50(11), 5438-5453.

Chen, H., Yoshioka, H., Kim, G. S., Jung, J. E., Okami, N., Sakata, H., ... and Chan, P. H.
(2011). Oxidative stress in ischemic brain damage: mechanisms of cell death and
potential molecular targets for neuroprotection. Antioxidants & redox signaling, 14(8),
1505-1517.

Chiang, Y. W., Su, C. H., Sun, H. Y., Chen, S. P., Chen, C. J., Chen, W. Y., ... & Kuan,
Y. H. (2022). Bisphenol A induced apoptosis via oxidative stress generation involved
Nrf2/HO-1 pathway and mitochondrial dependent pathways in human retinal pigment
epithelium (ARPE-19) cells. Environmental Toxicology, 37(1), 131-141.

Chipuk, J. E., Fisher, J. C., Dillon, C. P., Kriwacki, R. W., Kuwana, T., Green, D. R.
(2008). Mechanism of apoptosis induction by inhibition of the anti-apoptotic BCL-2
proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105(51), 20327-20332.

Chu, S., Wang, W., Zhang, N., Liu, T., Li, J., Chu, X,, ... and Chu, L. (2021). Protective
effects of 18B-Glycyrrhetinic acid against myocardial infarction: Involvement of
PI3K/Akt pathway activation and inhibiting Ca2+ influx via L-type Ca2+ channels. Food
Science & Nutrition, 9(12), 6831-6843.



53

Chu, P. L., Lin, C. Y., Sung, F. C., Su, T. C. (2021). Apoptotic microparticles mediate the
association between bisphenol A and subclinical atherosclerosis in a young population: A
population-based study. Ecotoxicology and Environmental Safety, 224, 112663.

Crow, M. T., Mani, K., Nam, Y. J.,, Kitsis, R. N. (2004). The mitochondrial death
pathway and cardiac myocyte apoptosis. Circulation research, 95(10), 957-970.

Coskun, G., Ozgiir, H. (2011). Apoptoz ve nekrozun molekiiler mekanizmasi. Arsiv
Kaynak Tarama Dergisi, 20(3), 145-158.

Caglayan, C. (2018). Ratlarda civa (11) kloriir kaynakli karaciger ve bobrek hasari iizerine
rutin’in etkilerinin arastirilmasi. Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitlisii Veterinerlik
Biyokimyas1 Anabilimdali, Atatiirk Univeritesi, Erzurum, 17-80.

Dairkee, S. H., Luciani-Torres, M. G., Moore, D. H., Goodson IlI, W. H. (2013).
Bisphenol-A-induced inactivation of the p53 axis underlying deregulation of proliferation
kinetics, and cell death in non-malignant human breast epithelial cells. Carcinogenesis,
34(3), 703-712.

D’Arcy, M. S. (2019). Cell death: a review of the major forms of apoptosis, necrosis and
autophagy. Cell biology international, 43(6), 582-592.

Darendelioglu, E., (2017). Insan kolon kanseri hiicrelerinde (ht-29) lactobacillus reuteri
tiriinden elde edilen bazi kisa zincirli yag asitlerinin apoptotik etkilerinin arastirilmasi.

Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilimdali1, Bingl Universitesi, Bingd,
8-52.

Darendelioglu, E. (2020). Neuroprotective effects of chrysin on diclofenac-induced
apoptosis in SH-SY5Y cells. Neurochemical research, 45(5), 1064-1071.

Dastoorpoor, M., Sekhavatpour, Z., Masoumi, K., Mohammadi, M. J., Aghababaeian, H.,
Khanjani, N., ... and Vahedian, M. (2019). Air pollution and hospital admissions for
cardiovascular diseases in Ahvaz, Iran. Science of the total environment, 652, 1318-1330.

Dualde, P., Pardo, O., Corpas-Burgos, F., Kuligowski, J., Gormaz, M., Vento, M., ... and
Yusa, V. (2019). Biomonitoring of bisphenols A, F, S in human milk and probabilistic
risk assessment for breastfed infants. Science of the total environment, 668, 797-805.

Durmaz, E., BK, G. (2013). Cevresel bir endokrin bozucu: Bisfenol A ve toksik
etkilerinin degerlendirilmesi. Cocuk Saglhigi ve Hastaliklar1 Dergisi, 56(4), 192-199.

Elshafiey, S. H. M. F., EIGendy, M. M. L., Rashed, M. A., Ali, R. A. M., Kamel, A. H.
(2020). Reproductive Toxicity Induced by Low Dose Bisphenol A (BPA) in Male Rats.
Journal of Scientific Research in Science, 37(Part 2 (Biological Sciences)), 73-98.

Ezz, H. S. A., Khadrawy, Y. A., Mourad, I. M. (2015). The effect of bisphenol A on
some oxidative stress parameters and acetylcholinesterase activity in the heart of male
albino rats. Cytotechnology, 67(1), 145-155.



54

Eweda, S. M., Newairy, A. S. A., Abdou, H. M., Gaber, A. S. (2020). Bisphenol
A-induced oxidative damage in the hepatic and cardiac tissues of rats: The modulatory
role of sesame lignans. Experimental and therapeutic medicine, 19(1), 33-44.

Fernandez, M. F., Arrebola, J. P., Taoufiki, J., Navalon, A., Ballesteros, O., Pulgar, R., ...
and Olea, N. (2007). Bisphenol-A and chlorinated derivatives in adipose tissue of
women. Reproductive toxicology, 24(2), 259-264.

Filice, M., Leo, S., Mazza, R., Amelio, D., Garofalo, F., Imbrogno, S., ... and Gattuso, A.
(2021). The heart of the adult goldfish Carassius auratus as a target of Bisphenol A: a
multifaceted analysis. Environmental Pollution, 269, 116177.

Friques, A. G., Santos, F. D., Angeli, D. B., Silva, F. A. C., Dias, A. T., Aires, R., ... and
Vasquez, E. C. (2020). Bisphenol A contamination in infant rats: Molecular, structural,
and physiological cardiovascular changes and the protective role of kefir. The Journal of
Nutritional Biochemistry, 75, 108254.

Fiirhacker, M., Scharf, S., Weber, H. (2000). Bisphenol A: emissions from point
sources. Chemosphere, 41(5), 751-756.

Geens, T., Aerts, D., Berthot, C., Bourguignon, J. P., Goeyens, L., Lecomte, P., ... and
Covaci, A. (2012). A review of dietary and non-dietary exposure to bisphenol-A. Food
and chemical toxicology, 50(10), 3725-3740.

Ginsberg, G., Rice, D. C. (2009). Does rapid metabolism ensure negligible risk from
bisphenol A?. Environmental health perspectives, 117(11), 1639-1643.

Grotto, D., Maria, L. S., Valentini, J., Paniz, C., Schmitt, G., Garcia, S. C., ... and Farina,
M. (2009). Importance of the lipid peroxidation biomarkers and methodological aspects
for malondialdehyde quantification. Quimica Nova, 32(1), 169-174.

Gu, J., Wang, H., Zhou, L., Fan, D., Shi, L., Ji, G., Gu, A. (2020). Oxidative stress in
bisphenol AF-induced cardiotoxicity in zebrafish and the protective role of N-acetyl N-
cysteine. Science of the Total Environment, 731, 139190.

Giiler, U. A., Can, O. P. (2017). Kimyasal Kontaminantlarin Cevre Saghg ve Gidalar
Uzerine Etkileri. Sinop Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 2(1), 170-195.

Gilindogdu, T., Akdevelioglu, Y. (2019). Bisfenol A ve erkek iireme saghigi. Androl
Biil, 21, 32-40.

Hacker, G. (2000). The morphology of apoptosis. Cell and tissue research, 301(1), 5-17.
Haleagrahara, N., Varkkey, J., Chakravarthi, S. (2011). Cardioprotective effects of

glycyrrhizic acid against isoproterenol-induced myocardial ischemia in rats. International
journal of molecular sciences, 12(10), 7100-7113.



55

Hassan, Z. K., Elobeid, M. A., Virk, P., Omer, S. A., EIAmin, M., Daghestani, M. H.,
AlOlayan, E. M. (2012). Bisphenol A induces hepatotoxicity through oxidative stress in
rat model. Oxidative medicine and cellular longevity, 2012.

Hazzaa, S. M., El-Roghy, E. S., Abd Eldaim, M. A., Elgarawany, G. E. (2020).
Monosodium glutamate induces cardiac toxicity via oxidative stress, fibrosis, and P53
proapoptotic protein expression in rats. Environmental Science and Pollution
Research, 27(16), 20014-20024.

Hong, G. (2020). Enoxolone suppresses apoptosis in chondrocytes and progression of
osteoarthritis via modulating the ERK1/2 signaling pathway. Archives of Medical
Science, 16(1).

Huang, Y. Q., Wong, C. K. C., Zheng, J. S., Bouwman, H., Barra, R., Wahlstrom, B., ...
and Wong, M. H. (2012). Bisphenol A (BPA) in China: a review of sources,
environmental levels, and potential human health impacts. Environment international, 42,
91-99.

Hugo, E. R., Brandebourg, T. D., Woo, J. G., Loftus, J., Alexander, J. W., Ben-Jonathan,
N. (2008). Bisphenol A at environmentally relevant doses inhibits adiponectin release
from human adipose tissue explants and adipocytes. Environmental health
perspectives, 116(12), 1642-1647.

Hussein, R. M., Eid, J. I. (2013). Pathological mechanisms of liver injury caused by oral
administration of bisphenol A. Life Science Journal, 10(1), 663.

Hyun, S. A, Lee, C. Y., Ko, M. Y., Chon, S. H., Kim, Y. J., Seo, J. W., ... and Ka, M.
(2021). Cardiac toxicity from bisphenol A exposure in human-induced pluripotent stem
cell-derived cardiomyocytes. Toxicology and Applied Pharmacology, 428, 115696.

Hwang, J. K., Min, K. H., Choi, K. H., Hwang, Y. C., Jeong, I. K., Ahn, K. J,, ... and
Chang, J. S. (2013). Bisphenol A reduces differentiation and stimulates apoptosis of
osteoclasts and osteoblasts. Life Sciences, 93(9-11), 367-372.

Iyigiindogdu, I., Ustiindag, A., Duydu, Y. (2020). Toxicological evaluation of bisphenol
A and its analogues. Turkish Journal of Pharmaceutical Sciences, 17(4), 457.

Ishtiag, A., Bakhtiar, A., Silas, E., Saeed, J., Ajmal, S., Mushtaq, I., ... and Murtaza, .
(2020). Pistacia integerrima alleviated Bisphenol A induced toxicity through Ubc13/p53
signalling. Molecular Biology Reports, 47(9), 6545-6559.

Jalal, N., Surendranath, A. R., Pathak, J. L., Yu, S., Chung, C. Y. (2018). Bisphenol A
(BPA) the mighty and the mutagenic. Toxicology reports, 5, 76-84.

Jamshidi-Kia, F., Wibowo, J. P., Elachouri, M., Masumi, R., Salehifard-Jouneghani, A.,
Abolhasanzadeh, Z., Lorigooini, Z. (2020). Battle between plants as antioxidants with
free radicals in human body. Journal of Herbmed Pharmacology, 9(3), 191-199.



56

Jan, R. (2019). Understanding apoptosis and apoptotic pathways targeted cancer
therapeutics. Advanced pharmaceutical bulletin, 9(2), 205.

Jayakanthan, M., Jubendradass, R., D’Cruz, S. C., Mathur, P. P. (2015). A use of
homology modeling and molecular docking methods: to explore binding mechanisms of
nonylphenol and bisphenol A with antioxidant enzymes. In Computational Peptidology,
1268, 273-289). Humana Press, New York, NY.

Jenkins, S., Betancourt, A. M., Wang, J., Lamartiniere, C. A. (2012). Endocrine-active
chemicals in mammary cancer causation and prevention. The Journal of steroid
biochemistry and molecular biology, 129(3-5), 191-200.

Kandemir, F. M., Kucukler, S., Eldutar, E., Caglayan, C., Giil¢in, I. (2017). Chrysin
protects rat kidney from paracetamol-induced oxidative stress, inflammation, apoptosis,
and autophagy: a multi-biomarker approach. Scientia pharmaceutica, 85(1), 4.

Kao, T. C., Wu, C. H., Yen, G. C. (2014). Bioactivity and potential health benefits of
licorice. Journal of agricultural and food chemistry, 62(3), 542-553.

Kasap, S., Goneng, A., Sener, D. E., Hisar, 1. (2007). Serum cardiac markers in patients
with acute myocardial infarction: oxidative stress, C-reactive protein and N-terminal
probrain natriuretic peptide. Journal of clinical biochemistry and nutrition, 41(1), 50-57.

Khodayar, M. J., Kalantari, H., Mahdavinia, M., Khorsandi, L., Alboghobeish, S.,
Samimi, A., ... and Zeidooni, L. (2020). Protective effect of naringin against BPA-
induced cardiotoxicity through prevention of oxidative stress in male Wistar rats. Drug
and Chemical Toxicology, 43(1), 85-95.

Kobroob, A., Peerapanyasut, W., Chattipakorn, N., Wongmekiat, O. (2018). Damaging
effects of bisphenol A on the kidney and the protection by melatonin: emerging evidences
from in vivo and in vitro studies. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2018.

Koneva, L. A., Vyas, A. K., McEachin, R. C., Puttabyatappa, M., Wang, H. S., Sartor, M.
A., Padmanabhan, V. (2017). Developmental programming: Interaction between prenatal
BPA and postnatal overfeeding on cardiac tissue gene expression in female
sheep. Environmental and molecular mutagenesis, 58(1), 4-18.

Kose, O., Rachidi, W., Beal, D., Erkekoglu, P., Fayyad-Kazan, H., Kocer Gumusel, B.
(2020). The effects of different bisphenol derivatives on oxidative stress, DNA damage

and DNA repair in RWPE-1 cells: A comparative study. Journal of applied toxicology,
40(5), 643-654.

Kovacic, P. (2010). How safe is bisphenol A? Fundamentals of toxicity: metabolism,
electron transfer and oxidative stress. Medical hypotheses, 75(1), 1-4.

Kowalska, A., Kalinowska-Lis, U. (2019). 183-Glycyrrhetinic acid: its core biological
properties and dermatological applications. International journal of cosmetic
science, 41(4), 325-331.



57

Kuzu, M., Yildinm, S., Kandemir, F. M., Kigiikler, S., Caglayan, C., Tirk, E.,
Dortbudak, M. B. (2019). Protective effect of morin on doxorubicin-induced hepatorenal
toxicity in rats. Chemico-biological interactions, 308, 89-100.

Liao, C., Liu, F., Kannan, K. (2012). Bisphenol S, a new bisphenol analogue, in paper
products and currency bills and its association with bisphenol A residues. Environmental
science & technology, 46(12), 6515-6522.

Liu, Q., Wang, W., Zhang, Y., Cui, Y., Xu, S., Li, S. (2020). Bisphenol A regulates
cytochrome P450 1B1 through miR-27b-3p and induces carp lymphocyte oxidative stress
leading to apoptosis. Fish & shellfish immunology, 102, 489-498.

Lombo, M., Gonzilez-Rojo, S., Fernandez-Diez, C., Herraez, M. P. (2019).
Cardiogenesis impairment promoted by bisphenol A exposure is successfully
counteracted by epigallocatechin gallate. Environmental pollution, 246, 1008-1019.

Lowry, O. H., Rosebrough, N. J. (1951). Farr AL, Randall RJ. Protein measurement with
the Folin phenol reagent. J. biol. Chem, 193(1), 265-275.

Ma, Y., Liu, H., Wu, J,, Yuan, L., Wang, Y., Du, X., ... and Zhang, H. (2019). The
adverse health effects of bisphenol A and related toxicity mechanisms. Environmental
research, 176, 108575.

Mansour, S. A., Mossa, A. T. H. (2009). Lipid peroxidation and oxidative stress in rat
erythrocytes induced by chlorpyrifos and the protective effect of zinc. Pesticide
Biochemistry and Physiology, 93(1), 34-39.

Mao, N., Gao, Q., Hu, H., Zhu, T., Hao, L. (2019). BPA disrupts the cardioprotection by
17B-oestradiol  against  ischemia/reperfusion injury in isolated guinea pig
hearts. Steroids, 146, 50-56.

Margis, R., Dunand, C., Teixeira, F. K., Margis-Pinheiro, M. (2008). Glutathione
peroxidase family—an evolutionary overview. The FEBS journal, 275(15), 3959-3970.

Matkovics, B. (1988). Determination of enzyme activity in lipid peroxidation and
glutathione pathways. Laboratoriumi Diagnosztika, 15, 248-250.

Mazur, C. S., Kenneke, J. F., Hess-Wilson, J. K., Lipscomb, J. C. (2010). Differences
between human and rat intestinal and hepatic bisphenol A glucuronidation and the
influence of alamethicin on in vitro Kkinetic measurements. Drug Metabolism and
Disposition, 38(12), 2232-2238.

Mazzotta, E., Malitesta, C., Margapoti, E. (2013). Direct electrochemical detection of
bisphenol A at PEDOT-modified glassy carbon electrodes. Analytical and bioanalytical
chemistry, 405(11), 3587-3592.



58

Melzer, D., Gates, P., Osborn, N. J., Henley, W. E., Cipelli, R., Young, A., ... and
Galloway, T. S. (2012). Urinary bisphenol a concentration and angiography-defined
coronary artery stenosis. PloS one 7(8).

Melzer, D., Rice, N. E., Lewis, C., Henley, W. E., Galloway, T. S. (2010). Association of
urinary bisphenol a concentration with heart disease: evidence from NHANES
2003/06. PloS one, 5(1), e8673.

Metz, C. M. (2016). Bisphenol A: understanding the controversy. Workplace health &
safety, 64(1), 28-36.

Michatowicz, J. (2014). Bisphenol A-—sources, toxicity and
biotransformation. Environmental toxicology and pharmacology, 37(2), 738-758.

Mohsenzadeh, M. S., Razavi, B. M., Imenshahidi, M., Mohajeri, S. A., Rameshrad, M.,
Hosseinzadeh, H. (2021). Evaluation of green tea extract and epigallocatechin gallate
effects on bisphenol A-induced vascular toxicity in isolated rat aorta and cytotoxicity in
human umbilical vein endothelial cells. Phytotherapy research, 35(2), 996-1009.

Momtazan, M., Geravandi, S., Rastegarimehr, B., Valipour, A., Ranjbarzadeh, A., Yari,
A. R., ... and Mohammadi, M. J. (2018). An investigation of particulate matter and
relevant cardiovascular risks in Abadan and Khorramshahr in 2014-2016. Toxin reviews,
290-297.

Moreno-Gomez-Toledano, R., Arenas, M. 1., Sanchez-Esteban, S., Cook, A., Saura, M.,
Bosch, R. J. (2021). Critical analysis of human exposure to bisphenol a and its novel
implications on renal, cardiovascular and hypertensive diseases.

Mourad, I. M., Khadrawy, Y. A. (2012). The sensitivity of liver, kidney and testis of rats
to oxidative stress induced by different doses of bisphenol A. Int J Life Sci Pharma
Res, 2(2), 19-28.

Naftolin, F., Friedenthal, J., Nachtigall, R., Nachtigall, L. (2019). Cardiovascular health
and the menopausal woman: the role of estrogen and when to begin and end hormone
treatment. F1000Research, 8. F1000 Faculty Rev-1576.

Ojha, S., Golechha, M., Kumari, S., Bhatia, J., Arya, D. S. (2013). Glycyrrhiza glabra
protects from myocardial ischemia—reperfusion injury by improving hemodynamic,
biochemical, histopathological and ventricular function. Experimental and toxicologic
pathology, 65(1-2), 219-227.

Ojha, S. K., Sharma, C., Golechha, M. J., Bhatia, J., Kumari, S., Arya, D. S. (2015).
Licorice treatment prevents oxidative stress, restores cardiac function, and salvages
myocardium in rat model of myocardial injury. Toxicology and Industrial Health, 31(2),
140-152.



59

Ola-Davies, O. E., Olukole, S. G. (2018). Gallic acid protects against bisphenol A-
induced alterations in the cardio-renal system of Wistar rats through the antioxidant
defense mechanism. Biomedicine & Pharmacotherapy, 107, 1786-1794.

Ola, M. S., Nawaz, M., Ahsan, H. (2011). Role of Bcl-2 family proteins and caspases in
the regulation of apoptosis. Molecular and cellular biochemistry, 351(1), 41-58.

Olujimi, O., Ayoola, R., Olayinka, O., Dosumu, O., Rotimi, S., Aladesida, A. (2020).
Evaluation of antioxidant enzymes performances and DNA damage induced by bisphenol
A and diisobutylphthalate in  Hyperiodrilus  africanus-earthworms. Emerging
Contaminants, 6, 1-9.

Oluranti, O. I., Alabi, B. A., Michael, O. S., Ojo, A. O., Fatokun, B. P. (2021). Rutin
prevents cardiac oxidative stress and inflammation induced by bisphenol A and dibutyl
phthalate exposure via NRF-2/NF-kB pathway. Life Sciences, 284, 119878.

Pant, M. K., Ahmad, A. H., Naithani, M., Pandey, H. S., Pandey, M., Pant, J. (2020).
Effect of Exposure of Plastic Infant Feeding Bottle Leached Water on Biochemical,
Morphological and Oxidative Stress Parameters in Rats. Toxics, 8(2), 34.

Parrino, J., Hotchkiss, R. S., Bray, M. (2007) Immune Cell Apoptosis Prevention as
Potential Therapy for Severe Infections. Emerging Infectious Diseases, 13(2).

Pastorino, G., Cornara, L., Soares, S., Rodrigues, F., Oliveira, M. B. P. (2018). Liquorice
(Glycyrrhiza glabra): A phytochemical and pharmacological review. Phytotherapy
research, 32(12), 2323-23309.

Patel, B. B., Raad, M., Sebag, I. A., Chalifour, L. E. (2013). Lifelong exposure to
bisphenol a alters cardiac structure/function, protein expression, and DNA methylation in
adult mice. toxicological sciences, 133(1), 174-185.

Paul, S., Mohanan, A., Varghese, M. V., Alex, M., Nair, H. (2012). Ameliorative effect
of a-tocopherol on monosodium glutamate-induced cardiac histological alterations and
oxidative stress. Journal of the Science of Food and Agriculture, 92(15), 3002-3006.

Placer, Z. A., Cushman, L. L., Johnson, B. C. (1966). Estimation of product of lipid
peroxidation (malonyl dialdehyde) in biochemical systems. Analytical
biochemistry, 16(2), 359-364.

Posnack, N. G., Jaimes Ill, R., Asfour, H., Swift, L. M., Wengrowski, A. M., Sarvazyan,
N., Kay, M. W. (2014). Bisphenol A exposure and cardiac electrical conduction in
excised rat hearts. Environmental Health Perspectives, 122(4), 384-390.

Rahman, K. (2007). Studies on free radicals, antioxidants, and co-factors. Clinical
interventions in aging, 2(2), 219.



60

Ramos, A. S., Correia, A. T., Antunes, S. C., Gongalves, F., Nunes, B. (2014). Effect of
acetaminophen exposure in Oncorhynchus mykiss gills and liver: detoxification
mechanisms, oxidative defence system and peroxidative damage. Environmental
toxicology and pharmacology, 37(3), 1221-1228.

Rashid, S., Nafees, S., Siddiqi, A., Vafa, A., Afzal, S. M., Parveen, R., ... and Sultana, S.
(2017). Partial protection by 188 Glycrrhetinic acid against Cisplatin induced oxidative
intestinal damage in wistar rats: Possible role of NFKB and caspases. Pharmacological
Reports, 69(5), 1007-1013.

Rezg, R., El-Fazaa, S., Gharbi, N., Mornagui, B. (2014). Bisphenol A and human chronic
diseases: current evidences, possible mechanisms, and future perspectives. Environment
international, 64, 83-90.

Rochester, J. R., Bolden, A. L. (2015). Bisphenol S and F: a systematic review and
comparison of the hormonal activity of bisphenol A substitutes. Environmental health
perspectives, 123(7), 643-650.

Rochester, J. R. (2013). Bisphenol A and human health: a review of the
literature. Reproductive toxicology, 42, 132-155.

Sahoo, P. K., Pradhan, L. K., Aparna, S., Agarwal, K., Banerjee, A., Das, S. K. (2020).
Quercetin abrogates bisphenol A induced altered neurobehavioral response and oxidative
stress in zebrafish by modulating brain antioxidant defence system. Environmental
Toxicology and Pharmacology, 80, 103483.

Saleh, J., Edeas, M., Van Goor, H. (2019). Antioxidant Supplements and Oxidative
Stress: The debate extends to the Middle East. Sultan Qaboos University Medical
Journal, 19(3), el77.

Santoro, A., Chianese, R., Troisi, J., Richards, S., Nori, S. L., Fasano, S., ... and
Meccariello, R. (2019). Neuro-toxic and reproductive effects of BPA. Current
neuropharmacology, 17(12), 1109-1132.

Sarvestani, N. N., Sepehri, H., Delphi, L., Farimani, M. M. (2018). Eupatorin and
salvigenin potentiate doxorubicin-induced apoptosis and cell cycle arrest in ht-29 and
sw948 human colon cancer cells. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention: APJCP,
19(1), 131.

Sedlak, J., Lindsay, R. H. (1968). Estimation of total, protein-bound, and nonprotein
sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s reagent. Analytical biochemistry, 25, 192-205.
Shah, S. M. A., Akram, M., Riaz, M., Munir, N., Rasool, G. (2019). Cardioprotective
potential of plant-derived molecules: a scientific and medicinal approach. Dose-
response, 17(2), 1559325819852243.

Shelby, M. (2010). Potential Human Reproductive and Development Effects of Bisphenol
A. NIH Publication No. 08-5994, CERHR, USA



61

Shirani, M., Alizadeh, S., Mahdavinia, M., Dehghani, M. A. (2019). The ameliorative
effect of quercetin on bisphenol A-induced toxicity in mitochondria isolated from
rats. Environmental Science and Pollution Research, 26(8), 7688-7696.

Simoes, C. P. P. (2016). Avaliagdo operacional e remogao de bisfenol-A no tratamento de
agua por diferentes tipos de membranas: avaliagdo em escala piloto. Postgraduation
Thesis, Environmental Technology and Water Resources Post-Graduation Program,
Brasil Universty, Brasil

Singh, R., Letai, A., Sarosiek, K. (2019). Regulation of apoptosis in health and disease:
the balancing act of BCL-2 family proteins. Nature reviews Molecular cell biology,
20(3), 175-193.

Su, L., Wang, M., Yin, S. T., Wang, H. L., Chen, L., Sun, L. G., Ruan, D. Y. (2008). The
interaction of selenium and mercury in the accumulations and oxidative stress of rat
tissues. Ecotoxicology and Environmental Safety, 70(3), 483-489.

Sun, Y. I, Oberley, L. W., Li, Y. (1988). A simple method for clinical assay of
superoxide dismutase. Clinical chemistry, 34(3), 497-500.

Sun, Y., Wang, X., Zhou, Y., Zhang, J., Cui, W., Wang, E., ... and Xu, X. (2021).
Protective effect of metformin on BPA-induced liver toxicity in rats through upregulation

of cystathionine B synthase and cystathionine y lyase expression. Science of The Total
Environment, 750, 141685.

Tavakkoli, A., Abnous, K., Hassani, F. V., Hosseinzadeh, H., Birner-Gruenberger, R.,
Mehri, S. (2020). Alteration of protein profile in cerebral cortex of rats exposed to
bisphenol a: a proteomics study. NeuroToxicology, 78, 1-10.

Thabet, N. M., Abdel-Rafei, M. K., Moustafa, E. M. (2020). Boswellic acid protects
against Bisphenol-A and gamma radiation induced hepatic steatosis and cardiac
remodelling in rats: Role of hepatic PPAR-0/P38 and cardiac Calcineurin-
A/NFATCc1/P38 pathways. Archives of Physiology and Biochemistry, 1-19.

Thompson, C. B. (1995). Apoptosis in the pathogenesis and treatment of
disease. Science, 267(5203), 1456-1462.

Toto, A., Wild, P., Graille, M., Turcu, V., Crézé, C., Hemmendinger, M., ... AND Hopf,
N. B. (2022). Urinary Malondialdehyde (MDA) Concentrations in the General
Population—A Systematic Literature Review and Meta-Analysis. Toxics, 10(4), 160.

Townsend, D. M., Tew, K. D., Tapiero, H. (2003). The importance of glutathione in
human disease. Biomedicine & pharmacotherapy, 57(3-4), 145-155.

Tiirk Gida Kodeksi. (2011). Gida Maddeleri Ile Temasta Bulunan Plastik Madde Ve
Malzemeler Tebliginde Degisiklik Yapilmast Hakkinda Teblig (Teblig No: 2011/29),
Ankara.



62

Uzdensky, A. B. (2019). Apoptosis regulation in the penumbra after ischemic stroke:
expression of pro-and antiapoptotic proteins. Apoptosis, 24(9), 687-702.

Valokola, M. G., Karimi, G., Razavi, B. M., Kianfar, M., Jafarian, A. H., Jaafari, M. R.,
Imenshahidi, M. (2019). The protective activity of nanomicelle curcumin in bisphenol

A-induced cardiotoxicity following subacute exposure in rats. Environmental
toxicology, 34(3), 319-329.

Vanani, A. R., Mahdavinia, M., Shirani, M., Alizadeh, S., Dehghani, M. A. (2020).
Protective effects of quercetin against oxidative stress induced by bisphenol-A in rat
cardiac mitochondria. Environmental Science and Pollution Research, 27(13), 15093-
15102.

Verner, M. A., Magher, T., Haddad, S. (2010). High concentrations of commonly used
drugs can inhibit the in vitro glucuronidation of bisphenol A and nonylphenol in
rats. Xenobiotica, 40(2), 83-92.

Yang, G., Wang, L., Yu, X., Huang, Y., Qu, C., Zhang, Z., ... and Chen, H. (2017).
Protective effect of 18B-glycyrrhetinic acid against triptolide-induced hepatotoxicity in
rats. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, 2017.

Yang, J. C., Myung, S. C., Kim, W., Lee, C. S. (2012). 18B-Glycyrrhetinic acid
potentiates Hsp90 inhibition-induced apoptosis in human epithelial ovarian carcinoma
cells via activation of death receptor and mitochondrial pathway. Molecular and cellular
biochemistry, 370(1), 209-219.

Yang, T., Zhou, J., Fang, L., Wang, M., Dilinuer, M., Ainiwaer, A. (2021). Protection
function of 18B-glycyrrhetinic acid on rats with high-altitude pulmonary hypertension
based on 1H NMR metabonomics technology. Analytical Biochemistry, 631, 114342,

Yan, M., Guo, L., Yang, Y., Zhang, B., Hou, Z., Gao, Y., ... and Gong, H. (2021).
Glycyrrhetinic Acid Protects a-Naphthylisothiocyanate-Induced Cholestasis Through
Regulating Transporters, Inflammation and Apoptosis. Frontiers in Pharmacology, 2487.

Yan, M., Lo, J. C., Edwards, J. T., Baran, P. S. (2016). Radicals: reactive intermediates
with translational potential. Journal of the American Chemical Society, 138(39), 12692-
12714,

Yan, S., Chen, Y., Dong, M., Song, W., Belcher, S. M., Wang, H. S. (2011). Bisphenol A
and 17p-estradiol promote arrhythmia in the female heart via alteration of calcium
handling. PloS one, 6(9), e25455.

Yu, L., He, Y. (2017). Influence of compatibility of glycyrrhetinic acid, liquiritin and
hypaconitine on apoptosis pathway in rats with chronic heart failure. Chinese Traditional
Patent Medicine, 2018-2023.



63

Zhang, D., Sun, J., Chang, S., Li, X., Shi, H., Jing, B, ... and Zhao, G. (2021). Protective
effect of 18B-glycyrrhetinic acid against H 2 O 2-induced injury in Schwann cells based
on network pharmacology and experimental validation. Experimental and therapeutic
medicine, 22(5), 1-9.

Zhang, J., Li, X., Zhou, L., Wang, L., Zhou, Q., Huang, X. (2016). Analysis of effects of
a new environmental pollutant, bisphenol A, on antioxidant systems in soybean roots at
different growth stages. Scientific Reports, 6(1), 1-10.

Zhang, M., Chang, Z., Zhao, F., Zhang, P., Hao, Y. J., Yan, L., ... and Zhou, R. (2019).
Protective effects of 18B-glycyrrhetinic acid on monocrotaline-induced pulmonary
arterial hypertension in rats. Frontiers in Pharmacology, 13.

Zhang, Y. F., Shan, C., Wang, Y., Qian, L. L., Jia, D. D., Zhang, Y. F., ... and Xu, H. M.
(2020). Cardiovascular toxicity and mechanism of bisphenol A and emerging risk of
bisphenol S. Science of The Total Environment, 723, 137952.

Wang, K., Zhao, Z., Ji, W. (2019). Bisphenol A induces apoptosis, oxidative stress and
inflammatory response in colon and liver of mice in a mitochondria-dependent manner.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 117, 109182.

Wang, L., He, Y., Zhang, Y., Zhou, H., Yu, L., Yang, J., Wan, H. (2016). Effects of
active components of Fuzi and Gancao compatibility on Bax, Bcl-2, and Caspase-3 in
chronic heart failure rats. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine,
2016.

Wang, L., Zhang, Y., Wan, H., Jin, W., Yu, L., Zhou, H., Yang, J. (2017a).
Glycyrrhetinic acid protects H9c2 cells from oxygen glucose deprivation-induced injury
through the PI3K/AKTt signaling pathway. Journal of natural medicines, 71(1), 27-35.

Wang, L. Q., He, Y., Wan, H. F., Zhou, H. F., Yang, J. H.,, Wan, H. T. (2017b).
Protective mechanisms of hypaconitine and glycyrrhetinic acid compatibility in oxygen
and glucose deprivation injury. Journal of Zhejiang University-SCIENCE B, 18(7), 586-
596.

Wang, Y., Du, X., Wang, D., Wang, J., Du, J. (2020). Effects of bisphenol A exposure
during pregnancy and lactation on hippocampal function in newborn rats. International
Journal of Medical Sciences, 17(12), 1751.

Wang, Y., Rui, M., Nie, Y., Lu, G. (2018). Influence of gastrointestinal tract on
metabolism of bisphenol A as determined by in vitro simulated system. Journal of
hazardous materials, 355, 111-118.

Wang, X. Q., Wang, W., Peng, M., Zhang, X. Z. (2021). Free radicals for cancer
theranostics. Biomaterials, 266, 120474,

WHO (2010) Toxicological and Health Aspects of Bisphenol. Ottawa, Canada, 7-45.



64

Willhite, C. C., Ball, G. L., McLellan, C. J. (2008). Derivation of a bisphenol A oral
reference dose (RfD) and drinking-water equivalent concentration. Journal of Toxicology
and Environmental Health, Part B, 11(2), 69-146.

Wu, H. J., Yang, J. Y., Jin, M., Wang, S. Q., Wu, D. L., Liu, Y. N., ... and He, J. (2015).
Glycyrrhetinic acid protects the heart from ischemia/reperfusion injury by attenuating the
susceptibility and incidence of fatal ventricular arrhythmia during the reperfusion period
in the rat hearts. Cellular Physiology and Biochemistry, 36(2), 741-752.

Wu, F., Li, X., Jiang, B., Yan, J., Zhang, Z., Qin, J., ... and Gao, Z. (2018). Glycyrrhetinic
acid functionalized nanoparticles for drug delivery to liver cancer. Journal of Biomedical
Nanotechnology, 14(11), 1837-1852.

Wu, M., Cong, Y., Wang, K., Yu, H., Zhang, X., Ma, M., ... and Pei, X. (2022).
Bisphenol A impairs macrophages through inhibiting autophagy via AMPK/mTOR
signaling pathway and inducing apoptosis. Ecotoxicology and Environmental Safety,
234, 113395.

Xu, X., Lai, Y., Hua, Z. C. (2019). Apoptosis and apoptotic body: disease message and
therapeutic target potentials. Bioscience reports, 39(1).



EKLER

Evrak Tarih ve Sayisi: 13.01.2021-1518

T.C:
BINGOL UNIVERSITESI
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Say1 : E-85680299-020-1518
Konu : Olurlar, Onaylar

Saym Dr. Ogr. Uyesi Ekrem DARENDELIOGLU
Miidiir Yardimeisi

"Ratlarda bisfenol A ile olusturulan kardiotoksisite iizerine 18 -glisiretinik asid'in
etkilerinin arastirllmasi baslikli ve 12.01.2021 tarihli bagvurunuz etik agidan degerlendirilmistir.
Yapilan degerlendirme sonucunda 28914 sayili Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma Usul ve
Esaslarina Dair Yonetmeligin 8'inci maddesinin sekizinci fikrasinin (k) bendinde belirtilen "Olii hayvan
veya dokusu, mezbaha materyalleri, atik fetuslar ile yapilan prosediirler HADYEK iznine tabi degildir"
hiikmii geregince etik kurul iznine gerek olmadigina karar verilmistir.

Geregini bilgilerinize rica ederim

Prof. Dr. Bahri PATIR

65

Kurul Baskam
Bu belge. giivenli elektronik imza ile imzalanmustir.
Belge Dogrulama Kodu :*BE6L4KLNC* Belge Takip Adresi : https://www.turkiye.gov.tr/bingol-universitesi-ebys
Adres:Bingdl Uniyersigesi Rektorliigii Selahaddin-i Eyyiibi Mah. Aydinhk Cad. Bilgi i¢in: Emre SAHIN
No:1 BINGOL/TURKIYE Unvani: Sekreter

Telefon:0426 216 00 12-13-14-15 Faks:0426 215 10 20
e-Posta:basinyayin@bingol.edu.tr Elektronik Ag:www.bingol.edu.tr
Kep Adresi: bingoluniversitesi@hs01 kep.tr

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmustir..




2007

66

T.C
BINGOL UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU BA$KANL(('il

16D

Toplant: Tarihi: 25.02.2020 | Toplanti Sayis1:2020/01 | Karar Sayisi:01/02

Bingol Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Baliimiinde gorevi Dr.
Ogr. Uyesi Ekrem DARENDELIOGLU tarafindan sunulan * Ratlarda bisfenol A kaynakh karaciger ve
bibrek hasar iizerine 18f-glisiretinik asid’in etkilerinin aragtinimas: ™ bashkli aragtirma projesi
basvurusu etik yénden degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonucunda prOche Bingal Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesi ilkelerine uyulduguna, projenin aragtirma etigi agisindan uygun

olduguna ve asagidaki hususlar géz 6niine alinarak yiiriitiilmesine oy birligi ile karar verilmigtir.

Projede herhangi bir degisiklik gerektiginde Kurulumuzdan onay alinmasi

Projede calisacak olan arastirmacilar ile ilgili degisikliklerde kurulumuzdan onay alinmasi
Cahigma belirtilen siirede tamamlanamaz ise ¢k siire talebinde bulunulmas)

Calisma bitiminde sonug raporunun gonderilmesi

al ol sl

N B

< /\‘
Prof. Dr". Hiiseyjf NURSOY Prof. Dr. Erdal KAYGUSUZOGLU
Baskdn / Baskan Yardimcisi
| Prof. I)r ’mnnl/h.()\ UN { Dag. 1&1»% A !
; E i |
H !
/// CM/L LATWMAD,
Dr. Ogr. Uyesn  Aykut ULUCAN Dr. Ogr. Uyesi Aliye BULUT
Uye Uye
7
Dr. Ogr. Uvesl Yusuf TEMEL Dr. Ogr. Uyesi Ciineyt CAGLAYAN Vet. Hekim Perihan ACIK
Uve Uve BUDAM Sorumlu Veteriner Hekimi
[ ! g { 4 == i il N — i |
/t 5 Y.ATILMAD] :. ATILMAD)
Ars. Gir. Emre SAHIN Mehmet Yasar DEVRAN Abdulvahap DANIS |
BUHADYEK Sekreteri STK Sivil Uye |




OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadr: Ibrahim BAYAV
Dogum tarihi: 01.06.1995
Dogum Yeri: Seyhan/ADANA
Uyrugu: T.C.
Adres: Ova Mahallesi 44118 Sokak No:09 Seyhan/ADANA
Tel: 0537 624 01 23
E-mail: ibrahimbayav01@gmail.com
Egitim
Lise: Adana Sakirpasa Anadolu Lisesi
Lisans: Bingdl Universitesi / Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
(2015-2019)
Yabanca Dil Bilgisi

Ingilizce:

Orta Diizey




