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OZET

BPA (Bisfenol A), plastik malzemelerin yapi maddesinde yaygin olarak kullanilan bir
bilesik olup canli hayati ve c¢evreye verdigi toksik etkilerinden dolayr kullanimi
kisitlandirilmistir. Bu ¢alismada BPA'nin ikamesi olan Flourene-9-Bisfenol (BHPF)'un tatli
su midyeleri tzerindeki toksik etkileri arastirilmistir. Probit analiz yontemi kullanilarak 24,
48, 72 ve 96 saat sUrelik ortalama 6ldiiriicii konsantrasyonlari (LCso) (%95 giiven araligi)
hesaplanmistir. 24 saatlik LCso degeri 9,54 mg/L (5,37-18,89 mg/L), 48 saatlik LCso degeri
3,95 mg/L (2,0-8,32 mg/L), 72 saatlik LCso degeri 1,33 mg/L (0,65-2,6 mg/L), 96 saatlik
LCso degeri 0,84 mg/L (0,42-1,57 mg/L) olarak saptanmustir. 96 saatlik LCso degerinin 1/5,
1/10 ve 1/100'lik konsantrasyonlari, subletal konsantrasyonlar olarak belirlenmis ve tatli su
midyeleri 8, 5, 85 ve 170 pg/L BHPF'ye maruz birakilmistir. Deney sonucunda tatli su
midyelerinin toplam hemosit sayisi, dokularindaki malondialdehit (MDA), glutatyon
(GSH) ve ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP) diizeylerine etkisi belirlenmistir. Elde
edilen sonuclara gore toplam hemosit miktar degerleri (THS/ml) BHPF'ye maruz kalma
sonucunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli oranda azalma gostermistir
(p<0.05). 2 ve 7 gunlik sure sonlandiginda kontrol grubu canlilarina kiyasla sindirim bezi
ve solunga¢ dokularindaki MDA dizeylerinin istatistiksel olarak artis gosterdigi
saptanmistir (p<0.05). Sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki GSH seviyesinin 2 ve 7
gunlik sure sonunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigi saptanmigtir
(p<0.05). Sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki AOPP diizeylerinin ise 2 ve 7 gunlik
stire sonunda kontrol grubuna gore fazla bir degisiklige ugramadigi belirlenmistir (p<0.05).
Sonug olarak, BHPF'nin subletal konsantrasyonlarda bile tatli su midyelerinin toplam
hemosit sayilar1 ve biyokimyasal parametrelerini etkiledigi saptanmastir.

Bilim Kodu ;20302

Anahtar Kelimeler : Flourene-9-Bisfenol (BHPF), Tatli su midyesi, LCso, THS,
AOPP, MDA, GSH

Sayfa Adedi . 57

Danigsmant . Prof. Dr. Aysel Caglan GUNAL



DETERMINATION OF TOXIC EFFECTS OF FLUORENE-9-BISPHENOL ON
FRESHWATER MUSSELS
(Master's Thesis)

Fatma Nur AKINCI

GAZI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
January, 2023

ABSTRACT

BPA (Bisphenol A) is a widely used compound in plastic materials and its use has been
restricted due to its toxic effects on living life and the environment. In this study, the toxic
effects of Flourene-9-Bisphenol (BHPF), a substitute for BPA, on freshwater mussels were
investigated. LCso values (95% confidence interval) for 24, 48, 72 and 96 hours were
calculated using the probit analysis method. LCso value in 24 hours was 9.54 mg/L (5.37-
18.89 mg/L), LCso value in 48 hours was 3.95 mg/L (2.0-8.32 mg/L), LCso value in 72
hours was 1.33 mg/L (0.65-2.6 mg) /L) and LCsp value of 96 hours was determined as 0.84
mg/L (0.42-1.57 mg/L). Concentrations of 1/5, 1/10 and 1/100 of the 96 hour LCso value
were determined as sublethal concentrations and freshwater mussels were exposed to 8.5,
85 and 170 pg/L concentrations of BHPF. As a result of the experiment, the effects of
freshwater mussels on total hemocyte count, malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH)
and advanced oxidation protein products (AOPP) levels in their tissues were determined.
According to the results obtained, total hemocyte amount values (THS/ml) showed a
statistically significant decrease compared to the control group as a result of exposure to
BHPF (p<0.05). After 2 and 7 days, MDA levels in the digestive gland and gill tissues
increased statistically compared to the control group animals (p<0.05). GSH levels in the
digestive gland and gill tissues were found to be statistically decreased compared to the
control group at the end of 2 and 7 days (p<0.05). It was determined that AOPP levels in
the digestive gland and gill tissues did not change much compared to the control group at
the end of 2 and 7 days (p<0.05). In conclusion, it was determined that BHPF affected the
total hemocyte counts and biochemical parameters of freshwater mussels even at sublethal
concentrations.
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1. GIRIS

Sanayi Devrimi sonucu nifusun hizla artmasiyla ¢evreye birakilan kimyasallarin artmasi
dogru orantilidir. Bu durum saglik problemlerinde onemli bir artisa sebep olmustur. Bu
gibi kimyasallara 6rnek verilen endokrin bozucu kimyasallar (EBK, endoctine disruptor
chemicals EDC), ekosistemin her kisminda bulunabilmektedir. Yaygin olarak kullanilan ev
malzemelerinde, tibbi malzemelerde ve tarimsal alanlarda kullanima sunulan pestisitlerin
tretilmesinde kullanilirlar. GUlnlik hayatta olduk¢a sik kullanilan c¢esitli malzemeler
araciligiyla maruz kalinan endokrin bozucu kimyasallar: Canlilarin ¢evredeki davranislari,
gelisimi, (remesi ve hormonal sistemleri tzerinde olumsuz etkilere yol agar (Tang, Xu,
Deng, Lian ve Yu, 2020).

1940'l1 yillardan itibaren kullanilan endokrin bozucu kimyasallarin dogal yasam alanlarina
ve insanlara verdigi zararlar gesitli ¢alismalarla gozler 6niine sunulmustur. Son 10 yildir
ise calismalar olduk¢a aktiflik kazanmistir. Endokrin bozucu kimyasallar, hem vahsi
yasamin hem de insanlarin endokrin sistemi Uzerindeki normal isleyisini degistirici

ozellige sahiptir (Kabir, Rahman ve Rahman, 2015).

Yapilan arastirmalar sonucu endokrin bozucu kimyasallar olarak karakterize edilen
ajanlar(bisfenoller, fitalatlar, atrazin, poliklorlubifeniller, dikloro difenil trikloroetan ve
dietilstilbesterol) insan ve vahsi yasam saglig1 (izerinde zararli etkilere sebep olmaktadirlar
(Lauretta, Sansone, Sansone, Romanelli ve Appetecchia, 2019). Endokrin bozucu

kimyasallarin zararh etkileri:

e (Cocuk ve yetiskin obezitesi,

e Glikoz toleransinin bozulmasi,

e Gestasyonel diyabet(gebelik sekeri),

e Dogum agirliginin azalmast,

e Semen Kalitesinin diismesi,

e Polikistik over sendromu,

e Endometriozis ve meme kanseri olarak rapor edilmistir (Kahn, Philippat, Nakayama,
Slama ve Trasande, 2020).



Bisphenol A(BPA), endokrin bozucu kimyasal maddelerden biri olup yapilan ¢alismalarda
hayvanlar ve insanlar tzerindeki zararl etkileri gosterilen kuvvetli bir cevresel kirleticidir.
BPA maruziyeti canli yasaminda hormonal, metaboliksel ve gelisimsel saglik sorunlarina

sebebiyet vermistir (Rochester, 2013).

BPA bircok tiiketicinin kullandig: tiriinlerde(biberon, dis dolgulari, su siseleri...) bulunan
polikarbonat, plastiklerin ve epoksi reg¢inelerin iiretiminde kullanilan kimyasallardandir.
Dogal yasam alanlarinda da bulunan BPA'nin, 6strojenik aktivitesi sebebiyle canlilar
uzerindeki olumsuz etkileri azaltilmak istenilmistir (Vanderbeng, Hauser, Marcus, Olea ve
Welshons, 2007).

BPA'ya maruz kalmanin birgok farkli yolu bulunmaktadir. Bunlar: Sindirim sistemi
(yutma), solunum sistemi (soluma), anne karn1 ve Ortii sistemi (cilt ve gbz temasi) olmak
tizere smiflandirilabilir (Sekil 1.1). BPA'nin canli viicuduna girmesiyle tiroit, yag dokusu,
karaciger, kalp, disi ve erkek tireme dokular1 gibi birden fazla hedef hiicrelerini olumsuz

etkileyebilir (Cimmino, Fiory Perruolo, Miele, Beguinot, Formisano ve Orienre, 2020).

BPA'nin zararli etkileri konusundaki yapilan ¢aligmalarda elde edilen veriler sonucunda
Ozellikle bebekler ve kiiguk ¢ocuklarin temas halinde oldugu plastik tiriinlerde kullanilmasi

yasaklanmistir (Cimmino, Fiory Perruolo, Miele, Beguinot, Formisano ve Orienre, 2020).

Anne karn

Derive Gz
temasi

Sekil 1.1. BPA'ya maruz kalma yollar1 (Cimmino ve digerleri, 2020)



Yapilan caligmalar, BPA'nin ¢evreye ve insanlara verdigi zarar1 ortaya koymustur.
BPA'nin imalati ve kullanimiyla ilgili gergeklestirilen kisitlama neticesinde BPA'nin yerine
alternatifler ge¢meye baslamistir (Chen ve digerleri, 2016). BPA'min alternatifi olan
Flourene-9-Bisfenol (BHPF), BPA'nin yerine ticari Uretimde yaygin olarak kullanilmaya
baglanmistir. Kullanim orani gittikge artis gdsteren BHPF'nin gunlik hayatta surekli
karsimiza ¢iktigi gorilmektedir. Flourene-9-Bisfenol, suya siirekli karismasi ve suda
yasayan canlilarin gelisim ve davranig iizerindeki etkilerinin belirsizligi ile blylk bir

endise yaratmistir (Zhang, Ding, Luo ve Li, 2021).

Midyeler, sucul ekosistemlerde biyoindikator olarak bilinen ve toksikoloji ¢aligmalarinda
da etkili bir sekilde kullanilan canli tiirlerindendir. Yapilan literatlir arastirmasinda
BHPF'nin tatli su midyeleri {izerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu tez ¢aligmasmin amaci tatli su midyeleri Unio terminalis Uzerinde BHPF'nin akut
toksik etkilerinin ortaya g¢ikarilmasini takiben subletal konsantrasyonlarinin fizyolojik ve

biyokimyasal parametreler Gzerindeki etkilerinin tespit edilmesi olarak belirlenmistir.






2. LITERATUR OZETLERI

2.1. Endokrin Bozucular ve Ozellikleri

Endokrin bozucu olarak adlandirilan kimyasal bilesikler, hem antropojenik hem de dogal
olarak cevrede bulunur. Endokrin sistem Uzerindeki etkileri gesitli arastirmalar sonucunda
rapor edilmistir. EDC'ler, hormonal sistemleri gesitli yollarla etkileyebilir. Bir endokrin
bozucu kimyasal, viicutta emildiginde U¢ farkli sekilde etki gosterebilir. Bunlarin ilki
normal hormon seviyesini azaltabilme ya da artirabilme yetenegidir. Ikinci olarak viicutta
dogal olarak bulunan hormon yapilarini taklit edebilme yetenegidir. Son olarak ise

hormonlarin dogal iiretimlerini degistirme yetenegi Olarak gozlenmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Endokrin Bozucu Kimyasallarin Hormon Taklidi ve Hormon Bloke Ozellikleri
(Tutang, Cansiz, Alturfan ve Alturfan, 2021)

Insanlar giinliik hayatlarinda kullandiklar1 birgok triinlerden, kozmetiklerden, pestisit
uygulamalarindan veya tiiketilen yiyecek ve iceceklerden endokrin bozucu kimyasallara
maruz kalabilirler. Kisaca bu kimyasallara hava, su, deri ve diyet yollar1 ile temas
gergeklesebilir. Esas maruz kalma ise yutma yolu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Fendoglu,

Giimiisel ve Erkekoglu, 2019).

Endokrin bozucular diisiik miktarlarda dahi olsa viicudun normal olarak gergeklesen
hormonal isleyisinde degisikliklere sebebiyet verebilmektedir. Bu degisiklikler bile dnemli
biyolojik ve gelisimsel etkilere sebep olarak hastaliklara yol agabilmektedir. Endokrin




bozucu kimyasallarin bazilarinin ¢evrede pargalanma sireleri de olduk¢a yavastir. Bu
Ozellikleri sayesinde zaman iginde birikim gostererek potansiyel olarak tehlikeli hale
gelirler. Bu tur kimyasallar gelisim, Greme, bagisiklik, beyin fonksiyonlar1 ve diger saglik

problemleriyle baglantili olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 2.2).

Endokrin bozucu kimyasallar, baz1 plastik yapili sise ve kaplar, konserve kutular, gida
uriinleri, deterjanlar, bocek ilaglari, oyuncaklar ve kozmetikler dahil olmak Uzere gunlik

yasamda kullanilan birgok Urlinde bulunur. Sik karsilasilabilen endokrin bozucular:

e Bisfenol A (BPA): Giinliik kullanilan bircok plastik {iriiniin igerisinde bulunan
polikarbonat plastikleri ve epoksi regineleri olugturmak tizere kullanilan maddelerdir.

e Dioksinler: Herbisit iretiminde ve kagit agartmada yan iriin olarak kullanilirken
orman yanginlar1 ve atik yakilmasinda ise ¢evreye salinirlar.

e Fitalatlar: Plastiklerin daha esnek yapida olmasi igin kullanilir ayrica tibbi cihazlarda,
gida ambalajlarinda, oyuncaklarda veya kozmetik trlnlerde bulunan maddelerdir.

e Poliklorlubifeniller (PCB): Elektrikli donanimlarin yapiminda, hidrolik sivilarda ve
plastiklestiricilerde kullanilir.

e Fitoostrojenler: Soya fasulyesinden yararlanilarak elde edilen tiriinlerde bulunan
daidzein ve genistein gibi dogal hormonlarin aktivitelerine benzer 6zellige sahip olan
ve bitkilerde bulunan maddelerdir (Niehs, 2020).
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Sekil 2.2. Endokrin bozucu kimyasallarin etkiledigi yapt ve organlar (Fendoglu ve
digerleri, 2019)

Bisfenol A: polyesterler, epoksi recineler, fenol recineler ve polikarbonat plastiklerin
iiretiminde malzeme olarak kullanilan bir endokrin bozucudur. BPA'nin canli organizmalar
iizerindeki toksik etkileri aciga ¢ikmistir. BPA, hiicre sinyal yollarini etkileyerek Ureme
sisteminin, bagisiklik sisteminin ve sinir sisteminin gelisimsel bozukluklarina sebep

oldugu rapor edilmistir (Murata ve Kang, 2018).

Cogu insan BPA'ya hava, toz ve su yollar1 ile maruz kalmaktadir. Gunlik maruziyetin
yiiksek kismini ise yiyecek ve icecekler olusturmaktadir. Bisfenol A, gunlik hayatta
kullanim1 oldukga fazla olan plastik su siseleri, gida saklama kaplar1, biberonlar ve
konserve gidalarin kutu kaplamalarindan tiiketilen gidalara sizabilir. Termoplastiklerin bir
grubu olan polikarbonat kullanilarak yapilan siselerden BPA'nin siviya sizma derecesi,
stvinin veya sisenin sicaklifina baghdir. Ayrica anne siitinde de bulunabilen BPA'ya
maruz kalinma olasiliginin ne kadar yiiksek oldugu gozler 6niine serilmektedir. Bu durum

BPA hakkinda endisenin ne kadar yiiksek oldugunu gostermektedir.
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"Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC)" tarafindan yiiriitiilen 2003-2004 Ulusal
Saglik ve Beslenme Inceleme Anketi (NHANES III), alt1 yas ve iizerindeki insanlardan
alman 2517 idrar 6rneginin %93'linde saptanabilir BPA seviyeleri bulmustur. Yapilan
arastirmalar sonucu ortaya konulan bilgiler 1s181nda BPA'ya maruz kalma seviyesini en aza

indirme istegi olugsmaktadir. Alinabilecek bazi dnlemler ise sunlardir:

e Polikarbonat plastik gida kaplar1 mikrodalga igerisine konulmamalidir.

e Muimkin oldukga sicakligr yiiksek yiyecekler porselen, cam veya paslanmaz celik
kaplarda saklanmalidir.

e Konserve gida kullanimi en aza indirilmelidir.

e Iceriginde BPA bulunmayan biberon kullanilmalidir.

e BPA'nin yerine alternatifleri kullanilmalidir (Niehs, 2020).

2.2. Flourene-9-Bisfenol Yapis1 ve Ozellikleri

Bisfenol A, plastik malzemelerin iiretiminde ¢ok sik kullanilan ve Ostrojenik aktiviteye
sahip olan bir endokrin bozucu kimyasaldir. Plastik ambalajlardan yiyeceklere ve
iceceklere gecebilen BPA'nin, birgok Ulkede kullanimi kisitlanmig veya yasaklanmustir.
Tirkiye'de BPA'nin kullanimini yasaklayan lilkeler arasinda bulunmaktadir. Bu nedenle
BPA'nin yerine analoglarindan olan Flourene-9-Bisfenol (BHPF) gecmektedir (Yang, Guo,
Mao, Jia, Zhou, Hu, Sun, Guo, Xiao ve Zhang, 2021).

Flourene-9-Bisfenol (9, 9-bis(4-hidroksifenil)-floren [BHPF]), "BPA icermeyen™ plastik
malzemelerin iiretiminde kullanilmaya baslanan bir Bisfenol A (BPA) ikamesidir. Sekil
2.3'de, BHPF'nin yapisal formiilii gosterilmektedir (Wang, Zhuang, Li ve Wei, 2019).

BHPF'nin yapisindaki amid baglantisi, makromolekil zincirler igeren aromatik yapisi ve
hidrojen baglar1 sayesinde molekiiller aras1 paketleme sonucunda kiigiik alanlar kurarak
termal ve mekanik dayanma gosterir. Kimyasal yapisinin bu 6zellikleri sonucunda yuksek
bozunma sicaklig1 ve organik ¢oziiciilerde kismen ¢oziinme 6zelligi gosterir (Garcia, J. M.,
Garcia, F. C., Serna ve Pena, 2010).



Sekil 2.3. BHPF'nin yapisal formiilii (PubChem, 2021)

BHPF son yillarda yapisal bazi yapistiricilar, oyuncaklar, polyester polimerlerin sentezi,
elektronik ve yalitim malzemeleri, otomobil ve havacilik gibi birgok sektor olmak (izere
cesitli iriinlerde kullanilmaktadir. Glinliik hayatimizda ise biberonlar ve saklama kaplari
gibi gida ile temasi olabilecek malzemelerde de kullanimi goriilmektedir (Sekil 2.4).
Yapilan arastirmalar sonucunda BHPF'nin de yasam igin zararh etkilerinin oldugu tespit

edilmisgtir.
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e BHPF icin en onemli
maruziyet yolunun saklama
kaplari, konserveler ve plastik
su siseleri oldugu
bildirilmektedir.

e Oyuncaklar, biberonlar ve
emzikler ise diger Onemli
kaynaklardir.

__'__ =23 Q, -

Sekil 2.4. BHPF maruziyet kaynaklari (Yang ve digerleri, 2021)

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, BHPF'nin bir endokrin bozucu kimyasal oldugunu ve
canlilarda BPA maddesinden daha diisiik dozlarda bile giiclii anti Ostrojenik aktivite
gosterdigini ve bu durumla ilgili herhangi bir yan etkinin rapor edilmedigini gostermistir.
Bu durum BHPFnin ikamesi oldugu BPA'dan daha gicli toksisite etkileri
gosterebilecegini  diistindiirmektedir. Bu bilgiler 1s1§inda BHPF'nin alternatif olarak

kullanilabilirliginin uygunlugu degerlendirilmelidir (Yang ve digerleri, 2021).

2.2.1. BHPF'nin eseysel organlar Uzerindeki etkileri

BPA ve ikamelerinin toksik etkilerinin disi hayvanlarda daha ¢ok etkili olmasinin sebebi,
oositin bu bilesiklere karsi hassas olmasidir. Bu durum dogurganligin azalmasinin
sebeplerinden biri olarak karsimiza ¢ikabilmektedir (Jiao, Ding, Meng, Zhang, Wang,
Chen, Duan, Wu, Zhang, Miao ve Huo, 2019). Jiao ve arkadaslarinin (2019) yapmis
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oldugu calismalarda, domuz oosit olgunlasmasi tizerine BHPF'nin toksik etkileri

arastirtlmistir. Calisma sonucunda domuz oositlerinde:

e Erken oosit 6liimiine sebep olmasi,

e ATP seviyesinin azalmasi,

o Kortikal grandllerin (CG'ler) dagilimindaki bozulma ile disi germ hiicresinin niteliginin
diismesi,

e Kimilus hucrelerindeki genislemenin durdurulmast,

e ROS (Reaktif Oksijen Turleri) seviyesinin artis gostermesiyle oksidatif stres diizeyinin
yikselmesi,

o Polar govde ekstriizyonunda (PBE) azalma olmasi ve

e Anormal yapida ig ipliklerinin olusmasi (Sekil 2.5) gibi toksik etkilerinin oldugu

saptanmistir.

BHPF

Sekil 2.5. BHPF, domuz oositlerinde anormal ig olusumuna neden olur (Jiao ve digerleri,
2019).
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Son yillarda, BHPF icerikli malzemeler gunlik hayatta olduk¢a sik kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda cinsiyet hormonlarinda degisiklik, semen kalitesinde
diistikliik, obezite ve erken ergenlik gibi endokrin ile ilgili hastaliklarla bu tiir ¢evresel

kirletici bilesiklere maruziyetin iliskilendirildigi rapor edilmistir.

Cevresel kirleticiler, anti-ostrojenik etkileri ile oldukca giindemdedir. Ostrojenler, kadin
ireme organlarinin gelisiminde ve hamileligin devamliliginda kritik bir rol oynadigindan,

bu tir anti-Ostrojenik etkiler fizyolojik olarak dnemli olabilir (Zhang ve digerleri, 2017).
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Zhang ve arkadaglarinin yaptig1 caligmalarda BHPF'nin anti-0strojenik 6zellikleri ile Ureme
sistemi Uzerindeki toksik etkilerini belirlemek igin deneyde kullanilan farelere dozlamalar
yapilmistir. Gergeklestirilen histopatolojik incelemelerde farelerin uterusunda ciddi
derecede atrofik endometria (rahim i¢ zar1 incelmesi) gergeklesmistir (Sekil 2.6). BHPF'ye
maruz kalan farelerde kolumnar epitel hiicrelerinin ve endometriyal stromal hticrelerinin
koreldigi goriilmustiir. Ayrica BHPF'nin corpus lutea sayisinda azalmaya sebep oldugu ve

folikiiler gelisimi geciktirdigi de rapor edilmistir.

f}-'~\) \'-‘-

Sekil 2.6. Farelerin rahim i¢ zarimin incelmesi (Zhang ve digerleri, 2017).

BHPF'ye maruziyet sonucunda fare Greme hicrelerinde doku kaybimin ve sitoplazmik
bazilmenin oldugu goézlenmistir. Fare tUreme hicrelerinde ig ipliklerini dizenleyen p-
MAPK proteini de oOnemli oOlgiide azalmistir. Bu azalma sonucunda fare ureme
hicrelerinde, ig ipliklerinin yapisinda ve kromozomlarin diizgiin siralanmasinda
anormallik oldugu goézlenmistir. Yapilan bu arastirmalar dahilinde BHPF maruziyetinin

fare Ureme hicrelerinin olgunlasmasini ve kalitesinin bozulabilecegi bildirilmistir.

Gergeklestirilen arastirmalara gére BHPF'nin fareler izerinde:

e Rahim agirliginin diismesine,

e Yavrularin agirlik dlzeylerinin azalmasina,

e Fare hamileliklerinin kot bitmesine (Sekil 2.7),

e Hamilelikle ilgili olan kilo artiginin azalmasina ve

e Erkeklerde de meni kalitesinin azalmasina neden olduguna deginilmistir.
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Sekil 2.7. BHPF grubundan bir farenin uterusunda 61U bir fetis (Zhang ve digerleri, 2017).

2.2.2. BHPF'nin sinir sistemi Uzerindeki etkileri

Cevresel kirleticileri, bazi canlilarin ¢evredeki davranislari ve sinir sistemi tzerindeki yan
etkileri gozlenmistir. Yapilan cesitli arastirmalar sonucunda BPA'ya maruz kalmanin
canlilar lizerinde anksiyete ve depresyon gibi sinirsel davraniglarda 6nemli degisikliklere

sebep olabilecegi rapor edilmistir (Xu, Dong, Yang, Wang, Y., Wang, R. ve S, 2015).

BPA'ya maruz kalmanin sinirsel davraniglar tizerindeki etkiler cinsiyete, maruz kalinan
zamana ve canlinin gelisim asamasina bagl olarak degisiklik gostermistir. Yetigkinlik
doneminde BPA'ya maruz birakilan erkek yetiskin farelerde kaygi ve depresyon benzeri
davraniglarin arttigi gozlenmistir. BPA'ya gebelik ve emzirme ddneminde maruz
kalinmasi, yetiskinlik donemindeki farelerde anksiyete ve depresyon benzeri davranislart
artttrmustir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda zebra baliklarinda biriken BHPF ise uykusuzluk
gibi ¢esitli degisik davraniglara sebebiyet vermistir. Bu bulgular, BHPF'nin de BPA'ya
benzer sekilde bireyleri etkileyebilecegine dair kanit saglamistir (Ji, Shi, Yin, Huai, Li,
Ren, Fu, Du, Gao, Soong ve Shi, 2019).

Jin ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismalarda degisik dozlarda BHPF'ye maruz kalan
zebra balig1 iizerindeki norotoksisite etkileri bildirilmistir. Oncelikle BHPF maruziyeti
sonucunda, tiroit salgi bezinin salgiladigr T3 ve T4 hormon duzeylerinin artis gosterdigi
bildirilmistir. Daha sonra BHPF'nin dlizeyi artis gosterdik¢e larvada, merkezi sinir
sisteminde major bazik proteini artis gosterirken gen ifadesinin ise azalma gosterdigi rapor
edilmistir. Zebra baliginin embriyonik doénemin gelisimindeki gen ekspresyonunu

arastirmak amaciyla GFP (Yesil Floresan Protein) parametresi incelenir. Omurilik ve
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beyinde, GFP ekspresyonu azalma gostermistir. Bu sonuclar BHPF'nin, HPT ekseninin
isleyisini etkilemesiyle gen ekspresyonunu ve TH seviyeleri tizerinde norotoksik 6zellikler
gosterdigi rapor edilmistir (Jin ve digerleri, 2021). Ji ve arkadaslarmin yapmis oldugu
arastirmada da BHPF'nin sinirsel davranmislar tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu
arastirmada normal davranig gosteren fareler kullanilmistir. Farelerin farkli cinsiyetlerde
ve gelisim evrelerinde olmasi aragtirmanmn onemli parametreleridir. BHPF'ye maruziyeti

farelerin sinirsel davranislar1 tizerindeki etkileriyle ilgili elde edilen sonuglar sunlardir:

e BHPF'ye maruz birakilan yetiskin erkek farelerde depresyon benzeri davranigsal durum
incelenmistir.
e Gebelik esnasinda BHPF'ye maruz kalan disi farelerde ise anksiyete ve depresyon

benzeri bir kaygi durumu rapor edilmemistir (Jin ve digerleri, 2019).

2.2.3. BHPF'nin canh davramslan iizerindeki etkileri

Noroendokrin sistem Uzerinde etkisi olabilen BHPF'ye maruz birakilan larvalarda
davranigsal arastirmalar gergeklestirilmistir. Diisiik dozlarda uygulanan BHPF'nin zebra
balig1 larvasinda onemli bir degisiklige sebebiyet vermedigi incelenmistir. Doz orani
yuksek olan BHPF ise, zebra balig: larvalarinin hareketlerinde belirgin sekilde bir azalma
gOstermistir. Ayrica uygulanan diisiik ve yiiksek doz oranlarinda ortalama hareket hiz1 da
onemli Olclide azalma gostermistir (Mi, Zhang, Zhang, Wang, Zhang, Fang, Gao, Feng,
Chen ve Feng, 2019).

Mi ve arkadaglarinin zebra baliklarinin iizerinde yaptigi ¢alismalar sonucunda BHPF'ye
maruz kalan yetiskin zebra baliginin Ureme ve kur yapma davranisi Uzerindeki etkileri

rapor edilmistir. Bu etkiler sOyle siralanabilir:

e BHPF maruziyetinin kadin ve erkeklerin kur yapma tercihini etkiledigini ve iireme
lizerinde zararl etkilere neden oldugunu belirtilmistir.

e Erkek ve kadin cinsiyetleri arasinda olan kur davranislar azalma gostermistir.

e BHPF’nin maruziyeti sonucunda disi baliklarin erkek baliklara yonelimi azalma

gostermistir.
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e Ayrica BHPF maruziyeti, oksidatif stresle ilgili genler olan 0strojen reseptord,
steroidogenez (steroid yapili hormon sentezi) ve yukari regiile (reseptér yogunlugunda
artig) ile iliskili genlerin ekspresyonunu da azaltmistir.

e BHPF anksiyete ve depresyon benzeri davraniga neden olmustur (Mi ve digerleri,

2019).

2.2.4. BHPF'nin viicut organlan iizerindeki etkileri

Insanlarin giinliik faaliyetlerinin sonucunda EDC'ler cevreye birakilmaktadir. EDC'ler,
endojen hormonlar taklit edebilen ve viicut hormonlarinin metabolizma siirecini bloke

edebilen kimyasallardir. Ayrica viicut organlarinin yapisini ve isleyisini de etkilemektedir

(Niehs, 2020).

Flourene-9-Bisfenol, iireme organlari haricinde vicutta Onemli diger organlari da
etkilemektedir. Karaciger, zararli olan toksik maddelerin temizlenmesini saglayan bir
organ olup birden fazla eksojen Kkirleticinin biyotransformasyonundan ve depo
edilmesinden sorumlu organdir. Agiz yolu ile maruz kalinan kirleticiler bagirsak ve

mideden emilerek karacigere taginir (Trefts, Gannon ve Wasserman, 2017).

Yang ve arkadaglarmin yapmis oldugu calismada fareler agiz yolu ile 10 gin boyunca
BHPF'ye maruz kalmistir. Sure bitiminde farelerin anatomisinde farkli bir agirlik
olmamasina ragmen karaciger organinda 6nemli degerde degisiklik g6zlenmistir. Bunun
sonucunda BHPF'nin karaciger organini hedef olarak segebilecegini gosterir. ALT (alanin
amino transferaz) ve AST (Aspartat amino transferaz) enzimlerin miktarlari, karaciger
islevlerinin Ol¢llmesinde ve karacigerde olusabilecek hasarin arastirllmasinda en g¢ok
kullanilan parametrelerdir. Karacigerde belirgin bir hastalik ya da zararin belirlenmesinde
kandaki bu enzimlerin degerleri 6nemlidir. Serum biyokimyasal tahlilleri icin yapilmis
olan testte kayip olmamistir. BHPF'ye maruz kalan buttn farelerde ise serum ALT ve AST
degerlerinin artis gosterdigi bildirilmistir. Ayrica doz oraninin devamli artmasiyla

BHPF'ye maruz kalan farelerin karaciger organlarinda:

e Merkezi damar yapinin genisleme gostermesi,

e Akyuvar htcreleri infiltrasyonu,
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e Sitoplazmik vakuolasyan ve

e Siniizoid yapisinin daralmasi gibi anormallikler rapor edilmistir (Sekil 2.8).

Sonuglar, BHPF'nin fareler Gzerinde karaciger hasarina sebep olabilecegini gostermistir
(Yang ve digerleri, 2021).

Fluorene-9-bisphenol (BHPEF)

oral yol ile BHPF
maruziyeti

bivokimyasal histolojilk

analizler analizler

AST, ALT 1

Sekil 2.8. BHPF'nin karaciger organi tizerindeki etkileri (Yang ve digerleri, 2021).

Mi ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢alismalarda BHPF maruziyetinin, zebra balig:1 larva
ve embriyolarindaki akut toksisite arastirma konusu olmustur. Yapilan aragtirmalar
sonucunda BHPF'nin zebra balig1 larva ve embriyolarindaki kardiyo toksisite, 6liim orani

ve metabolik bozukluklar Uzerindeki etkileri bildirilmistir.

BHPF'nin, zebra baliginin embriyonik gelisiminde toksik etki olusturdugu rapor edilmistir.
BHPF konsantrasyon oranlarina gore embriyolarda hatali bi¢imlenme sonucunda anormal
bir fenotip ve embriyolarinin gelisiminde gecikme ortaya ¢ikmistir (Sun ve digerleri,

2020). Zebra baligi embriyosunda dis goriiniis Kusurlari incelendiginde yolk kesesi
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malformasyonu, kicuk gozler, azalmis viicut uzunlugu, kalp zarinda O0dem, kuyruk
yapisinin bozulmasi, yiizme kesesinin gelisememesi, bas ve goz kisminda kigtilme ve cift

kafa rapor edilmistir (Sekil 2.9) (Mi ve digerleri, 2020).

KONTROL

1. DOZ
BHPF

2.DOZ
BHPF

3.DOZ
BHPF

4.DOZ
BHPF

Sekil 2.9. Zebra baliginin BHPF maruziyeti sonucu anormal embriyosu (Mi ve digerleri,
2020).

BHPF'ye maruz birakilan embriyolarda gastrulasyon esnasindaki hiicresel hareket ve
kuyruk goz gibi gelisimsel diizeylerde gecikme olurken 6li embriyolarda da énemli artis
gozlenmistir. BHPF'ye maruziyetin sonucunda hicre 6ltimlerinin de oldugu bildirilmistir.
Zebra baliklarinda hlcre 6lumi beyin, kalbi saran zar ve kuyruk ucunda gergeklesmistir.
BHPF dozunun artmasi sonucunda hiicre 6lumi de belirgin bir artis géstermistir (Bruce,
2015).

Zebra baligi, metabolik bozukluklarinin arastirabilmesi icin 6nemli Ozelliklere sahiptir.
Zebra baliginin karaciger yapisinda, yag birikmesinin arttigi gozlenmistir. BHPF'ye
maruziyet sonucunda vicuttaki yag dengesi bozulma gostermistir. Beslenmeye bagli olan
nonalkolik yagli karaciger hastaligiin (NAFLD) seyri de olumsuz yoénde ilerlemistir
(Zhang ve digerleri, 2022).

BHPF'ye maruziyet sonucunun etkileri zebra balig1 larva ve embriyolarindaki kardiyak
gelisimini geciktirerek normal olmayan kardiyak morfoloji ile sonu¢lanmistir. Sonuglar ise

su sekildedir:
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e Kalbi saran zar genisliginin analizi sonucunda kalbi saran zar alaninin arttigi,
e Kalbi saran zar ile 6dem oran diizeyinin artis géstermesi,

e Larva kalbinin morfolojik olarak anormal yapiya sahip olmasi,

e Sinus venosus- bulbus arteriosus (SV-BA) mesafesinin artisi,

e Kalp karincigi ve kulak¢igimin dogrusal yapisinin bozuldugu,

e BHPF'ye maruziyet siiresinin fazlalagsmasiyla kalp ritminin bozulmasi ve

e Kalbin ise hatali bir sekilde bigimlendigi rapor edilmistir (Bruce, 2015).

2.3. Unio terminalis Midye Turiinun Ekolojisi ve Ozellikleri

Bivalvia grubu canlilari, sucul ekosistemlerde bentik olarak varligini siirdiiren tiirlerdir.
Bir¢ok canli tiiriiniin (baliklar, su kuslar1 vb.) besin kaynagi oldugu igin besin zincirinde
onemli yere sahiptirler. insanlar tarafindan da tiiketimi gerceklestirilirken bazi tiirleri siis
endiistrisinde de kullanilmaktadir. Ayrica bazi hayvanlarin yetistiriciliginde (balik, tavuk
vb.) yem Urunii olarak kullanilmaktadir. Biyolojik olarak ¢evresel degisikliklere oldukca

duyarl1 yapiya sahip olduklari i¢in biyoindikatdr organizmalardir (Oktener, 2004).

Midyelerin 6mir strelerinin uzun olmasi, kozmopolit 6zelligi, hareket diizeyinin sinirh
olmasi ve dipten beslenmesi sucul ortamlarda kimyasal kirletici maddelerin etkilerinin
arastirllmasinda  kullanilan biyogdstergelerdir  (Ugkun, 2021). Midyelerin katkida

bulundugu ekosistem hizmetleri soyledir:

e Cevre kirliliginin kontrol teknigi olan biyofiltrasyon ile diizenleyici hizmetler,

e Besin geri doniisiimii, yiyecek kaynagi ve gida agi modifikasyonu gibi destekleyici
hizmetler,

e Miucevher ve sanat dahil olmak Uzere kiltiirel hizmetler karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil
2.10).
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Sekil 2.10. Midyelerin Ekosistem Hizmetleri (Vaughn, 2016)

Tatli su midyeleri (Bivalvia: Unionidae), Kuzey Yarimkiire ve Afrika'da yaklasik 700
tiirlin bulundugu bir familyadir. Ne yazik ki bu tir populasyonlar, zaman igerisinde dnemli
6lciide azalma gostererek nesli tikenmektedir (Lopes-Lima, Giirlek, Kebapgi, Sereflisan,
Yanik ve Froufe, 2020).

Cevre kirliligi, canlilarin dogal yasam alanlarinin bozulmasina yol acar. Bu durum
canlilarin hayati aktivitelerini olumsuz yonde etkiler. Havada, toprakta ve suda olusan bu

kirlilik ekolojik dengeyi bozmaktadir (Kocatas, 2014).

Cevresel kirlilige sebep olan butun kimyasal maddeler, bulundugu ortamda kalmayarak
biyosfere yayilir ve canli organizmalarin yapisinda birikme gosterirler. Tatli su midyeleri,
cevresel degisimin arastirilmasinda 6nemli yer tutmaktadir. Biyoindikatér canli olarak
kullanilan midyeler, toksinleri vicudunda biriktirme 6zelligine sahip olduklarindan
gecmiste ve gelecekteki olusabilecek degisimleri izleme potansiyeline sahiptir. Bir canlinin

biyoindikator olabilmesi igin gerekli olan 6zellikleri su sekilde siralayabiliriz:

e Taksonomik siniflandirilmasi kolay yapilabilmeli,

e Besin zincirinin bir¢ok halkasinda bulunabilmeli,

e Ornekler uygun biiyiikliikte olmali ve kolay bir sekilde toplanabilmel,

e Diinya genelinde yaygin olarak bulunarak farkli ekosistemler arasi karsilagtirma
yapilabilmesine olanak verebilmeli,

e Laboratuvar ¢aligmalarina dayanikli olabilmeli,
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e Uzun Omiirli olabilmeli ve biyolojisi iyi bilinmeli gibi bir¢cok ozellikler karsimiza

cikmaktadir (Taylan ve Ozkog, 2007).

Midyeler, suyu siizerek beslenirler boylelikle bulunduklart ortamdaki suyun dogal yollarla
aritilmasini saglarlar. Bu sayede ekolojik denge tzerinde belirleyici rol oynarlar. Midyeler,
partikilli besinleri viicudunun bazi kisimlarinda (yumusak doku, kabuk vb.) biriktirirler.
Cevrede yaygin olarak bulunurlar ve uzun omirliidiirler. Ayrica yapilan arastirmalarda
zaman i¢inde tekrarlanmasi gereken Orneklemeye firsat verirler. Kabuklarinin yapisal
ozelligi, gecmis fiziksel ve kimyasal kosullari ortaya cikarabilir sekilde tasarlanmustir.
Midyenin yumusak dokusu ise daha kisa zaman Olgeklerinde ¢evresel kosullar
degerlendirmek i¢in kullanilabilir. Midye hemolemfi, dokularda birikebilen kimyasal
maddelerin etkilerinin arastirilmasinda kullanilabilmektedir (Vaughn, 2016).

Unio terminalis turd genellikle koyu kahverengi veya sari renkli bir periostrakuma (kabuk
dis kismi) sahiptir. Kuguk tirler genellikle daha agik renkli olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kabuk morfolojisine baktigimizda oval bir sekle sahip ve boyutlar1 diger tiirlere gore daha
uzun yaprya sahiptir. Uzerinde yas halkalar1 bulunmaktadir. i¢ kabuk sedefli, yanardéner
beyaz olup On tarafta daha belirgin olan zayif bir soluk ¢izgi vardir (Girlek, Kara ve
Kebapei, 2014) (Sekil 2.11).

A

Sekil 2.11. Midye kabugunun dis (A) ve i¢ (B) goruntisi
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Vicutlar1 3 ana kisma ayrilmaktadir. Bunlar:
1. Genellikle hareket i¢in kullanilan kasl ayak,

2. ¢ organlari (sindirim bezi, solungag) icine alan visseral Kitle,

3. Visseral kitleyi 6rten manto kismidir (Sekil 2.12).

Manto Kismi
Dig Kabuk
Kaslt Ayak
Solungag
Sindirim Bezi

Sekil 2.12. Midyelerin viicut kisimlari

Manto kisminin alt kisminda bulunan beyaz renkten sari renge kadar olan yumusak
kisimlar visseral kitle olarak adlandirilir. Visseral kitlenin rengi, cinsiyete ve mevsime
bagli olarak degisiklik gosterebilir. Bivalvia (yeleri hem beslenmede hem de gaz
alisverisinde kullanilan solungaglar1 igermektedir (Araujo, Gomez ve Machordom, 2004).

Bivalvia Uyeleri diinyada ¢ok genis alanlara dagilim gosterebilirler. Bugiine kadar bolgesel
yiiriitiilen galigmalara dayanarak tatli su midye ¢esitliligi 840 tir olarak rapor edilmistir.
Tath su midyeleri arasinda en genis familya 674 tire sahip olan Unionidae'dir. Bivalvia
uyelerinin tiir gesitliliginin akarsular, goller ve derelerde en yiksek seviyelerde oldugu
gozlenmistir (Graf ve Cummings, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Tath su midyelerinin laboratuvar ortamina getirilme kosullari

Tez galismasinda kullanilan model organizma olan tatli su midyelerinin tird, elde edilme

sekli, tarihi ve saklama kosullar1 asagida verilmistir.

Midye tlra: Unio terminalis

o Elde etme tarihi: EKim 2020

e Elde etme kosullari: Av sezonunda balikg¢ilardan temin edilmistir.

e Elde edinilen bolge: Hatay-iskenderun

e Laboratuvara getirme kosullari: Isik almayan kutular igerisinde su dolu posetler igine
konularak getirilmistir.

e Kullanilan midyelerin ortalama agirlik ve dlgiileri: Deneyde ortalama 35, 15+5, 53 ¢

agirlik, 5, 008+0, 48mm uzunluk, 2, 26+0, 38mm yukseklik ve 1, 3+0, 15 mm genislik

6lgtimlerine sahip Unio terminalis tiirii tatli su midyeleri kullanilmigtur.

3.1.2. Tath su midyelerine uygulanan deney ortami

Temin edilen tatli su midyeleri serin ve nemli kosullar altinda laboratuvara getirilmistir.
Midyeler, deneye baslamadan 6nce 1 ay boyunca igerisine dinlendirilerek kloru giderilmis
¢esme suyu bulunan ve giines goren akvaryumlarda adaptasyon siireci gegirmislerdir

(Resim 3.1). Gunluk olarak fitoplanktonlar ile beslenmeleri yapilmistir (Resim 3.2).



Resim 3.1. Uygulanan biyodeney diizenegi Resim 3.2. Uygulanan beslenme yontemi

Akvaryumlar, hava motorlari ile devamli havalandirilarak su sicakligi sabitlestirilmistir.
Akvaryum suyunda pH, iletkenlik, su kalitesi, suda ¢oziinmiis oksijen, sertlik ve sicaklik
gibi etkenler adaptasyon surecinde iki giinde bir 6l¢tilmiistiir.

e Deney surecinde adaptasyon icin uygulanan asamalar agsagida verilmistir:

UL terminalis midve tiirleri

5 adet 20 Llik akvarvum
Alkvaryvumlarm  igerisine hawvalandwoma
saglanaralk 15 L su konulmas:

U

Alkvaryvumlara 12 adet midve konulmas:

Sekil 3.1. Adaptasyon i¢in uygulanan agamalar
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3.1.3. BHPF c¢ozeltisinin hazirlanma asamalari
Deney icin stok c¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal bilesigin ve BHPF
¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilmis olan ¢Ozuclndin isimleri, deney esnasinda

kullanilan malzemeler ve bu malzemeleri saklama kosullar1 Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. BHPF cozeltisinin hazirlanmasi siireci ve kullanilan malzemeler

DENEY SURECI KULLANILAN MALZEMELER

Stok ¢ozeltinin hazirlanmasi i¢in kullanilan | Toz haldeki BHPF maddesi
madde ismi

BHPF ¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilan | Dimetilstlfoksit (DMSO) (Polar bir ¢oziictidur)
¢ozicu

BHPF c¢ozeltisinin saklama kosullari Volumetrik cam balon jojede hava almayacak sekilde +4
derecede muhafaza
Dozlama yapilirken kullanilan aletler Otomatik pipet ve mikro siringa

Stok cozeltisi hazirlanirken, Oncelikle toz halde bulunan BHPF tartilmigtir. Ardindan
volumetrik cam balon jojede belirlenen hacimce DMSO ile tamamlanarak elde edilmistir
(Resim 3.3). Diger uygulanacak dozlar ise stok ¢ozeltiden alinan belirli hacimlerin cam
kaplarda DMSO ile sulandirilarak elde edilmistir. Hazirlanan bu ¢6zeltiler kullanilana
kadar +4°C’de saklanmistir. Dozlama Oncesinde oda sicakligina getirilen ¢ozeltiler deney
akvaryumlarina uygulanmistir (dozlama agamasi). Akvaryumlara BHPF maddesinden elde

edilen ¢ozeltiler dozlanirken otomatik pipet ve mikro siringadan yararlanilmistir.

Gozucu

Goziunecek madde Yy,
: '”/Iu,/)
-

Hassas tarts Balon j51e Mezur (Derecels silindir)

Resim 3.3. BHPF ¢ozeltisinin hazirlanmasi
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneyin yontemi ve dozlama

Biyodeneyler, ZSF yontemi TSE, 1SO, APHA, OECD ve FAO’nun yontemlerine gore
yapilmistir (Anonymous, 1975). Yapilan deneyler 6n ve ana deneyler olarak iki asamali
sekilde gerceklestirilmistir.

On Deneyler: 24 saat siiren bu deneylerde 1, 1/10, 1/100, 1/1000 gibi genis konsantrasyon
degerleri kullanilarak ana deney i¢in konsantrasyon saptamalar1 gerceklestirilmistir. Oliim

oraninin en yiiksek oldugu ve hi¢ 6liim goriilmeyen konsantrasyon araligi tespit edilmistir.

Ana Deneyler: 96 saat slren bu deneyde, elde edilen konsantrasyon araliklari
dogrultusunda geometrik seri hesaplanmistir. Deney yapim asamasinda ¢0zlici olarak
kullanilan DMSO'nun bulundugu ve kimyasal madde icermeyen iki farkli kontrol grubu
kullanilmigtir. Deney esnasinda %95°1ik giiven siniriin ayarlanmasinda her konsantrasyon
yenilenerek yapilmis ve akvaryumlara 12 adet tatli su midyesi konulmustur. BHPF'nin
akvaryumlara konulmasi sirasinda havalandirma durdurulmus, c¢ozelti akvaryumlara

otomatik pipetler yardimiyla aktarilmis ve cam bagetlerle karistirilarak suda dagitilmistir.

3.2.2. Deney esnasinda yapilan uygulamalar

Tatli su midyeleri, 2 ve 7 gin sire ile 8.5 pg/L, 85 pg/L, 170 pg/L konsantrasyonlarindaki
subletal Flourene-9-Bisfenol'a maruz birakilmiglardir. Ik &nce laboratuvar elegi ile
midyeler akvaryum ortamindan uzaklastirilarak canlilik tayini gergeklestirilmistir (Resim
3.4). Midyelerin kabuklarma dokunuldugunda acilma go6zlenirse olii olarak kabul
edilmektedir. Eger acilma gdzlenmez ise midyelerin canli olduklar tespit edilerek siradaki
islemler uygulanir. Canli olan midyeler i¢in yapilacak ilk islem, midyelerin agirliklarinin
hassas terazi ile 6l¢tilmesi ve daha sonra ise kumpas aleti ile midyelerin uzunluk, ytkseklik

ve kalinlik parametrelerinin 6lgtlmesidir (Resim 3.5).



|

Yﬁks eklik 01 - . Kahnhk 0191'111:1'.'1

Resim 3.5. U. terminalis'in agirlik (g), uzunluk (mm), yiikseklik (mm) ve kalinlik (mm)
6lcim asamalari
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3.2.3. Hemolemf alinma islemi ve hemosit degerlerinin 6l¢tlmesi

Midye kabuklarinin biiylrken ilk olusan umbo kismindaki adductor kasindan 2,5 ml’lik
enjektor kullanarak 1:1 oraninda %4 oraninda distile su ile sulandirilmis formaldehitle
hemolemf sivisi alinip iyice karigtirllmasi saglanmistir. Bu durum hem hemositlerin
parcalanmasini hem de hiicre sayimini engelleyebilecek olan pihtilasmayr Onlemistir.
Hemolemf sivilar1 mikroskopta incelenmis ve hemosit sayimi gergeklestirilmistir.
Hemolemfte THS/ml hemosit sayimi ig¢in hemositometrede tiim hiicreler sayilmis ve
(Dingel ve digerleri, 2013) metodunun modifikasyonu ile hesaplanmistir. Sekil 3.2'de

asamalar belirtilmistir.

2,5 ml’lik enjektor kullanarak 1:1 oranmnda Mikroskopla

%4 oraninda distile su ile sulandirilmisg incelenmistir.

formaldehitle hemolemf civicr alinmistir

Sekil 3.2. Hemolemf alinmasi ve incelenmesi i¢in uygulanan iglemler

3.2.4. Canli modelinden doku 6rneklerinin ¢ikartilmasi

Yapilan bu deneyde kimyasal madde olan BHPF'nin enzim dizeylerine etkilerini
belirlemek amaciyla tatli su midyelerinin hemolemfleri alindiktan sonraki asama

diseksiyon igslemidir. Diseksiyon isleminin asamalar1 sirasiyla verilmistir:

e Diseksiyona baglamadan once etiketleme yapilmistir.

e U. terminalis'in kabuklar1 agilarak solungag ve sindirim bezi alinmistir.

e Doku 6rnekleri kare seklinde kesilen aliminyum folyoya sarilmistir.

e FEtiketi yapistirildiktan sonra soklama igin s1vi azota konulmustur.

e Ornekler, kullanilacak parametre 6lciimlerinin gerceklestirilecegi zaman gelene kadar
-80°C’de saklanmak tizere kaldirilmistir (Sekil 3.3).
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2. Midye splman |

4_Alitminvum folyova sanlan
va atikati vapilan dokular

Sekil 3.3. U. terminalis'in doku drneklerinin ¢ikartilmasi
3.2.5. Doku analizlerinin yapilmasi
U. terminalis'in -80°C’de saklanmis dokularinin analizleri icin MDA, AOPP ve GSH

parametreleri kullanilmistir. Parametreleri uygulamaya baslamadan 6nce yapilan ilk is

soliisyonlarin hazirlanmasi olmustur (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. MDA, AOPP ve GSH soliisyonlarinin hazirlanmasi

MDA SOLUSYONU AOPP SOLUSYONU GSH SOLUSYONU
1. 0.002 g potasyum klorur (KCI) | 1. Fosfat ~ tamponu | 1. 6.74 ml metafosforik asit (H3PO4)
tartilir. hazirlanmigtir. cekildi.
2. Uzerine distile su eklenerek 200 | 2. 400 ul cekilerek | 2. Uzerine distile su eklenerek 100
ml'ye tamamlandi. ependorflara konulur. ml'ye tamamlandi.
3. Hazirlanan bu soliisyondan 900 ul 3.Potasyum hidroksit(KOH)
cekilerek ependorflara konulur. kullanarak pH:8 olacak sekilde
ayarlandi.
4. Hazirlanan bu soliisyondan 900 pl
cekilerek ependorflara konulur.

Hazirlanan soliisyonlar, etiketlemesi yapilmis olan ependorflara mikropipet yardimiyla
konulmustur (Resim 3.6). U. terminalis'in -80°C’de saklanmis dokular1 hassas terazi ile
tartilarak igerisine soliisyon konulan ependorflara eklenmistir (Resim 3.7). Hassas terazi ile

tartim yapilirken dikkat edilmesi gereken bazi konular sunlardir:

e Tartim sirasinda mutlaka dara alinmstir.
e Aliminyum folyo Uzerinde doku hazirlanmistir ve her 6l¢iim sonrasinda kullanilan
aletler distile su ile sterilize edilmistir.

e Calisma sirasinda enzimlerin bozulmamasi i¢in dokularin buz tizerinde tartilmasina

0zen gosterilmistir.

Resim 3.6. Soliisyonlarin hazirlanmasi Resim 3.7. Doku tartiminin yapilmasi

Homojenizasyon sirasinda doku tartiminda oldugu gibi buz ile calismaya &zen
gosterilmistir. Doku pargasi kalmayacak sekilde homojenize olan ependorflar santrifiij
edilmistir. GSH ornekleri, 3500 rpm ve 5 °C'de 10 dakika boyunca, AOPP 6rnekleri ise
5000 rpm ve 5 °C'de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. MDA 6rnekleri i¢in santrifj

asamasi uygulanmamastir.
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Santrifiij isleminden sonra pelet kismina dokunmadan siipernatantlar mikropipetler ile (her
ornekten sonra u¢ degistirilmistir) alinarak baska ependorflara aktarilmigtir. Geriye kalan
pelet kismi ise atilmigtir. Islemi bitmis ve daha sonra okumasi yapilacak olan ependorflar

etiketleme yapilarak -80°C’de saklanmistir (Resim 3.8).

Stiperatan

Pelet

Resim 3.8. Homojenizasyon, Santrifilj ve Slipernatant alinmasi islemleri

MDA parametresinin spektrofotometre cihazi ile yapilacak olan deger okumasi igin

sirastyla uygulanan islemler agagida verilmistir:

Ornekler -80°C’den gikarilip ¢oziildiikten sonra vorteks islemi uygulanmistir.

Her numuneden 500 pl cam tiiplere konulmustur.

Uzerine 3 ml fosforik asit (%1) ve 1 ml tiyobarbiitirik asit eklenmistir.

Cam tiiplere tekrar vorteks iglemi uygulanmistir.

Aliminyum folyo ile agiz kismit kapatilan tiipler 1 saat boyunca kaynar su banyosunda
bekletilmistir (Resim 3.9).

Siire sonunda kaynar su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler sogumaya birakilmistir.

Uzerlerine 4 ml n-butanol eklenmistir.

Cam tiiplere tekrar vorteks iglemi uygulanmistir.

3000 rpm ve 5 °C'de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Kiivetlere aktarilan Ornekler, iist faz spektrofotometrede sirayla 535 ve 520 nm'de

okunmustur.



Resim 3.9. MDA parametresi i¢in su banyosu islemleri

AOPP parametresinin spektrofotometre cihazi ile yapilacak olan deger okumasi icin

sirastyla uygulanan iglemler asagida verilmistir:

Ornekler -80°C’den ¢ikarilip ¢oziildiikten sonra vorteks islemi uygulanmustir.

Her numuneden 200 pl ependorflara konulmustur.

Uzerine sirayla 800 pl fosfat tamponu, 10 pl potasyum iyodir ve 20 pl asetik asit
eklenmistir.

Ependorflar1 vorteksleyerek karismasi saglanmaistir.

Spektrofotometre okuma Kivetlerine aktarilan Ornekler 340 nm'de okutulmustur
(Spektrofotometre de mavi kor noktaya fosfat tamponu konulmustur).

Protein okumasi i¢in numuneden 100 pl alinmastir.

Uzerine 400 ul Bradford boyasi eklenmistir.

Ependorflar1 vorteksleyerek karigmasi saglanmustir.

Kiivetlere aktarilan 6rnekler, spektrofotometre de 595 nm'de okunmustur (Resim 3.10).

Resim 3.10. AOPP parametresinin uygulanmasi ve spektrofotometre cihazinda okuma
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Glutatyon parametresinin spektrofotometre cihazi ile yapilacak olan deger okumasi igin

sirastyla uygulanan islemler asagida verilmistir:

Ornekler -80°C’den ¢ikarilip ¢dziildiikten sonra vorteks islemi uygulanmustir.

Kimyasal hazirlama islemi gergeklestirilmistir. Bunun igin DTNB ve Tampon (K2HPOjs-
KH2PO4 karigimi, pH: 8) hazirlanmistir.

Spektrofotometrenin kor noktasi igin klvete 300 ul distile su, 300 pl tampon ve 2400ul
DTNB eklenmistir.

Diger kiivetlere ise 100 ul distile su, 300 pl tampon ve 2400 ul DTNB eklenmistir.

[1k olarak numune konulmadan 410 nm'de okuma yapilmustir.

Daha sonra igine 200 pl numune eklenerek pipetaj yapilmistir. Bu asamada her numuneden
sonra pipet uclar1 degistirilmistir.

420 nm'de okumasi yapilan orneklerin verileri kayit edilmistir.

Protein okumasi i¢in numuneden 100 pl alinmistir.

Uzerine 400 pul Bradford boyas1 eklenmistir.

Ependorflar1 vorteksleyerek karigmasi saglanmstir.

Kiivetlere aktarilan 6rnekler, spektrofotometre de 595 nm'de okunmustur (Sekil 3.4).
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VORTEKS ISLENI

KIMYASALLARI EKLEME

Glutatvon Matodu

i

DEGER OKUMA

Sekil 3.4. Glutatyon metodu agsamalar1

3.2.6. Istatistiksel degerlendirme

Ortalama letal konsantrasyonlarin belirlenmesinde EPA Probit Analiz Yontemi

kullanilmis, LCso ve %95 giiven araliginda hesaplanmistir. Toplam hemosit sayisi, GSH,

AOPP ve MDA tayininin sonuglar1 Graphpad istatistik programiyla belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BHPF'nin U.terminalis Uzerindeki Etkileri

Bu calismada BHPF'nin akut ve subletal konsantrasyonlardaki etkileri saptanmistir. 24, 48,
72 ve 96 saatlik ortalama Oldiiriicti konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Subletal etki, toksik
0zelligi olan kimyasal maddenin 6ldiiriicii olmayan dozlarina maruz kalip hayatta kalan
tlrlerde gozlenen davranigsal ve fizyolojik etki olarak agiklanabilir (De Franga ve
digerleri, 2017). U.terminalis tiirii sucul ekosistemde biyoindikator olarak kullanilan bir
tiirdiir. Bu canli tiirii kullanilarak yapilan arastirmada BHPF'nin subletal etkilerinin neler
olabilecegi rapor edilmistir. Morfolojik farkliliklar, toplam hemosit sayisi, MDA, GSH ve
AOPP'nin biyobelirteg olarak degerlendirilmesi yapilmistir.

4.1.1. BHPF'nin 24 saatlik akut toksisite bulgulari

Gergeklestirilen deneyler sonucunda BHPF'nin 24 saatlik akut LCso degeri (%95 giiven
araligi), U.terminalis turinde 9.54 mg/L (5.37-18.89 mg/L) olmak Uzere belirlenmistir.
Cizelge 4.1'de 24 saatlik tahmini LCso degerleri ve %95°lik giiven araligi ve Sekil 4.1'de
U.terminalis'in 24 saatlik BHPF i¢in hesaplanmis olan probit degerleri ve regresyon grafigi

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. 24 saatlik LCso degerleri ve % 95°1lik giiven araligi
g g g

Nokta degerleri Konsantrasyon (mg/L) % 95 Glven aralig
LC 1.00 0.7462 0.0583-1.8648
LC 5.00 1.5742 0.2513-3.2079
LC10.00 2.3438 0.5381-4.3598
LC15.00 3.0661 0.8877-5.4342
LC50.00 9.5437 5.3738-18.8937
LC85.00 29.7066 15.8072-135.1976
LC90.00 38.8618 19.4502-225.9218
LC95.00 57.8611 26.1270-489.3685
LC99.00 122.0697 44.4644-2131.5171




36

Pooldit
10+ =
St
B+
T+
E+
B+ .
o+
- o= =
3+
2+
1+
O+
S B +——— ————— ————— +———————— ——————— -+
L0l o140 Lo3E L.o=d LoTE LS50 LS5

Sekil 4.1. U.terminalis'in 24 saatlik BHPF i¢in hesaplanmis olan probit degerleri ve
regresyon grafigi

4.1.2. BHPF'nin 48 saatlik akut toksisite bulgulari

Gergeklestirilen deneylerin sonunda BHPF'nin 48 saatlik akut LCso degeri (%95 giiven
araligl), U.terminalis tlrinde 3.95 mg/L (2.0-8.32 mg/L) olmak uzere belirlenmistir.
Cizelge 4.2°de 48 saatlik tahmini LCso degerleri ve %95°1ik giiven araligi ve Sekil 4.2°de
U.terminalis'in 48 saatlik BHPF i¢in hesaplanmis olan probit degerleri ve regresyon grafigi

gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. 48 saatlik LCsg degerleri ve % 95°lik giiven araligi

Nokta degerleri Konsantrasyon (mg/L) % 95 Given araligi
LC 1.00 0.1027 0.0068-0.3331
LC 5.00 0.2993 0.0414-0.7434
LC10.00 0.5293 0.1065-1.1623
LC15.00 0.7777 0.1985-1.5934
LC50.00 3.9549 2.0054-8.3296
LC85.00 20.1121 9.3118 -94.7499
LC90.00 29.5505 12.6442-178.3639
LC95.00 52.2587 19.5958-462.3145
L.C99.00 152.2452 43.3760-2834.7991
Poobnii
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Sekil 4.2. U.terminalis'in 48 saatlik BHPF icin hesaplanmis olan probit degerleri ve
regresyon grafigi
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4.1.3. BHPF'nin 72 saatlik akut toksisite bulgulari

Gergeklestirilen deneyler sonunda BHPF'nin 72 saatlik akut LCso degeri (%95 giiven

aralig1), U.terminalis tlrinde 1.33 mg/L (0.65-2.6 mg/L) olmak Uzere belirlenmistir.
Cizelge 4.3’de 72 saatlik tahmini LCso degerleri ve %95’lik giiven aralig1 ve Sekil 4.3°de

U.terminalis'in 72 saatlik BHPF icgin hesaplamasi gerceklestirilen probit degerleri ve

regresyon grafigi gosterilmistir.

Cizelge 4.3. 72 saatlik LCsp degerleri ve % 95°lik gliven araligi

Nokta Konsantrasyon (mg/L) % 95 Guven araligi

degerleri

LC 1.00 0.0390 0.0026-0.1288
LC 5.00 0.1099 0.0145-0.2797
LC10.00 0.1908 0.0360-0.4292
LC15.00 0.2768 0.0656-0.5791
LC50.00 1.3356 0.6552-2.6069
LC85.00 6.4444 3.1914-24.0662
LC90.00 9.3518 4.3345-43.6029
LC95.00 16.2363 6.6932-107.2079
LC99.00 45.6950 14.6214-599.2413
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Sekil 4.3. U.terminalis'in 72 saatlik BHPF i¢in hesaplanmis olan probit degerleri ve
regresyon grafigi

4.1.4. BHPF'nin 96 saatlik akut toksisite bulgulari

Gergeklestirilen deney sonucunda BHPF'nin 96 saatlik akut LCso degeri (%95 giiven
aralig1), U.terminalis tlrinde 0.84 mg/L (0.42-1.57 mg/L) olmak Uzere belirlenmistir.
Cizelge 4.4’de 96 saatlik tahmini LCso degerleri ve %95’lik giiven aralig1 ve Sekil 4.4°de
U.terminalis'in 96 saatlik BHPF ic¢in hesaplanmis olan probit degerleri ve regresyon grafigi

gosterilmistir.



40

Cizelge 4.4. 96 saatlik LCsg degerleri ve % 95°lik giiven araligi

Nokta degerleri Konsantrasyon (mg/L) % 95 Giiven araligi
LC 1.00 0.0377 0.0027-0.1144
LC 5.00 0.0938 0.0130-0.2246
LC 10.00 0.1525 0.0296-0.3262
LC 15.00 0.2116 0.0513-0.4234
LC 50.00 0.8455 0.4223-1.5767
LC 85.00 3.3780 1.7770-11.4868
LC 90.00 4.6878 2.3314-19.6781
LC 95.00 7.6179 3.4188-44.5456
LC 99.00 18.9375 6.7759-213.3287
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Sekil 4.4. U.terminalis'in 96 saatlik BHPF icin hesaplanmis olan probit degerleri ve
regresyon grafigi
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4.1.5. U.terminalis'in MDA biyobelirte¢ degerleri

U.terminalis'in, BHPF'ye 2 ve 7 gun maruziyet sireleri sonucu biyobelirte¢ olarak
uygulanan MDA verilerinin solunga¢ dokunun (zerindeki istatistiksel degerleri Cizelge
4.5'de gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda MDA biyobelirte¢ degerleri
grafiklendirilmistir (Sekil 4.5). Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5'de goriildiigl iizere, solungag
dokusundaki MDA degerleri 2 ve 7 giin boyunca kontrol gruplarina gore istatistiksel
olarak artmustir (p<0.05). 2 gln sire ile 8.5 pg/L BHPF'ye maruz kalan midyeler ile 7 giin
sure ile 8.5 pg/L'ye maruz kalanlar arasinda istatistik olarak énemli bir fark saptanmazken
(p>0.05), 2 gin sire ile 85 pg/L BHPF'ye maruz kalan midyeler ile 7 giin sire ile 85
Mg/L'ye maruz kalanlar arasinda istatistik olarak onemli bir azalma gozlenmistir (p<0.05).
170ug/L'ye 2 glin boyunca maruz kalan midyeler ile 7 giin boyunca maruz kalan midyeler

arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark saptanmamistir (p>0.05).

Cizelge 4.5. MDA verilerinin solungag dokunun tizerindeki degerleri (nM/mg doku)

Solunga¢ Dokusu (hM/mg doku) Sire(giin)

Deney Grubu 2 giin 7 gin

Kontrol 0.493+0.084a 0.480+0.045a
Kontrol DMSO 0.5154£0.110 a 0.552+0.095 a
8.5 pg/L 0.791+0.161 b 0.764+0.100 b
85 pg/L 1.118+0.094d 0.859+0.143 c
170 pg/L 1.217+0.091d 1.062+0.134 d

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05).
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Maruziyet siiresi

*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.5. Maruziyet siirelerine gore solunga¢ dokusu MDA degerleri (nM/mg doku)
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U.terminalis'in, BHPF'ye 2 ve 7 gun maruziyet sureleri sonucu biyobelirteg olarak
uygulanan MDA verilerinin sindirim bezi dokusunun Uzerindeki istatistiksel degerleri ise
Cizelge 4.6'da gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda MDA biyobelirteg
degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.6). Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6'da goruldigi tizere,
sindirim bezi dokusundaki MDA degerlerinin 2 giin boyunca kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig1 saptanmstir (p>0.05). 2 guin sire ile 8.5 pg/L
ve 85 ug/L BHPF'ye maruz kalan midyeler ile 7 gin sire ile 8.5 pg/L ve 85 pg/L'ye maruz
kalanlar arasinda istatistiksel olarak bir artis gézlenirken (p<0.05), 2 giin sure ile 170 pg/L
BHPF'ye maruz kalan midyeler ile 7 gun sure ile 170 pg/L'ye maruz kalanlar arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir degisiklik gézlenmemistir (p<0.05).

Cizelge 4.6. MDA verilerinin sindirim bezi dokusunun iizerindeki degerleri (nM/mg doku)

Sindirim Bezi Dokusu(nM/mg doku) Sire(gln)

Deney Grubu 2 gin 7 giin

Kontrol 0.521+0.129a 0.518+0.019a
Kontrol DMSO 0.543+0.811 a 0.538+0.064 a
8.5 pg/L 0.507+0.373 a 0.718+0.100 b
85 pg/L 0.546+0.429 a 0.674+0.157 b
170 pg/L 0.744+0.139 b 1.73440.149 b

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05)

Sekil 4.6. Maruziyet siirelerine gore sindirim bezi dokusu MDA degerleri (nM/mg doku)



4.1.6. U.terminalis'in GSH biyobelirte¢ degerleri

U.terminalis'in, BHPF'ye 2 ve 7 gun maruziyet sireleri sonucu biyobelirte¢ olarak
uygulanan GSH verilerinin solunga¢ dokunun Gzerindeki istatistiksel degerleri Cizelge 4.7
de gosterilmigtir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda GSH biyobelirteg degerleri
grafiklendirilmistir (Sekil 4.7). Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7'de goriildiigl iizere, solungag
dokusundaki GSH degerlerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
azaldig1 saptanmustir (p<0.05). 2 guin sure ile 8.5 pg/L BHPF'ye maruz kalan midyeler ile 7
gun sdre ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L'ye maruz kalanlar arasinda istatistiksel olarak
onemli dlzeyde fark saptanmazken (p>0.05), bu gruplar ile 2 giin streyle 85 ve 170 pg/L
BHPF'ye maruz kalan midyelerin solungag GSH degerleri arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemli diizeyde azalmistir (p<0.05).

Cizelge 4.7. GSH verilerinin solunga¢ dokunun tizerindeki degerleri (umol/mg doku)

Solunga¢ Doku(umol/mg doku) Sure(gun)

Deney Grubu 2 glin 7 gin

Kontrol 2.211+0.399a 2.324+0.385 a
Kontrol DMSO 2.017+0.210 a 2.277+0.246 a
8.5 pg/L 1.678+0.153 b 1.867+0.239 b
85 ug/L 1.384+0.112 c 1.929+0.242 b
170 pg/L 1.353+0.168 c 1.523+0.078 b

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.7. Maruziyet siirelerine gore solungag dokusu GSH degerleri (umol/mg doku)
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U.terminalis'in, BHPF'ye 2 ve 7 gun maruziyet sureleri sonucu biyobelirteg olarak
uygulanan GSH verilerinin sindirim bezi dokusunun (zerindeki istatistiksel degerleri
Cizelge 4.8'de gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda GSH biyobelirteg
degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 4.8). Cizelge 4.8 ve Sekil 4.8'de goruldigi tizere,
sindirim bezi dokusundaki GSH degerlerinin 2 gun sire ile kontrol gruplarina gore
istatistiksel olarak azaldigi saptanmigken (p<0.05), 7 guin slire boyunca istatistiksel olarak
onemli bir degisiklik olmadig1 saptanmustir (p>0.05). 2 giin sure ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve
170 pg/L BHPF'ye maruz kalan midyeler ile 7 giin stre ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170
Mg/L'ye maruz kalanlar arasinda istatistiksel olarak onemli dizeyde artis gozlenmistir
(p<0.05).

Cizelge 4.8. GSH verilerinin sindirim bezi dokusunun iizerindeki degerleri (umol/mg

doku)
Sindirim Bezi Dokusu (umol/mg doku) Sure(gun)

Deney Grubu 2 gin 7 gin

Kontrol 4.466+1.076 a 4.239+1.576 a
Kontrol DMSO 4.201+0.885 a 4.27240.814 a
8.5 pg/L 3.23740.361 b 4.148+1.098 a
85 ug/L 2.958+0.939 b 4.22340.599 a
170 pg/L 2.313+0.432 b 4.53340.448 a

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.8. Maruziyet siirelerine gore sindirim bezi dokusu GSH degerleri (umol/mg doku)
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4.1.7. U.terminalis'in AOPP biyobelirtec degerleri

U.terminalis'in, BHPF'ye 2 ve 7 gun maruziyet sireleri sonucu biyobelirte¢ olarak
uygulanan AOPP verilerinin solunga¢ dokunun Uzerindeki istatistiksel degerleri Cizelge
4.9'da gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda AOPP biyobelirte¢ degerleri
grafiklendirilmistir (Sekil 4.9). Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9'da goriildiigl iizere, solungag
dokusundaki AOPP degerlerinin 2 giin siire ile kontrol gruplarma gore istatistiksel olarak
onemli bir fark saptanmamisken (p<0.05), 7 giin boyunca istatistiksel olarak bir azalma
gozlenmistir (p<0.05). 2 glin sure ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L BHPF'ye maruz kalan
midyeler ile 7 gun sure ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L'ye maruz kalanlar arasinda

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde azalma gozlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.9. AOPP verilerinin solunga¢ dokunun tizerindeki degerleri (uM/mg protein)

Solungag Doku Sire (giin)

(UM/mg protein)

Deney Grubu 2 gin 7 giin

Kontrol 2291.0504+541.08 a 2356.990+624.80 a
Kontrol DMSO 2307.015+153.63 a 2298.742+486.09 a
8.5 pg/L 2089.990+306.54 a 1920.772+589.96 b
85 pg/L 2025.828+471.58 a 1874.058+348.50 b
170 pg/L 2024.0727+419.56 a 1677.473+£470.05 ¢

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.9. Maruziyet siirelerine gore solungag dokusu AOPP degerleri (uWM/mg protein)
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U.terminalis'in, BHPF'ye 2 ve 7 gun maruziyet sureleri sonucu biyobelirteg olarak
uygulanan AOPP verilerinin sindirim bezi dokusunun Uzerindeki istatistiksel degerleri
Cizelge 5'de gosterilmistir. Elde edilen bu istatistikler sonucunda AOPP biyobelirteg
degerleri grafiklendirilmistir (Sekil 5). Cizelge 4.10 ve Sekil 4.10'da gorildigi tizere,
sindirim bezi dokusundaki AOPP degerlerinin 2 giin siire ile kontrol gruplarina goére 8.5
pg/L ve 85 pg/L BHPFye maruz kalanlarda istatistiksel olarak onemli bir fark
saptanmamisken (p<0.05), 170 pug/L BHPF'ye maruz kalan midyelerde istatistiksel olarak
bir azalma saptanmistir (p<0.05). 7 giin boyunca 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L BHPF'ye
maruz kalanlarda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir azalma gozlenmistir
(p<0.05). 2 gln sire ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L BHPF'ye maruz kalan midyeler ile
7 gun sdre ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L'ye maruz kalanlar arasinda istatistiksel olarak

onemli diizeyde azalma gozlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.10. AOPP verilerinin sindirim bezi dokusunun tiizerindeki degerleri(uM/mg

protein)
Sindirim Bezi Dokusu Sire (giin)
(UM/mg protein)
Deney Grubu 2 gin 7 gin
Kontrol 2440.899+574.48 a 2285.930+443.12 a
Kontrol DMSO 2335.887+618.03 a 2227.73+561.93 a
8.5 pg/L 2487.312+289.79 a 1914.899+228.63 b
85 ug/L 2345.659+463.34 a 1804.009+£599.90 b
170 pg/L 1955.821+428.97 b 1168.81+352.88 ¢

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05).

Sekil 4.10. Maruziyet siirelerine gore sindirim bezi dokusu AOPP degerleri (uM/mg
protein)
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4.2. BHPF'nin U.terminalis Hemosit Sayisinin Uzerindeki Etkileri

Midye hemolemflerindeki hiicre sayis1 hemositometre adi verilen Thoma lam1 sayesinde
151k mikroskobunda incelenmistir. 2 ve 7 giin boyunca 8.5 pg/L, 85 ug/L ve 170 pg/L
BHPF dozlarina maruz kalan U. terminalis'lerin hemosit degerlerinin ortalamalar1 sirasiyla
44.8+1.60 ve 44.13+1.28 THS/ml, 39.67+2.01 ve 34.53+1.68 THS/ml, 27.00£1.86 ve
22.93+1.86 THS/ml olarak saptanmustir. Kontrol grubunda ise bu deger 68.33£2.59 ve
61.20+2.23 THS/ml'dir. Toplam hemosit miktar degerleri (THS/ml) Cizelge 5.1'de
gosterilmistir. Elde edilen istatistikler sonucu maruziyet surelerine (2 ve 7 gln) gore
toplam hemosit sayilar1 grafiklendirilmistir (Sekil 5.1). Cizelge 5.1 ve Sekil 5.1'de
goriildiigii tizere hemosit degerleri 2 ve 7 giin siire ile kontrol gruplarina gére 8.5 pg/L, 85
Mo/l ve 170ug/L BHPF'ye maruz kalanlarda istatistiksel olarak onemli bir azalma
saptanmistir (p<0.05). 2 gin boyunca 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L BHPF'ye maruz
kalanlar 7 gin sire ile 8.5 pg/L, 85 pg/L ve 170 pg/L'ye maruz kalanlar arasinda ise

istatistiksel olarak énemli diizeyde bir azalma gozlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.11. Toplam hemosit degerleri (hiicreX10%)/ml

Hemosit degerleri Sire(gin)

(hiicreX103)/mi

Deney Grubu 2 gun 7 giin
Kontrol 68.33+2.59 a* 61.20+2.23 a
Kontrol DMSO 68.27+1.81 a 60.73+2.20 a
8.5 pg/L 44.841.60 b 44.13£1.28 b
85 pg/L 39.67+2.01 c 34.53£1.68 d
170 pg/L 27.00+1.86 e 22.93+1.86 e

* Ayni satir ve siitundaki harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05).
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*Harfler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (p<0.05).

Sekil 4.11. Maruziyet siirelerine gore toplam hemosit sayisi (hiicreX10?)/ml
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda endokrin bozucu kimyasallarin erkek ve disi
ireme sistemleri tizerinde etkileri bulunmustur. Bisfenol A'nin  kullaniminin
kisitlandirilmasi ile ortaya ¢ikan BHPF bilesigi de benzer olumsuzluklara yol agmustir.
Yapilan literatiir taramasit sonucunda, BHPF'nin U.terminalis turl Gzerindeki toksik

etkisinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamaistir.

Laboratuvar ¢alismamizda kullanilan BHPF'nin sucul canli tiiri olan midyeler tizerindeki
etkileri acgiga ¢ikarilmak istenmistir. Bu c¢alismada BHPF'nin tathi su midyelerindeki
(U.terminalis) 24, 48, 72 ve 96 saatlik LCso degerleri ve deney boyunca etken maddenin
canli lizerindeki davraniglart gozlenmistir. Deneylerde, BHPF nin 24, 48, 72 ve 96 saatlik
akut LCso degerleri (%95 glven araligi), 9.54 mg/L, 3.95 mg/L, 1.33 mg/L, 0.84 mg/L
olarak hesaplanmistir. Calisma bulgularimiza benzer olarak sucul canlilardan zebra
baliklarinda 24, 48, 72 ve 96 saatlik LCso degerleri (%95 glven aralig1) ise 1.28, 0.59, 0.32
ve 0.25 mg/L olarak saptanmistir (Kotiloglu ve digerleri, 2022).

Mi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada zebra baliklari embriyolart igin LCsg
degerlerinin dollenme gerceklestikten 24 saat sonra hpf 4.395 uM (1.54 mg/L), 48 saat
sonra hpf'de 4.170 uM (1.46 mg/L), 72 hpf'de 3.834 uM (1.34 mg/L) ve 96 hpf'de 2.88 uM
(1.01 mg/L) olarak saptamislardir (Mi ve digerleri, 2020). Bu sonuglar mg diizeyde toksik

olarak saptadigimiz bulgular ile benzerlik tasimaktadir.

Lynch ve arkadaslarimin yapmis olduklar1 caligmada ise tathh su salyangoz tiirii olan
Biomphalaria glabrata kullanilmistir. Yaygin su kirletici 6zelligi gosteren Bisfenol A ve
Diklorodifenildikloroetilen (DDE)'e tatli su salyangozlari maruz birakilmistir. 200 ng/L
Bisfenol A ve 500 ng/L DDE'ye maruz kalan gruplarda kontrol grubuna gore hemosit
sayllarinin Onemli oranda azaldigi rapor edilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda
dogustan gelen bagisiklik tepkilerini de degistirdigi saptanmistir (Lynch ve digerleri,
2022).

Bu ¢alismada BHPF'nin 8.5 pg/L, 85 pg/L, 170 pg/L’lik dozlari uygulanmistir. Deneyde
kullanilan biyobelirte¢lerin (MDA, GSH ve AOPP) ve hemosit degerlerinin dozlama grubu

ve kontrol grubuna gore kiyaslamasi yapilmistir.
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U. terminalis ile yapilan subletal ¢alisma sonucunda, BHPF’ye 2 ve 7 glin siiresince maruz
birakilan midyelerin, maruziyet sirelerine gore toplam hemosit sayisi (hiicreX103%)/ml
onemli oranda azalma gostermistir (p<0.05). 2 ve 7 glnlik 8.5 pg/L, 85 pg/L, 170 ug/L’lik

degerler kiyaslandiginda ise 6nemli bir fark goriilmemistir (p<0.05).

MDA, yag peroksidasyonunun son pargalanma {iriiniidiir. 2 ve 7 gun sonunda BHPF’ye
maruz birakilan U. terminalis’in solunga¢ dokusu ve sindirim bezi dokusundaki MDA
oranlar1 Ol¢iilmiistiir. Solunga¢ dokularindaki ve sindirim bezi dokularindaki MDA

diizeyleri kontrol grubundaki canlilarin MDA diizeylerine gore arttigi gézlenmistir.

GSH, nikleofilik temizleyici oldugu i¢in doku hasari oldugunda enzim katalizleyen bir
antioksidan gorevi gorlr. Bu nedenle ROT’larin sebep oldugu oksidatif hasar sonucunda
biyolojik yapilarin ve fonksiyonlarinin savunmasinda énemli bir role sahiptir (Ruffmann
ve digerleri, 1991).

Calismamizda, U. terminalis BHPF'ye 2 ve 7 gln sure boyunca maruz birakilmasi
sonucunda sindirim bezi ve solunga¢ dokularinda olusan GSH diizeyleri tespit edilmistir.
Dokulardaki GSH duzeyleri, sure sonunda kontrol grubunun dokularindaki GSH
diizeylerine gore azalmistir. GSH molekulleri, hiicrelerde savunma yapmakla gorevlidirler.
Midyelerin BHPF'ye maruz kalip GSH molekdllerinin tiiketilmesiyle hiicredeki seviyeleri
azalma gostermistir. AOPP, oksidatif stresin degerlendirilmesi i¢in biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir (Selmeci ve digerleri, 2005). Calismamizda U. terminalis'in BHPF'ye 2
ve 7 gun siire boyunca maruz birakilmast sonucunda sindirim bezi ve solungag
dokularindaki olusan AOPP diizeyleri tespit edilmistir. Dokulardaki AOPP diizeyleri,

stirenin sonunda kontrol grubuna gore fazla bir degisiklige ugramadig1 gézlemlenmistir.

Ay ve digerleri'nin (2014) yapmis olduklari ¢alismada ortalama 5.5+0.7 cm boy ve
19.88+4.85 gr agirliga sahip tatli su midyesi Unio terminalis kullanilmistir. 24, 48, 72 ve
96 saat surelerle 0.7 ppm, 1.0 ppm, 2.0 ppm, 4.0 ppm, 8.0 ppm ve 16.0 ppm derisime
sahip bakir ¢ozeltisi eklenerek, 96 saatlik LC,, degeri 4.65 ppm (% 95’lik giiven aralig1)

olmak tzere saptanmistir. 96 saat siire sonunda U. terminalis'te bakir birikimi, kontrol

grubundaki midyelere gore artmistir (p<0.05).
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Doyotte ve digerleri’nin (1997) Unio tumidus tir midye ile yaptigi bir ¢calismada ise iki
kimyasal madde kullanilmistir. 100 pg/L thiram ve 30 pg/L bakir kimyasal maddelerine 3
gun sire ile maruz birakilmistir. Thiram ve bakira temas ettirilen midyelerde GSH diizeyi
azalma gostermistir. MDA oraninda ise kontrol grubuna gore artis gosterdigi saptanmistir.
Yapilan 6rnek galismalarda kullanilan kimyasal maddeler farklilik gosterse de midyelerin
gostermis olduklari tepkilerde benzerlik bulunmaktadir.

Deney sonuglarina ve yapilan literatiir caligmalarina bakildigi zaman BHPF bilesiginin tatl
su midyeler iizerindeki etkilerinin ilk defa incelendigi gozlenmektedir. Bu durum ise

yapilan bu tez ¢aligmasini 6zgiin hale getirmistir.

Gergeklestirdigimiz bu ¢alisma diinyada endokrin bozucu kimyasal olarak en ¢ok
kullanilan Bisfenol A’nin ikamesi olan BHPF'nin, tatli su midyelerin tzerindeki etkisini
arastirarak literatiire katki saglamaktadir. BHPF'nin, yapilan arastirmalar sonucunda
secenek olarak kullanilmak istenmesine ragmen toksisitesinin BPA bilesiginden daha fazla
oldugu goriilmiistiir. BHPF bilesigi de diger kimyasallar gibi endokrin bozucu &zelligi

gostermistir.

Cevreye bulagmasi birbirinden farkli yollarla oldugu igin canlilarla temasi stirekli haldedir.
Gunlik olarak kullanilan birgok esyada bulunan BHPF ile ilgili yapilan arasgtirmalarin
sayist artis gostermektedir. BHPF'nin sucul ekosistem Uzerindeki etkilerinin diisiik

dozlarda bile gozlenebilecegi yapilan arastirmalar sonucu ortaya ¢ikarilmistir.

Canli viicudunun en 6nemli silahi olan antioksidanlar, hiicre hasarin1 engelleyebilen ve
hiicre metabolizmasinin toksik yan {riinii olan serbest radikalleri temizleyebilen
maddelerdir. Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olarak
smiflandirilabilir. Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, malondialdehit ve
ileri oksidasyon protein iriinleri bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz
(CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon rediktaz (GR) ise enzimatik
antioksidanlardir (Karabulut ve Gulay, 2016).

Kirletici kimyasallarin, suda yasayan canlilar ve ¢evre iizerine olan etkilerinin daha iyi
anlasilir hale getirilmesini saglamak i¢in yapilan ¢aligmalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda enzimatik olmayan parametreler kullanilarak BHPF toksisitesi
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degerlendirilmistir. Enzimatik olmayan parametrelerin farkli dozlamalart ile tathh su
midyeleri Uzerinde daha fazla calismalar yapilacagi gibi enzimatik parametreler de

kullanilarak yapilacak olan ¢alismalarin ¢esitliligi arttirilabilir.
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