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Oz: Bu calismada, bisfenol F (BPF)’nin sican pankreas: iizerindeki toksik
etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Bu ama¢ dogrultusunda yirmi sekiz adet
Wistar albino erkek sican, BPF’ye 0, 20, 100 ve 500 mg/kg viicut agirhgi (v.a.)
konsantrasyonlarda, 28 giin boyunca oral gavaj ile maruz birakildi. Histolojik
incelemelere gore BPF maruziyeti sonrasinda, pankreatik Langerhans
adaciklarinda vakuolar dejenerasyon gosteren hiicrelerin varligi tespit edildi.
Histomorfolojik dlgiimler, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. konsantrasyonlarina
maruz birakilan gruplarda, adacik ¢ap ve alan ortalamalarinin distiigiinii gosterdi.
Ek olarak, adaciklarda immunohistokimyasal olarak boyanan insiilin pozitif {3
hiicre yiizdesinin, BPF uygulanan biitiin gruplarda, anlamli bir sekilde azaldig1
tespit edildi. Serum aglik glukoz, total kan HbAlc ve serum C-peptid ile insiilin
seviyelerinin, BPF maruziyeti sonrasinda anlamli degisimler gostermedikleri
gozlendi. BPF’nin malondialdehit diizeyi disinda, pankreas antioksidan savunma
sistemi belirteglerinde anlamli degisimlere yol actig1 belirlendi. Elde edilen
sonuglar BPF’nin endiistriyel alanlarda, bisfenol A yerine giivenilir bir alternatif
olarak, kullanimina daha fazla dikkat edilmesi gerektigini gostermektedir.
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Abstract: In this study, it was aimed to investigate the toxic effects of bisphenol
F (BPF) on rat pancreas. Toward this aim, twenty eight male Wistar albino rats
were exposed to BPF at concentrations of 0, 20, 100, and 500 mg/kg of body
weight (b.w.) via oral gavage for 28 days. According to the histological
examinations, the presence of cells displaying vacuolar degeneration in the
pancreatic Langerhans islets was determined after BPF exposure.
Histomorphometric measurements demonstrated that averages of the islet
diameter and area decreased in the groups exposed to BPF concentrations of 100
and 500 mg/kg of b.w. In addition, the percentage of immunohistochemically-
stained insulin-positive B cells in the islets was determined to have diminished
significantly at all of the groups exposed to BPF. The levels of serum fasting
glucose, total blood HbAlc, serum C-peptide or insulin did not display significant
changes after BPF exposure. BPF was determined to lead significant changes in
the antioxidant defense system indicators of the pancreas, except for the
malondialdehyde level. The results obtained herein showed that more attention
should be given regarding the usage of BPF instead of bisphenol A as a safe
alternative in industrial areas.

" Bu galisma Emine DOGAN’1n yiiksek lisans tezinden iiretilmistir.
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1. Giris

Endokrin bozucu kimyasallar, endokrin sistemin normal fonksiyonunu degistiren bilesiklerdir.
Bu bilesiklerin insanlardaki biyobirikimi, saglik problemlerine sebebiyet verebilmektedir. Endistriyel
olarak tiretilen ve endokrin bozucu yonii iyi bilinen Bisfenol A (BPA), epoksi rezinlerin ve polikarbonat
plastiklerin bir bileseni olarak, yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. BPA tabanl plastikler ve rezinler,
gidalar ile temas eden ambalaj, kap ve termal kagit gibi materyallerin igeriginde yer almaktadir.
Insanlarin BPA’ya maruziyeti temel olarak, gidalar ve gida temaslh materyaller ile meydana gelmektedir.
BPA ayrica, metal konserve kutularinin epoksi kaplamalarinda, mutfak gereclerinde, tibbi aletlerde ve
dis kompozitleri ile yapistiricilarinda bulunmaktadir. BPA’nin insanlarda, gelisimsel, tireme ile ilgili,
kardiyovaskiiler, bagisiklik sistemi ile ilgili ve metabolik rahatsizliklara yol actig1 kanitlanmistir.
Avrupa Kimyasal Ajanst BPA’y1 2017 yilinda, ¢ok yiiksek endise verici maddeler listesine almistir.
BPA ile ilgili yapilan son diizenlemelerde, bu kimyasalin gidalar ile temas eden materyallerdeki
kullanimina, daha genis smirlamalar getirilmistir. Gida ambalaj sirketleri ise BPA’y1 iirettikleri
iirlinlerden dereceli bir sekilde ¢ikartmak amaci ile BPA’nin yerine gegebilecek, yeni arayislar igerisine
girmislerdir (Andgjar ve ark., 2019).

BPA’nin Diinya genelinde kullaniminin kisitlanmasi, BPA’ya alternatif olarak, bisfenol F (BPF)
ve bisfenol S (BPS) gibi BPA analoglarinin kullanimina neden olmustur ancak son yillarda yapilan
bilimsel c¢aligmalar BPA analoglarinin, BPA’ya benzer olumsuz etkilere sahip olduklarin1 ve
kullanimlarinin, insan ve cevre saghig1 agisindan, risk olusturabilecegini ortaya koymustur (Iyigiindogdu
ve ark., 2020). Bisfenol AF (BPAF), BPF ve BPS gibi BPA analoglarinin, abiyotik ¢evrelerde ve bazi
bolgelerdeki insanlarin idrar 6rneklerinde, BPA’ya benzer veya BPA’dan daha yiiksek seviyelerde,
tespit edildigi rapor edilmistir. Birgok BPA analogunun, endokrin bozucu etkiler, sitotoksik etkiler,
genotoksik etkiler, dioksin benzeri etkiler, iireme ile ilgili toksik etkiler ve norotoksik etkiler meydana
getirdigi, cok sayida laboratuvar calismasinda ortaya konulmustur. Ek olarak, yapilan calismalarda,
BPAF, BPF, BPS ve bisfenol B gibi BPA analoglarimin, BPA’nin sahip oldugu Ostrojenik ve
antiandrojenik aktivitelere benzer, hatta onunkinden daha fazla aktiviteye sahip olduklari, belirlenmistir
(Chen ve ark., 2016).

Tip II diyabet, insiilin direnci ve insiilin eksikligi ile belirti gosteren metabolik bir hastaliktir.
Eriskin bireylerde kiiresel Tip Il diyabet prevelansinin 415 milyon civarinda oldugu ancak Uluslararasi
Diyabet Federasyonu’nun tahminlerine gore bu sayisinin, 2040’ta 642 milyona ulasacag bildirilmistir.
Yapilan meta-analiz ¢aligmalarina gore, insanlarda BPA maruziyeti ile tip I diyabet riski arasinda
pozitif bir iligki oldugu rapor edilmistir (Hwang ve ark., 2018). Eriskinlerde yapilan saha ¢alismalarinda
ise, BPA’ya yiiksek konsantrasyonlarda maruziyet ile artan glikolize hemoglobin (HbAlc) ve insulin
seviyeleri, insulin direnci, prediyabet riski ve tip II diyabet gelisme riski arasinda korelasyon oldugu,
ifade edilmigtir (Mustieles ve ark., 2020). Yapilan deneysel ¢aligmalarda ise endokrin pankreasin
BPA’ya kars1 hassas bir doku oldugu ve BPA’nin, 17p-6stradioliin meydana getirdigi etkileri ayni
sekilde taklit ederek, asir1 insulin uyarimina sebep oldugu ve insulin direncini tetikledigi, gdsterilmistir
(Nadal ve ark., 2009). BPA’nin tip II diyabet gelisim riskini, direkt olarak panreatik 3 hiiclerini
etkileyerek, insiilin ve glukagon salgilanmasimi bozarak, B hiicre gelisimini inhibe ederek, B hiicre
apoptozunu tetikleyerek, kas, karaciger ve yag hiicre fonksiyonunu etkileyerek ve insiilin direnci
durumunu harekete gecirerek, arttirabilecegi, ifade edilmistir (Provvisiero ve ark., 2016). BPA’nin,
ozellikle streptozotosin ile tip I diyabet olusturulmus fare modelinde, B hiicresi kalsiyum
homeostazisinde bozulmaya ve endoplazmik retikulum stresinde artisa neden olarak, insiilin direncine
yol actig1 bildirilmistir (Ahn ve ark., 2018). BPA’nin diigsiik dozlarina (5, 50 ve 500 pg/kg viicut
agirhgi/giin) maruz birakilan siganlarin kan plazmasinda oksidatif stres belirteglerinin uyarildigi,
bildirilmistir. Ote yandan, plazma total kolesterol, trigliserit, diisiik dansiteli lipoprotein, yiiksek
dansiteli lipopoprotein, insulin ve glukoz diizeylerinin, BPA maruziyeti sonrasinda degismedigi ancak
Langerhans adaciklarinda, insulin pozitif {3 hiicre yiizdesinin anlamli bir sekilde arttig1 ve pankreatik 3
hiicre fonksiyonunun bozuldugu ifade edilmistir (Ozaydin ve ark., 2018).

Bisfenol ailesine ait olan BPF’nin, kimyasal ismi bis (4-hidroksifenil) metan’dir. Yapisal olarak,
metilen vasitasiyla baglanan iki fenol halkasina sahiptir. BPF’nin BPA epoksi rezinlerine kiyasla diisiik
vizkositesinden ve solventlere karsi daha dayanikli olmasindan dolay1 {iretimi ve kullanimi, bir¢ok
iilkede giderek artmaktadir. BPF, epoksi rezinlerin ve polikarbonatlarin tiretiminde kullanilmaktadir. Bu
nedenle endiistriyel sektoriin birgok uygulama alaninda BPF ile karsilasilmakta ve BPF dereceli olarak
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BPA’nin yerini almaktadir. Gida paketleri, boru kaplamalari, dis dolgulari, endiistriyel dosemeler, derz,
vernikler, kaplamalar, plastikler ve adezivlerin tiretiminde, BPF kullanilmaktadir. BPF, kisisel bakim
tiriinleri, mesrubat ve enerji icecekleri, konserve gidalar, hazir yemekler, gidalar ile temash geri
doniisiim kagitlari, evlerde giinliik olarak kullanilan atik kagit veya kagit {irtinleri, ticari siit ve kiilotlu
corap gibi birgok tiiketici iirliniinde, tespit edilmistir. BPF’nin gida maddelerinde baskin bulunan bir
bisfenol tipi oldugu ve gida maddelerindeki varliginin, diger bisfenoller igerisinde %17’ye karsilik
geldigi, ifade edilmistir (Usman ve ark., 2019).

In vivo’da yapilmis olan deneysel ¢alismalar, BPF’nin 6strojenik, androjenik ve tiroidojenik
etkilerinin oldugunu ve organizmalarda fizyolojik/biyokimyasal degisimlere yol acabildigini
gostermistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda ise, BPF’nin sitotoksik etkiler gosterdigi, oksidatif stresi
uyardig1, kromozomal aberasyonlara sebep oldugu, DNA hasarina yol agtigi ve genotoksisiteye neden
oldugu rapor edilmistir (Iyigiindogdu ve ark., 2020). Yapilan bir in vitro calismada, BPF ve BPS’ye
maruz birakilan fare pankreatik P hiicrelerinde, glukoz ile uyarilan insiilin salinimmin arttigi,
gozlenmistir. Bu durumun, kisa siireli uygulamalarda, potasyum kanallarinin inhibe edilmesi sonucunda
meydana geldigi ifade edilirken, uzun siireli maruziyette voltaj-kapili kalsiyum, sodyum ve potasyum
kanallarinin diizenlenmesi ile ilgili daha kompleks mekanizmalar1 kapsadigi, bildirilmistir. Dolayisiyla
bu bisfenol analoglarnin, 6strojen reseptorii B agonistleri olduklar ve ekstraniiklear olarak harekete
gecirilen bir yolag: aktive edebildikleri belirlenmistir (Marroqui ve ark., 2021).

BPF’nin pankreas iizerindeki olumsuz etkilerine iliskin bilgi, sinirlidir. Bu ¢calismada, BPF nin
pankreas {izerindeki toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda, Wistar
albino erkek siganlar, BPF’nin farkli dozlarina oral gavaj ile 28 giin boyunca maruz birakilmis, daha
sonra BPF’nin pankreatik Langerhans adacik histolojisi ile histomorfolojisi, adacik B hiicre yiizdesi,
pankreas antioksidan sistem belirtecleri ve kanda bazi biyokimyasal degerler iizerindeki etkisi
arasgtirilmig ve elde edilen bulgular tartisilmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Deney hayvani

Calismada agirliklar1 160-290 g olan 2-3 aylik, toplam 28 adet, Wistar albino irki erkek siganlar
kullanildi. Siganlar, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Si¢anlar, deney siiresince, ortalama 25 °C sicaklikta ve 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik
151k periyodu altinda barindirildi ve standart plastik kaplarda ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.
Deneyler, Van Yiiziincii Yil Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gergeklestirildi. Deneyler sirasinda meydana gelebilecek olumsuzluklarin en aza indirilmesi igin
gereken biitiin 6nlemler alindi. Calisma siiresince, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Yonergesi’'nde belirtilen kurallara riayet edildi. Bu ¢alisma, Van Yiziinci Yil
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (VAN YUHADYEK) tarafindan onaylanmstir (Karar
no: 2022/03-20 ).

2.2. Deneysel dizayn

Her grupta yedi (7) adet sican olacak sekilde, toplam dort (4) deney grubu olusturuldu. Siganlar
gruplara rastgele olarak dagitildi. Deneysel uygulamalar, toplam 28 giin siire ile gerceklestirildi. Test
kimyasali olan bisfenol F (BPF, 4,4’-dihidroksidifenilmetan, C13H120,, saflik: %98, Alfa Aesar, Kandel,
Almanya)’nin, etanol-zeytinyagi karigimi (1:4 v/v) igerisinde tamamen ¢oziinmesi saglandi (Pal ve ark.,
2017; Silva ve ark., 2018). Hayvanlara oral gavaj ile giinliik olarak uygulanan BPF konsantrasyonlari,
Higashihara ve ark. (2007) na gore belirlendi. Toplam yirmi sekiz giin siiren ¢calismadaki deney gruplari
asagida belirtilmistir:

Grup I: Kontrol grubu hayvanlarini (n = 7) igeren ve sadece test kimyasalinin ¢6ziindiigii
etanol-zeytinyagi karisimi (1:4 v/v)’nin hayvanlara giinliik olarak oral gavaj yolu ile verildigi gruptur.
Gruptaki hayvanlarin deney siiresince standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.

Grup II: Her hayvanin viicut agirhigina gére BPF’ nin 20 mg/kg v.a. konsantrasyonuna, oral
gavaj yolu ile giinliik olarak maruz birakildig1 gruptur. Gruptaki hayvanlarin (n = 7) deney siiresince
standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.
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Grup I11: Her hayvanin viicut agirligina gére BPF’nin 100 mg/kg v.a. konsantrasyonuna, oral
gavaj yolu ile giinliik olarak maruz birakildig1 gruptur. Gruptaki hayvanlarin (n = 7) deney siiresince
standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.

Grup IV: Her hayvanin viicut agirligina gére BPF’nin 500 mg/kg v.a. konsantrasyonuna, oral
gavaj yolu ile giinliik olarak maruz birakildig1 gruptur. Gruptaki hayvanlarin (n = 7) deney siiresince
standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi.

2.3. Kan ve doku oérneklerinin alinmasi

Deney siiresinin tamamlanmasindan hemen sonra siganlar, ketamin/ksilazin karigimi ile anestezi
edildi. Hayvanlarin kalbinden enjektor ile alinan kan drnekleri, biyokimyasal analizler i¢in biyokimya
tiiplerine aktarilirken, total kan HbAlc dl¢timii icin EDTA’l1 tiiplere alindi. Daha sonra, her hayvanin
pankreasinin bir boliimii histolojik incelemeler igin, diger bir boliimii ise antioksidan indikatdrlerin
Olcilimii i¢in dikkatlice ¢ikartildi.

2.4. Histolojik prosediirler

Hayvanlardan ¢ikartilan pankreas dokulari, % 10’luk nétral tamponlu formaldehit fiksatifi ile
24 saat tespit edildi. Tespit edilen dokular, fosfat tuz tamponu (PBS; 0.01 M, pH: 7.4) ile yikandiktan
sonra dereceli etanol (%70, %80, %96 ve absolii) serilerinden gegirilerek, dehidrate edildi. Dokular daha
sonra ksilende seffaflastirilarak parafine gémiildii. Parafin bloklardan Rotary mikrotom (MICROM
H315, Microm GmbH) ile alinan 5 um kalinligindaki kesitler, adeziv kapli lamlara aktarildi. Kesitler
riitin histolojik incelemeler i¢in, Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyandi. H&E ile boyanan Kesitler,
kamera atagmanli mikroskop (Leica DMI 6000B, Leica Microsystems, Almanya) ile incelendikten
sonra, uygun bilyiitmede fotograflari ¢ekildi.

2.5.Pankreas langerhans adaciklarinda B hiicrelerinin immunohistokimyasal olarak boyanmasi

Langerhans adaciklarinda insiilin-pozitif § hiicrelerinin isaretlenmesi i¢in immunohistokimya
yontemi tercih edildi. Bu yontem uygulanirken, spesifik “insiilin monoklonal primer antikoru” (Katalog
no: MA5-12037, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve avidin-biyotin mikropolimer isaretleme
sistemine gore ¢alisan ticari bir immunohistokimya kiti (Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB IHC
Detetion Kit-Micropolymer, katalog no: ab236466, Abcam Cambridge, UK) kullanildi. immun boyama
esnasinda kitin protokollerine riayet edildi. Kisaca; adeziv kapli lamlara aktarilan pankreas kesitleri,
deparafinize ve rehidrate edildikten sonra, tris tuz tamponu (TBS: 20 mM Tris 140 mM NacCl, pH: 7.6)
ile bir kag kez yikandi. Kesitler, yukarida belirtilen immunohistokimya kiti i¢inde saglanmis olan H>O>
ile inkiibe edilerek dokudaki endojen peroksidaz aktivitesi inaktif hale getirildi. TBS ile yikamadan
sonra kesitlere bu kez, kitte mevcut olan protein bloke edici soliisyon damlatilarak, protein blokasyonu
saglandi. Daha sonra kesitler, icerisinde % 1 oraninda sigir serum albumin bulunan TBS ile 1:40
oraninda sulandirilmig olan, insiilin primer antikoru ile bir gece boyunca +4 °C’de inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon, kesitlerin kurumamasi igin, nemli oda kullanilarak gerceklestirildi. Kesitler, TBS
ile birkag¢ defa yikandiktan sonra kitin komplement soliisyonu ile inkiibe edildi. TBS ile tekrar yikanan
kesitlere bu kez, horseradish perkosidaz (HRP) konjugati uygulandi. HRP-konjugat ile inkiibe edilen
kesitler, TBS ile yikandiktan sonra DAB (3,3’-diaminobenzidine) kromojen soliisyonu ile muamele
edildi ve B hiicrelerinde kahverengi renk olusumu gézleninceye kadar (1-3 dk) bu soliisyonda bekletildi.
Zemin boyamas1 Mayer’in hematoksilen boyasi ile yapildi. Lamlar dereceli etanolden (%95, %100) ve
ksilenden gecirilerek Entellan ile kapatildi. Negatif kontrol kesitlerinde, primer antikor yerine TBS
kondu. Preparatlar mikroskop ile incelenerek fotograflar cekildi.

2.6. Adacik morfometrisi ve 3 hiicre sayimi
Deney gruplarindaki siganlardan (n = 7) alinan ve H&E ile boyanmis olan pankreas kesitlerinde,
Langerhans adacig1 ¢ap ve alan 6lgiimleri gergeklestirildi. Bunun i¢in, deney gruplarindaki her sigana

ait olan pankreas kesitinin birbirinden farkli en az 10 farkli sahasinda yer alan Langerhans
adaciklarindan, mikroskop ile baglantili bir kamera (Leica DFC490, Leica Microsystems, Almanya)
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kullanilarak, 200x veya 400x biiyiitmede, fotograflar ¢ekildi. Adacik cap ve alan Ol¢limleri
https://imagej.nih.gov/ij/download.html internet adresinden serbest olarak indirilebilen, ImageJ 1.46
yazilimindan yararlanilarak gerceklestirildi. Cekilen fotograflar yazilima aktarildiktan sonra, yazilimin
“analiz” eklentisi kullanilarak adacik ¢ap ve alan Ol¢iimleri yapildi. Adacik cap ve alan dlglimleri,
yazilimin kullanici rehberi (ImageJ User Guide, version revised edition 1J 1.46r)’ndeki tariflere uyularak
gergeklestirildi. Adacik ¢ap Ol¢limiinde belirlenen kriterler ise, Dra ve ark. (2019) ve Hanalp ve ark.
(2021)’ndan baz1 modifikasyonlar yapilarak belirlendi. Kisaca; bir sigana ait olan pankreas kesitindeki
en az 10 farkli Langerhans adaciginin ¢ekilen resimler iizerinde en ve boy uzunluklari, 6l¢iildii. Daha
sonra her adacik i¢in belirlenen en ve boy uzunluklarinin ortalamasi alindi. Bu sekilde, deney hayvaninin
her adacigi igin “ortalama ¢ap uzunlugu” belirlendi. Hayvanin her adacigi igin elde edilen “ortalama ¢ap
uzunlugu” degerlerinin ortalamasi alinarak, o hayvan igin “ortalama Langerhans adacik ¢ap1” belirlendi.
Gruplardaki her hayvan icin belirlenen “ortalama Langerhans adaciglt cap degerleri” istatistiksel
analizler i¢in kullanildi. Alan 6l¢iimii igin, ¢ap Olglimiine benzer olarak, her hayvanin en az 10 farkl
Langerhans adacigindan ¢ekilmis olan fotograflar, ImageJ 1.46 yazilimina aktarildi. Daha sonra, bir
hayvana ait pankreas kesitindeki en az 10 farkli Langerhans adaciginin alani 6l¢iildii. En az 10 farkh
Langerhans adacigindan elde edilen alan 6lgim sonuglarimin ortalamasi alinarak, hayvana ait olan
“ortalama adacik alan1” belirlendi. Her hayvan igin “ortalama Langerhans adacigi alan degeri”
belirlendikten sonra, elde edilen veriler istatistiksel analizler i¢in kullanildi.

Langerhans adaciklarinda immunohistokimya yontemi ile boyanan insiilin pozitif § hiicrelerinin
sayimi, Hanalp ve ark. (2021)’nin belirttigi seklide gergeklestirildi. Her siganin immunohistokiya ile
boyanmis olan pankreas kesitinin, birbirinden farkli en az 10 farkli sahasinda yer alan Langerhans
adaciklarindan, mikroskop ile baglantili bir kamera kullanilarak, 200x veya 400x biiyiitmede,
fotograflar ¢ekildi. Cekilen fotogralar, Image] 1.46 yazilimina aktarildi. Daha sonra bu yazilimin hiicre
sayici eklentisi kullanilarak, insulin-pozitif boyanan B hiicrelerinin ve boyanmayan negatif hiicrelerin
sayimi yapildi. Sayimin yapildigi her adacik igin [ indeks degeri, asagida verilen esitlige gore,
hesaplandi:

B hiicre indeksi = (Adacikta sayilan insiilin pozitif B hiicre sayisi1 + Adacikta sayilan toplam 1)
hiicre sayist) x100

Bir hayvan i¢in en az 10 farkli adaciktan elde edilen indeks degerlerinin ortalamalari alindiktan
sonra, hayvana ait olan “ortalama B hiicre indeks” degeri belirlendi. Her hayvan igin hesaplanan,
“ortalama [3 hiicre indeks” verileri, istatistiksel analizler i¢in kullanildi.

2.7. Biyokimyasal analizler

Serum glukoz ve total kanda HbAlc diizeyleri, Cobas 6000 otoanalizér cihazi (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) ve bu cihaza spesifik olarak kullanilan glukoz &l¢tim kiti
(Glucose HK Gen.3, Cobas Integra / Cobas ¢ sysytems, Roche Diagnostics GmBH, Mannheim,
Almanya) ve HbA ¢ dl¢iim kiti (Tina-quant HemoglobinAlc Gen.3, Cobas Integra / Cobas c sysytems,
Roche Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) kullanilarak belirlendi. Sonuglar, mg/dL olarak ifade
edildi. Serum C-peptid ve insiilin seviyeleri ise sican C-peptid ve sigan insiilin ELISA kitleri (Hangzhou
Eastbiopharn Co., Ltd., Hangzhou, Cin) kullanilarak ve bu kitlerin protokollerine uyularak belirlendi.
Olgiimler mikroplaka okuyucu ile yapildi. Sonuglar; C-peptid diizeyi i¢in pg/mL olarak, insulin diizeyi
icin mIU/L olarak verildi.

2.8. Antioksidan savunma sistemi belirteclerinin tayini

Derin dondurucuda saklanan pankreas dokulari, homojenizasyon oncesinde ¢ikartilarak buz
tizerinde erimeleri saglandi. Daha sonra, dokular PBS (pH: 7.4) ile ultrasonik parcalayici (Bandelin
Sonopuls, HD 2070, Bandelin Electronic GmbH &Co KG) kullanilarak, 5 dk. boyunca, homojenize
edildi. Homojenatlar, 15000 x g’de 25 dk boyunca santrifiij edildikten sonra siipernatantlar alinarak,
tiplere aktarildi. Yapilan bu iglemlerin hepsi, +4 °C veya buz iizerinde gerceklestirildi. Elde edilen
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siipernatantlar, antioksidan savunma sistemi belirteclerinin analizleri ve total protein tayini igin
—20°C’de sakland.

Siiperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesi, Ransod ticari kiti (Randox Lab., Ingiltere) kulanilarak
gerceklestirildi. Olgiim, 37 °C ve 505 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ve kit prokollerine
uyularak yapildi. SOD aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

Katalaz (CAT) aktivitesi, 10 mM hidrojen peroksitin 240 nm dalga boyundaki absorbansinin
diisiistine dayanan metoda gore 6l¢iildi (Aebi, 1974). CAT aktivitesi, tiiketilen pmol H2O2/dk/g protein
olarak ifade edildi.

Rediikte glutatyon (GSH) igerigi Beutler (1984)’in tamimladigi metoda gore, 412 nm’de
spektrofotometrik olarak, olgiildii. Orneklerdeki GSH konsantrasyonu, eksternal standartlardan elde
edilen egriye gore hesaplandi. Sonuglar pmol GSH/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi, Ransod ticari kiti (Randox Lab., ingiltere) kulanilarak
gergeklestirildi. Paglia & Valentine (1967)’nin tanimladig1 metoda dayanan bu dl¢iim, 37 °C ve 340 nm
dalga boyunda, kit prokollerine uyularak yapildi. GPx aktivitesi U/g protein olarak ifade edildi.

Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’in substrat olarak
kullanmmu ile 6lgiildii. Olgiim, 0.1 M fosfat tampon (pH: 6.5), 1 mM CDNB ve 1 mM indirgenmis GSH
karigimi igeren kuvartz kiivete, siipernatantin eklenmesinden sonra spektrofotometre kullanilarak,
gerceklestirildi. Ornegin eklenmesi ile baslatilan reaksiyondaki absorbans artis1, 340 nm optik dansitede
kaydedilip enzim aktivitesi hesaplandi (Habig ve ark., 1974). Sonuglar, CDNB-glutatyon konjugati
(nmol) /dk/mg protein olarak ifade edildi.

Lipid peroksidasyon oOl¢iimii, siipernantantlardaki malondialdehit (MDA) igerigi Olgiilerek
belirlendi. MDA igerigi, tiyobarbitiirik asit reaktivitesine dayanan Buege & Aust (1978)’un tanimladig1
metoda gore belirlendi. Orneklerdeki MDA konsantrasyonu, eksternal 1,1,3,3-tetraetoksipropan
standartlarindan tiiretilen, standart egri kullanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol/mg protein olarak ifade
edildi.

Siipernatantlardaki total protein konsantrasyonu, Bradford (1976) metoduna gore, sigir serum
albumin (BSA)’in standart olarak kullanilmasi ile belirlendi.

2.9. istatistiksel analizler

Calismadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 20.0 istatistik
paket programi (IBM SPSS Statistics)’nda, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile analiz edildi.
Gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi igin Duncan post hoc ¢oklu karsilastirma testi kullanildi.
Analizler sonucunda elde edilen veriler, ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel 5Snem
derecesi P< 0.05 olarak kabul edildi.

3. Bulgular
3.1. Histopatolojik degisimler

Kontrol grubuna ait siganlarin pankreas Kesitlerinde yapilan histolojik incelemeler sonucunda,
Langerhans adaciklarinin ve adacik hiicrelerinin normal goriiniimde olduklar gozlendi (Sekil 1A).
BPF’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarma maruz birakilan gruplarda ise hafif histopatolojik
degisimlerin meydana geldigi belirlendi. Bu gruplarda, pankreasin bazi Langerhans adaciklariin
kiigiildiikleri (atrofi) ve bu adaciklarin bazi hiicrelerinde vakuolar dejenereasyona sahip adacik
hiicrelerinin oldugu, gézlendi (Sekil 1B, C, D)
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Sekil 1. Farkli gruplarin H&E ile boyanmig pankreas kesitleri. A: Kontrol grubuna ait bir siganin normal
goriiniime sahip olan Langerhans adacigi. B: BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir
sicanin atrofiye olmus ve hiicrelerinde vakuolar dejenerasyon (oklar) meydana gelen
Langerhans adacigi. C: BPF’nin 100 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir siganin Langerhans
adaciginda hasarli veya dejeneratif hiicreler (oklar). D: BPF’nin 500 mg/kg v.a. dozuna maruz
birakilan bir siganin adacik hiicrelerinde vakuolar dejenerasyon (oklar).

3.2. Adacik morfometrisi

Langerhans adaciklarinda yapilan morfometrik 6l¢iimler (adacik ¢apt ve adacik alani)’e ait
degerler, Cizelge 1°de gosterilmistir. Adacik ¢ap ortalamasinin BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna maruz
birakilan grupta, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir degisim géstermedigi belirlendi
(p > 0.05). Ote yandan adacik ¢ap ortalamasmin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz
birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir seklide azaldigi gézlendi (p
< 0.05). Adacik alan ortalamasinin ise BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta, kontrol
grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim gostermedigi (p > 0.05) ancak BPF’nin 100 ve
500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde, azaldig
belirlendi (p < 0.05).

Cizelge 1. Farkli gruplara ait adacik ¢ap ve alan ortalamalar1. Veriler ortalama + standart sapma olarak
sunulmustur (n = 7). Degerler tizerindeki birbirinden farkli kiigiik harfler, Duncan post hoc ¢oklu
karsilastirma testine gore, ayni siitunda farkli gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml1 olan
farkliliklar1, ifade etmektedir (p < 0.05).

Grup Adacik ¢ap1 (um) Adacik alani (mm?)
Kontrol 155.53 £5.942 21.41+1.41°
BPF (20 mg/kg v.a.) 157.59 +£35.828 23.09 £9.142
BPF (100 mg/kg v.a.) 137.59 +23.78% 18.73 + 7.53%
BPF (500 mg/kg v.a.) 124.61 + 16.69° 13.73 £ 2.60°
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3.3. Pankreatik B hiicrelerinin immunohistokimyasal boyanmasi ve B indeks degerleri

Immunohistokimyasal olarak isaretlenen B hiicrelerinin, kontrol grubuna ait hayvanlarm
Langerhans adaciklarinda, ¢ogunlukla merkezi alanda lokalize olduklar1 ve giiglii immun boyanma
gosterdikleri gozlendi (Sekil 2A). BPF’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan
gruplardaki siganlarin adaciklarinin bazilarinda insiilin-pozitif  hiicrelerinde azalmalarin oldugu,
belirlendi. Ozellikle adacik hiicrelerinde vakuolizasyonun gdzlendigi alanlarda immun boyanmanin ¢ok
az oldugu veya hic¢ olmadig tespit edildi (Sekil 2B, C, D).

Sekil 2. Farkli gruplarin Langerhans adaciklarinda, immunohistokimya ydntemi ile boyanmis olan, 3
hiicreleri. A: Kontrol grubuna ait bir sicanin gii¢lii sitoplazmik immun boyanma (kahverengi)
gosteren ve ¢ogunlukla adacik merkezinde lokalize olan B hiicreleri. B: BPF’nin 20 mg/kg v.a.
dozuna maruz birakilan bir siganin Langerhans adaciginda azalmis olan [ hiicreleri. C: BPF’nin
100 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir sicanin Langerhans adaciginda azalmis olan 3
hiicreleri. Adacikta vakuolar dejenerasyon (ok) oldugu alanlarda immun boyanmanin
gerceklesmedigi goriilmektedir. D: BPF nin 500 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan bir siganin
Langerhans adaciginin merkezinde azalmis olan [ hiicreleri ve bir adacik hiicresinde vakuolar
dejenerasyon (ok).

Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait f hiicre indeks degerleri, Cizelge 2’de
gosterilmistir. Yukarida s6zii edilen gozlemler ile uyumlu olarak, 3 hiicre indeks degerlerinin, BPF’ nin
20, 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, azaldiklar

belirlendi (p < 0.05).

Cizelge 2. Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait § hiicre indeks degerleri. Veriler ortalama +
standart sapma olarak sunulmustur (n = 7). Degerler tizerindeki birbirinden farkli kii¢iik harfler,
Duncan post hoc ¢oklu karsilastirma testine gore, gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli
olan farkliliklar1, ifade etmektedir (p < 0.05).

Kontrol BPF BPF BPF
(20 mg/kg v.a.) (100 mg/kg v.a.) (500 mg/kg v.a.)
B hiicre indeksi (%)  75.67+4.172 70.64 + 4.60%® 66.91 + 5.69¢ 62.55+ 6.80°
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3.3. BPF’nin glukoz, HbAlc, C-peptid ve insiilin seviyeleri iizerindeki etkisi

Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait serum aglik glukoz, total kan HbAlc ve serum
C-peptid ile insiilin seviyeleri, Cizelge 3’de goOsterilmistir. Serum aglik glukoz, total kan HbAlc ve
serum C-peptid ile insiilin seviyelerinin, BPF uygulanan gruplarda kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel
olarak anlaml bir degisim gostermedikleri gozlendi (p > 0.05).

Cizelge 3. Kontrol grubuna ve BPF uygulanan gruplara ait serum aglik glukoz, total kan HbAlc, serum
C-peptid ve insiilin seviyeleri. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur (n = 7).
Aynu siitun igerisinde yer alan degerler tizerindeki harf (a), Duncan post hoc ¢oklu karsilagtirma
testine gore, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigimi ifade
etmektedir (p > 0.05).

Grup Glukoz (mg/dL) HbAlc (mg/dL) C-peptid (pg/mL) Insiilin (mIU/L)
Kontrol 198.20 +37.86 341+ 035 220843+ 69158 1.5+ 0322
BPF 198.66 = 6534 3.45+0.243 2324974592090 1.49+0.72,
(20 mg/kg v.a.)

BPF 1935754278 3.68+ 0.20° 2166.55+ 595.80°  0.98 +0.188
(100 mg/kg v.a.)

BPF a a a a
Go0 malkgva) | 16477%2066 3414033 2782.91 + 708.17 1,50+ 0.32

3.4. BPF’nin pankreas antioksidan savunma sistemi belirtecleri iizerindeki etkisi

BPF’nin, pankreasta antioksidan savunma sistem belirtecleri iizerinde olusturdugu etkiler,
Cizelge 4’te gosterilmistir. SOD aktivitesinin, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan
gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi (p < 0.05) ancak
BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) gozlendi. CAT
aktivitesinin, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna
kiyasla, istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldigi (p < 0.05) ancak BPF’nin 20 mg/kg v.a. dozuna
maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) belirlendi. GPx aktivitesinin BPF uygulanan biitiin
gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir gekilde diistiigii tespit edildi (p <
0.05). GST aktivitesinin, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol
grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlaml bir sekilde yiikseldigi (p < 0.05) ancak BPF’nin 20 mg/kg
v.a. dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) belirlendi.

Cizelge 4. BPF’ye maruz birakilan siganlarin pankreas bezinde antioksidan savunma sistem
belirteglerindeki degisimler. Degerler, ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n = 7).
Ayni siitun igerisinde yer alan degerler iizerindeki farkli harfler, Duncan post hoc c¢oklu
karsilastirma testine gore gruplar arasinda, istatistiksel olarak anlamli olan farkliliklar ifade
etmektedir (p < 0.05).

Belirteg Kontrol BPF BPF BPF
(20 mg/kgv.a.) (100 mg/kg v.a) (500 mg/kg v.a.)

SOD (U / mg protein) 0.17+£0.018°  0.15+0.019° 0.35 + 0.049° 0.39 +0.028°
CAT (umol/dk/g protein) 0.15+0.0228  0.17+0.024? 0.14 +0.035% 0.11+0.030°
GPx (U / g protein) 12.87 +£2.36% 12.16 + 1.44a° 8.83 £0.48° 9.93 +3.23bc
GST (nmol/dk/mg protein) 2.08£0.312 2.03 £0.50° 2.21£0.25% 2.52£0.09°
GSH (umol/mg protein) 29.23 + 1.45° 27.62 +2.16% 2377+ 1.41° 22.69 +3.93°
MDA (nmol/mg protein) 2.02 +0.25% 2.35+0.728 1.73+0.122 1.95 +0.442

GSH igeriginin, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol
grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 (p < 0.05) ancak BPF’nin 20 mg/kg v.a.
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dozuna maruz birakilan grupta degismedigi (p > 0.05) gozlendi. MDA diizeyinin, BPF’ye maruz
birakilan gruplarin herhangi birisinde kontrol grubuna kiyasla, istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gostermedigi belirlendi (p > 0.05).

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu c¢alismada BPF uygulanan gruplarda, baz1 adaciklarin kiigiildiigli ve adacik hiicrelerinde
vakuolar dejenerasyonlarin meydana geldigi gozlendi. Diger taraftan, BPF’nin bu c¢alismada secilen
konsantrasyonlarin aynisina, 14 giin boyunca maruz birakilan siganlarin pankreas, karaciger, bobrek ve
diger dokularinda herhangi bir histopatolojik degisimin meydana gelmedigi bildirilmistir (Higashihara
ve ark., 2007). Bu calismada adaciklarda belirlenen histopatolojik degisimlerin sebebi, uygulama
siiresinin daha uzun olmasindan kaynaklanabilir. Calismamizdaki gézlemler ile uyumlu olarak,
BPA’nin 100 mg/kg/giin dozuna 14 giin boyunca maruz birakilan sicanlarin pankreas Langerhans
adaciklarinda, vakuolar dejenerasyon gosteren hiicrelerin varligi tespit edilmistir (Yildiz ve ark., 2020).
Benzer sekilde, BPA’ya 50 mg/kg v.a. konsantrasyonda giinliikk olarak maruz birakilan si¢anlarin
Langerhans adacik hiicrelerinde, vakuolizasyon meydana geldigi, rapor edilmistir (Mohamed ve
Bastwrous, 2021). Buna karsilik, BPA’nin diisiik konsantrasyonlar1 (5, 50, ve 500 pg/kg/giin)’na oral
olarak 8 hafta siire ile maruz birakilan erkek sicanlarin Langerhans adaciklarinda ise herhangi bir
histopatolojik degisimin meydana gelmedigi belirlenmistir (Ozaydin ve ark., 2018). Dolayisiyla
caligmalarda bildirilen farkli histolojik gézlemler, se¢ilen bisfenoliin konsantrasyonundan ve uygulama
siiresinden kaynaklanmis olabilir.

Adacik cap ve alan ortalamalarinin, ¢alismada belirlenen histopatolojik gozlemler ile uyumlu
olarak, BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. dozlarinda anlaml1 diigiisler gosterdigi belirlendi. Benzer sekilde,
BPA’nin 100 mg/kg konsantrasyonuna intraperitoneal enjeksiyon ile maruz birakilan disi farelerin
Langerhans adaciklarinin boyutunda ve hiicre miktarinda azalmalarin meydana geldigi ve BPA’nin,
streptozotosinin adaciklarda olusturdugu lezyonlarin siddetini artirdigi ifade edilmistir (Arroyo-Salgado
ve ark., 2018).

Bu ¢aligsmada, insiilin pozitif B hiicre indeks degerlerinin, BPF’nin 20, 100 ve 500 mg/kg v.a.
dozlarina maruz birakilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla, distiigii belirlendi. BPA’nin diigiik
dozuna (50 pg/kg/giin) 35 hafta maruz birakilan erkek siganlarda, B hiicre kitlesinin yiikseldigi
belirlenmistir (Ding ve ark., 2014). BPA’nin diisiik konsantrasyonlar1 (5, 50, ve 500 pg/kg/giin)’na
maruz birakilan erkek si¢anlarda, adacik alaninda anlamli degisimlerin meydana gelmemesine karsilik,
en yiiksek BPA konsantrasyonunda insiilin immunreaktif  hiicre yiizdesinin, anlamli bir sekilde arttig
gozlemlenmistir (Ozaydm ve ark., 2018). BPA nin diisiik dozlarina (10 ve 100 pg/kg/giin) maruz
birakilan gebe farelerin erkek yavrularinda, dogum giiniinde ve dogumdan 20 ile 30 giin sonra,
Langerhans adacig1 B hiicre kitlesinde artisin meydana geldigi ve apoptozun azaldigi, gosterilmistir
ancak dogumdan 120 giin sonra yavrulardan alinan pankreas 6rneklerinde, Langerhans adacigi ( hiicre
kitlesinin kontroller ile esit diizeyde veya kontrollerden anlamli derecede daha diisiik seviyede oldugu
bildirilmistir (Garcia-Arévalo ve ark., 2016). BPA’ya 10 ve 100 pg/kg/giin dozlarda uzun siire maruz
birakilan gebe farelerin, Langerhans adaciklarinda 3 hiicre kitlesinin dogumdan 7 ay sonra azaldigi, 3
hiicre proliferasyonunun diistiigti ve p hiicre apoptozunun yiikseldigi bildirilmistir (Alonso-Magdalena
ve ark., 2006). Bir bagka calismada, BPA’ya diyet ile 25 mg/kg konsantrasyonda maruz birakilan gebe
farelerin fotiislerinde, immunohistokimyasal olarak isaretlenen insulin ifadesinin degismedigi ancak
glukagon ifadesinin arttig1 belirlenmistir (Whitehead ve ark., 2016). BPA’nin yiiksek dozlarina (1 ve
100 mg/L) igme suyu ile uzun iire (7 — 12 hafta) maruz birakilan obez olmayan farelerde insiilit
gelisiminin BPA tarafindan hizlandirildig: bildirilmis, ayn1 zamanda BPA’nin, insiilit gelisimden once,
adaciklardaki B hiicre apoptozunu uyardig: belirlenmistir (Bodin ve ark., 2013). Yildiz ve ark. (2020)
ise, yiiksek doz (100 mg/kg/giin) BPA’nin eriskin erkek sicanlarda, adacik ¢api, adacik alani ve B hiicre
alani izerinde anlamli farkliliklar meydana getirmedigini bildirmislerdir. Yapilan bir in vitro ¢alismada,
si¢an insiilinoma hiicre (INS-1)’lerinin BPA’ya diisiik konsantrasyonda ve kisa siireli olarak maruziyet
sonrasinda, hiicre canliliginda anlamli degisimlerin meydana gelmedigi ancak BPA’nin doz artisi ile
birlikte apoptozu uyararak hiicre canliligini azalttig1, ayn1 zamanda glukoz ile uyarilan insiilin salinimini
diistirdiigi ifade edilmistir (Lin ve ark., 2013). Benzer sekilde BPA’ya, in vitro’da uzun siireligine (72
saat) maruz birakilan sigan pankreatik B-hiicreleri (INS-1E)’nde, hiicre canliliginin ve insiilin
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sekresyonunun azaldig: bildirilmistir (Weldingh ve ark., 2017). BPA’ya in vitro’da maruz birakilan
murin pankreatik adaciklarinda, mitokondriyal membran potansiyelinin bozuldugu, reaktif oksijen
tiirlerinde artisin meydana geldigi ve apoptozun arttig1 bildirilmistir. Ek olarak BPA’nin, in vivo’da,
adaciklarin hasara kars1 verdigi yamit1 zayiflattigi ifade edilmistir (Carchia ve ark., 2015). BPF’nin
pankreatik [ hiicresi iizerindeki etkisine yonelik gegmiste yapilmis herhangi bir g¢alismaya
rastlanilamamigtir ve bu c¢alismada ilk kez, BPF’nin pankreatik [ hiicre ylizdesi lizerinde anlaml
azaliglara neden oldugu gozlenmistir. BPA ile yapilmis olan ve yukarida sozii edilen ¢aligmalar g6z
oniinde tutuldugunda BPA’nin, uygulama siiresine, uygulama konsantrasyonuna ve deneysel dizayna
bagl olarak, B hiicreleri iizerinde, artiglara ve azaliglara sebep olabilmektedir yahut herhangi bir
degisime neden olmamaktadir. Dolayisiyla, bu ¢alismada BPF nin [ hiicreleri lizerindeki azaltici etkisi
uygulanan konsantrasyonlarin yiiksek olmasina bagli olarak meydana gelen toksik etkilerden
kaynaklanabilir.

Bu ¢alismada serum aglik glukoz, total kan HbAlc ve serum C-peptid ve insiilin seviyelerinde,
anlaml degisimler gézlenmedi. Diisiik doz BPA’nin fareden izole edilen Langerhans adaciklarinda, ER
a araciligi ile insiilin igerigini artirdig1 belirlenmistir (Alonso-Magdalena ve ark., 2008). 17-f 6stradiol
(E2) ve BPA’ya maruziyetin erigkin farelerde pankreatik 3 hiicre insiilin igerigini, ER’ye bagimli bir
tarzda, artirdigi gozlenmistir (Alonso-Magdalena ve ark., 2006). BPA’ya maruz birakilan farelerde
yemek sonrasi hiperinsiilinemi ve insulin direnci ile birlikte, B hiicresi insiilin igeriginin arttigi,
bildirilmistir (Ropero ve ark., 2008). BPA’nin E2’yi taklit ederek veya E2’nin sahip oldugu ayni
potansiyel ile insiilin uyarim sinyali tirettigi,  hiicre tikenmisligine sebebiyet verdigi ve sonugta insiilin
direncine yol agabilecegi ifade edilmistir (Nadal ve ark., 2009). Pankreatik 3 hiicrelerinin E2 ve BPA’ya
nanomolar konsantrasyonlarda (1-10 nM) maruz birakilmasi sonucunda, potasyum kanallarinin inhibe
oldugu ve ERf’ya bagimli bir mekanizma vasitasiyla glukoz ile uyarilan insiilin salinimimnin artirdigi,
gbzlenmistir (Soriano ve ark., 2009 ve 2012). Ote yandan bu ¢alismadaki bulgulara benzer olarak,
BPA’nin diisiik dozlarina maruz birakilan siganlarda, pankreatik B hiicre miktarindaki artisa ragmen,
plazma glukoz ve insiilin seviyelerinin degismedigi rapor edilmistir (Ozaydin ve ark., 2018). BPA’nin
20 mg/kg v.a konsantrasyonuna 28 giin boyunca maruz birakilan erkek si¢anlarda, plazma insulin
diizeyinin arttig1 belirlenmistir (Agustine ve ark., 2019). Baska bir calismada ise, BPA’nin 20 ve 200
mg/kg v.a./glin dozlarina maruz birakilan erkek sicanlarda plazma insiilin diizeyinin arttig1 ancak aglik
kan glukoz diizeyinin degismedigi bildirilmistir (Indumathi ve ark., 2013). Pankreatik 8 hiicrelerinin
BPF’ye kisa siireli maruziyeti sonrasinda, potasyum iyon kanallarinin inhibe oldugu ve insiilin
salmiminin arttig1 bildirilmistir. Hiicrelerin BPF’ye uzun siireli maruziyetinde ise mekanizmalarin daha
kompleks oldugu ve artan insiilin saliniminin voltaj-kapili kalsiyum, sodyum ve potasyum kanallarinin
diizenlenmesi ile ilgili olabilecegi, ifade edilmistir (Marroqui ve ark., 2021). Bu calismada, BPF’ye
maruziyet sonrasinda pankreatik [ hiicre ylizdesinde bir azalma olmasina ragmen, plazma insiilin
diizeyinde anlamli degisimlerin meydana gelmedigi gozlendi. Bu durum BPF’nin BPA’ya benzer
sekilde, B hiicre insiilin salmimim artirmis olmasindan kaynaklanabilir. Bununla birlikte, BPF nin
plazma insiilin seviyesi ve glukoz homeostazisi iizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi i¢in daha detayli
caligmalarin yapilmas1 gerekmektedir.

Pankreas SOD aktivitesinin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. konsantrasyonlarinda anlamli
artislar gosterdigi gozlendi. SOD, siiperoksit anyon radikallerinin, hidrojen peroksit ve suya
doniistiiriilmesinde rol oynar ve antioksidan savunmanin ilk basamagini olusturur. SOD aktivitesindeki
artiglar, siiperoksit anyon radikallerinin seviyesindeki artislardan dolayr meydana gelmis olabilir.
Benzer olarak, BPA’ya maruz birakilan fare karacigerinde SOD aktivitesinin yiikseldigi bildirilmistir
(Kabuto ve ark., 2003). Yapilan baz1 in vitro ¢alismalarda, bu ¢alismada oldugu gibi BPA ve BPF’ye
maruz birakilan hepatositlerde SOD aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Kaya ve Kaptaner, 2016; Aykut
ve Kaptaner, 2021). CAT aktivitesinin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. konsantrasyonlarinda anlaml
azaliglar gosterdigi belirlendi. CAT, SOD aktivitesi sonucunda meydana gelen ve bir hidroksil radikal
Onciisii olan hidrojen peroksitin, indirgenmesini gerceklestirir. Bu calismaya benzer olarak, Macczak ve
ark. (2017), BPF’ye in vitro’da maruz birakilan insan eritrositlerinde CAT aktivitesinde diisiisler
oldugunu belirlemislerdir. Ullah ve ark. (2019) ise, BPF’ye i¢gme suyu ile maruz birakilan siganlarin
testis dokusunda CAT aktivitesinin azaldigini ifade etmislerdir. CAT aktivitesinde maydana gelen
azalmalar, BPA’ya maruz birakilan siganlarin kan plazmasinda da gdzlenmistir (Ozaydin ve ark., 2018).
Antioksidan enzimler, oksidan molekiillerin asir1 artisgindan dolay1 inhibe olabilir veya enzimin kendi
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substrati, bir oksidan olarak davranabilir. Dolayisiyla diisiik CAT aktivitesi, siiperoksit radikallerinin
iiretimi sonucunda hizlanan SOD aktivitesi sonucunda meydana gelen hidrojen peroksitin asirt bir
sekilde artmasindan, kaynaklanabilir (Pigeolet ve ark., 1990; Modesto ve Martinez, 2010; Aboul Ezz ve
ark., 2015). Bu ¢alismadaki bulgular ile uyumlu olarak Kabuto ve ark. (2003), BPA’ya maruz birakilan
siganlarin karacigerinde, SOD aktivitesindeki artislar ile birlikte, CAT aktivitesinin diistiiglinii rapor
etmislerdir.

GSH, antioksidan savunmanin ikinci basamaginda yer alan ve yapisinda sistein, g-glutamin ve
glisin igeren bir tripeptittir. Bu molekiil zenobiyotiklere direkt olarak baglanarak, onlarin detoksifiye ve
metabolize edilmelerini gerceklestirir. GSH’1n seviyesindeki artis ve azaliglar oksidatif stresin bir
gostergesidir (Meister ve Anderson, 1983). Bu ¢calismada pankreas GSH diizeyinin, BPF maruziyetinden
sonra azaldiglr ve bu azalmalarin BPF’nin 100 ve 500 mg/kg v.a. konsantrasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi. Bu bulgulara paralel olarak, in vitro’da yapilan ¢aligmalar, BPF’ye
maruz birakilan hiicrelerde GSH seviyesinin anlamli olarak azaldigini bildirmislerdir (Macczak ve ark.
2017; Aykut & Kaptaner, 2021). GSH seviyesindeki azalma, BPA’ya maruz birakilan siganlarin farkli
dokularinda da belirlenmistir (Kabuto ve ark., 2003; Aydogan ve ark., 2008; Korkmaz ve ark., 2010;
Ozaydin ve ark., 2018). GSH, zenobiyotiklerin zararl etkilerinin ortadan kaldiriimasi sirasinda GST
tarafindan kullanilan, bir konjugasyon molekiiliidiir. Dolayistyla artan GST aktivitesi, GSH havuzunda
diisiise neden olabilir (Minghong ve ark., 2011). BPA’nin si¢can karacigerinde, glutatyon rediiktaz
aktivitesini anlamli bir sekilde diisiirdiigii rapor edilmistir (Bindhumol ve ark., 2003). Bu ¢alismada
glutatyon rediiktaz aktivitesi 6l¢iilmemis olsa da, BPF’nin BPA’ya benzer olarak GSH sentezinde rol
oynayan bu enzimin aktivitesini diigiirmesi neticesinde, GSH seviyesi azalmis olabilir. Kisaca, GSH
seviyesindeki azalmalar, detoksifikasyon islevine bagli olarak asir1 kullaniminin ve sentezindeki
bozulmanin bir sonucu olarak, meydana gelmis olabilir.

Bu ¢alismada GPx aktivitesinin, BPF uygulanan biitiin gruplarda anlamli azaliglar gosterdigi
gozlendi. Benzer olarak, BPF’ye maruz birakilan insan eritrositlerinde, GPx aktivitesinin distiigii
bildirilmistir (Macczak ve ark. 2017). Ayrica, BPA’ya (50 mg/kg/glin) intraperitoneal olarak 5 giin
boyunca maruz birakilan sicanlarin bobrek dokusunda, GPx aktivitesinin azaldigi rapor edilmistir
(Kabuto ve ark., 2003). Ozaydin ve ark, (2018), BPA’ya 5, 50, ve 500 pg/kg v.a./giin konstrasyonlarina
8 hafta siire ile maruz biraktiklar1 sicanlarin kan plazmasinda, GPx seviyelerinde anlamli diisiislerin
meydana geldigini, bildirmiglerdir. Siipiiriicli bir antioksidan enzim olan GPx, GSH’1 kofator olarak
kullanir ve organik peroksitler ile lipid peroksitlerin indirgenmesini ger¢eklestirir. Bununla birlikte GPx
aktivitesi, GSH diizeyi ile yakindan iligkilidir ve GSH diizeyindeki azalmalar, enzimin aktivitesinin
azalmasina neden olabilir (Lukaszewicz-Hussain, 2003). Dolayisiyla, GSH’in GPx tarafindan
kullanilabilirliginin BPF maruziyeti sonucunda azalmasi, enzimin aktivitesinde diislislerin meydana
gelmesine yol agmis olabilir. Bu ¢alisma ile uyumlu olarak BPA’ya maruz birakilan siganlarin
karacigerinde de, GSH diizeyindeki azalmalar ile birlikte GPx aktivitesinin de diistiigii, rapor edilmistir
(Hassan ve ark., 2012; Abdel-Wahab ve ark., 2014).

GST, reaktif oksijen tiirlerine ve zenobiyotiklere kars1 hiicresel korunmada kritik rol oynayan,
bir faz-1I detoksifiye edici enzimdir. Bu enzim endojen ve eksojen elektrofilik maddelere, GSH’1n
konjuge edilmesini gerceklestirir (Li, 2009). Calismamizda, GST aktivitesinin, BPF’nin 100 ve 500
mg/kg v.a. dozlarina maruz birakilan gruplarda anlamli bir sekilde yiikseldigi belirlendi. BPF’nin
siganlarda GST aktivitesi lizerindeki etkisine iliskin herhangi bir ¢alismaya rastlanilamamistir ancak bu
calismaya benzer olarak, BPA’nin 25 mg/kg konsantrasyonuna 6 hafta boyunca maruz birakilan
siganlarin kalp dokusunda GST aktivitesinde artis meydana geldigi bildirilmistir (Aboul Ezz ve ark.,
2015). Yiikselen GST aktivitesi, BPF nin metabolize edilmesi sonucunda meydana gelen serbest radikal
artisindan kaynaklanabilir (Minghong ve ark., 2011; Kaya ve Kaptaner, 2016; Aykut ve Kaptaner,
2021).

MDA, lipid peroksidasyonunun temel iirliniidiir ve oksidatif hasarin 6nemli bir gostergesidir
(Ayala ve ark., 2014). Yapilan in vitro ¢alismalarda, BPF’nin hiicrelerde MDA igerigini artirdig
belirlenmistir (Maéczak ve ark. 2017; Aykut ve Kaptaner 2021). BPF’ye maruz birakilan siganlarin
testis dokusunda ise lipid peroksidasyon diizeyinin arttigi bildirilmistir. BPA’ya maruz birakilan
siganlarin, farkli dokularinda da lipid peroksidasyon seviyesinin ylikseldigi gézlenmistir (Bindhumol ve
ark., 2003; Aydogan ve ark., 2008; Korkmaz ve ark., 2010; Hassan ve ark., 2012; Abdel-Wahab ve ark.,
2014). Ancak bu calismada, pankreas MDA igeriginde anlamli degisimlerin meydana gelmedigi
belirlendi. Benzer olarak Kabuto ve ark. (2003), BPA’nin 25 ve 50 mg/kg konsantrasyonlarina
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intraperitoneal olarak maruz birakilan farelerin karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularinda, reaktif
oksijen tiirlerinde anlamli artislar gozlenmesine ragmen, MDA diizeylerinin degismedigini
bildirmiglerdir. Pankreas MDA diizeylerinin BPF’ye maruziyet sonrasinda degisimler gostermemesi,
uygulama siiresinin kisa olmasindan kaynaklanabilir.

Sonug olarak BPF’nin sigan pankreatik Langerhans adaciklarinda hafif histolojik degisimlere
sebep olmasina ragmen, adacik ¢ap ortalamalari ile alan ortalamalarinda ve 3 hiicre ylizdesinde anlamli
azalmalara yol actigi belirlendi. Aym1 zamanda BPF’nin pankreasta antioksidan savunma sistemi
belirteglerinde degisimlere yol agtigi gozlendi. Bu da BPF’nin pankreas antioksidan dengesini
bozabildigini ve dokuda oksidatif stresi tetikleyebilecegini gdstermektedir. Ote yandan, glukoz
homeostazisinde onemli belirtecler olan, aclik kan glukoz, total HbAlc, C-peptid ve insiilin
diizeylerinin, BPF maruziyeti sonrasinda anlaml degisimler gostermedigi belirlendi. Boyle bir etkinin
altinda yatan sebeplerin aydinlatilmasi i¢in daha detayli ve uzun siireli ¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Elde edilen sonuglar BPF’nin, BPA’nin yerine giivenilir bir alternatif olarak,
kullanimina dikkatle yaklasilmasi gerektigini gdstermektedir.
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