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OZET

BPA’nin Otesinde: Deniz Modellerinde BPE, BPZ ve BADGE ’nin
Sucul Organizmalar Uzerine Fizyolojik Etkilerinin Ekotoksikolojik Bir
Bakis Acisiyla Degerlendirilmesi

NALBANTLAR, Beyza
Doktora Tezi, Su Uriinleri Temel Bilimler Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ozlem CAKAL ARSLAN
Eyliil 2023, 109 sayfa

Insanlik var olma siirecinin baslangicindan beri siirekli olarak hem bulundugu
cevreden etkilenmekte hem de bulundugu cevreyi etkilemektedir. Cevreye giris
yapan cesitli sayidaki kimyasal/kirleticilerden biri bisfenol gruplaridir. Plastik
olmak iizere ¢esitli uygulamalarda polimer olarak kullanilan Bisfenol A’nin basta
endokrin bozucu etkisi olmak {izere, canlilarda olumsuz bir¢ok etkisinin ortaya
cikmasindan sonra kullaniminda kisitlamaya ve engellemeye gecilmistir. Bu
stirecin hemen akabinde “bisfenol analoglar1” olarak adlandirilan Bisfenol A
tiirevleri ¢cevreye giris yapmistir. Bu tezde analoglardan Bisfenol E (BPE), Bisfenol
Z (BPZ) ve Bisfenol A diglisidil eter’in (BADGE) biyoindikator tiir olan Mytilus
galloprovincialis lizerindeki etkileri arastirilarak ekotoksikolojik profillerinin

ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Calismada BPE, BPZ ve BADGE’nin midyeler (Mytilus galloprovincialis)
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in farkli test yontemleri uygulanmustir.
Istatiksel analizler ile degerlendirme yapilarak BPA ile karsilastirilmistir. Genel
olarak her ii¢ analogun midye iizerinde farkli toksik etkilere yol actiklar
belirlenmistir. Fertilizasyon basarisini ve larval gelisim siirecini etkilemekle
beraber, histolojik a¢idan dejenerasyona yol agtiklari, genotoksik etkiye ve apoptoz

indiiklenmesine neden olduklar1 saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: BPE, BPZ, BADGE, BPA, Mytilus galloprovincialis,

Mikroniikleus testi, Apoptoz, Histopatoloji, Fertilizasyon ve embriyotoksisite.






ABSTRACT

Beyond BPA: Evaluation of The Physiological Effects of BPE, BPZ,
and BADGE on Aquatic Organisms in Marine Models from an
Ecotoxicological Perspective

NALBANTLAR, Beyza

PhD in Marine and Inland Water Science
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem CAKAL ARSLAN
September 2023, 109 pages

Since the beginning of the human existence process, it has been constantly
affected by the environment and affects the environment in which it is located. One
of the various chemicals/pollutants entering the environment is bisphenol groups.
The use of Bisphenol A, which is used as a polymer in various applications,
including plastic, has been restricted and prevented after the emergence of many
negative effects on living things, especially its endocrine-disrupting effect.
Immediately after this process, bisphenol derivatives called “bisphenol analogs”
entered the environment. This thesis aims to reveal the ecotoxicological profiles of
the analogs Bisphenol E (BPE), Bisphenol Z (BPZ), and Bisphenol A diglycidyl
ether (BADGE) by investigating the effects on the bioindicator species Mytilus

galloprovincialis.

In the study, different test methods were applied to determine the effects of
BPE, BPZ, and BADGE on mussels (Mytilus galloprovincialis). It was evaluated
with statistical analysis and compared with BPA. In general, it has been determined
that all three analogs cause different toxic effects on mussels. It has been determined
that although they affect the fertilization success and larval development process,
they cause degeneration in terms of histology, cause genotoxic effects, and induce

apoptosis.

Keywords: BPE, BPZ, BADGE, BPA, Mytilus galloprovincialis, Micronucleus
Assay, Apoptozis, Histopathology, Fertilization and embryotoxicity.






ONSOZ

Bu tez c¢alismasi, Prof. Dr. Ozlem CAKAL ARSLAN damsmanhg ile
tamamlanmis, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’ne doktora tezi olarak
sunulmustur. Bu ¢alismada, Bisfenol A’nin yerine kullanilan Bisfenol E, Bisfenol
Z ve Bisfenol A diglisidil eter’in midyeler iizerindeki etkileri arastirilarak

yorumlanmustir.

Calisma midyelerin maruz birakildigit BPE, BPZ, BADGE ile ilk kez
gerceklestirilmektedir. Arastirma sonuglari, diger analoglar ve farkli tiirlerle
gerceklestirilecek olan diger caligmalara 1s1k tutarak, daha fazla caligmanin
yapilmasina gereklilik oldugunu savunmaktadir. Sucul ekosistemin giivenligi ve
stirdiiriilebilirligi i¢in olusturulacak yasal diizenlemeler agisindan 6nem arz etmekle
beraber eylem planlarinin belirlenmesinde bir perspektif olusturarak yarar

saglayacaktir.
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1. GIRIS

Insanoglu var oldugu dénemden bu yana daha iyi bir yasam icin gelisme adi
verilen bir siireci yasamaktadir. Gelismenin bir mihenk tasi oldugu diisiiniilen
sanayi devrimi ile iiretim hizla artmis ve gesitli iirlinlerle beraber bu iirlinlerin
yapiminda kullanilan kimyasallar da hayatimiza giris yapmistir. Cevreye giris
yapan ve her gecen giin sayist artan bu kimyasallar/kirleticiler dogal ekosistemin
her bir 6gesi i¢in tehlike olusturmaya baslamistir. Dogal ekosistemin bir pargasi
olan sucul ekosistemlerde bu tehlikeyle karsi karsiya kalmaktadirlar. Sucul
ekosistemlere kazara ya da bilerek birakilan c¢esitli sayida kimyasallar/kirleticiler

bulunmaktadir.

Kimyasallar/kirleticiler sucul ekosisteme giris yaptiktan sonra kimyasal,
biyolojik, fiziksel olmak iizere farkli bir dizi siirecten gegmektedirler. Kimyasallar
belirli siireglerle (fotoliz, hidroliz, ph vb...) pargalanarak ikincil {iriinlere
doniistiikleri gibi, biyolojik olarak ksenometabolizma siireclerinde detoksifiye
olmasi, Faz I ve Faz II detoksifikasyon siireclerinde zararsiz/zararli metabolitlere
doniismesi s6z konusudur. Biyolojik olarak ksenometabolizma siire¢lerinde ortaya
cikan metabolitler; esas maddeden daha toksik olarak ortaya cikabilmektedirler.
Kimyasallarin fizikokimyasal 6zellikleri degredasyon siirecinde oldukca énemlidir.
Molekiiler agirlik, erime/kaynama noktasi, buhar basinci, suda ¢oziinebilirligi,
oktanol/su partitisyon katsayisi, dayanikliligi, adsorpsiyon/desorpsiyon 6zellikleri,
ucuculuk gibi ozellikler kimyasallarin sucul ekosistemlerdeki kaderini
etkilemektedir. Kimyasallarin ¢evresel akibetinin belirlenmesinde fiziko-kimyasal
siiregler ve kimyasal analizler belirte¢ olsa da, sucul ortamdaki etkilerinin ve etki
mekanizmalarinin tahmin edilmesi i¢in ekotoksikolojik testlerin ve test canlilarin
secilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ekotoksikolojik ¢aligmalarin temelinde
kirletici/kimyasallarin ¢evreye giris yaptiktan sonra, her bir trofik seviyede yer alan
organizmalar lizerindeki olasi etkilerin olugabileceginin belirlenmesi i¢in biyolojik
testlerin yapilmasi yatmaktadir. Sonraki asamada ise belirlenen etkilerin
poplilasyon ve komiinite iizerinde yaratabilecegi olast olumsuz sonuclarin neler
olabilecegi ortaya cikarilmaya ¢alisilir. Ayn1 zamanda ekotoksikolojik ¢alismalar;
tim sucul ekosistemin korunmasi, siirdiiriilebilirligi, gilivenligi i¢in alinmasi

gerekebilecek eylem planlariin belirlenmesinde yardime1 olmaktadir.



Kimyasallar/kirleticiler organizma Tlizerinde farkli bir¢ok etkiye neden
olabilmektedir. Bu etkilerin belirlenmesi icin akut ve sublethal toksisite testleri
kullanilmaktadir. Akut toksisite testleri ile belirlenen LCso/ECso degerlerinden
sonra subletal toksisite testlerine odaklanilarak farkli parametrelerle
incelenmektedir. Bu parametreler fizyololojik ¢alismalart (fotosentez, solunum,
beslenme, kalp atis hizi vb.), biyokimyasal calismalari (enzim aktiviteleri,
hormonal fonksiyonlar vb.), lireme c¢alismalari (dollenme, embriyo gelisimi,
yumurta ve spermlerin kalitesi vb.), genetik ¢alismalart (kromozom hasarlari,
mutajenik, teratojenik, karsijonik vb.), histopatolojik ¢alismalart (anormal
biiyiimeler, doku hasarlar1 vb.) igermektedir. Indikatdr canlilar ve test protokolleri
ile yapilan arastirmalarla kimyasallarin sublethal etkileri ortaya ¢ikarilarak genel
anlamda toksikolojik profilleri olusturulmasi hedeflenmektedir. Ozellikle sucul
ekosisteme girig yapan yeni kimyasallarin sublethal etkilerinin (iireme, genetoksik,
endokrin bozucu vb.) belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii belirlenen bu etkiler
bir sonraki caligmalarin temelini olugturarak kapsamli aragtirmalarin yapilmasina
olanak saglayacaktir. Ayrica hem sucul ekosistemin hem de insan saglig1 agisindan

ne tiir bir risk olusturabileceklerini gostergesi olarak goriilmektedir.

Kimyasallarin etkilerinin bilinmesiyle beraber kullanim alanlarina gore yeni
ya da ayn1 kimyasallarin analoglar1 iiretilmeye baslanmistir. Asil kimyasal yerine
iiretilen analoglar daha zararsiz olabilecekleri gibi daha veyahut benzer derecede
toksik olma potansiyeline sahip olabilmektedirler. Uretilen bu kimyasallarmn dogal
ekosistem i¢in olusturabilecekleri riskler ise belirsiz olmakla beraber giivenirlikleri

stiphelidir.

1.1. Bisfenol A (BPA)

Endokrin bozucu bilesikler (EDC) endojen hormon tepkilerini uyarabilen veya
baskilayabilen, canli organizmalarin lireme ve gelisim siireglerine miidahale
etmekten sorumlu olan eksojen maddeler olarak tanimlanmaktadirlar (Ghosh et al.,
2022; Rosenfeld, 2021; Metcalfe et al., 2022). Su ana kadar Avrupa Birligi
tarafindan yaklasik 900 kimyasal endokrin bozucular olarak tanilanmistir ve kabul
edilmigtir (Plattard et al., 2021; EU, 2020). Endokrin aktiviteye sahip bilinen
maddeler arasinda antropojenik (sentetik hormonlar (dietilstilbestrol, 17-o-
etinilestradiol), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), pestisitler, poliklorlu
bifeniller, bisfenol A (BPA) ve anologlar1 ve dogal olarak olusan kimyasallar (dogal
hormonlar (estron, estradiol, estriol, progesteron, testosteron), fitodstrojenler)

bulunmaktadir (Czarny et al., 2017).



Ik olarak 1891 yilinda sentezlenen BPA, iki hidrofenoksil grubu igeren difenil
metan tlirevidir. 1957 yilindan bu yana ticari {iriin olarak polikarbonat plastiklerin
ve epoksi reginelerin liretimi i¢in bir monomerdir. Ayrica, termal kagitlarda renk
gelistirici bir madde olarak kullanilmaktadir (Zhou et al., 2021; Vaccher et al.,
2022; Xing et al., 2022). Plastik kaplar ve siseler, yemek takimlari, oyuncaklar,
tibbi ekipmanlar, dis dolgu malzemeleri, polivinil kloriir borulari, sigara filtreleri,
otomobil pargalar1 ve metal gida kutularinin i¢ kaplamalar1 dahil olmak {izere
bir¢ok iirlinlin imalat1 i¢in bir hammaddedir (Pelch et al., 2019; Adhikary, 2021,
Tarafdar et al., 2022). 2015 yilinda, 7,7 milyon metrik tona yakin BPA {iretimi
gerceklesmistir ve 2022 yilinda yaklasik 10,6 milyon metrik ton iiretiminin oldugu
diisiiniilmektedir (Fabrello and Matazzo, 2022). Yiiksek iiretimi ve kullanimiyla
cevreye giris yapmast kaginilmaz olan bu kimyasal su, toprak, sediment, i¢ mekan
tozlari, insan dokular1 olmak tizere farkli ¢evresel bdliimlerde tespit edilmistir
(Kang et al., 2006; Roark, 2020). Bisfenol A’nin yillar igerisinde yapilan ¢ok
sayidaki aragtirmanin sonucunda endokrin bozucu olmasinin yani sira
kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, diyabet, ireme bozukluklar1 ve meme kanseri
gibi olumsuz saglik etkilerine neden olabilecegini gosteren caligmalar
bulunmaktadir (Rochester, 2013; Giulivo et al., 2016; Ziv-Gal and Flaws, 2016).
Hem insan hem de diger tiim canlilar i¢in risk olusturdugu ve olumsuz bir¢ok etkiye
neden oldugu ortaya ¢ikmasindan sonra bisfenol A’nin tiretimi/kullanimi ile ilgili
kisitlamaya gidilmistir. Ilk olarak, 2010 yilinda Kanada’da biberonlarin iiretiminde
kullanim1 yasaklanmigtir (Czarny- Krzyminska, et al., 2023). Daha sonra Avrupa
Birligi ve Amerika Birlesik Devletler’inde, 2011-2012 yillarinda polikarbonat
biberonlarda kullanimlar1 yasaklanmistir (EU, 2011; FDA, 2012). Avrupa
Kimyasallar Ajans1 (ECHA) Ostrojenik aktivitesinin bir sonucu olarak bisfenol A’y1
yiiksek onem arz eden bir madde olarak siniflandirmistir (ECHA, 2017). 2020
yilinda ise termal kagittan kaynaklanan bisfenol A maruziyetini azaltmak amaciyla
Avrupa Birligi, termal kagitlarda bisfenol A’nin icerigini agirlik¢a %0,02'nin altina
diisiirmiistiir (Czarny-Krzyminska, et al., 2023). Avrupa Komisyonu diizenlemeleri
uyarinca, oyuncaklarin ve gida ile temas eden malzemelerin {iretiminde bisfenol
A’nin kullanimina sirasiyla 0,04 mg kg™! ve 0,05 mg kg™! 6zel migrasyon limitiyle

(SML) izin verilmektedir (EU, 2017; EU, 2018).



Cesitli kisitlamalarin/yasaklamalarin gergeklestirilmesinin akabinde Bisfenol A
yerine gegebilecek kimyasal liretimine baslanilmistir. BPA analoglar1 olarak
adlandirilan bu yeni kimyasallar dogal ekosistemin bir pargasi olma yolunda hizla

ilerlemektedirler.

1.2. Bisfenol Analoglar:

Bisfenol analoglari, bisfenol A’ya benzer kimyasal yapilarla birbirine
baglanmis iki fenol grubundan olusmaktadirlar. Hem iki hidroksifenil arasindaki

kimyasal grup hem de bromlu ve klorlu bilesiklerin mevcudiyeti bakimindan diger

»’ [ £ <g—/> } @\
A\ ® O /‘>£‘\ O /\7\
L J@N{Q o, OLe 5

BPA
BPB
BPAF BPAP BPBP

A /\Q? Reied

BPF BPG BPZ BPFL

BPM

BPC BPE

oD @ . O By oyt
: Mﬁ )2:}@ 0* :©/ ‘O c c

BPP BPPH BPS — BADGE

Sekil 1.1. Bisfenol analoglar1

kimyasal gruplarindan farklhidirlar. ECHA (2021) raporuna gore bisfenol yapisina
sahip 17 bisfenol vardir. Bisfenollerde ortak yapisal 6zelliklere sahip olan ve
bisfenol tiirevleri olarak adlandirilan toplam 148 madde bulunmaktadir (Sekil 1.1)
Molekiiler agirliklart ve Cas numaralar1 yer alan Cizelge 1.1.°de su ana kadar
bilinen bisfenol analoglar1 yer almaktadir. Tiim bisfenol analoglari ile ilgili ayni
diizeyde bilgiler bulunmamaktadir. Bisfenol analoglarindan en fazla bilgiye sahip
olunanlar BPS, BPF, BPAF olarak siralanabilir.



Cizelge 1.1. Bisfenol analoglarinin cas numaralar1 ve molekiiler agirliklar

Kimyasal Ad1 Cas numarasi
Molekiiler agirhik (g/mol)

Bisfenol A 80-05-7 228,29
Bisfenol AF 1478-6 1-1 336,23
Bisfenol AP 1571-75-1 290,36
Bisfenol B 77-40-7 242,32
Bisfenol BP 1844-01-5 352,43
Bisfenol C 79-97-0 256,34
Bisfenol F 620-92-8 200,23
Bisfenol E 2081-08-5 214,27
Bisfenol G 127-54-8 312,45
Bisfenol M 13595-25-0 346,46
Bisfenol P 2167-51-3 346,46
Bisfenol S 80-09-1 250,27
Bisfenol Z 843-55-0 268,36
Bisfenol A diglicidil eter 1675-54-3 340,4
Bisfenol PH 24038-68-4 380,48
Bisfenol FL 3236-71-3 350,41
Bisfenol TMC 129188-99-4 310,43

Bisfenol analoglarindan Bisfenol S (BPS), Bisfenol F (BPF) ve Bisfenol AF
(BPAF), Bisfenol A yerine polikarbonat plastiklerin ve epoksi reginelerin
iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Bousoumah et al., 2021; Shamhari et
al., 2021). Ayrica BPS'nin epoksi yapistiricilar, termal makbuz kagitlari, boya katki
maddelerinde (Chen et al., 2016); BPF’nin gida ambalajlarinda, astarlarda, su
borularinda, dis dolgu macunlarinda, cilalarda, endiistriyel zeminlerde (Chen et al.,
2016; Rochester and Bolden, 2015); BPAF’ nin elektronikte ve optik fiberlerde
capraz baglayici gibi yaygin polimer uygulamalarinda, poliamidler, polyesterler,
polikarbonat kopolimerler ve 6zel polimerler i¢in yiliksek performansli bir monomer
olarak kullanildig: bilinmektedir (Chen et al., 2016).

Bisfenol AP (BPAP)’nin plastik, kaucuk, polimer malzemelerin
sentezlenmesinde, kimya endiistrisinde ve medikal endiistrisinde plastiklestirici ve
alev geciktirici olarak kullanilmaktadir, benzer sekilde Bisfenol C (BPC)’de alev
geciktirici olarak endiistriyel tirlinlerin tiretiminde yer almaktadir (Han et al., 2021).
Analoglardan Bisfenol C, Bisfenol E ve Bisfenol Z kisisel bakim {irtinleri, gida

ambalajlar1 ve kagit lirtinlerinde bulunmaktadirlar.



BPE, plastik malzemelerin saglamlastirilmast  (sertlestirilmesinde)
islemlerinde (Lee et al., 2019); BPZ ise fensiklidin (PCP) gibi anestezik
kimyasallarin sentezinde kullanilabilmektedir (Schmidt, 2013). Yiiksek iiretim
hacimli oldugu bilinen BADGE epoksi recinelerinin iiretiminde bir monomer
olmakla beraber, yiyecek ve icecek kaplarinin kaplama malzemesi, antikorozitif
kaplama ve dis kompozitlerin kaplama maddesi olarak iiretim icerisinde yer
almaktadir (Chamorro-Garcia et al., 2012; Szczepanska et al., 2019; Miyazaki et
al.,2020; Zhag et al, 2021). Yine alev geciktirici olarak kullanilan
tetrabromobisfenol A (TBBPA) ve tetrabromobisfenol S (TBPS) ve bunlarin
analoglari/tiirevleri olarak tanimlanan bromlu bisfenoller tiretilmistir (Liu et al.,
2016). Bisfenol M (BPM), Bisfenol C (BPC), Bisfenol P (BPP), Bisfenol E (BPE),
Bisfenol Z (BPZ), Bisfenol AP (BPAP) farkli ve gesitli iiriinlerin {iretimi esnasinda
kullanilmalarinin yani sira plastik, regine, dental iirlinlerde polimer olarak goérev
almaktadirlar (Owczarek et al., 2018). Farkli ve ¢esitli liriinlerin liretimi asamasinda
kullanilmalarinin bilinmesine karsilik genel olarak tiim analoglarin iiretim ve
kullanim miktarlar1 hala tam olarak bilinmemektedir. Analoglarin bir¢cogu iiretim
asamasinda polimer gorevine sahip olmalar1 sonucunda kuskusuz {iiretim
miktarlariin tahmin edilen ya da tespit edilebilen degerlerden daha yiiksek olacagi
yoniindedir. Su ana kadar rapor edilen miktarlara bakildiginda 2016 yilinda Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan BPS’nin yillik tiretiminin 1000-10000
ton oldugu, BPAF’nin 100-1000 ton oldugu yoniindedir (EFSA, 2020). Ayni
raporda bromlu bisfenoller arasinda yillik en yiiksek iiretimin TBBPA’nin 170.000
metrik ton/yil oldugu bildirilmistir. Bir diger analog BADGE iginse, 2015 yilinda
sadece ABD’de yillik iiretimin 453-9072 ton oldugunun tahmin edildigi rapor
edilmistir (Wang et al., 2021). Diger analoglarin iiretim ve kullanim miktarlari ile
ilgili bilgi bulunmamasina karsilik endiistriyel iriinlerinde kullanilmalar1 goz
online alindiginda sucul ekosisteme girisleri ve insan maruziyeti kaginilmaz

olmaktadir.

1.3. Bisfenol Analoglarinin Sucul Ekosisteme Girisi

BPA ve analoglarinin varli§i antropojenik bir aktivitenin sonucu olmakla
beraber (Huang et al., 2012), {iretimleri ve kullanimlar1 esnasinda ve bertaraf
edilmeleri sirasinda da gevreye girisleri meydana gelebilmektedir (Liu et al., 2021).
Yine yapilan ¢alismalar, BPA ve analoglarinin yiiksek sicaklikta, asidik veya alkali
ortamlardaki diflizyonu ve hidrolizi sirasinda bisfenol bazli malzemelerden
(polikarbonat ve epoksi regineler) cevreye gegis yapabilecegini gostermektedir
(Michatowicz, 2014; Muhamad et al., 2016; Usman and Ahmad, 2016; Wu et al.,



2018; Cantoni et al., 2021). Yaygin olarak kullanilan bu analoglar sucul
ekosistemlere Oncelikle bisfenollerin ve bisfenollere dayali iiriinlerin iiretimi,
aritilmasi ve islenmesi ile ilgili tesislerdeki atik su desarjlarindan, atik su aritma
islemleri sirasindaki verimsiz (yetersiz) giderimden, diizenli depolama
alanlarindaki sizint1 sularindan ve evsel kati atiklarindan giris yapmaktadirlar (Im
and Loffler, 2016; Godiya and Park, 2022; Huang et al., 2021; Liu et al., 2021).
BPA konsantrasyonlarinin (<LOD-2780.0000 pg L 1) diger analoglara gore ¢ok
daha yiiksek olmasiyla beraber analoglar arasindan BPS, BPF ve BPAF’nin
(<LOD-3.8400 pg L°1) tespit edilme sikli1 ve belirlenen konsantrasyonlar1 BPA
icermeyen lirlinlerin tiretiminde kullanildigin1 gostermektedir (Ballesteros-Gomez
et al., 2007; Bahramifar et al. 2014; Caban and Stepnowski, 2020; Cesen et al.,
2018; Fries et al., 2016; Gorga et al., 2013).

Huang et al., (2020) tarafindan gergeklestirilen calismada atik suyun
girisindeki ve ¢ikisindaki BPA ve analoglarinin seviyelerini arastirmiglardir.
Calismada bisfenollerin uzaklastirilmasinda atik su aritma tesislerinin yeteriz
oldugunu belirlemislerdir ve atik su aritma tesislerinden bosaltilan atik sularin sucul
ekosistemlerdeki bisfenollerin varligi acisindan Onemli bir kaynak teskil
edebileceklerini rapor etmislerdir. Ayrica, ¢alismada giris ve c¢ikis sularinda
belirlenen XBPs (BPA, BPAF, BPBP, BPC, BPE, BPF, BPG, BPS ve BPZ)
konsantrasyonlarmin sirastyla 0,6653-5,4495 ve 0,0380-2,8415 pg L' arasinda
degismekte oldugu tespit edilmistir. Bir bagka calismada ise, hastane atik sular1 ve
depolama sahasi sizint1 sular1 incelenmistir. Her iki alan i¢cin BPA, BPAF, BPAP,
BPBP, BPE, BPF, BPG, BPP, BPS ve BPZ’nin belirlenen konsantrasyonlar
sirastyla <LOD-0,9730 ve <LOD-27,6000 pg L'! oldugu rapor edilmistir (Huang et
al., 2021). Bu calismalar goz Oniine alindiginda, bisfenol analoglarinin sucul
ekosisteme depolama sizint1 alanlar1 haricinde hastane atik sular1 aracilifiyla da

giris yaptig1 ve 6nemli bir girdi kaynagi olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Sucul ekosisteme girisinin bir diger kaynagi ise, bisfenollerin hidrofobik (su
sevmeyen) olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bisfenoller bu 6zellikleri nedeniyle
kanalizasyon c¢amurunu adsorbe edebilmektedirler. Bununla ilgili yapilan bir
calismada, atik su tortusundaki XBP'lerin (BPA, BPAF, BPBP, BPC, BPE, BPF,
BPG, BPS ve BPZ) konsantrasyonlar1 0,2690-2,0909 pg g! olarak rapor edilmistir
(Huang et al.,, 2020). Artma c¢amurunun tarimda giibre olarak kullanilmasi,
adsorplanmis bisfenol analoglarinin topraga ve yer alt1 sularma salinmasina yol
acabilecegi bildirilmistir (Hu et al., 2019; Liu et al., 2021). Uretildikleri ve

kullanildiklar1 fabrikalardan ve bunlara dayali iiriinlerin yakilmasi sirasinda da gaz



olarak atmosfere salinabilirler (Xing et al., 2022). Ayrica binalarin dis duvarlarina
dosenen yalitim levhalarinin iiretiminde kullanilan fenolik recinenin sentezi igin
bir¢ok bisfenol analogunun kullanilmasi (Zhao et al., 2021) sonucunda sehirlerden
ve tarim arazilerinden gelen yagis araciligiyla da sucul ortam i¢in noktasal olmayan

onemli bir bisfenol kaynag1 olmaktadirlar.

Genel olarak bir kimyasalin molekiiler agirligi, molekiiler yapisi,
biyokonsantrasyon faktorii (BCF), oktanol-su partitisyon katsayist (log Kow),
sudaki ¢oziiniirliikleri, yarilanma Omiirleri, biyoakiimiilasyon faktorii (BAF) ve
biyotransformasyon yari-Omiirleri, sucul ekosistemlere giris yaptiktan sonraki
davranisi i¢in bilgi saglamaktadir. Tiim kimyasallar i¢in spesifik olarak tespit edilen
bu degerler onlarin sucul ortamdaki ¢evresel kaderlerinin tahmin edilmesine
yardimci olmaktadir. Bunlardan oktanol-su partitisyon katsayisi ise ayr1 bir dneme
sahipir. Log Kow>3ten biiylik olan kimyasallarin organik maddelere baglanmasi
ve biyolojik olarak birikmesi s6z konusudur; Log Kow<3’ten kii¢iik ise bu
kimyasallarin su kolonunda yer alacagi sonucuna varilmaktadir (Parlak vd., 2011).
BPA’nin tahmin edilen log Kow degeri 3,64 iken BPAF, BPAP, BPB, BPBP, BPC,
BPFL, BPG, BPM, BPP, BPE, BPZ, BADGE, TBBPA gibi bir¢ok bisfenol analog
yiiksek log Kow (3,19-7,34) degerine sahiptir (Czarny-Krzyminska et al., 2023).
Bu analoglarin BPA’dan daha fazla biyolojik olarak birikebilme potansiyellerine
sahip olduklarini diistindiirmektedir. BPS, BPF ve BPSIP gibi analoglarin log Kow
degerleri<3’ten (1,65-2,42) disiiktiir (Czarny-Krzyminska, et al., 2023) ve bu
analoglarin hidrofilik (su seven) dogasini ve suda c¢oziinebilme egilimlerini

yansitmaktadir.

Avrupa Birligi Kimyasallarin Kaydi, Degerlendirmesi ve izni (REACH)
kriterlerine gore, BCF>2000 kg L' olan kirleticiler biyobirikimli olarak kabul
edilmektedirler (Arnot et al., 2022). BPBP, BPFL, BPG, BPM, BPP, BPPH,
BPZ’nin tahmini BCF'si 4,74 x 103 ila 1,1 x 10* kg L'! arasinda degiserek yiiksek
biyobirikim potansiyeli gosterirken, BPA ve diger analoglarin 3,35-747 kg L™! gibi
diistik bir BCF degerine sahip olduklar: bildirilmistir (Czarny-Krzyminska, et al.,
2023). Czarny-Krzyminska et al., (2023) calismasina gore log BCF ile log Kow
arasinda pozitif bir korelasyon (r2 = 0.9664) vardir. Lipofilikligin (yagda ¢dzilinen)
sucul organizmalarda bisfenol analoglarinin birikmesi i¢in ana itici bir gii¢
olabilecegini bildirmislerdir. BPA, BPAP, BPB, BPC, BPF, BPE, BPS, BPZ gibi
birgok bisfenol analoglarinin, 0,05 ile 0,834 giin arasinda biyotransformasyon yar1
omrii ile hizla metabolize edilebilmektedirler. Boylece yiiksek log Kow degerine

sahip olan analoglar i¢in biyolojik birikim potansiyelleri azalabilir (Czarny-



Krzyminska, et al., 2023). BPAF, BPBP, BPFL, BPG, BPM, BPP, BPPH, TBBPA
ve BADGE gibi diger analoglarin biyotransformasyon yari1 émiirleri 1 giinden
fazladir ve orta-dereceli biyodoniisebilir bilesikler olarak siniflandirilabilirler
(Czarny-Krzyminska, et al., 2023). BPA ve analoglarinin, sediment, toprak ve
sudaki yar1 dmiirleri sirastyla 0-1621, 0-360 ve 0—180 giin arasinda degismektedir
(Czarny-Krzyminska, et al., 2023) ve bu durumda sedimentte daha kalic1 olmalar1
beklenmektedir. Buna karsilik, atmosferik oksidasyon nedeniyle analoglarin
havadaki yar1 omiirleri ise digiiktiir ve 0.11-3,62 giin arasinda degismektedir
(Czarny-Krzyminska, et al., 2023). Bisfenol A ve analoglarinin kita ve iilkeler
diizeyinde yapilan arastirmalar sonucu yiizey sularinda ve sediment i¢in belirlenen
konsantrasyonlar Cizelge 1.2, Cizelge 1.3 ve Cizelge 1.4’te yer almaktadir. Cizelge
1.2°de goriildiigii tizere BPS, BPF ve BADGE, atik su ve atik su camurunda tespit
edilmigtir. Xue et al. (2015) tarafindan yapilan ¢caligmada atik su aritma camurunda
BPA tespit edilememisken, analoglardan BADGE’nin tespit edilmis olmasi,
analoglarin sucul ekosisteme giris yollarindan biri olarak diisiiniilen atik sularin
onemli bir kaynak olabilecegini dogrular niteliktedir (Cizelge 1.2). 2015 yilinda
deniz sedimentinde BPA ve analoglarinin varliklarinin arastirildigr bir diger
caligmada ise analoglar ile ilgili mevcut bilgi bulunmuyorken, BPA varlig1 rapor
edilmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. BPA ve analoglarinin suda ve sedimentte bulunan konsantrasyonlari

Suda (pg/L) ve sediment (ng/L)
Ornek Dlke konsantrasyon aralig
BPA Analoglar Referans
Amerika
Ramos et al.,
Brezilya (n=12) ND-1,4600 NA (2021)
w tal.,
Yiizey sulari USA (n=10) 0,00137-0,2384 NA ‘Zg% fz)a
BPF<LOQ-1,700
USA BPS<LOQ-0,7070 Xue (2019)
Atik su (1=32) <LOQ-8,5500 BADGE<LOQ-
0,0380
i ; _ Sodré and
Igme suyu Brezilya (n=14) <LOQ-0,0062 NA Sampaio, (2020)
Atik su aritma _ BADGE<2,30-
camuru USA (n=76) NA 1980,00 Xue et al., (2015)
Deniz Wang et al.,
sedimenti Usa ND-3,00 NA (2015)
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2013 yilinda Taihu géliindeki BPA, BPAF, BPAP, BPB, BPF BPS ve BPZ
konsantrasyonlar1 sirastyla 0,0042—0,0140, 0,0001-0,0110, ND-0,0004, ND, ND-
0,0056 0,0003-0,0670 ve ND pg L' iken; 2017 yilinda ayn1 géldeki BPA, BPAF,
BPAP, BPB, BPF BPS ve BPZ konsantrasyonlari sirasiyla 0,0280-0,5600, 0,0007—
0,0230, 0,0010-0,0150, ND-0,028, ND-1,6000, 0,0045-1,6000 ve ND-0,0170 ng
L' olarak tespit edilmistir (Jin and Zhu, 2016; Yan et al., 2017). 2017 yilinda
Luoma goliindeki BPA, BPB, BPF, BPS ve BPZ’nin ¢evresel konsantrasyonlari
sirasiyla 0,0490-0,1100, 0,0064-0,0230, 0,0035-0,0140 ve ND-0,0040 ug L' iken;
2019 yilinda ayn1 goldeki BPA, BPB, BPF, BPS ve BPZ’nin c¢evresel
konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,1100-0,2800, ND-0,0079, 0,0213-0,2300 ve 0,0032—
0,0077 pug L' olarak belirlenmistir (Yan et al. 2017; Wang et al., 2022). Her iki
calismada analoglarin endiistriyel iiriinlerin {iretimleri sirasinda kullanilmalarinin
artmakta oldugunu gostermektedir. Bir baska caligmada ise kaynak ve i¢cme
sularindaki bisfenol analoglarinin varligi arastirilmistir. Calismanin sonucunda,
kaynak suyunda BPA, BPAF, BPB, BPE, BPF ve BPS asagidaki konsantrasyon
araliklarinda tespit edilmistir: BPA (nd — 34,9 ng /L), BPAF (nd- 10,8 ng /L), BPB
(nd - 14,3 ng /L), BPE (nd - 6,2 ng /L), BPF (nd — 12,6 ng / L) ve BPS (nd — 5,2
ng / L). igme suyunda ise BPA, BPAF, BPB, BPE, BPF ve BPS su sekilde tespit
edilmistir ve bulunan degerler sirasiyla (nd - 6,5 ng /L), (nd —4,7 ng/L), (nd — 3,2
ng/L),(nd-0,6ng/L), (nd-0,9ng/L)ve (nd— 1,6 ng/ L) dir (Zhang et al.,
2019). Calisma dogal sulardaki BPE varligini ilk defa bildiren olma niteligini

tagimaktadir.

Ambalajlama malzemeleri olarak kullanilan polikarbonat (PC) ve polietilen
tereftalat (PET) Cin’in siselenmis sularinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve
Ostrojenik bisfenol analoglarinin siselenmis sulara gecebilecegini aragtiran Wang et
al., (2022) 10 bisfenol analogun varligini tespit etmislerdir. (BPA, BPE, BPB, BPC,
BPF, BPP, BPS, BPZ, BPAP, BPAF). Yapilan calismada, 11 PET siselenmis su
markasinin tiimiinde BPA’nin 12,4-44,9 ng/L. konsantrasyon aralifinda tespit
ettiklerini; BPE ve BPAF konsantrasyonlarinin sirastyla 1.8, ve 2,2 ng/L araliginda
oldugunu, diger analoglarin ise tespit edilmedigini rapor etmislerdir. Cizelge 1.3’te
goriildiigli lizere Cin’de yapilan calismalarda deniz ve nehir sedimentlerinde
bisfenol analoglarinin (BPC, BPZ, BPB, BPS, BPF vd) varligi rapor edilmistir. Elde
edilen veriler, Cin’in bisfenol iiretimi ve kullanimi1 agisindan dikkat ¢eken bir iilke
oldugunun gdostergesi niteligindedir. Ayrica, deniz ylizey sular1 ve sediment dahil

olmak iizere nehir/gollerde de tespit edilmeleri analoglarin tatli su kaynaklarina
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girisinin oldugunu ve bunlarin desarj sularinin deniz kirliligi agisindan énemli bir

kaynak olusturabilecegi diisiiniilmektedir (Cizelge 1.3.).

Cizelge 1.3. BPA ve analoglarinin suda ve sedimentte bulunan konsantrasyonlari

Suda (pg/L) ve sediment (ng/L)

Ornek Dlke konsantrasyon arahig:

BPA Analoglar Referans

Asya

BPS
0,0002-0,0520
BPAF
0,0005-0,0096

BPAP Jin and Zhu
ND-0,00005 (2016)
0,0059-0,1410 BPFL

ND-00007
BPZ

ND-0,0007

Cin (n=23)

BPF
ND-0,0131
BPS
ND-0,1244
BPAF
ND-0,1231
BPAP
ND-0,0089 Wang et al.,
BPB (2022)
0,0139-0,1260 ND-0,0088
BPC
ND-0,0094
BPZ
0-0,0080
BPE
ND-0,027
BPP
ND-0,0028

Yiizey sulart

Cin (n=25)

BPF
0,0052-0,2330
BPS
0,0070-0,9230
BPAF
Cin ND-0,0185 Huang et al.,

(n=10, giris suyu) 0,6410-5,1900 BPC (2020)
ND-0,0004
BPBP
ND-0,0002
BPE
ND-0,0071
BPG
ND-0,0018

Atik su




12

COp s1zint1 suyu

Cin (n=1)

27,6000

BPF
3,8400
BPS
0,0620
BPAF
0,0186
BPAP
0,0050
BPZ
0,0115
BPBP
0,0007
BPE
0,0979
BPP
0,0282

Huang et al.,
(2021)

Deniz
sedimenti

Cin (n=28)

2,20-34,00

BPF
ND-5,40
BPS
0,10-5,40
BPAF
ND-1,00
BPAP
ND-1,20
BPZ
ND-1,20
TBBPA
ND-0,30

Xie et al., (2022)

Nehir
sedimenti

Cin (n=26)

26,60-1970,00

BPF
16,00-1040,00
BPS
ND-5,60
BPAF
ND-4,40
BPC
ND-2,67
BPZ
ND-2,32
BPBP
ND-0,35
BPG
ND-210,00
BPE
ND-2,25

Huang et al.,
(2020)

Atik su sedimenti

Cin (n=9)

10,90-1027,00

BPF
141,00-1058,00
BPS
0,64-1,71
BPAF
3,3-6,98
BPB
0,10-0,48
BPG
ND-0,53
BPE
ND-3,17

Huang et al.,
(2020)

Cizelge 1.4’te goriildiigii iizere Slovenya ve Ispanya atik sularinda yapilan iki
farkl1 calismada, Ispanya igin analoglardan BADGE i¢in bulunan deger aralig
0,5700-1,1500 pg L' (Ballesteros-Gomez et al., 2007) iken; Slovenya atik sularinda
ise BPE ve BPZ i¢in bulunan deger araliklar1 sirasiyla <LOD-0,2380 <LOD-0,4030
oldugu bildirilmistir (Cesen et al., 2018).
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Cizelge 1. 4. BPA ve analoglarinin suda ve sedimentte belirlenen konsantrasyonlari

Suda (pg/L) ve sediment (ng/L)

Ornek ke konsantrasyon arahg

BPA Analoglar Referans

Avrupa

NA Ballesteros-

Ispanya (n=3) 0.1000-0,3200 Gor(I;)zoe;t) al.,

BPF
ND-1,4300
0,9600-1,6000 BADGE
0,5700-1,1500

TBBPA

ND-0,4100

Atik su Ispanya (n=4) Ballesteros-
Gomez et al.

(2007)

BPF
<LOD-0,0367
BPS
<LOD-0,1640
BPAF
<LOD-0,0490

Slovenya BPAP Cesen et al.,

(n=47) NA <LOI]§1;%0846 (2018)

<LOD-0,0277
BPC
<LOD-2,5600
BPZ
<LOD-0,4030
BPE
<LOD-0,2380

Atik su

Bosna Hersek ve Sirbistan 700,0000- NA Narevski et al.,

COp sizinti suyu Cumbhuriyeti 2730,0000 (2021)

Tiirkiye sularindaki BPA olusumu ve dagiliminin arastirildigr ilk calisma
2019 yilinda gerceklestirilmistir. Sekil 1.2°de goriildiigii tizere Karadeniz, Akdeniz
ve Marmara yiizey deniz sular1 ve dort bolgesel nehirden (Goksu, Lamas, Berdan
ve Seyhan) yapilan Orneklemeler sonucunda genel olarak BPA
konsantrasyonlarinin deniz suyunda 4,16-16,92 pg/l ve nehir sularinda ise 4,62—

29,92 ug/l araliginda degistigi bildirilmistir (Ozhan ve Kocaman, 2019).

Nehirlerin yiiksek seviyelerde BPA igerdigini ve siirekli desarjin deniz kirliligine
onemli bir katkis1 oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica calismada BPA’nin derin
denize (>500 m) ulastig1 bildirilmistir. Aym1 ¢alismada, BPA’nin Tiirkiye
denizlerindeki dagilimimnin kiyidan acik denizlere dogru yaklasik 13 km genis bir
alana yayildig1 ve tespit edilen konsantrasyonlarin iist sinirda oldugu rapor
edilmigstir. Tiirkiye deniz ve tatli sularinda analoglarin varlig: ile ilgili herhangi bir

caligma bulunmamaktadir. Tiim ¢alismalar sonucunda analoglarin sediment, yiizey
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sular1, atik sular, dogal kaynak ve i¢gme sulari dahil olmak {iizere tiim cevresel
kompartimanlarda tespit edildikleri goriilmektedir. Bu durumda, sucul ekosistem
ve insanlar i¢in risk olusturabilecek olmalariin yani sira var olan kirlilige katki

saglayarak sucul ekosistemin dengesinin bozulmasina yol agabilirler.
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Sekil 1.2. Tiirkiye kiyilarinda BPA 6rneklemesi yapilan istasyonlar (Ozhan ve Kocaman, 2019)

1.4. Sucul ekosistemde Kirliligin belirlenmesinde kullanilan testler

Dogal ortama verilen herhangi bir kirletici/kimyasal maddenin ortamda yasayan
canlilar iizerindeki etkileri toksisite testleri ile belirlenebilmektedir. Bu testler kisa
stireli etkileri veya uzun siireli etkileri ortaya ¢ikarmak amaciyla kullanilmaktadir.
Cevresel kirliligin yarattig1 stres bireyden baglayarak trofik seviyelerdeki daha {ist
kademelerine kadar yani popiilasyon, komiinite ve ekosisteme etki edebilmektedir.
Herhangi bir sistematik etkiyi belirleyebilmek ic¢in oncelikle bireylerin normal
degerlerini gdsteren veri bilgilerine gerek duyulmaktadir. Cevresel kirliligin
artisiyla beraber canlinin adaptasyonu ve toleranst normal aralifin iizerine
cikabilmektedir. Canlilar dogal ortamlarda ksenometabolizma sayesinde
degisiklikleri zarar gormeden atlatabilir ve bu mekanizmalar sayesinde kirleticilerin
subletal etkilerine tolerans gosterebilmektedirler (Parlak vd., 2011). Ancak bu
durum onlarin uzun siire hayatta kalma oranlarimi azaltir ve kirliligin artisiyla
beraber 6liim gerceklesir. Doz-cevap iliskisi ¢cevresel kimyasallarin sebep oldugu

risk ve zararin degerlendirilmesi i¢in bir temel olusturmaktadir. Ekotoksikolojik
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acidan bakildiginda ise ¢evreye giren veya bulunan ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki
kimyasallar/kirleticiler toksik etki yapabilmektedir. Cesitli yontemlerle belirlenen
toksik etkilerden en yaygin olan1 “6liim” parametresi ile degerlendirmedir. Canlilar
tizerindeki etkiler iki gruba ayrilmaktadir: a) Dogrudan letal toksisite b) subletal
toksisite: lireme, fizyolojik, biyokimyasal veya davranig aktivitelerinin bozulmasi

ve bunlarin molekiiler diizeyde belirlenmesi.

Subletal toksik etkiyi belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalar genel olarak iki gruba
ayrilabilir (Parlak vd., 2011);

Biitiin organizma ile yapilan testler; Tam yasam dongiisii, kismi yasam dongiisii
veya erken yasam evreleri kullanilarak yapilan testler
Organizmanin icinde yapilan testler; toksik aksiyonun mekanizmasini ortaya

koymaya calisan testlerdir.

1.5. Biyomarker (Biyobelirtec)

Deniz ve tath sular insanlarin dolayli veya dogrudan etkisiyle beraber her
gecen giin kirlenmektedirler. Cesitli ve ¢ok sayidaki kimyasalin sucul ortamlara
giris yaptig1 bilinmektedir. insanlar icin yarar saglayan deniz sular1 ve kaynaklari
olduk¢a onemlidir. Ancak, deniz sularmin ve kaynaklarmin insanlar tarafindan
bilingsizce/stirdiiriilemez  kullanilmas1  ve tahrip edilmesi birgok deniz
ekosisteminin yapisini ve iglevini biiylik olclide degistirmistir (Osterblom et al.,
2017; Rocha et al., 2015). Antropojenik etkiler biyolojik ¢esitlilik kayb1 (Worm et
al., 20006), otrofikasyon (Nixon, 1995; Wurtsbaugh et al., 2019), kimyasal ve
kirletici salinimlar1 (Amato et al., 2006; Fliedner et al., 2020; Tornero and Hanke,
2016), deniz ¢opleri (Bergmann et al., 2015; Consoli et al., 2020) olmak tizere farkli
sekillerde kendilerini gostermektedirler. Ekosistemin saglikli  bir sekilde
devamliligi agisindan kimyasallarin  organizma seviyesinden baglayarak,
poplilasyon ve komiinite seviyelerine kadar nasil ve ne derecede etkiledigi
sorusunun cevabinin bulunmasi gerekmektedir. Bu durumda kimyasallarin yarattigi
etkileri ortaya cikarabilmek icin ekotoksikolojik testlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kimyasallarin sudaki ve sedimentteki bulunma miktarlari, birikimleri ve onlarin
oliimlerine yol agan esik konsantrasyonlarin bilinmesi kompleks bir yapidan olugan
sucul ekosistemin giivenligi ve devamlilig1 agisindan yeterli degildir. Bu baglamda,

ilk biyomarker (biyobelirteg) yaklagimi orijinal olarak farmakoloji/tibbi toksikoloji
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alaninda gelistirilmis ve daha sonra g¢evresel degerlendirme ve izleme

caligmalarinda kullanigh hale getirilmistir (McCarty et al., 2002).

Ulusal Bilimler Akademisi/ Ulusal Aragtirma Konseyi Biyobelirteg Komitesi
(NAS/NRC), (1989) tarafindan tanimlanan daha sonra da Shugart et al. (1992)
tarafindan degistirilen tanimlama “Biyomarker (biyobelirteg), biyolojik bir sistem
veya Ornekten Olgiilebilen hiicresel veya biyokimyasal bilesenler veya siire¢lerde,
yapilarda veya islevlerde ksenobiyotik olarak indiiklenen bir varyasyondur.”
McCarty and Munkittrick, (1996) biyomarker’t su sekilde tanimlamislardir:
“Biyomarker (biyobelirteg), biyolojik bir 6rnek veya sistemde Olgiilebilen
biyokimyasal, fizyolojik veya ekolojik bilesenlerde, siireclerde veya yapilarda
antropojenik olarak indiiklenen bir varyasyondur.” Bir diger tanimlama ise Parlak
vd., (2011) tarafindan yapilmistir. Bu tanim ise su sekildedir: “Toksik maddenin
canliya gectigini, dokular i¢cinde dagildigim1 ve hedef organlarda toksik etkiler

yaptigini ortaya koyabilecek hassas belirleyicilerdir.”

Her {i¢ tanim g6z oniine alindiginda, kimyasallarin/kirleticilerin laboratuvar
ortaminda ya da kirli bolgelerde yasayan sucul organizmalardaki etkilerin
degerlendirilmesi i¢in biitiinsel bir ara¢ olarak goriilebilecegi sonucuna
vartlmaktadir. Canli viicudundaki kimyasal konsantrasyonun dl¢iilmesi canlidaki
etkileri ortaya koymamaktadir. Biyobelirte¢ dl¢iimleri, bir organizmanin o toksik
maddeye maruz kaldigin1 ve detoksifiye edemeyecek veya etkisini ortadan
kaldiramayacak seviyede oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, hedef molekiiler

veya hiicresel tepkiler olusmaktadir (Parlak vd., 2011).

Biyobelirte¢ dl¢limlerinin avantajlari ise su sekilde siralanabilir (Parlak vd.,
2011):

e Koordineli arastirma programlarinda biyoisaret Olglimleri komiinite ve

popiilasyon verilerini daha iyi degerlendirmesini saglamaktadir.

e Biyoisaretler viicutta biriktirilmeden ¢abucak metabolize edilerek atilan

PAH gibi bilesiklere maruz kalinip kalinmadigini gosteren deliller sunmaktadir.

e Kompleks kirleticilerin etkisini ortaya koymaktadir.

e Popiilasyon biyolojik gozlemlerinden elde edilen veriler ekolojik etkinin

son gostergesi olup, oysa biyoisaret Olgiilerek yapilan biyolojik gozlemler daha



17

hassas ve kesin gosterge niteligi tasimaktadir ve etkinin sebebinin ortaya

cikarilmasina yardimei olmaktadir.

Tilim organizma tepkileri Popiilasyon/Kommunite
N tepkileri
. .
- N
\\‘\ -
» ‘\\\\
— \\\

L - '} V" .
Enerji ve Davranis Biiytime, Ekosistem

metabolizma mortalite & stireci

ureme

Alt organizma tepkileri

In vitro bioassay Biomarkers

- . -
yksistte Spesifik Immiinotoksisite Histopatoloji

Sekil 1.3. Organizmalarin tepkileri alt organizma, tiim organizma ve/veya

popiilasyon/komiinite tepkilerinde kullanilan biyomarker

Sekil 1.3’te organizmalarin tepkileri alt organizma, tiim organizma ve/veya
poplilasyon/komiinite tepkilerinde kullanilan biyobelirte¢’ler yer almaktadir
(Schuijt et al., 2021).

Ulusal Arastirma Konseyi Biyobelirte¢ Komitesi (NRC) ve Diinya Saglik
Orgiitii’ne gore 3 farkli biyobelirtec kavramindan sz edilmektedir. Bu kavramlar
kirletici maddelerin varligina, diizeyine ve organizmada gelistirdikleri
reaksiyonlara bagli olarak viicut sivilarinda, hiicrelerde ve dokularda
oOlgiilebilmesine dayanmaktadir. Bu kriterlere gore; maruz kalmaya bagl olanlar,
etkilenmeye bagli olanlar ve duyarlilifa bagl olanlar seklindedir (Dénmez ve
Yilmaz, 2015).
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Maruz kalmaya bagh olanlar; eckzojen maddelerin kendilerinin,
metabolitlerinin veya ksenobiyotik bir ajan ile etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikmis

bir iirlinlin hedef molekiil veya hiicrelerde dlgiilmesi ile elde edilmis belirteglerdir.

Etkilenmeye bagh olanlar; olasi bir saglik sorunu ya da hastalik durumunda
doku veya viicut sivilarinda biyokimyasal, fizyolojik ve diger hasarlarin 6lgiilebilir

olanlarimi gosteren belirteclerdir.

Duyarhihga bagh olanlar; ekzojen etkene maruz kalindiginda organizmanin
duyarliligmi farklilastiran reseptorlerde sekillenen degisiklikler ile spesifik bir
ekzojen etkene maruz kalindiginda genetik faktorleri de igeren dogal ve kazanilmig

yanit yeteneginde farklilasmalardir (Van der Oost et al., 2003).

1.5.1. Genotoksik biyobelirte¢c mikroniikleus

En genel kapsamiyla genotoksik etki, DNA ve genomun replikasyonunu
saglayan enzimlerle etkilesime girerek mutasyona neden olan kimyasallarin
DNA’da hasar olusturmas1 ve mutasyona yol agmasi seklinde tanimlanmaktadir.
Genotoksik bir maddeye maruz kalan hiicrelerde gesitli degisiklikler meydana
gelebilmektedir. Ortaya c¢ikan hasarlarin DNA tamir mekanizmalariyla tamir
edilememesiyle beraber normal olmayan DNA yapilar1 olusumu (kromozomal
aberasyonlar, mikroniikleus, andploidi vb.) gerceklesmektedir. Bir bagka agidan ise
bu hasarlar patolojik boyutlarda (neoplazi, tiimor, kanser vb.) olusabilmektedir
(Parlak vd., 2011). Sucul ekosistemlere salinan bu kirleticilerin/kimyasallarin
belirlenmesi ilk olarak dogal popiilasyonlarin genetiklerinin korunmasi i¢in 6nemli
olmakla beraber, suda yasayan organizmalarda etkilerinin belirlenmesi insan gida
zincirine girmesini 6nlemek acisindan da énem arz etmektedir (Osman, 2014). Bir
diger agidan, toksik maddeye maruz kalinmasi canli hiicrelerin DNA’sina zarar
verebilir. Bu DNA lezyonlar1 onarilmazsa hiicresel, morfolojik ve tiim hayvanda,
poplilasyonda ve son olarak komiinite diizeyinde bir dizi biyolojik sonuglar
baglatabilir (Lee et al., 2003). Bu yiizden, sucul ekosistemlerde genotoksik etkilere
neden olabilecek kirleticilerin/kimyasallarin belirlenmesinde kullanilan genotoksik
yontemler oldukca 6nem kazanmaktadir. 1970’1i yillardan bu yana su kirliliginin
genotoksik etkilerinin arastirilmasi ve risklerin belirlenmesi i¢in ¢esitli teknikler
gelistirilmis ve kullanilmistir. Bu testlerden kardes kromatid testi ve kromozom
aberasyonlarin zaman alic1 olmasi, ¢ogalan hiicre popiilasyonunu gerektirmesi,
bir¢ok sucul organizmanin kromozomlarinin nispeten kii¢iik olmasi nedeniyle ¢cok

etkili oldugu dislinlilmemektedir (Osman 2014). Bu dezavantajlarin aksine
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sonuclarin hizli elde edilebilmesi, metafaz safhasinda tespit edilebilmesi, her
denemede 1000’lerce hiicre sayilmasina olanak vermesini saglayan mikroniikleus

testi gelistirilmistir (Bolognesi et al., 1996; Nalbantlar ve Arslan, 2017).

Mikroniikleus (MN), bdliinen hiicrenin anafazindan geriye kalan ve telofaz
sirasinda ana ¢ekirdege dahil olmayan tiim kromozomlar/kromatitler veya asentrik
kromatid/kromozom fragmentleri olarak tanimlanir. Kiiciik ekstra niikleer cisim
(nuclear body) olarak da tanimlanan mikroniikleus bir zar ile ¢evrilidir ve boyutlari
daha kii¢iik olmasina ragmen yavru ¢ekirdegin yapisina benzemektedir (Fenech et
al., 2011). MN’deki tiim kromatitler veya kromozomlar, genellikle mitotik ig
yetmezligi, kinetokor hasari, sentromerik DNA hipometilasyonu ve hiicre dongiisii
kontrol sistemindeki kusurlarin neden oldugu anafaz sirasinda kromozom
ayrimindaki eksiklikler nedeniyle olugsmaktadir (Fenech et al., 2011; Luzhna et al.,
2013). Mikroniikleus testi, cevresel kirleticilere maruz kalmanin genotoksik
etkilerini tahmin etmek icin 1980’li yillarin basindan beri kullanilmaktadir.
Mikroniikleus olusumu, herhangi bir tiiriin bdliinen hiicrelerinin herhangi birinde
meydana gelebilir. Mikroniikleus sayisi, kromozom kiriklarina ve mitotik ig ipligi
bozulmalarina bir kanit (belirti) olarak hizmet etmektedir (Ayllon and Garcia-
Vazquez, 2000). Cevresel mutajenez arastirmalarinda suda yasayan organizmalari
kullanilarak gerceklestirilen MN testinin, su kirliliginin biyolojik etkisini
degerlendirmek i¢in basit, giivenilir, hassas ve ucuz bir prosediir oldugu
kanitlanmigtir (Bolognesi et al., 1996; Osman, 2014; Arslan vd., 2021).

Klastojenik ve mutajenik kimyasallarin belirlenmesine olanak saglayan
mikroniikleus testi, interfaz asamasindaki hiicreleri hedef alarak gergeklestirildigi
icin tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. ilk olarak memeli tiirleri ile
gelistirilen bu test, glinlimiizde omurgasizlar midye, balik, deniz kestanesi,
istiridye, yenge¢ ve solucanlar dahil olmak tizere farkli sucul organizmalarda
uygulanabilmektedir (Bolognesi and Hayashi, 2011). Ayrica bu test, omurgasizlarla
ve baliklarla kontamine alanlarin biyolojik izleyicisi olarak (Klobucar et al., 2003;
Arslan et al. 2010) ve in vivo dogrudan veya dolayli maruziyetten sonra
kimyasallarin genotoksisitelerini (Bolognesi et al., 2004) belirlemek i¢in basariyla
kullanilmaktadir. Baz1 arastirmacilar tarafindan niikleer lezyonlar (NL) genotoksik
kokenli olarak kabul edilmektedirler ve sucul organizmalarda sitogenetik hasarin
bir gdstergesi olarak kullanilmaktadirlar. Niikleer lezyonlarin ¢ogu mikroniikleus
ile benzer bir kdkene sahiptirler, bu tiir anormal hiicre boliinmesi kanserojenezde
(kansere yol agan, kanser yapici) de yer alabilen hiicrelerin genetik dengesizligi ile

sonuclanmaktadir (Rodilla et al., 1993). Aragtirmacilarin bir kismi ise bazi niikleer
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lezyonlarin MN’nin 6nciisii olabilecegini savunmaktadirlar. Niikleer lezyonlarin
(anomalilerin) olusumunun c¢ekirdekteki giiclii halde yer alan genlerin ortadan

kaldirilmak i¢in bir siireci temsil ettigi diisiiniilmektedir (Osman, 2014).

Fenech (2007) protokoliine gére MN testi niikleer tomurcuklanma (nuclear
bud), apoptozis, niikleoplazmik koprii gibi diger niikleer anomaliler olarak
adlandirilan genotoksik olarak kabul edilen yapilarin belirlenmesinde kullanilan bir
test yontemidir. DNA zincir kiriklarinin yanlis onarilmasi, ayn1 zamanda disentrik
halka kromozomlarinin ve zincirlenmis halka kromozomlarinin olusumuna yol
acabilir ve bu da niikleoplazmik kopriiniin (NPBs) olusumuyla sonuglanabilir.
Niikleoplazmik kopriilerin olusumu igin bir diger mekanizma telomer kisalmasi,
telomeri kaplayan proteinlerin kaybi, telomer u¢ fiizyonudur. Bu durumda
niikleoplazmik kopriilere her zaman asentrik kromozom fragmani veya bir MN
eslik etmemektedir. NPB’lerin olusumu kemirgen ve insan bagirsak kanser
hiicrelerinde gézlemlenmistir ve telomer uzunlugu ile iliski oldugu tespit edilmistir
(Rudolph et al., 2001). Ger¢ek zamanli in vitro ¢aligmalar, ge¢ anafaz sirasinda
birden fazla bolgede anafaz kopriilerinin kirilabilecegini, bunun da asentrik
kromozom parcalarinin ve sonunda MN’nin olusumuna yol acabilecegi
belirlenmistir (Hoffelder et al., 2004; Shimizu et al., 2005). Bu nedenle, bazi
MN’ler kirik anafazdan da kaynaklanabilecegi i¢in niikleoplazmik koprii olusumu
ve sayis1 donemlidir (Feneh, 2007). Niikleer tomurcuklanma (nuclear bud) (NBUD),
tomurcuklanma asamasina bagli olarak ¢ekirdege bir ok gibi baglanmasi diginda bir
MN ile ayn1 morfolojiye sahip olarak karakterize edilmektedir. MN ile morfolojik
olarak benzemesine karsilik NBUD’larin kokeninin farkli oldugunu gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Fenech et al., 2011). NBUD olusumu niikleer
boliinmeden sonra fazla kalan DNA parcasindan veyahut niikleoplazmik kdpriiniin
kirilmasindan hemen sonra gecici olarak olusabilmektedir. Genel olarak
kromozomal instabilite (kararsizlik, dengesizlik) ile iliskilendirilmektedir.
Kromozomal istikrarsizlik, degisen gen miktar1 nedeniyle, homeostatik kontrol
mekanizmalarindan ve bagisiklik mekanizmalarindan kacgabilen ¢esitli anormal
genom tiplerine hizla evrilme ve mutasyona ugrama potansiyeline yol agmaktadir
(Gisselsson et al., 2001; Negrini et al., 2010). Anafaz kopriilerinin veya NPB’nin
olusumu, hiicrelerde kromozomal istikrarsizligin ana itici giicii olan kirilma-
fiizyon-kopriisii (BFB) dongiilerine yol agan baslatici olaydir. Anafaz kopriileri esit
olmayan bir sekilde kirildiginda, ki bu neredeyse her zaman olur, yavru hiicrelerden
biri ek gen kopyalar1 olan bir kromozom alir ve diger yavru hiicre baz1 genleri
kaybeder. Bu tiir kirik kromozomlar, kirik ucta telomer dizilerinden yoksun

olduklarindan, DNA sentezinden sonra replikalartyla kaynasmalar1 muhtemeldir ve
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bu BFB dongiisiinii sonraki hiicre boliinmelerinde devam ettirir (Fenech et al.,
2011). Cogaltilan genler sonunda rekombinasyonel mekanizmalar tarafindan bu
anormal kromozomdan ¢ok kii¢iik kromozomlara doniisiir. Kiiciik kromozomlar,
mikro hiicreler olusturmak {izere hiicreden ¢ikarilmadan once gegici olarak MN
haline gelerek niikleer tomurcuklanma yoluyla kopyalanabilir ve/veya ortadan
kaldirilabilir. Diger niikleer anomalilerin mekanizmalar1 ve olusumlar ile ilgili
farkli goriislerin olmasina karsilik genel anlamda Mikroniikleus gibi genotoksik
biyobelirtegler oldugu bilinmektedir ve kabul edilmektedir. insan lenfositlerindeki
mikroniikleus frekansi ile bir popiilasyonun kanser riski arasindaki iligkiler
tanimlanmistir (Bonassi et al. 2011; Maffei et al. 2014). Bu bilgiler 1s18inda,
mikroniikleus testinin tiim canlilar i¢in uygulanabildigini, ayn1 zamanda hassas

sonuglar verdigini gostermektedir.
1.5.2. Apoptoz

Apoptoz, diger adiyla programlanmis hiicre Olimii, ¢ok hiicreli
organizmalarin yasam evrelerinde goriilen dogal bir siiregtir. Apoptoz Yunanca’da,
apo: ayrt ve ptozis: diisen kelimelerin bilesimi olan ve sonbaharda yaprak
dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir. Ik kez 1972 yilinda Kerr, Wylie ve Currie
tarafindan “fizyolojik hiicre 6liimii” ifadesi tanimlanarak, yine ilk olarak Wylie ve
Kerr tarafindan yapilan deneysel bir ¢alisma ile gosterilmistir (Kidd and Tang,
1998). Cok hiicreli canlilarin erigkin bireylerinde hiicrelerin sayisal dengenin
korunmasi ve canlinin saglikli bir sekilde hayatina devam edebilmesi ¢ok
onemlidir. Gelisim biyolojisinde hiicrelerin programli Sliimleri etkin rol oynar.
Organ gelisiminin saglikli bir sekilde olabilmesi embriyonik gelisme sirasinda
gerceklesen hiicre dliimlerine baghdir. Yetigkin bir insanda yaklasik 1010 hiicre
programli hiicre oliimii ile her giin elenir. Bu da bir yil igerisinde tiim viicut

agirhigina karsilik gelmektedir (Bagci, 2007). Apoptozun islevleri arasinda;
1. Dokulardaki hiicre sayisinin sabit tutulmasindan sorumludur.

2. Organizma i¢in tehlike arz eden hiicrelerin tiimiiyle ortadan kaldirilmasini

saglayarak onemli bir savunma da olustururlar (Viriisle enfekte hiicreler)

3. DNA hasari olusmast durumunda, hasarin meydana geldigi hiicre apoptoz
ile ortadan kaldirilir. Bu sekilde DNA yapisinda zararli mutasyonlar1 bulunduran

hiicrelerin kanserlesme potansiyeli ortadan kaldirilmis olmaktadir.
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Organizmanin yasami boyunca ihtiyaci olan faaliyetleri devam ettirebilmesi
icin bazi hiicrelere ihtiyact varken bazi hiicrelere ise bir siire sonra ihtiyact
kalmamaktadir. {htiyacinin kalmadig1 bu hiicreler genelde ya hasar almis ya da
enfekte olmus hiicrelerdir ve canliya zarar vermemesi i¢in bu hiicrelerin ortadan
kaldirilmas1 gerekmektedir (Yildirim, 2010). Bu siiregte programli hiicre 6liimii
devreye girer ve canlinin ihtiya¢ duymadigi hiicreler ¢evredeki hiicrelere zarar
vermeden ortadan kalkmaktadir (Yildirim, 2010). Olmamas1 gereken bir durumda
apoptoz gerceklesir ise ya da olmasi gereken bir durumda apoptoz gerceklesmez ise
bu durumlar organizma i¢in oldukga biiyiik bir tehlike yaratmaktadir. Apoptozisin
hizlandig1 hastaliklar; AIDS, Nérodejeneratif hastaliklar, Insiiline bagl tip diyabet,
Hepatit C enfeksiyonu, Miyokard enfarktiisii iken apoptozisin yavasladig

hastaliklar; Otoimmiin hastaliklar ve kanserdir.

Hiicre, 6liim sinyalini aldiktan sonra biyokimyasal ve morfolojik olarak
degisiklikler olusmaya baslamaktadir ve hiicre yapisinda meydana gelen bu
degisiklikler ile hiicre geri doniisii olmayan bir yola girmektedir (Yildirim, 2010).
Akut bir hasar alan hiicre nekroza ugrar ve hiicrenin ¢ekirdegi siser, organellerin
biitiinltiglinlin bozulmas1 sonucunda hiicre siserek patlar. Boylece hiicre icerikleri
cevreye dagilir ve gevresindeki hiicrelere etki ederek onlara da zarar vermis olur.
Diger bir hiicre 6liimii sekli olan apoptozda ise hiicre 6liim sinyalini aldiktan sonra
biiziiliir ve yogunlasir (King, 2000) (Sekil 1.4). Apoptoza ugramis olan bir hiicre
artik morfolojik olarak degismistir. Hiicrenin morfolojisindeki biiziismenin nedeni,
Na+, K+, CI- tasiyict sisteminin durmasi nedeniyle hiicrenin i¢i ve dis1 arasindaki
stvi hareketinin olmamasidir. Bu durum apoptoza ugramis olan hiicrenin
makrofajlar ve diger komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesini kolaylastirir.
Nekroz komsu hiicrelere zarar verirken, apoptoz ise olen hiicrelerin organik
bilesiklerinin onu sindiren hiicrelerde yeniden kullanilmasini saglar (Alberts et al.,
1983).
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Sekil 1. 4. Apoptoz siireci

Apoptoz hem omurgalilarda hem de omurgasizlarda gesitli ¢cevresel veya
dogal stres faktorleri tarafindan hiicre iceriginin digsal veya i¢sel yolla bozulmasina
yol acan bir siirectir (Tittel and Steller, 2000). Apoptotik mekanizma kromatin
yogunlagmasi, ¢ekirdek par¢alanmasi ve apoptik cisimlerin goriiniimii (Kerr et al.,
1972; Wyllie et al., 1980) dahil morfolojik degisiklilerin yan1 sira DNA’nin 6nce
bliylik parcalara ve ardindan oligoniikleozomlar olarak (Wyllie et al., 1980;
Schwartzman and Cidlowski 1993; Zheng et al., 1998; Enari et al., 1998)
adlandirilan daha kii¢lik pargalara indirgenmesi gibi biyokimyasal degisikliklerle
karakterize edilmektedir. Apoptoz siirecinde kaspazlar (yapisal olarak sistein
proteazlar; sistein-bagimli aspartik asit-spesifik proteazdir) baslatict ve efektor
olarak siniflandirilmaktadir. Romero et al., (2011) ¢alismasinda midye i¢in kaspaz
2 ve kaspaz 8’1 baslatici, kaspaz 3/7-1, kaspaz 3/7-2, kaspaz 3/7-3 ve kaspaz 3/7-
41 efektdr kaspazlar olarak tanimlamislardir. Apoptozun erken evrelerinde
sentezlenen kaspaz proteinleri hiicresel bir¢ok bilesenin hidrolizinde gérev alirlar.
Apotozun merkezinde rol alan bu proteinler; 6liim sinyalinin iletilmesi ve apoptoz
da ortaya c¢ikan biyokimyasal ve morfolojik degisikliklere sebep olan bir¢cok
hiicresel proteinin par¢alanmasi olmak iizere iki temel goreve sahiptirler (Salvesen
and Dixit, 1997). Bu bilgiler 1s1ginda, apoptoz sucul ekosistemde
kimyasallarin/kirleticilerin farkli trofik seviyelerdeki canlilar {izerinde yarattig1
etkilerin arastirilmasi i¢in tercih edilen spesifik olmayan-biyobelirte¢ olarak da

tanimlanan yontemlerden biridir.
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1.5.3. Histopatoloji

Hiicre, doku ve organ Orneklerinin mikroskobik inceleme sonrasinda
yorumlanmas1 yoluyla hastaliklarin arastirilmas:t  ve incelenmesidir. Bir
organizmanin kimyasal maddelere maruz kalmasinin etkilerini veya riskini
arastirmak i¢in bir biyobelirte¢ olarak tanimlandiginda ise, kirlilik derecesine
erigsim dahil olmak tizere morfolojik dereceleri degerlendirmek i¢in gii¢lii bir arag
olarak kabul edilmektedir. Kimyasallara maruz kalmanin olumsuz etkileri goz
Oniline alindiginda histopatolojik bulgular 6nemli biyolojik veriler saglamaktadir
(Yancheva et al., 2016). Histopatolojik analizler ¢evresel degerlendirmelerde de
kullanilmaktadir. Subletal diizeydeki stresorlere maruz orta diizeyde bir yanit
olarak ortaya ¢ikmasi ile farkli doku ve organlarda 6zellikle kronik vakalarda
irkiltici maddenin etkisini gostermede ¢abuk bir teknik olmasi nedeniyle 6nemlidir
(Bernet et al., 1999). Ksenobiyotikler metabolizmada degisikliklere yol acan
enzimlerin salinimina neden olarak hiicresel toksikasyona ve hiicre 6liimlerine yol
acmakta ve bu da histopatolojik incelemede nekroz alanlari ortaya ¢gikabilmektedir.

Ayrica histolojik degisikliklerin duyarlilig1 ytliksektir ve erken gelismektedir.

Histolojik biyobelirteclerin kullaniminin en biiyiik avantajlarindan biri, belirli
hedef organlar1 inceleme olanagi saglamasi ve dogrudan/dolayli toksik etkilerin
dokular1 nasil etkilediginin belirlenmesine olanak saglamasidir (Oliveira Ribeiro et
al., 2006; Salamat and Zarie, 2016). Histopatolojik degisikliklerin kontamine
alanlara maruz kalinmasinin bir biyobelirteci olarak kabul edilmesinin izleme,
tehlike takibi veya yasal degerlendirmeler acisindan olusturulacak cevresel

inceleme programlarina 6nemli bilgiler sundugu kaydedilmektedir (Reddy, 2012).

1970’1i yillardan itibaren histopatolojik degerlendirme artan kirlilik ve olusan
cevre duyarliligi nedeniyle tercih edilen bir biyobelirte¢ olarak, 1990 yilindan
itibaren ise “kimyasal ve hiicresel etkilesimi izleyen daha yiiksek diizeyde bir yanit”
olarak cevre ve sucul organizmalarin sagligi i¢in tanimlanan bir biyobelirtegtir
(Raskovi¢ and Poleksi¢, 2017). Histopatolojik degerlendirme, o6zellikle diisiik
seviyeli toksik stres i¢in giivenilir ve kolay ol¢iilebilir bir indeks saglamaktadir
(Osman et al., 2010). Histopatolojik indeksler, tanimlanan lezyonun ciddiyetini ve
organdaki yayilma seviyesini dikkate alan yar1 kantitatif yontemlere dayali olarak
hesaplanabilmektedir. Bu hesaplama yontemi de Kkirleticilere maruz kalmanin
biyolojik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in 6nem tagimaktadir (Briaudeau, 2019).
Histopatolojik biyobelirtegler, organizmanin bir veya daha fazla toksik maddeye,

gegmiste veya o anda maruz kalmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan doku
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lezyonlarin1 kapsadigi igin genellikle karaciger, bobrek, solungag, ovaryumlar,
iskelet ve deri dokularinda tespit edilen lezyonlar biyobelirte¢ yanitlar olarak
degerlendirilmektedir (Reddy, 2012). Ekotoksikolojik caligmalarda en yaygin
orneklenen organlar; solungaglar, karaciger, bobrek ve deridir; yumusakgalar s6z
konusu oldugunda solungaclar daha oncelikli incelenen bir doku olarak ortaya
cikmaktadir (Fontanetti et al., 2010).

1.5.4. Embriyotoksisite

Sucul organizmalar kritik yasam dongiilerinde ve hatta tiim yasam
dongiilerinde cesitli kirleticilere/kimyasallara siirekli maruz kalmaktadirlar. Bu
maruz kalmanin sonucunda sucul kirleticiler organizmalarda, popiilasyon ve
ekosistem seviyesinde, organ fonksiyonlarinda, ireme safhalarinda veya organizma
iizerinde ¢ok yonlii zararlara neden olmaktadirlar. Sucul canlilarin larvalarinin
cevresel kirleticilere kars1 yetiskinlerden daha duyarli oldugu yapilan calismalarla
ortaya konulmustur (Arslan ve Parlak, 2008; His et al., 1997).

Kirleticilerin/kimyasallarin subletal toksik etkiyi belirlemek i¢in erken yasam
evreleri uzun yillardir kullanilmaktadir. Larva agamasi metamorfoz, morfolojik
gelisme, beslenme, biiylime o©nemli siireglerdir. Kirleticilerin bu donemde
yaratacag kritik etkiler ise; biyokimyasal degisimler, fizyolojik zarar, deformiteler,
davranis degisiklikleridir (Parlak vd., 2011).

Erken yasam evreleri canlilarin en hassas oldugu donemlerdir. Gelisimdeki
hizl1 degisim embriyo, larva hatta ilk jiivenil evrelerde yiiksek mortaliteye (6liime)
neden olmaktadir. Bu donemde yapilan testler, kimyasallarin/kirleticilerin
etkilerinin  belirlenmesini  saglamakla beraber su kalitesi kriterlerinin
olusturulmasina olanak saglamaktadir ve yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Yeni
yumurtadan ¢ikmig baliklarin ¢esitli toksik maddelere 4 giinliikk bir maruziyetten
sonra yapilan niikleik asit (DNA, RNA) odl¢iimleri 29 giinliik testlere es deger
sonuclar verdigi ve etkinin ¢ok erken sathalarda ve hizli oldugu sonucuna
varilmaktadir (Parlak vd., 2011). Baliklar dahil omurgasiz canlilar (deniz kestanesi,

midye, rotifer) toksisite testlerinde olduk¢a yogun kullanilmaktadir.

Ozellikle Daphnia spp., Paracentrotus lividus, Arbacia lixula tiirleri ile hem
kimyasallarin etkileri hem de biyomonitor (biyoizleme) ¢aligmalarinda su-sediment
kirliligi belirlenmektedir (Arslan ve Parlak, 2008, 2017). Omurgasiz tiirlerle

yapilan bu ¢aligmalarda hizli sonu¢ alinmasi, yumurta ve sperm aliminin kolay ve
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siirekli olmasi1 gibi avantajlar s6z konusudur (Arslan vd., 2008). Bu sathada
kirleticilerin/kimyasallarin ~ organizmay1  etkileyen  konsantrasyonlariin

belirlenmesi ekosistemin saglig1 ve glivenligi agisindan olduk¢a énemlidir.

1.6. Biyoindikator ve Sentinel Tiirler

“Biyoindikator (biyolojik gdstergeler)” terminolojisi belirli bir ekosistemdeki
degisikliklerle ilgili tim biyotik ve abiyotik reaksiyon kaynaklarini tanimlayan bir
gozetim terimidir. Taksonlar ¢evredeki dogal degisikliklerin veya ekosistemdeki
degisikliklerin etkilerini gostermek icin kullanilmaktadirlar. Ayrica ekosistemdeki
biyogesitliligi etkileyebilecek kirliligin meydana gelmesiyle olusan degisikliklerin
tespit etmek i¢in kullanilabilmektedirler. Biyolojik sistemdeki her varlik, ¢evresi
icin biyolojik bir gosterge islevi goérebilmektedir. Cesitli kirleticilerin sinerjistik ve
antagonistik etkilerini tespit edebilmek ve kirleticilerin biyotoya yonelik beklenen
zararl etkilerini belirleyebilmek i¢in kullanilmaktadirlar. Bununla beraber, belirli
bir biyolojik gostergenin giicii kirlilik acisindan bir erken uyar1 sinyali gérevine
sahip olunmasini saglamaktadir (Zaghloul et al., 2020). Biyolojik gosterge
kriterleri, kirlilige hizli ve dogru tepki verme, hedeflenen amaca uygunluk, belirli
ekosistemde yanlis yonetim ve kullanim, kirlilik ve/veya iklim degisikliklerinin
sebep oldugu degisimleri tespit etme yetenegidir (Zaghloul et al., 2020). Biyolojik
gostergelere verilen yanitlar, baz1 durumlarda karmasik bir yapiya sahip olmasina
ragmen, esasen fizyolojik bir baglam igerisindedirler. Buna karsilik, en degerli
biyolojik gdsterge kanitlar1 igerisinde yer alan biiylime, beslenme ve lireme
dogrudan gozleme tabi olduklar i¢in istisna olarak kabul edilmektedirler (Parlak
vd., 2011). Ote yandan, yapisal olarak adlandirilan tepkiler en goriiniir olanlaridir
ancak neden olan kirletici tarafindan baglatilan bir siirecin sonunda ortaya
cikmalarindan dolay1 kullanim agisindan zorluklart vardir. Bir komiinite igerisinde
yasayan farkli canli tiirlerinin kirleticilere/kimyasallara karst her zaman ayni tepkiyi
vermedikleri ve ayni derecede yansitmadiklari bilinmektedir. Bu yiizden ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunan kimyasallarin etkilerini belirleyebilmek i¢in biyolojik
gostergenin hassasiyet araliginin buna gore belirlenmesi gerekmektedir. Biyolojik
gostergelerin en biiylik faydalarindan birisi fiziksel ve kimyasal analizlerin sinirlt
kaldig1 alanlarda kirleticilerin biyota iizerindeki etkilerini sergileme (ortaya
cikarabilme, gosterebilme) yetenekleridir. Biyolojik gdstergelerin genel amaci,
belirli bir ekosistemin kalitesini ve zaman i¢inde nasil degistigini degerlendirmek
icin tek bir tiirii veya kiiclik bir biyota grubunu kullanmaktir. Biyolojik
gostergelerin  siirekli olarak ekosistemlerinin genetik, fiziksel ve kimyasal
bilesenlerinden gelen bilgileri entegre edilmesini sagladigi bildirilmektedir

(Nkwoji et al., 2010). Herhangi bir iyilestirme siirecinin nihai hedefi sadece kirliligi
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ortadan kaldirmak degil, ayn1 zamanda ekosistem sagligim1 korumaktir.
Glinlimiizde biyolojik gostergeler, 6rnegin Diinya Koruma Birligi, Uluslararasi
Dogay1 Koruma Birligi gibi ¢esitli kuruluslar tarafindan biyolojik izlemeyi ele alan

araclar olarak kullanilmakta ve onaylanmaktadir.

19. yiizyildan bu yana “Sentinel Tiirler” kavrami kullanilmaktadir ve birgok
arastirmaci tarafindan tanimlanan bu terim zaman icerisinde farli baglamlarda
geliserek farkliliklar ortaya c¢ikmistir. Giiniimiizde “Sentinel Tiirler”in tanimi;
cevredeki bir islevin bozuklugu veya dengesizligi hakkinda uyari veren 6te yandan
maddelerin insan sagligina yonelik tehlikeleri hakkinda uyar1 veren herhangi bir tiir

olarak kabul edilmektedir. Daha genis kapsamla sentinel tiirler;

e Yokluguna (veya varligina) ve/veya bireylerin bolluguna gore bilgi

saglayan bir biyogdsterge tiir,

¢ Cevredekinden ¢ok daha yiiksek seviyelerde kirletici madde biriktirme

kapasitesi olan biyobirikimli tiir,

o Kirleticilerin varligiyla iligkili riskleri tahmin etmek icin bir veya gesitli
organizasyon seviyelerinde (molekiiler, hiicresel, fizyolojik, organizma veya
davranigsal) biyolojik parametrelerin modifikasyonlarinin kullanildig: bir tiir olarak

tanimlamasi yapilmaktadir (Berthet et al., 2013).

Yukarida belirtilen kriterlere gore deniz ekosistemlerinin biyolojik olarak
izlenmesi i¢in farkli ekolojik organizasyon diizeylerinden genis bir tiir listesi (esas
olarak Crustaceans, Mollusc, Balik) onerilebilmektedir (Waykar and Deshmukh,
2012; Zuykov et al., 2013; Tlili and Mouneyrac, 2019). Cogu Bivalve tiirleri genis
bir cografi dagilima sahip olmalari, sesil yasamalari ve sinirli bir hareketlilik
sergilemelerinden dolay1 yasadiklari habitatlarin durumunu yansitmaktadirlar. 11k
olarak Profeséor Edward D. Goldberg tarafindan 1975 yilinda “Midye Izleme
Program1” Onerildikten sonra biyolojik izleme programlarinda sentinel
organizmalar i¢in miikemmel bir aday olarak bilinmektedirler (Farrington et al.,
2016). O zamandan beri diinya ¢apinda bir¢ok uluslararasi midye izleme programi

gelistirilmistir (Bricker et al., 2014; Farrington et al., 2016).

Sentinel tiirler olarak cift kabuklularin kullanilmasinin bir¢ok avantaji
bulunmaktadir. Kiiresel olarak genis ve erisilebilir popiilasyonlarda bulunurlar,

yerlesiktirler, bu nedenle belirli bir yerin su kirliligine kars1 olduk¢a hassastirlar ve
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bir¢cok ksenobiyotigi biyolojik olarak biriktirebilirler (Chiesa et al., 2018). Cift
kabuklular, bircok kiy1 bolgesinde bulunabilmektedir, bu sayede diinyanin farkli
yerlerinde aragtirma yapilmasina olanak tanimaktadirlar (Farrington et al., 2016).
Ayrica, balik ve diger kabuklularla karsilagtirildiginda, organik bilesikleri
metabolize etme kabiliyetlerinin daha diisiik oldugu bildirilmektedir. Cift
kabuklular, olumsuz kosullar altinda hayatta kalabilen ve izleme degerlendirmeleri
icin  transplantasyona direnebilen direncli organizmalar olarak kabul
edilmektedirler (Farrington et al., 2016; Swiacka et al., 2019).

Bununla beraber, besin zincirinde énemli bir halkada yer almaktadirlar ve
balik, deniz yildizi, kus gibi farkli canlilarin besin kaynagini olusturmaktadirlar
(Swiacka et al., 2019). Birincil tiiketiciler olan bu tiirler kirleticileri daha yiiksek
trofik seviyelere aktarabilmektedirler. Biyolojik avantajlarindan bir digeri
hidrofilik/lipofilik kimyasallar1 asimile edebilmeleridir. Lipofilik kimyasallar
sindirim sistemi tarafindan aliirken, viicudun acikta kalan kisimlariyla (6rnegin
solungaclar) temas sirasinda dogrudan sudan daha az lipofilik kirleticilerin birikimi
gerceklesebilmektedir (Staniszewska et al., 2017). Esas olarak eser metaller,
organoklorlu bilesikler ve petrol hidrokarbonlar gibi kirleticilere odaklanan midye
izleme programlarindan bu yana, midyenin ¢evresel kirlenmenin koruyucusu olarak
kullanim1 farmasdétikler (Swiacka et al., 2019), mikroplastikler (Li et al., 2019) ve
endokrin bozucu bilesikler gibi ortaya ¢ikan diger kirleticilere kadar uzanmistir
(Chiu et al., 2018). Ozellikle endokrin bozucu bilesiklerin etkilerinin belirlenmesi
ve ¢evredeki durumlarmin biyolojik olarak izlenmesi i¢in sentinel tiirler olarak ¢ift

kabuklular model organizmalar olarak kabul edilmektedirler (Omar et al., 2019).
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1.7. Literatiir Bildirisi

Bilinen bir endokrin bozucu olan BPA, dstradiole kiyasla niikleer dstrojen
reseptorlerine (Era, Erf), baglanma afinitesi 1000-10000 kat daha zayif olan bir
ksenodstrojen olarak tanimlanmaktadir (Rubin, 2011; Michatowicz, 2014; Ribeiro
etal.,2017; Niuetal., 2021). Yapilan son ¢aligsmalar diisiik konsantrasyonlarda bile
organizmalar iizerinde c¢ok g¢esitli biyolojik etkilere neden olabilecegini
gostermektedir (Michatowicz, 2014; Arslan ve Parlak, 2008). BPA’ nin olumsuz
etkilerine odaklanilirken analoglar ile yapilan ¢alismalar ise hala sinirhdir. Yiiksek
derecede yapisal benzerlikler ve fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle analoglarin
BPA’ya benzer Ostrojenitesi (Ji et al., 2013; Rochester, 2013), sitotoksisitesi
(Eladak et al., 2015), genotoksisitesi (Lee et al., 2013), iireme ve ndrotoksisite
(Rochester and Bolden, 2015; Shi et al., 2015) gibi olumsuz etkilere neden
olabilecegi yoniindedir. Ayrica, BPA’dan daha toksik biyolojik etkiler
gosterebildigi calismalar bulunmaktadir (Chen et al., 2016; Liu et al., 2021).

BPA ve analoglari, bakteri topluluklari tizerinde potansiyel bir olumsuz etki
sergilemektedirler. BIBPA, B2BPA, B3BPA, BPC, BPF, BPFL ve BPG’nin
(ECso/ICsp = 1,16-7,92 mg L") biyoliiminesans bakterisi Vibrio fisheri igin
BPA’dan (ECso = 4.20-8,61 mg L!) daha toksik oldugu rapor edilmistir. Buna
karsilik, elde edilen ECso/ICso degerlerine gére TBBPA, BPAF, BPE, BPM, BPP,
BPS ve BPZ’nin (ECso/ICso = 4,80->204,54 mg L!) BPA’ya gore daha az etki
gosterdigi rapor edilmistir (Debenest et al., 2010; Owczarek et al., 2018; Tisler et
al., 2016). Bir baska ¢alismada ise Ziihlke et al., (2016) BPA, BPC, BPE, BPF ve
BPZ’nin aktif camurdan izole edilen Bacillus amyloliquefaciens tiirii tarafindan
degrade olduklarin1 rapor etmislerdir. Tek hiicreli oOkaryot Tetrahymena
thermophila tiirliniin model organizma olarak kullanildigi calismada ise 60 saat
boyunca 2,6 uM veya 13,0 uM’lik konsantrasyonlarina bes analog (BPA, BPAF,
BPE, BPS, BPB) maruz birakildiginda bireysel biiyiimeyi ve popiilasyonun
cogalmasini inhibe ettikleri rapor edilmistir (Li et al., 2020). Ayn1 c¢alismada
popiilasyonu bastirma kapasitesi BPB> BPA~BPAF> BPE> BPS seklinde oldugu
bildirilmigtir.

Sucul ekosistemde birincil iireticiler olan fitoplanktonik organizmalar
siyanobakteriler, diatom ve yesil algler gibi birka¢ taksonomik gruptan
olusmaktadirlar. Bu fotosentetik mikroorganizmalar su ekosistemlerinde karbon,
besin (N ve P) ve oksijen biyojeokimyasal dongiilerine aracilik etmektedirler.
Bununla beraber, birincil iireticiler olarak besin aginda énemli bir rol oynamakla

kalmazlar (Paerl and Justic, 2011); daha yiiksek trofik seviyelerdeki diger
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organizmalar iizerinde ciddi olumsuz etkilere neden olabilirler. Bu ylizden,
ekotoksikolojik ¢aligmalarda baslangi¢c canlilar1 olarak goriliirler ve yeni
kimyasallarin etkilerinin ilk tepkisini belirlemek i¢in kullanilmaktadirlar (Parlak
vd., 2011). Synechococcus leopoliensis tiriinde BPA i¢in (3g-ECso = 4,80 mg L'!)
belirlenen ECso degeri, BPF (3g-ECso = 5,20 mg L) icin belirlenen degerle
karsilagtirildiginda daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Elersek et al., 2021).

Anabaena variabilis ve Microcystis aeruginosa tiirleri lizerinde BPAF, BPC
ve BPB’nin (14g-ECso= 12,98-54,77 mg L") BPA’dan (14g-ECso = 55,27-78,96
mg L) daha gli¢lii olumsuz etki gosterdigi bildirilmistir (Czarny et al., 2021). Yine
ayni ¢alismada, BPE ve BPBP’ye maruz kalan bu iki siyonabakteri tiirleri igin
bulunan 14g-ECs degerleri sirasiyla 73,54-81,54 mg L' ve 320.23-488,61 mg L~
Pdir. Bununla birlikte, Chlorella vulgaris tiiriine kars1 test edilen tiim BP’ler
arasinda BPM, BPP ve BPZ i¢in belirlenen 14g-ECso degeri 48,76-19930,34 mg L-
!arasinda degismektedir ve BPA’dan daha az toksik olduklari bildirilmistir.

Diger yesil alg tiirleri ile karsilastirildiginda, Selenastrum capricornutum,
Pseudokirchneriella subcapitata, Tetraselmis sp ve Tetraselmis chuii tiirlerinin
ECs0/ICso 0,57-2,70 mg L' arasinda belirlenen degerlere gére BPA’ya ¢ok daha
duyarli olduklari rapor edilmistir (Alexander and Doill, 1998; Debenest et al., 2010;
Falcao et al., 2019; Jung et al., 2020; Yang et al., 2021).

Fitoplankton hiicrelerinin bisfenollerin etkilerine karsi farkli duyarlilik
gostermeleri muhtemelen hiicre duvarinin yapisi ve bilesimindeki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir (Parlak vd., 2011). Sucul ekosistemde tiim organizmalar bu
bilesiklere kompleks olarak maruz kalmaktadirlar ve sinerjistik-antagonistik etkiler
ortaya ¢ikabilmektedir. Bu dogrultuda, BPA ve alt1 analog (BPAF, BPAP, BPG,
BPM, BPP ve BPZ) (14d-EC50 = 18,22-28,56 mg L!) karisimina maruz kalan yesil
alg tiirleri Chlorella vulgaris ve Desmodesmus armatus toksisitesinin incelendigi
caligmada karmasik karisimin sinerjistik bir etki sergiledigi rapor edilmistir (Czarny
etal., 2021). Arslan vd., (2023) Phaeodactylum tricornutum denizel tiiriine 0,5, 0,8,
1,0, 1,5 ve 2,0 mg/L BPA ve analoglarin1 maruz biraktiklar1 ¢alismada ICso
degerlerine gore toksik bulunan analoglar sirasiyla BPAF (0,76 mg/L)>BPS (2,94
mg/L) >BPA (3,91 mg/L)>TGSA (5,16 mg/L)>BFDGE (5,69 mg/L)>BPB (7,83
mg/L)>BPF (9,17 mg/L)>BADGE (11,71 mg/L) oldugunu rapor etmislerdir. Deniz
kestanesi embriyonik gelisiminin etkilerinin arastirildig1 bir baska calismada 72 s
sonunda BPA i¢in Arbacia lixula ve Paracentrotus lividus tiirleri i¢in hesaplanan

ECso degerleri sirastyla 1,396 mg/L ve 0,676 mg/L olarak belirlenmistir. 4. lixula
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tirtinde BPS, BPF ve BPAF icin hesaplanan ECso degerlerinin sirastyla 2,673
mg/L, 1,129 mg/L, 0,314 mg/L oldugu rapor edilmistir (Arslan vd., 2023). Ayn
caligsmada, P. lividus tiirinde BPS, BPF ve BPAF icin hesaplanan ECso degerlerinin
sirastyla 0,621 mg/L, 0,301 mg/L, 0,263 mg/L oldugu bildirilmistir (Arslan vd.,
2023).

BPA’nin embriyolar {izerinde giiclii toksik etkisi oldugunu rapor edilen
caligmalardan birinde Ciona intestinalis tiriiniin embriyonik gelisimi {lizerinde
(malformasyonlar, hareketlilikte bozukluk) teratojenik etkilere sahip oldugu ve elde
edilen teratojenik konsantrasyon (TCso) degerinin 0,17 mg L~ ! oldugu rapor
edilmigtir (Matsushima et al., 2013). Bir diger calismada ise BPA’nin Ciona
robusta tiiriiniin sinir sistemi gelisimini etkiledigi ve 0,02 mg L- ye kadar diisiik
konsantrasyonlarda gelisimsel degisikliklere neden oldugu bildirilmistir
(Messinetti et al., 2019). BPA, TBBPA, BIBPA, B2BPA ve B3BPA’’nin Hydra sp.
tiirii tizerinde morfolojik degisikliklere neden oldugu ve belirlenen 4g- ECs0/LCso
degerlerinin BPA (1,30-5,14 mg L!)’nin analoglarindan (0,10-0,20 mg L!) daha
az toksik oldugu rapor edilmistir (Debenest et al., 2010; Murugadas et al., 2016).
Yapilan 6nceki ¢alismalarda BPA’nin yumusakgalarin endokrin sistemini olumsuz
etkiledigi, davranis degisiklikleri, kalp atis1 hizinda azalma gibi bir¢ok zararli
etkilere neden olabilecegi rapor edilmistir (de Andrade et al., 2017). Brachionus
koreanus rotifer tiirinde BPS’nin (1g-LCso = ND, NOEC=>100,00 mg L!) BPA ve
BPF’den (1g-LCso=20,92-42,89 mg L', NOEC = 10,00-15,00 mg L") daha toksik
oldugu rapor edilmistir (Park et al., 2018). BPA’nin Daphnia magna ve Artemia sp
tiirleri lizerinde yapilan ¢esitli akut toksisite ¢calismalarinda elde edilen ECso/LCso
degerleri sirasiyla 7,30-20,50 ve 50,40-107,20 mg L' olarak bulunmustur ve
BPA’nin toksik etki gosterdigi bildirilmistir (Alexander and Doill, 1998; da Silva
and de Sousa Abessa et al. 2019; Kalcikova et al., 2012; Liu et al., 2020; Naveira
etal., 2021; Tisler et al., 2016).

Astacus leptodactylus tiiriine maruz kalan BPA’nin (2g-ICso= 0,00006 ve
0,00011 mg L) erkek ve disi gonodal hiicreleri lizerinde giiglii bir sitotoksik etki
yarattigini ve bunun hiicrelerdeki kalsiyum iyon homeostazini bozan kalsiyum
kanallarin1 inhibe etmesinden kaynakli olabilecegi rapor edilmistir (Yurdakok-
Dikmen vd., 2020). BPA, BPF, BPS’nin Daphnia magna tiiriinde beslenme
oranlarini azalttigini, akut toksisite testinde BPF’nin, BPA ve BPS’den daha toksik
bir etki gosterdigi bildirilmistir (Liu et al., 2019). Ayrica calismada, BPA ve
analoglarin oksidatif stresi tetikledigi, sindirim ve sinir sistemi iizerinde olumsuz

etkilere neden oldugu belirlenmistir. Daphnia magna tiirii ile yapilan bir bagka
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calismada ise BPF’nin 0,001 mg L-""den kadar diisiik konsantrasyonlarda sinir
sistemini bozabilecegi ve antioksidan enzim aktivitesini indiikleyebilecegi
bulunmustur (Liu et al., 2020). BPE’nin Daphnia magna tiiriinde 24s-ECso’si 36
mg/L olarak bulunmustur. Aym c¢alismada, 10°-10% M BPE konsantrasyon
araliginda anlamli 6strojenik aktivite gozlendigi rapor edilmistir (Chen et al., 2001,
Lee et al., 2013).

BPA’nin ve onun yerine gecen analoglarin omurgalilar iizerindeki olumsuz
etkisine iligkin arastirmalarin ¢ogu, esas olarak baliklara odaklanmistir. Son
caligmalar, BPA ve bir¢ok analogun 6strojenik etki gdsteren ve dstrojen reseptorleri
ile etkilesime girebilen antropojenik endokrin bozucu bilesikler olarak karakterize
edildigini gosteren caligmalar bulunmaktadir (Chen at al., 2019). Ostrojen
reseptorlerine (ER’ler) giiclii baglanma afinitesi, balik hepatositlerinde artan
vitellogenin (vtg) liretimine dnemli bir katkida bulundugu bildirilmistir. (Chen et
al., 2019).

BPA ve analoglarinin balik tiirleri iizerindeki olumsuz etkilerine iliskin
caligmalar, esas olarak zebra balig1 Danio reiro tiiriine odaklanmistir. Cesitli akut
toksisite ¢alismalari, BPA’nin Danio reiro tiirii lizerinde toksik etki gosterdigi ve
elde edilen ECso/LCso degerinin 0,24-30,13 mg L! oldugu rapor edilmistir (Gu et
al., 2020)

Gu et al., (2020) BPA’nin Danio rerio tiiriinde toksisitenin zamana bagl
olarak arttigin1 ve LC50 degerlerinin sirastyla 1, 2, 3 ve 4 giin i¢in 9,13- 8,95- 8,56
ve 7,40 mg L' oldugu bildirilmistir. Benzer bulgular, BPA igin elde edilen LCso
degerlerinin 3, 6, 9, 12 ve 15 giinliikk maruz kalma siiresi boyunca 0,24’ten 0,17 mg
L ""e diistiigii rapor edilmistir (Chen et al., 2019). BPA ve analoglarinin Danio rerio
iizerinde Ostrojenik etki gdsterdigini ve embriyolar iizerindeki toksik etkilerinin
(4g-LCso) BPAF (1,60-1,95 mg L") >BPA (10,43-12,00 mg L-')>BPF (19,59-
32,00 mg LY)>BPS (199,00 mg L) sirasiyla azaldigi bildirilmistir (Moreman et
al., 2017; Mu et al., 2018). Danio rerio tiirli ile yapilan baska bir aragtirmada ise
embriyo ve larvalarinda BPA (4g-ECso = 5,25-8,04 mg L'!) ve TBBA nin (4g-ECso
=1,09-5,27 mg L") 1vtgl mRNA ekspresyonunu indiikledigi bulunmustur (Chow
et al., 2013). Zebra baliginin BPFL’ye (4g-LCso = 1,01 mg L!) akut maruz
kalmasimin gelismede gecikmeye, malformasyona ve apoptoza yol actigi
bildirilmistir (Mi et al., 2020).
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Bisfenol analoglarinin biyoakiimiilasyonu ve biyomagnifikasyonu ile ilgili
yapilan bir arastirmada Cin’in Taihu goliinden farkli trofik seviyelerde yer alan
sucul organizmalar toplanarak degerlendirilme yapilmistir. BPA, BPAF ve BPS’nin
sudaki en baskin analoglar oldugu; BPAF, BPC, BPZ’nin trofik magnifikasyon
faktorleri nedeniyle besin zincirinde (aginda) biomagnifike potansiyeline sahip
olduklart bildirilmistir (Wang et al., 2017). Cyprinus carpio tiiriinde Bisfenol A-
B-C-E-S-Z-AF ve AP olmak {izere 8 yaygin bisfenol analogun toksikokinetigi ve
biyokonsantrasyonu arastirilmistir. Bisfenollerin hem serbest hem de toplam
formlart gesitli balik dokularinda 6l¢iilmiis, BPA disinda sazan dokusundaki tiim
bisfenollerin konsantrasyonu bobrek> karaciger > kas seklinde oldugu
bildirilmistir (Wang et al., 2020).

BADGE’nin sulu veya asidik matrislerle temasi {izerine, BADGE-H>O ve
BADGE-2H>O gibi tiirevleri hidrolize edilebilir (Suarez et al. 2000). Bu
tirevlerinin ¢ogunun hem sitotoksik hem de genotoksik etkileri indiikledigi
gosteren caligsmalar bulunmaktadir (Suarez et al. 2000). BADGE ve hidrolitik
tiirevleri insan idrar1, plazmasi ve adipoz yaginda bulunmustur (Wang et al. 2012;
Wang et al. 2015). BADGE’nin suda kolayca hidrolize olmasi, kaplama
soliisyonlarmin klorin igermesi nedeniyle epoksi konsantrasyonlarinda tespit
edilmesi zordur ve bu nedenle, bozunma etkilerini tahmin edilemeyebilecegi
ongoriilmektedir (Williams et al., 2020). Ayrica BADGE, BPA’ya benzer
ostrojenik aktivite ve iireme/gelisimsel toksisite gosterdigi bildirilmistir (Hyoung
et al. 2007; Nakazawa et al. 2002). Model organizma olarak Drosophila
melanogaster tlrinlin kullanildigi ve tam transkriptom siralamasi yapildigi
calismada, BADGE igeren gidalarda larvalarin yetistirilmesinin hemosit artigina
neden oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda gelisim boyunca ksenobiyotik
BADGE’ye kronik maruz kalmanin hiicre proliferasyonunu indiikleyebilecegi
sonucuna vartmistir (Williams et al., 2020). Marquefio et al, (2021)
gerceklestirdikleri ¢alismada BPA, BPF ve BADGE*2HCI’nin oksidatif stresi
indiikledigini ve zebra baligi ZFL hepatik hiicre hattinin lipit homeostazim
etkiledigini bildirmislerdir. Elde ettikleri sonu¢lar dogrultusunda, BADGE*2HCI
(1g-ECs0=16,58 mg L")’in BPA (1g-ECs0=30,13 mg L") ve BPF (1g-ECs0 = 77,48
mg L) ile karsilastirildiginda en sitotoksik bilesik oldugunu rapor etmislerdir.

Bisfenol analoglarinin varligr insan maruziyetini kaginilmaz yapmustir.
BPA’nin insan iizerine olan olumsuz etkilerinden sonra analoglarin etkilerinin

arastirilmasi oldukga yenidir ve hala sinirlidir. Polonya’da toplanan insan serum
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orneklerinde BPS, BPF ve BPZ sirasiyla 0,845-4,844, ve 1,415 ng/mL’ye kadar
tespit edilmistir (Owczarek et al., 2018).

Calisma raporlarina gore, kontamine yem yiyen hayvanlardan elde edilen
hayvansal gida maddelerinin (6r. Yumurta, siit ve et) tliketilmesiyle insan
viicudunda biyolojik olarak biriktikleri i¢in bisfenollerin ciddi toksik bilesikler
olarak kabul edilebilir oldugu bildirilmistir (Russo et al., 2019). Ispanya’da yapilan
bir arastirmada, konserve iirlinlerde 88,66 pg/kg BPA konsantrasyonunun
saptandig1 ve bu konsantrasyonun, belirlenen 50 pg/kg migrasyon sinirini astigi
bildirilmistir (Gonzélez et al., 2020). Bisfenol analoglarinin migrasyon yoluyla

insan maruziyetinin artmasina yol agabilecekleri diisiiniilmektedir.

Analoglardan BADGE ve BFDGE’nin tiimoérijenik ve mutajenik olduklar
bildirilmistir (Miguez et al., 2012). Bu bilesiklerin BPA ile benzer bir yapiya sahip
olmas1 ve ayn1 zamanda biyolojik olarak parcalanabilirlige kars1 direng gostermesi
nedeniyle obezite ve tip 2 diyabet risklerini arttirdigina dikkat cekilmektedir
(Vilarinho et al., 2019).

BPA, BPF ve BPS maruziyetinin papiller tiroid kanseri (PTC) arasindaki
iligkinin arastirildig1 calismada idrar konsantrasyonlar1 ile PTC riski arasindaki
iligkiler incelenmistir. Yasa ve sigaraya gore siniflandirmadan sonra, yalnizca
sigara icmeyen kadinlarda istatistiksel anlamliligin korundugu BPF maruziyetinin,
ozellikle kadinlarda PTC riski lizerindeki olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir
(Zhang et al., 2023).

Bir baska calismada, BPA ve BPA-icermeyen 6 analogun (BPZ, BPAF,
BPAP, BPB, BPF, BPS) insanlardaki 6strojenik etkileri arastirilmistir. Analoglarin
ostrojenik potansiyellerinin BPA ile ayni aralikta kalmis olmasina ragmen BPAF,
BPB ve BPZ’nin BPA’dan daha giiclii dstrojenik etkiler gosterdigi bildirilmistir
(Mesnage et al., 2017). Bir diger ¢alismada ise BPA, BPS, BPZ, BPAF ve BPF’nin
hem kanser hem de saglikli hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkileri, MTT testi
uygulanarak arastiritlmistir. Hem kanser hiicreleri (MCF-7) hem de erkek iireme
hiicreleri (HseC) tizerindeki toksik etkisine bakilan calismada, BPF’nin en az
sitotoksik etki gosterdigi, daha sonra BPS’ nin geldigi belirlenmistir. BPAF ise diger
iki analoga gore daha sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. HseC hiicre hattinda
en yiiksek sitotoksik etkiyi BPA ve BPZ’nin gosterdigini, MCF-7 hiicre hattinda ise
BPZ ve BPA’nin esit derecede sitotoksik oldugunu rapor etmislerdir (Seda vd.,
2022).
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Yaygin olarak iiretilen ve kullanilmaya baslanilan bu analoglarin hem
insanlar hem de diger canlilar iizerindeki olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikarilmasiyla
beraber yasal diizenlemelerin gerekliligi dogmustur. Su ana kadar bu analoglarin
olas1 etkilerine dikkat c¢ekilmesi amaciyla 2012-2015 yillar1 asinda BPM, BPS,
BADGE ve TBBPA, potansiyel endokrin bozucular olarak Topluluk Siirekli Eylem
Planina (CoRAP) dahil edilmistir (Beausoleil et al., 2022). 2018 yilinda ise TEDx
tarafindan BPA, BPAF, BPB, BPC, BPE, BPF, BPM, BPS, BPZ ve TBBPA
potansiyel endokrin bozucular listesine eklenmistir. Endiistriyel iiretimde
kullanilmas: sinirlandirilan analoglar ise BPS ve BADGE’dir. 10/2011 sayili
Komisyon Tiiziigii (AB) kapsaminda iki analogun plastik gida kaplarmin
tiretiminde kullanilmasina sinirlama getirilmistir ve sirasiyla 0,05-9 mg kg! SML
izin verilmektedir (EU, 2005; EU, 2011). BPA-free (BPA icermeyen) olarak
tanimlanan iriinlerin iiretiminde analoglarin kullanimini kisitlayan/siirlandiran

baska bir mevzuat bulunmamaktadir.

Bu tez projesi kapsaminda Bisfenol A yerine {iretilen/kullanilan analoglardan
Bisfenol E, Bisfenol Z ve Bisfenol A diglisidil eter’in biyoindikator tiir Mytilus
galloprovincialis lizerine etkileri belirlenerek kimyasallarin ekotoksikolojik
profilleri olusturulmaya calisilmistir. Biyoindikator tiir ile gerceklestirilen bu
calismada akut ve subletal etkileri farkli biyobelirte¢ test yontemleri ile
belirlenmistir. Sucul ekosistemin devamlilig1 ve saglig1 agisindan olusabilecek olasi

olumsuz etkileri yorumlanmaya calisilmistir.
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2. GEREC ve YONTEMLER
2.1. Gerec¢

2.1.1. Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) tiiriiniin
karakteristik ozellikleri

Tropik sulardan kutuplara kadar genis bir yayilim gosteren Mytilus sp tiirleri
genel olarak 6-9 m derinlikte yayilim gosterirler. Mytilus galloprovincialis tiirii
Ingiltere, Ispanya, Italya, Fransa, Atlantik kiyilari, Akdeniz de yaygimn olarak
bulunur. Bu tiirin Japonya, Amerika’nin Bati kesimleri, Kore, Cin, Avustralya,
Yeni Zelanda ve Giliney Afrika’da da kaydi bulunmaktadir (Gossling, 1992).

Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) sistematikteki yert;

Phylum: Mollusca

Clasis: Bivalvia

Subclasis: Pteriomorphia

Superfamily: Mytiloide

Family: Mytilidae

Order: Mytlida

Genus: Mytilus

Kabuklarinin  rengi, yasa ve tutundugu zemine gore farkliliklar
gostermektedir (Mitton, 1977). Ulkemiz’de Akdeniz ve Ege kiyilarinda dagilim
gosteren bu tiiriin kabuk rengi siyamsi1 mor, kahve, siyah ve mavi tonlarindadir
(Alpbaz, 1993). Bu tiirlin yaygin boy uzunlugu 7-8 cm olmasina ragmen,
maksimum 10-11 cm uzunluguna ulagabilirler.

Genel anatomisine bakildiginda bilateral simetrili olan viicutlar1 iki kabuk ile

kusatilmistir. Anteridr, posterior, ventral ve dorsal olmak iizere dort kenardan
olusmaktadir (Uysal, 1970). Iki kabuklu olup esit olan bu kabuklar u¢ kistmdan
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birbirine baglanmigtir. Ventral kisimda bulunan bysus iplikleri ile sert zeminlere
tutunmaktadirlar ve bu iplikler yabanci cisimlerin girigine engel olusturur (Alpbaz,
1993). Dorsal kenar ise midyenin sirt kismint meydana getirir ve 6n kisminda
kabuklar1 birbirine baglayan ligamente sahiptir. Ligament, kaslar ile zit kuvvetli
olmasindan dolayr o©lii midyelerin kabuklar1 kaslarin kapama giicliniin

olmamasindan agilir (Atay, 1997).

Arka adiiktor Das sifon

kas

Bisiis iplikleri

I¢ sifon

Genital papilla

Solungag Gonadlar

Ayak

Labial palp

Sekil 2.1. Midye morfolojisi

Midyelerin yumusak olan viicutlari manto denilen bir zar ile kaplidir.
Solunum organlar1 olarak manto boslugunun her iki yaninda diisey konumda asili
olarak bulunan bir ¢ift ktenidium vardir. Ktenidium’lar eksen boyunca iki sira
halinde dizili solungac filamentlerinden olusur. Bunlarin iizerinde bulunan sillerle
birbirlerine baglanmislardir. Ayrica manto epiteli de solunumda rol oynar. (Uysal,
1970). (Sekil 2.1). Ligament ekseni iizerinde ve anterior aduktor kasin arkasinda
ince yarik seklinde yer alan agiz, altta ve iistte birer ¢ift bulunan agiz kolu (labial
palp) ad1 verilen iki ¢ift dudakla ¢evrilidir. Ag1z boslugunda ¢ene ve tiikriik bezi
yoktur. Mide torba seklindedir. Anterior kaslarin hemen altinda ve mide etrafinda
koyu kahve renkli karaciger bezleri yer alir. Son bagirsak ise perikard boslugundan
ve ¢ogunlukla kalbin ventrikiil (karincik) i¢inden gegerek posterior adduktor kasin
iizerinden kloak bosluguna acilir. Bosaltim organi olarak bir ¢ift nefridyum vardir
(Uysal, 1970). Acik dolasim sistemi olan midyelerde kan, kan damarlari igerisinde

tasinmaz. Midyelerdeki dokular, kan ve besin aligverisi i¢in hemolenf ile kaplidir.
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Oksijenli hemolenf, kalpten kan damarlar1 yoluyla viicut organlarina pompalanir.
Gazlarin, besinlerin ve atiklarin degis tokus edildigi hemoseollere tasinirlar.
Hemolenf kalbe geri donmeden Once solungaclarda ve mantoda yeniden

oksijenlenmektedir.

Fitoplanton ve asili haldeki partikiiller ile beslenirler. Besinlerini siizerek
alirlar ve sudaki maddeleri dokularinda biriktirebilirler. Bir midye saatte 10-15 It
suyu siizebilme 6zelligine sahiptir (Uysal, 1970). Midyelerin filtrasyon hizi; midye
biiyiikligiine, partikiil yogunluguna, partikiil tlirline, su sicakligina gore
degismektedir (Bayne et al., 1976).

2.1.2. Mpytilus galloprovincailis tiiriiniin iireme biyolojisi ve yasam
dongiisii

Midyelerde iireme sistemi biitliin viicuda yayilmis kanal ve kanalciklardan
olusmaktadir. Bu sistem manto loblarinin her tarafindaki bag dokusu igerisine
yayilmistir. Ureme zamanlarinda manto dokusu tamamen iireme hiicreleriyle
doludur, ayrica bu hiicreler mesosomada, perikardial boslugun hemen altinda,
viicudun yan duvarlarinda, karacigerin hemen iizerindeki dokularda yayilirlar.
Ureme sistemi solungaclar, kaslar ve ayak hari¢ viicudun her tarafina yayilmistir.
Mantonun anteridriinde yani karacigerin {istiinde, lateralde ve mesosomada mevcut
kanallardan gelen kanallarin birlesmesi ile olusan genital kanal, mantonun i¢
yiizeyine, buradan arkaya doner; viicudun diger tarafindan gelen diger kanalla
birlikte ventral kanalda solungaclarin kenarina paralel olarak uzanir ve posterior
kapama kasmin hemen yanindan disar1 acilir. Burast canlinin ¢ogalma organi

acikligidir ve kontrolii altinda agilip kapanir (Seed and Suchanek, 1992).

Midyeler ayri eseyli olup, olgun erkeklerde gonadlar krem-beyaz, disilerde
ise portakal saris1 tonlarindadir. Kabuklar kapali iken cinsiyet ayrimi yapilmaz.
Ancak olgun iireme hiicreleri suya birakildiginda olusan renklenme ile ayirt
edilebilir. Ege ve Akdeniz kiyilarindaki iireme zamani Eyliil-Aralik ve Mart-Mayis
aylar1 arasindadir. Ureme hiicrelerini bosaltan bireyler 1 ay igerisinde yeniden

kendini toplar.

Midyeler ayr1 eseyli olmakla beraber nadir olarak hermafroditlik goriiliir
(Lubet, 1959; Sugiura, 1962). Manto icerisindeki dokularda gelisen sperm ve
yumurtalar olgunlasinca genital kanallardaki siller vasitasi ile disar1 atilirlar.

Erkekler spermlerini uzun ip seklinde su igerisine birakirken, disiler ince uzun
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paketler halinde su igerisine birakir. Laboratuvar ortaminda erkek bireyler ilk suya
konulduktan sonraki ilk 2 saat igerisinde sperm birakirken, disi bireylerin yumurta
birakmasi ilk 24 saat icerisinde gerceklesmektedir. Laboratuvar ortaminda iireme
hiicrelerinin elde edilmesi 1-3 giin i¢erisinde gergeklesir. Olgun yumurtalar alesital
tipte, soluk kahverengi, kiire seklinde ve 60-70um capindadir. Yumurtalarin
ortasinda kisminda niikleus, niikleus etrafinda da yumurta graniilleri yer alir.
Spermler toplu igne seklinde olup, bas, boyun ve kuyruk bolgelerinden olusur.
Sperm 3.55um’dur. Spermlere hareket saglayan kuyruklari ise 40-60um arasinda

degisen uzunluklara sahiptir.

Yumurta ve sperm birakilmasindan 30 dk icerisinde dollenme gerceklesir.
Doéllenmeden 90 dk sonra 2’li boliinme, 180-210 dk sonra 4’lii boliinme gergeklesir.
Doéllenmeden 24 saat sonra silli trokofora sathasina ulagilir. Bu evrede larva sillerini
kullanarak hareket eder (Sekil 2.2.).

Sekil 2.2. Midye trokofora safhasi

30 saat sonra trokofora larvasinda sindirim sistemi ve dorsal bolgenin
posterior tarafinda kabuk bezinin faaliyeti sonucunda kalinlasan ilk kabuk goriiliir.
Daha sonra hizla geliserek sag ve sol taraf olmak {izere iki kabuk haline gelir.
Larvanin ylizmesi ve beslenmesini saglayan bu organa ‘velum’ ad1 verilir. Velum,
24-48 saat arasi siirede olusur ve larva enine eksende 90 um boya sahiptir. Bu evre

‘D-shape (veliger)’ olarak adlandirilir.
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Sekil 2.3. Midye yasam dongiisii

2-4 hafta planktonik olarak bir yasam siirerek su siitununda aktif olarak
yliizerler ve beslenirler. Larva 210 um boya ulastiginda ayak, gozler ve iki pigmentli
noktalar tamamu ile goriiniir haldedir. Bu evre ‘pediveliger’ olarak adlandirilir (His
et al,, 1999). Bu asamadan sonra larvalar 15-30 giin igerisinde metamorfoz
asamasina ulasir ve yerlesmeye baslar. Sicaklik, metamorfoz evresine ulagsma
zamani ve siiresini etkilemektedir. 1-1,5 mm boya ulasinca jiivenil bireyler olarak
adlandirilirlar ve bulduklari filamentli substratta yerlesik olarak kalirlar. Daha sonra
substrattan ayrilir ve diger midye popiilasyonlar1 veya bysus iplikleri ile yeni bir
substrat buluncaya kadar dibe siiriikklenirler (Newell, 1990). 5 cm boya
ulagtiklarinda  ergin  birey olarak adlandirilirlar ve son tutunmalarini
gerceklestirirler (Sekil 2.3.)

2.2. Kimyasallar ve stoklarin hazirlanmasi

2.2.1. Bisfenol A (Cas numarasi:80-05-7) 4-[2-(4- hydroxyphenyl)
propan-2-yl]jphenol

Bisfenol A (BPA) Ci5Hi60> formiilii ile karakterize edilmektedir. Bisfenol A,
iki hidrofenoksil grubu igeren difenil metan tiirevidir (Sekil 2.4.). Polikarbonat
plastiklerin ve epoksi reg¢inelerin iiretiminde kullanilan bir monomerdir. Ayrica
plastik sigeler ve kaplarda, oyuncaklarda, tibbi ekipmanlarda, sigara filtrelerinde,

termal kagitlarin tiretimi olmak iizere bir¢ok iiriinde kullanilmaktadir.
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CHs

CHs

Sekil 2. 4. Bisfenol A’nin kimyasal yapisi

Cizelge 2.1’de BPA’nin molekiiler agirlik, oktanol-su partitisyon katsayisi
(log Kow), suda ¢oziiniirliigii, yarilanma 6mrii, biyokonsantrasyon faktorii (BCF),

biyobirikim faktorii (BAF) ve biyotransformasyon yari-6mrii bulunmaktadir.

Cizelge 2.1. BPA’ nin fizikokimyasal 6zellikleri

BPA
228,29 g/mol
Molekiiler agirhk
Log Kow 3,64/3,32

Tahmin edilen/dl¢iilen (25 °C)

146,15
Suda ¢oziiniirliigii mg/L (tahmin edilen)
Yarilanma 6mrii (giin) 0,13/38/75/338
Hava/su/toprak/sediment
Log BCF/BCF 1,86/72
(L/kg, wet-w)
Log BAF/BAF 2,24/173
(L/kg, wet-w)
Biyotransformasyon yar1 6mrii giin 0,263

(10 g bahga normalize edilmis)

Sigma-Aldrich firmasindan alinan Bisfenol A, Dimetil siilfoksit (Sigma, Cas.
No: 67-68-5) igerisinde ¢oziildii. Stok c¢ozeltiler hacimsel siseler kullanilarak
seyrelti ve karanlikta muhafaza edildi. Tiim deneylerde kullanilan en yiiksek
konsantrasyonda 0.1% (v/v), genel olarak test tiirii i¢in belirlenen NOEC (M.
galloprovincalis i¢in 2,2 g L'!) degerinin altindaki DMSO ¢ozeltileriydi.
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2.2.2. Bisfenol E (Cas Numarasi:2081-08-5) 4-[1-(4-
hydroxyphenyl)ethyl] phenol

Bisfenol E (BPE), C14H140, formiilii ile karakterize edilmektedir. (Sekil 2.5).

CHsj

HO OH

Sekil 2.5. BPE kimyasal yapis1

Plastik malzemelerin dayanikliliginin arttirilmasi i¢in, kisisel bakim {iirtinleri,
gida ambalajlarinda ve ayrica, plastik, recine ve dental {iriinlerinde monomer olarak
kullanilmaktadir. Cizelge 2.2°de BPE’nin belirlenen fiziko-kimyasal 6zellikleri yer
almaktadir. Sigma-Aldrich firmasindan alinan Bisfenol E, Dimetil siilfoksit
(Sigma, Cas. No: 67-68-5) icerisinde ¢oziildii. Stok cozeltiler hacimsel siseler
kullanilarak seyrelti ve karanlikta muhafaza edildi. Tiim deneylerde kullanilan en
yiiksek konsantrasyonda 0.1% (v/v), genel olarak test tiirii icin belirlenen NOEC
(M. galloprovincalis i¢in 2,2 g L) degerinin altindaki DMSO ¢ozeltileriydi.

Cizelge 2.2. BPE nin fizikokimyasal 6zellikleri

BPE
214,27 g/mol
Molekiiler agirhik
Log Kow 3,19/3,74
Tahmin edilen/dl¢iilen (25 °C)
321,64
Suda ¢oziiniirliigii mg/L (tahmin edilen)
Yarilanma 6mrii (giin) 0,13/15/30/135
Hava/su/toprak/sediment
Log BCF/BCF 1,77/59,1
(L/kg, wet-w)
Log BAF/BAF 1,66/45,6
(L/kg, wet-w)
Biyotransformasyon yar1 6mrii giin 0,153
(10 g bahiga normalize edilmis)
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2.2.3. Bisfenol Z (Cas numarasi:843-55-0) 4-[1-(4- hydroxyphenyl)
cyclohexyl]phenol

Bisfenol Z (BPZ), CisH200: formiilii ile karakterize edilmektedir. (Sekil 3.2).
Gida ambalajlari, kisisel bakim fiiriinleri, kagit tirlinleri, fensiklidin (PCP) gibi

anestezik kimyasallarin sentezinde ve ayrica plastik, recine ve dental iirlinlerde

polimer olarak kullanilmaktadir.

HO I I OH

Sekil 2.6. BPZ’nin kimyasal yapisi

Cizelge 2.3.”de BPZ’nin belirlene fiziko-kimyasal 6zellikleri yer almaktadir.

Cizelge 2.3. BPZ nin fizikokimyasal 6zellikleri

BPZ
268,36 g/mol
Molekiiler agirhk
Log Kow 5,48/(n/a)

Tahmin edilen/dl¢iilen (25 °C)

Suda ¢oziiniirliigii mg/L (tahmin edilen) b4
Yarilanma 6mrii (giin) 0,13/38/75/338
Hava/su/toprak/sediment
Log BCF/BCF 3,29/1,93*103
(L/kg, wet-w)
Log BAF/BAF 2,21/162
(L/kg, wet-w)
Biyotransformasyon yar1 émrii giin 0,403

(10 g baliga normalize edilmis)
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Sigma-Aldrich firmasindan alinan Bisfenol Z, Dimetil siilfoksit (Sigma, Cas. No:
67-68-5) igerisinde ¢oziildii. Stok ¢ozeltiler hacimsel siseler kullanilarak seyrelti ve
karanlikta muhafaza edildi. Tiim deneylerde kullanilan en yiiksek konsantrasyonda
0.1% (v/v), genel olarak test tiirii i¢in belirlenen NOEC (M. galloprovincalis i¢in
2,2 g L!) degerinin altindaki DMSO ¢ozeltileriydi.

2.2.4. Bisfenol A diglisidil eter (Cas numarasi:1675-54-3) 2-[[4-[2-
[4-(oxiran-2- ylmethoxy)phenyl] propan-2-yl|phenoxy] methyl]oxirane

Bisfenol A diglisidil eter (BADGE), C21H2404 formiilii ile karakterize edilmektedir
(Sekil 2.7).

@) @)
RasYohe
HsC CHj

Sekil 2.7. BADGE’nin kimyasal yapisi

Epoksi reginelerinin iliretiminde bir monomerdir. Bununla beraber, yiyecek ve
icecek kaplarinin kaplama malzemesi, antikorozitif kaplama ve dis kompozitlerin
kaplama maddesi olarak kullanilmaktadir. Cizelge 2.4’te BADGE’nin fiziko-

kimyasal 6zellikleri yer almaktadir.

Sigma-Aldrich firmasindan alinan Bisfenol A diglisidil eter, Dimetil stilfoksit
(Sigma, Cas. No: 67-68-5) icerisinde ¢oziildii. Stok cozeltiler hacimsel siseler
kullanilarak seyrelti ve karanlikta muhafaza edildi. Tiim deneylerde kullanilan en
yiiksek konsantrasyonda 0.1% (v/v), genel olarak test tiirii i¢in belirlenen NOEC
(M. galloprovincalis igin 2,2 g L") degerinin altindaki DMSO ¢ézeltileriydi
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Cizelge 2.4. BADGE nin fizikokimyasal 6zellikleri

Suda ¢éziiniirliigii mg/L (tahmin edilen)

BADGE
340,4 g/mol
Molekiiler agirhk
Log Kow 3,84/(n/a)
Tahmin edilen/6l¢iilen (25 °C)
0,74

Yarilanma 6mrii (giin)

Hava/su/toprak/sediment

0,16/60/120/542

(10 g baliZa normalize edilmis)

Log BCF/BCF 2,20/160
(L/kg, wet-w)
Log BAF/BAF 2,60/400
(L/kg, wet-w)

Biyotransformasyon yar1 émrii giin 2,09

2.3. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin Mytilus galloprovincialis tiirii

ile gerceklestirilen toksisite testleri

Bisfenol A ve analoglarinin biyoindikator tir Mytilus galloprovincialis
lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla temiz oldugu bilinen Izmir-Mordogan
bolgesinden toplanarak toksisite testleri yapilmustir. {1k olarak aklimasyon siirecine
7 giin boyunca tabi tutulmustur. Bu siirede laboratuvar ortaminda hazirlanan yapay
deniz suyu (%036) igerisinde tutularak giin asir1 su degisimi yapilmistir ve her bir
akvaryuma havalandirma takilmigtir. Viicut agirliklarina gére besleme yapilmistir.
Besleme i¢in daha once kiiltiirii hazirlanan belli bir yogunluga getirilen denizel
diatom tiirii Phaeodactylum tricornutum kullanilmistir ve akvaryumlara giin asir
30 ml olacak sekilde eklenmistir. 12/12 saat aydinlik/karanlik periyodunda ve

uygun sicaklikta (16 °C) tutulmuslardir. Aklimasyon siirecinin bitiminden sonra

denemelere baglanilmistir.
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2.3.1. Akut toksisite testi

I1k olarak midye akut toksisite testi gerceklestirilmistir. Deneme diizeneginde
cam akvaryumlar igerisine hazirlanan yapay deniz suyu konulmustur ve
havalandirma takilmigtir. Daha sonra her bir cam akvaryum igerisine 20 midye
konulmustur. Tiim deneme boyunca sicaklik 16 °C’de, oksijen ve pH oOl¢timleri
yapilarak optimum kosullar saglanmistir. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin midye
tizerindeki akut etkisinin belirlenmesi i¢in kontrole ek olarak midyeler 5
konsantrasyona maruz birakilmistir (Sekil 2.8). Maruziyet konsantrasyonlar1 2-4-
8-16-32 mg/L olarak belirlenmistir. Deneme sirasinda her bir kimyasal grubu i¢in
hazirlanan stok c¢ozeltiler seyreltilerek kullanilmistir. 96 saat boyunca her bir 24
saat sonunda akvaryumdaki 6len ve yasayan midyelerin sayis1 gozlemlenerek
kaydedilmistir. Olen ve yasayan midyelerin ayriminda kabuklarmn agiklig1 kriteri
kullanilmistir. Midyelerin kabuklar1 tamamiyla acik oldugunda 6li oldugu kabul
edilmektedir. Clinkii 6len midyelerin kaslar1 ile ligament arasinda ters bir kuvvet
etkisi vardir. LCso degerleri EPA probit programi kullanilarak hesaplama
yapilmistir.

Sekil 2.8. Akut toksisite test diizenegi
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2.3.2. Fizyolojik Parametreler: condition (biiyiime) indeks ve
gonadosomatik indeks

Bisfenol A ve analoglarinin (BPE, BPZ, BADGE) midye {iizerindeki
fizyolojik etkilerinin belirlemek amaciyla biiylime ve gonadosomatik indeks testleri
gerceklestirilmistir. Deneme diizeneginde cam akvaryum igerisine hazirlanan
yapay deniz suyu, havalandirma takildiktan sonra her bir akvaryuma 8 midye
konulmustur. Tiim deneme boyunca sicaklik 16 °C’de, oksijen ve pH oOl¢timleri
yapilarak optimum kosullar saglanmistir. 14 giin boyunca midyeler kontrole ek
olarak akut toksisite testi icin belirlenen 5 konsantrasyona (2-4-8-16-32 mg/L)
maruz birakilmiglardir. Deneme sirasinda her bir kimyasal grubu i¢in hazirlanan
stok cozeltiler seyreltilerek kullanilmistir. 96 s midye akut toksisite testinin

sonucunda yasamaya devam eden midyelerle deneme yapilmustir.

Biiytime indeksi (CI) Matozzo et al., (2012) gore belirlenmistir. Kontrol ve
her bir kimyasal (BPA, BPE, BPZ ve BADGE) grubundaki konsantrasyonlara
maruz kalan 4’er bireyin kabuklar1 ayrilarak yumusak dokulari alinmistir (Sekil
3.6.) Kabuk ve yumusak dokularin her ikisi de 60 °C’de 48 saat boyunca etiiv
icerisinde kurutulmustur. Daha sonra ise yumusak dokularin ve kabuklarin agirlik

olgtimleri yapilarak asagida yer alan formiile gére hesaplamalar yapilmaistir.

kuru doku agirligi (g)
Cl (%) = —— x 100
Kuru kabuk agirligt (g)

Gonadosomatik indeks (GSI) Peters and Granek (2016) gore belirlenmistir.
Kontrol ve her bir kimyasal (BPA, BPE, BPZ ve BADGE) grubundaki
konsantrasyonlara maruz kalan 4’er birey disekte edilmistir. Gonadlar ve tiim doku
birbirinden ayrilmistir (Sekil 3.6) ve 60°C’de 48 saat boyunca etiiv icerisinde
kurutulmustur. Daha sonra ise gonadlar ve yumusak dokular agirlik dl¢timleri

yapilarak agagida yer alan formiile gore hesaplamalar yapilmistir.

Gonadlarin kuru agirligi (g)
GSI (%) = —— x 100
toplam yumusak doku kuru agirligr (g)
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Sekil 2.9. Condition indeks ve gonadosomatik indeks orneklemelerinin kurutulmus hali

2.3.3. Subletal toksisite testleri

2.3.4. Midye fertilizasyon (dollenme basarisi) ve embriyotoksisite
testi

BPE, BPZ ve BADGE’nin midye fertilizasyon basarisina olan etkisini
belirlenmeye c¢aligilmistir. Aklimasyon siirecinden ¢ikan midyelerin her biri yapay
deniz suyunun oldugu cam kavanozlar igerisine konulmustur (Sekil 2.10). Cinsel
olgunluga sahip olan midyelerin yumurta ve sperm birakilmasi i¢in beklenilmistir.
Dogal olarak sperm ve yumurta alinmasi i¢in su sicakliginin arttirilmasi yontemi

kullanilmistir.

Sekil 2.10. Midye sperm ve yumurta eldesi
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Daha sonra yumurta ve sperm salinmasi gozlemlenmistir. Sudaki renk
degisimiyle ayirt edilen disi ve erkek bireyler belirlendikten sonra yumurtalar ve
spermler sirasiyla 100 um ve 55 um filtreden gegirilmistir. Daha sonra saglikli olan
3 disi ve 3 erkek bireyler secilerek His et al., (1999) ve Fabbri et al., (2014) gore
deneme gergeklestirilmistir. BPE, BPZ ve BADGE i¢in konsantrasyonlar
hesaplanan LCso degerlerine gore belirlenmistir ve 0,01-0,1-1-100-1000 pg/L’dir.
Her bir kimyasal i¢in hazirlanan stok c¢ozeltileri seyreltilerek kullanilmistir. 6’1
well plate icerisine 9 ml yapay deniz suyu ve artan kimyasal konsantrasyonlari
konulduktan sonra yumurta:sperm orant 1:10 olacak sekilde eklenmistir. 30 dk
sonra fertilizasyon bagarisinin mikroskobik gozlemlenmesi i¢in formol (%#4) ile fiks
edilmistir. Ddllenmis yumurtalar dollenme zarinin olusumuna gore ayirt
edilmektedir  (Sekil 2.11). Embiriyotoksisite =~ denemesi i¢in  artan
konsantrasyonlarin ve yapay deniz suyunun eklendigi well-plate’ler igerisine
embriyolar eklendikten sonra 16+1 °C’de 48 saat boyunca 16 saat 1s1k: 8 saat
karanlik fotoperiyodu ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda drnekler
(%4) formalin ile fiks edilerek mikroskobik gozleme gegilmistir ve her bir well-
plate kuyucugundan 100 birey sayilmigtir Test sonuglarinin kabul edilebilirligi,
kontrol grubundaki normal D-veliger evresindeki larvalarin >%75’ten yiiksek
olmas1 gerekmektedir (ASTM, 2004). Basarili fertilizasyon dollenme zarinin
olusumu ile anlagilmaktadir. Fertilizasyon basarisini belirlenirken fertilizasyon
Orant (FO = % dollenmis yumurta) dikkate alinmistir. Negatif kontrol gurubunda
gozlenen fertilizasyon orant (FO kont) ve toksikant gurubunda gozlenen
fertilizasyon orani1 (FO goz) karsilastirilarak diizeltilmis endeks (DE) degerleri
hesaplanmistir (Arslan ve Parlak, 2008).

_ F0g6z — FOkont

DE
FOkont

x 100

Diizeltilmis endeks ile her bir 6rnekteki fertilizasyon basarisindaki nispi artig
(DE> 0) veya depresyon (DE<0) kolaylikla goriilebilmektedir.
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48 s sonunda mikroskobik gozlemler His et al., (1999) kriterlerine gore
yapilmigtir. Bu kriterlere gore larvalar D-veliger safhasina eristiginde ve manto
disar1 ¢ikmadiginda normal olarak kabul edilmektedir. Trokofora asamasinda
kalmasi, gelisimsel anomaliler (konkav veya konveks kabuk, girintili kenar
bosluklari, bozulmus veya hasar gérmiis kabuk, ¢ikintili manto) anormal larva
olarak kabul edilmektedir.

Normal D-Veliger = Malformed Hinge Pre-Veliger Arrested Trochophora

Sekil 2. 11. Midye dollenmis yumurta ve larval asamalari

2.3.5. Mikroniileus testi

BPA ve analoglarinin genotoksik bir etkiye neden olup olmadigiin
belirlenmesi i¢in mikroniikleus testi gerceklestirilmistir. Aklimasyon siirecinden
sonra deneme diizenegi kurulmustur. Cam akvaryumlar igerisine yapay deniz suyu
(3 litre) ve havalandirma takildiktan sonra her bir akvaryuma 15 midye eklenmistir.
Tim deneme boyunca sicaklik 16 °C’de ve pH Ol¢limleri yapilarak optimum
kosullar saglanmistir. BPA, BPE, BPZ ve BADGE i¢in uygulanan konsantrasyonlar
kontrole ek bes konsantrasyon olarak belirlenmistir. Midyelerin maruz kaldig:
konsantrasyonlar  0,01-0,1-1-100-1000 pg/L’dir. Denemenin giivenirligini
gostermek icin daha onceden toksik oldugu bilinen CdCl: pozitif kontrol olarak

belirlenmistir. 72 saat siiren denemede her bir 24 saat diliminde her bir kimyasal
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grubu ve konsantrasyonlar i¢in Ornekleme (her giin i¢in 5 midye) yapilmistir.
Ornekleme yapildiktan sonra su degisimi ve kimyasallar yeniden eklenmistir. 3 giin
stiren deneme boyunca her bir canlinin hemolenf, solunga¢ ve karaciger dokulari
alimmustir (Sekil 3.9).

Sekil 2. 12. Mikroniikleus testi i¢in midye diseksiyonu

Hemolenf: Ince uglu siringa ile alinan hemolenf fikstatif (3:1 etanol:asetik
asit) icerisine 15 ml’lik falcon tiiplere konulmustur. Daha sonra 1000 rpm 10 dk
santrifiijlenmistir ve slipernant uzaklastirilmigtir. Pelet lam {izerine 2 tekrarli olacak
sekilde yayildiktan sonra etanol bulunan sale igerisine alinarak fiks edilmistir.
Lamlar dogal olarak kuruduktan sonra %5’lik hazirlanan Giemsa boyasini igeren
saleler igerisine alinmistir ve boyama yapilmistir. Boyadan ¢ikarilan lamlar saf su
ile yikanmistir. Dogal olarak kurumaya birakilan lamlar hava almamasi igin
entellan ve lamel yardimiyla kapatilarak mikroskobik gozlemlere hazir hale

getirilmigtir.

Solunga¢: Hemolenf alimindan sonra bistiirii ile midyeler disekte edilerek
solungaglar alinmistir (Sekil 2.13). Fikstatif iceren 15 ml’lik falconlara
konulmustur. Solunga¢ epitellerinin cam pastoér pipet yardimiyla dokiilmesi
saglanmistir. Biiyiik solunga¢ dokularinin uzaklastirilmasi i¢in filtre edilmistir.
Santrifiij edildikten (2000 rpm 10 dk) edildikten sonra siipernant uzaklastirilmistir.
Pelet lam {izerine 2 tekrarli olacak sekilde yayildiktan sonra etanol bulunan sale
icerisine alinarak fiks edilmistir. Lamlar dogal olarak kuruduktan sonra %5’lik
hazirlanan Giemsa boyasini iceren saleler igerisine alinmistir ve boyama

yapilmistir. Boyadan ¢ikarilan lamlar saf su ile yikanmistir. Dogal olarak kurumaya
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birakilan lamlar hava almamasi i¢in entellan ve lamel yardimiyla kapatilarak

mikroskobik gozlemlere hazir hale getirilmistir.

Sekil 2.13. Midye i¢ goriiniim ve solunga¢ dokusu

Hepatopankreas: Solungaclar alindiktan sonra hepatopankreas dokular
disekte edilmistir. Fikstatif (asetik asit) iceren 15 ml’lik falconlara konulmustur.
Daha sonra %45°lik asetik asit iceren falconlara alinarak cam pastdr pipet
yardimiyla dokunun pargalanmasi saglanmistir. Filtre edilen hiicreler solungag
dokularinda oldugu gibi santrifiijlenerek lam iizerine 2 tekrarli olacak sekilde
yayilmigtir. Etanol bulunan sale igerisine alinarak fiks edilmistir. Lamlar dogal
olarak kuruduktan sonra %5°’lik hazirlanan Giemsa boyasini igeren saleler icerisine
alinmistir ve boyama yapilmistir. Boyadan ¢ikarilan lamlar saf su ile yikanmustir.
Dogal olarak kurumaya birakilan lamlar hava almamasi icin entellan ve lamel

yardimiyla kapatilarak mikroskobik gozlemlere hazir hale getirilmistir.

Mikroskobik  gbzlemler sirasinda ZEISS  primostar  mikroskobu
kullanilmistir. Hazirlanan her bir lamdan rastgele 1000 hiicre sayimi yapilarak
mikroniikleus olusumu gozlenmistir. Bir kimyasal maruziyetinde kontrolle beraber
hemolenf, solungag ve hepatopankreas dokulari i¢in toplam 540 lam hazirlanmistir.
BPA, BPE, BPZ ve BADGE igin toplam 2.160 lam hazirlanarak 2,160,000 hiicre

mikroskopta gozlemlenerek sayilmstir.
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2.3.6. Histolojik boyama ve Apoptoz testi

Apoptoz kimyasallarin canlilar iizerinde genotoksik bir etkiye sebep olup
olmadiginin belirlenmesinde kullanilan biyobelirte¢lerden biridir. Mikroniikleus
testiyle  beraber  kimyasallarin/kirleticilerin  etkilerini ~ belirlenmesinde

uygulanmaktadir.

Aklimasyon siirecinden sonra deneme diizenegi kurulmustur. Cam
akvaryumlar igerisine yapay deniz suyu (3 litre) ve havalandirma takildiktan sonra
her bir akvaryuma 10 midye eklenmistir. Tiim deneme boyunca sicaklik 16°C’de,
oksijen ve pH 6l¢iimleri yapilarak optimum kosullar saglanmistir. BPA, BPE, BPZ
ve BADGE i¢in uygulanan konsantrasyonlar kontrole ek bes konsantrasyon olarak
belirlenmistir. Midyelerin maruz kaldig1 konsantrasyonlar 0,01-0,1-1-100-1000
pg/L’dir. 7 giin sonunda 5 midye histolojik boyama ve apoptoz i¢in, 5 midye ise
daha sonraki enzim c¢alismast icin disekte edilerek hepatopankreas ve solungag
dokular1 alinmistir. Enzim calismasi i¢in alinan dokular -80°C’de muhafaza

edilmek tizerine konulmustur.

Histolojik boyama ve apoptoz i¢in alinan dokular ise %4’liik paraformaldehit
icerisine alinmistir. Burada fikse edildikten sonra 24-48s arasi fiksatifte
bekletilmistir. 48s sonrasinda pH 7,2/ 7,4 arast olan PBS soliisyonuna alinip
fiksatiften arindirmak amaciyla gece boyu bekletilmistir. Dokular dncelikle %80’
den baslamak sartiyla sirasiyla %95 ve 2 kez %96 olacak sekilde artan alkol
serisinden gecirilmistir. Daha sonrasinda seffaflama olarakta adlandirilan
basamakta dokulardan alkoliin uzaklastirilmasi amactyla dokular ksilole alinmistir
ve gozle takip yontemiyle seffaflanma gozleninceye kadar dokular ksilolde
bekletilmistir (Sekil 2.14).

e e (N

Zunef@wsifes 232y,
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Seffaflanmasi tamamlanan dokular parafin 1 igerisine alinmistir. Dokularin
icerisindeki ksilol uzaklasarak dokunun igine parafinin niifuz etmesi beklenilmistir.
Yarim saat parafin 1 de kalan dokular parafin 2’ye alinmistir ve burada da yarim
saat kadar bekletilmistir. Sonrasinda bloklama asamasina gecilmistir ve burada
dokular bir kalip i¢ine konulmus parafinde donmaya birakilmistir (Buhur ve
Yavasoglu, 2017; Cakalagaoglu, 2005).

Dokular bloklama isleminden sonra oda sicakliginda 1 giin ve kesit alma
islemine baslamadan 1 saat Once buzdolabinda +4 derecede bekletilmistir.
Dokulardan 1s1k mikroskobik incelemeler i¢in Leica RM 2145 mikrotomda 5 p’luk
kesitler alinarak 37°C su banyosunda kesitlerin acilmasi saglanarak rodajli ve
polilizinli lamlar iizerine doku kesitleri alinmistir (Sekil 2.15) (Buhur ve
Yavasoglu, 2017; Cakalagaoglu, 2005).

Sekil 2.15. Doku kesiti 6rnegi
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Histolojik  Boyamalar: Tim  boyamalardan  6nce  dokularin
deparafinizasyonu i¢in oncelikle etiivde 57°C’de 1 saat boyunca bekletilmistir.
Etlivden ¢ikan preparatlar soguduktan sonra ksilole dizilmistir ve bir gece boyunca
bekletilmistir.

Hematoksilen Eozin Boyama
Gece boyu ksilolde bekleyen preparatlar ¢ikartilip kurutulmustur. Daha sonra

ise dokularin genel morfolojik ve histolojik 6zelliklerini gozlemlemek amaciyla

asagida yer alan boyama protokolii uygulanmistir.

UYGULANAN iSLEMLER SURE

1 % 100 Alkol 2 dakika

2 % 100 Alkol 2 dakika

3 % 95 Alkol 2 dakika

4 % 80 Alkol 2 dakika

5 Distile suda yikama 3 dakika

6 Hematoksilende 3 dakika

7 Akarsu 5 dakika

8 Asit alkol Doku pembe renk alana kadar batirip ¢ikarilir.
9 Akarsuda yikama Daldir ¢ikar seklinde
10 Amonyakli su Doku mor renk alana kadar batirip ¢ikarildi
11 Akarsu Daldir ¢ikar seklinde
12 Distile suda yikama 5 dakika

13 Eozin 1 dakika



14 % 95 Alkol yikama

15 % 95 Alkol yikama

16 % 95 Alkol yikama

17 Disarida kurutuldu

18 Ksilol

56

Daldir ¢ikar seklinde

Daldir ¢ikar seklinde

Daldir ¢ikar seklinde

Birkag saniye

30 dakika

19 Boyal1 preparatlar entellan damlatilarak kapatilmistir.

Bu agamadan sonra preparatlar mikroskop altinda incelenmistir.

Tunel Boyama Protokolii

Bu boyama protokolii dokulardaki apoptotik hiicreleri saptamak i¢in

yapilmaktadir. Solungag ve hepatopankreas dokulari i¢in asagida yer alan protokol

uygulanmistir.
UYGULANAN iSLEMLER SURE
1 %100 Alkol 2 dk
2 %95 Alkol 2 dk
3 %80 Alkol 2 dk
4 Distile suda yikama 3 dk
5 9%0.1 Triton X soliisyonu (pH:7.4) 5dk
6 Dokunun etrafini ¢gizme
7 Proteaz K eklenerek, cover slip ile kapatma 20 dk
8 PBS ile yikama 2 kez 2 dk
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9 Vial 1 ve Vial 2 birlestirilerek hazirlanan soliisyondan

50 pl eklenerek lamlarin iizeri cover slip ile kapatilir.

37C’de inkiibe edilir. 60 dk

10 PBS ile yikama 3 kez 2 dk

11 Dokularin iizerine 50-100 pl DAB substrat eklenir. Goz ile takip
12 PBS ile yikama 3 kez 2 dk

13 Mayers hematoksilen ile boyama 1 dk

14 Cesme suyu ile yikama 2 dk

15 Distile su ile yikama 2 dk

16 %80 Alkol ile yikama Daldir ¢ikar seklinde
17 %95 Alkol ile yikama Daldir ¢ikar seklinde
18 %100 Alkol ile yikama Daldir ¢ikar seklinde
19 Disarida kurutuldu Birkag saniye

20 Ksilol 30 dk

21 Kapatma Entallen ile

2.3.7. istatiksel degerlendirmeler

Istatiksel hesaplamalar Statistica uygulamasinin

12.0

versiyonu ile Tukey’s (Hill et al. 2002), Dunnet ve t testi kullanilarak

gerceklestirilmigtir. LCso hesaplamalar1 EPA probit analiz programi

versiyon 1.5 ile gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

Calismamizda BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin farkli konsantrasyonlarina
maruz kalan Mytilus galloprovincialis tirl tizerindeki etkileri akut ve subletal
testlerle Dbelirlenmeye c¢alisilmistir. Tim kimyasallarin bu tiir iizerindeki

toksikolojik profilleri degerlendirilmistir.

3.1. Akut Toksisite testi sonuclari

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin Mytilus galloprovincialis tiirii tizerindeki
akut etkisini belirlemek amaciyla yapilan 96 saatlik test sonuglar1 Cizelge 4.1°de
yer almaktadir. Uygulanan konsantrasyonlara (2-4-8-16-32 mg/L) gore hesaplanan
LCso degerlerine gore en BPA>BPE>BPZ>BADGE seklinde oldugu belirlenmistir.
Akut toksisite test sonuglara gore en etkili bilesik BPA oldugu tespit edilirken
analoglar arasinda karsilastirma yapildiginda BPE diger iki analogdan daha fazla
etkilemektedir.

Cizelge 3. 1. BPA, BPE, BPZ ve BADGE i¢in bulunan ECso degerleri

mg/L BPA BPE BPZ BADGE

LCso 2,085 5,391 11,246 15,40

LCso sonuglarina gore bisfenollerin sucul ekosisteme giris yapmasindan sonra
ulagtiklar1 bu konsantrasyonlarda midyelerin akut etkisinin olacagr ve

popiilasyonda 6liim gozlenecegi tespit edilmistir.

3.2. Fizyolojik parametreler: Condition (biiyiime) indeks ve

Gonadosomatik indeks

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin Mytilus galloprovincailis tiirii lizerindeki
fizyolojik etkileri belirlenmistir. Bilylime indeksi i¢in maruziyet sonucunda kabuk
ve tim yumusak dokunun kurutulup agirliklarinin 6lgiilerek %CI formiili ve

istatiksel hesaplamalar yapilarak anlamli bir fark olup olmadig: belirlenmistir.

Artan BPA konsantrasyonlarina maruz kalmanin sonucunda biiyiime indeksin
kontrole (%16) gore azaldig1 belirlenmistir. 2 mg/L BPA konsantrasyonunda CI %
8’e indigi, 32 mg/L BPA konsantrasyonunda CI %4 e indigi belirlenmistir.
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Sekil 3.1. BPA konsantrasyonuna bagli olarak bulunan %CI

degerleri

BPA’'nin 4 mg/L ve 16 mg/L konsantrasyonlarinda CI benzer sekilde
etkiledigi tespit edilmistir. Genel olarak konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark
oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 3.1).

Artan BPE konsantrasyonlarina maruz kalinmasinin sonucunda kontrolle
kiyaslandiginda %CI degerlerinin dustiigii tespit edilmistir. 2 mg/L BPE
konsantrasyonunda CI’'in %8’e diistiigli, 32 mg/L BPE konsantrasyonunda ise
%5’lere diistiigli belirlenmistir. Kontrol (%16) ile karsilastirildiginda tiim
konsantrasyonlarda bir diigme egilimi tespit edilmistir ancak konsantrasyonlar
kendi aralarinda karsilastirildiklarinda 6nemli derecede bir farklilik olmadigi
belirlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. BPE’ nin konsantrasyona bagli bulunan %CI

2 mg/L. ve 4 mg/LL BPZ konsantrasyonunun CI'i %8’e diistiigii, en yiiksek
konsantrasyon olan 32 mg/L’de ise CI’in %6’ya diistligii tespit edilmistir. Kontrol
(%16) ile karsilastirildiginda artan konsantrasyonlarda anlamli bir farklilik oldugu
belirlenmistir. Konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda yine BPE

ile benzer 6nemli derecede bir farklilik olmadig: belirlenmistir (Sekil 3.3)
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Sekil 3.3. BPZ’nin konsantrasyona bagli bulunan %CI

2 mg/L BADGE konsantrasyonunun CI’'ni %9’a disiirdiigli, 32 mg/L
BADGE konsantrasyonunun CI’'ni %4’e diisiirdigti tespit edilmistir. Kontrol ile

karsilagtirildiginda artan  konsantrasyonlara bagli olarak CDin  distigi
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belirlenmistir. (Sekil 3.4). Konsantrasyonlar arasinda 6nemli derecede bir farklilik

olmadig1 belirlenmistir.

BADGE CI
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Sekil 3.4. BADGE’nin konsantrasyona bagli bulunan %CI

Genel olarak BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin M, galloprovincialis tiiriiniin
biliylime indeksi {lizerindeki etkili olduklar1 belirlenmistir. Tiim bisfenoller kontrol
ile kiyaslandiginda bisfenollerin artan konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda anlamli bir diisiisiin oldugu belirlenmistir. Bisfenoller arasinda ise en
yiiksek konsantrasyona gore Biiylime indeksi BPA=BADGE> BPE>BPZ’nin
oldugu tespit edilmistir.

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin M. galloprovincialis tiiriiniin
gonadosomatik indeksine olan etkileri belirlenmistir. Fiziksel parametrelerden biri
olan % GSI, gonad ve diger yumusak dokunun kurutulmasindan sonra agirlik

Olgtimleri yapilarak ve formiile gére hesaplamalar yapilmistir.

Artan BPA konsantrasyonlarina maruz kalinmasi sonucunda kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli bir diisiisiin oldugu tespit edilmistir. ilk konsantrasyonda
(2 mg/L) GSI %70’lik bir azalma oldugu en yiiksek konsantrasyon olan 32 mg/L’de
GSI’nin %29’lara diistiigii belirlenmistir (Sekil 3.5). Konsantrasyonlar arasinda da
anlamli bir fark oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.5. BPA’nin konsantrasyona bagli bulunan %GSI

Artan BPE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi sonucunda kontrol ile
kiyaslandiginda 2 mg/L BPE konsantrasyonunda GSI % 68’e diistligli, 4 mg/L BPE

konsantrasyonunda %54’¢e diistiigii belirlenmistir.

32 mg/L BPE konsantrasyonunda ise GSI'nin %30’lara diistiigli tespit
edilmistir. Konsantrasyonlar arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.6).
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Sekil 3. 6. BPE’nin konsantrasyona bagli bulunan %GSI
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2 mg/L BPZ konsantrasyonunda GSI %57’ye diistigii kontrol ile
kiyaslandiginda diger konsantrasyonlar arasinda bir fark oldugu belirlenmistir. En
yliksek konsantrasyon olan 32 mg/L. BPZ %42’lik bir diisiise neden oldugu tespit
edilmistir. Konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda 6nemli bir

farkliligin olmadig belirlenmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. BPZ’nin konsantrasyona bagli bulunan %GSI

BADGE’nin 2 mg/L konsantrasyonunda kontrol ile kiyaslandiginda GSI
%72’lik bir diisiise neden oldugu, 32 mg/L konsantrasyonunda ise %40’lik bir
diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Konsantrasyonlar arasinda anlamli bir fark
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. BADGE nin konsantrasyona bagli bulunan %GSI
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BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin M. galloprovincialis tliriinlin gonadlar
iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. BPA ve BPE’nin, BPZ ve BADGE’ nin
etkileri birbirine yakindir. Midyeler muhtemelen BPA, BPE, BPZ ve BADGE
alimin1 6nlemek icin siizerek beslenme aktivitesini azaltmistir. Metabolizma ve
ireme i¢in kullanilmayan enerjinin, savunma ve onarim mekanizmalarinda

kullanilacag: diigiiniilmektedir.

3.3. Midye fertilizasyon (dollenme) basarisi sonuclari

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin midye doéllenme {izerine olan etkileri
belirlenmistir. Mikroskobik sayimlardan sonra DE degeri formiile gore
hesaplanmistir. Sekil 3.9°da BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin artan

konsantrasyonlara gére dollenme basaris1 yer almaktadir.

Fertilizasyon basarisi

100 -
B3 Kontrol
s I
§ 801Ny 1l : ln . B 0.01pg/L
| | 1 |
E ol UHHu, URHHRH HUHHRR HEHHI 3 0.1uglL
o CUNH AR N A =t
s _ | : H II: '
%40 i::i i': i':f i;: & 100pg/L
s 20-UBHNAH HEHHE TR B3 1000pg/L
o Ell E" :Il :'l
o-Euyl il NN HOHHE
1 2 3 4
Kimyasallar

Sekil 3.9. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin midye dollenme basarisi iizerine etkisi 1:BPA,
2:BPE, 3:BADGE, 4:BPZ

BPA’nin dollenme iizerinde diger analoglara gore daha etkili oldugu
belirlenmistir. BPA’dan sonra BPZ ve BADGE ddllenme iizerinde birbirine yakin
etkiye neden olduklari, BPE’nin ise dollenme {izerinde etkisi en az olan bisfenol

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.2. BPA, BPE, BPZ ve BADGE nin hesaplanan %DE degerleri

Konsantrasyon
%FO DE Déllenmemis yumurta
(ng/L)
Kontrol 94,67+ 0,88 5,33 £ 0,88
0,01 93,5+ 1,5 -1,23 6,5+1,5
0,1 77,5+0,5 -18,13 22,5+ 0,5
1,0 72+1 -25,23 28+ 1
BPA
100 68 £ 2 -28,16 3242
1000 64,5+0,5 -31,86 35,5+0,5
0,01 92+2 -2,81 8+2
0,1 86+ 1 -9,15 14+1
1,0 811 -14,43 19+1
BPE
100 78,5+0,5 -17,07 21+0,5
1000 76,5 £0,5 -19,19 23,5+0,5
0,01 84,5+ 1,5 -10,73 15+1,5
0,1 80,5+ 1,5 -14,96 19+1,5
1,0 73£2 -22,88 27+2
BPZ
100 69 £1 -27,11 31+1
1000 68+1 -26,33 321
0,01 871 -8,09 13+£1
0,1 81+ 2 -12,27 19+£2
1,0 79+1 -12,91 21+1
BADGE
100 76 £1 -13,59 24+ 1
1000 73,5%0,5 -14,00 26,5+0,5

0,01 pg/L BPE konsantrasyonunda ddllenmeyi arttiran bir etkiye neden
oldugu ayni1 durumun BPA igin de gecerli oldugu bulunmustur (Cizelge 3.2). 0,1
ng/L. BPZ ve BADGE konsantrasyonlarinda dollenme basarisinin azalmaya
basladigi, BPA ve BPE’den daha etkili oldugu bulunmustur. 1 pg/L
konsantrasyonundan itibaren ise tiim bisfenollerin maruziyetinin fertilizasyon
basarisin1 negatif yonde etkiledigi tespit edilmistir. Déllenme basarisini etkileme
dereceleri ise sirastyla BPA>BPZ>BADGE>BPE olarak bulunmustur (Cizelge
3.2).
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0,01-0,1-1-100-1000 pg/. BPA, BPE, BPZ ve BADGE maruz kalan
midyelerin larvalar1 kontrole gore artan konsantrasyonda D-veliger safhasina
ulagamamustir. Tiim konsantrasyonlarda larvalarin arrested trokofora larvasinda ve
preveliger sathasinda kaldig1 belirlenmistir. Ayrica, malformasyon oldugu tespit
edilmistir. Uygulanan konsantrasyonlara gére BPA, BPE, BPZ ve BADGE’de
belirlenen anormal larva %50-%90 arasinda oldugu i¢in Woelke (1956) kriterlerine
gore letal esik ve letal toksik olarak bulunmuslardir. En yiiksek konsantrasyona
gore belirlenen anormal larvalarin kontrole gore % degisimine gére BPA en toksik
bisfenol olarak bulunmustur (Sekil 3. 10).

100

%Anormal larva

1 T 1 T 1
Kontrol BPA BPE BPZ BADGE

Kimyasallar

Sekil 3.10. Kimyasala bagli bulunan % anormal larva

3.3. Mikroniikleus testinin sonuclari

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’ye maruz kalan M. galloprovincialis tiiriiniin
hemolenf, solungac ve hepatopankreas dokularinda olusan mikroniikleus frekansi
tespit edilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 2.3.73.11. Mikroniikleus

3.3.1. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin hemolenf hiicreleri iizerine etKisi

0,01-0,1-1-100-1000 pg/L BPA konsantrasyonlarina maruz kalan midyelerin
hemolenf hiicrelerinde olusan mikroniikleus frekanst kontrole goére artan
konsantrasyonlara bagli olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. 0,01 pg/L BPA
konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %07 olan MN frekansi
ayni konsantrasyon igin 72. saatte %ol4 olarak bulunmustur. 1000 pg/L BPA
konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24. saatte %021 olan MN frekansi

ayn1 konsantrasyon i¢in 72. saatte %031,2 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Uygulanan BPA konsantrasyonlarina bagli hemolenf hiicrelerinde bulunan

mikroniikleus frekansi (*p<0,05)

Hemolenf hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BPA/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Kontrol 999,5+0,28 | 999,5+0,28 999,5+0,23 | 0,5+0,28 | 0,5+0,28 0,5+0,23
CdClL 998,6+0,34 | 997,3+0,61 991,4+0,76 | 1,4+0,34* | 2,7+0,61* 8,6+0,76*
0,01 993+0,81 990,25+0,62 986+0,40 7+0,81* 9,75+0,62* | 14+0,40*
0,1 987+1,08 984,75+0,85 981,3+0,62 | 13+1,08* | 15,3+0,85% | 18,75+0,62*
1,0 982,8+0,47 | 999,25+0,62 977,5+0,52 | 17,3+£0,47* 20,8+0,62* | 22,5+0,52*
100 981+0,40 976,5+0,28 972,9+0,63 | 19+0,40* | 23,5+0,28* | 27,1+0,63*
1000 978,3+0,47 | 973,5+0,64 968,8+0,40 | 21,8+0,47* 26,5+0,64* | 31,2+0,40*
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0,01-0,1-1-100-1000 pg/LL BPE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda kontrole bagli olarak mickroniikleus frekansinda artis oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, zamana bagl olarak MN frekansinin yiikseldigi belirlenmistir.
0,01 pg/L BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %o3,5
olan MN frekansi, ayni konsantrasyonun 72. saatinde %010,5 olarak bulunmustur.
1000 pg/L BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %012,8
olan MN frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde %026, 1 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Uygulanan BPE konsantrasyonlarma bagli hemolenf hiicrelerinde bulunan

mikroniikleus frekans:

Hemolenf hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BPE/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,5+0,28 999,5+0,28 999,5+0,23 0,5+0,28 0,5+0,28 0,5+0,23
CdClL 998,6+0,34 997,3+0,61 991,4+0,76 1,4+0,34* 2,7+0,61* 8,6+0,76*
0,01 993,5+0,64 988,8+0,85 985+0,66 3,540,5* 6,8+0,25* 10,5+0,48*
0,1 987+1,08 983,3+0,85 980+0,25 7,8+0,62* 10+0,92* 13,8+0,82*
1,0 984,3+0,94 981,3+0,75 977,3+0,55 9,3+0,47* 11,5+0,64* 16,1+0,95*
100 981,3+0,47 978,8+0,85 971,8+0,71 11,8+0,25* 12,8+0,47* 21,3+0,56*
1000 980,3+3,42 974+1,35 967,1+0,56 12,8+1,03* 15,5+0,28* 26,1+1,50*
#p<0,05

BPE’nin hemolenf hiicrelerinde BPA’dan farkli olarak diger niikleer anomalilerden
ve genotoksik olarak kabul edilen niikleer tomurcuklanma (NUB) olusumu gdzlenmistir
(Sekil 3.12). Kontrol ile karsilastirildiginda konsantrasyona ve giinlere bagh olarak NUB

frekansinda artis oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.12. Niikleer tomurcuklanma (NUB)
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0,01 pg/LL BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde
%03 olan NUB frekansi, ayni konsantrasyonun 72. saatinde %o4,5 olarak
bulunmugtur. 1000 pg/L BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda
24 saatinde %09,5 olan NUB frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde %06,8
olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.5). 72. saatte NUB olusumunda bir azalma
olmasina karsilik, MN frekansinda bir artis oldugu ve birbirleriyle ters bir paralellik
gosterdikleri belirlenmistir. Buna bagli, olarak BPE hemolenf hiicrelerinde
gozlemlenen MN frekansi diger bisfenoller ile karsilastirildiginda daha az etkilemis
olarak goriinmesine ragmen bu durumun NUB olusumundan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir.

Cizelge 3.5. Uygulanan BPE konsantrasyonlarina bagli olarak hemolenf hiicrelerinde belirlenen

NUB frekans:

Hemolenf hiicreleri
Konsantrasyonlar pg
Niikleer tomurcuklanma (n=10)
BPE/L
24h 48h 72h
Kontrol 0,0+0,00 0,0+0,00 0,0+0,00
CdCl, 0,0+0,00 0,0 +0,00 0,0+0,00
0,01 3+0,00 4,5+0,64* 4,5+0,67*
0,1 5,3+0,47* 6,8+0,47* 5,6+0,92*
1,0 6,5+0,64* 7,3 £0,85* 6,6+0,98*
100 7+0,40* 8,5+0,5* 6,8+0,43*
1000 9,5+2,10* 10,5+1,19* 6,8+1,22*

#p<0,05
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0,01-0,1-1-100-1000 npg/I. BPZ konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda, konsantrasyonlar ve giinlere baglh olarak MN frekansinin kontrole gore
artis gosterdigi belirlenmistir. 0,01 pg/L BPZ konsantrasyonuna maruz kalinmasi
sonucunda 24.saatinde %04,25 olan MN frekansi, ayni1 konsantrasyonun 72. saatinde
%09,17 olarak bulunmustur. 1000 ng/L BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi
sonucunda 24.saatinde %019,5 olan MN frekansi, ayni1 konsantrasyonun 72. saatinde
%028,6 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.6).

0,01-0,1-1-100-1000 pg/L BADGE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda, konsantrasyonlar ve giinlere baglh olarak MN frekansinin kontrole gore
artis gosterdigi belirlenmistir. 0,01 pg/L BADGE konsantrasyonuna maruz
kalinmas1 sonucunda 24.saatinde %00,25 olan MN frekansi, ayn1 konsantrasyonun
72. saatinde %06,17 olarak bulunmustur. 1000 pg/LL BADGE konsantrasyonuna
maruz kalinmas: sonucunda 24.saatinde %010,8 olan MN frekansi, ayni

konsantrasyonun 72. saatinde %021,6 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.6. Uygulanan BPZ konsantrasyonlarina bagli olarak hemolenf hiicrelerinde belirlenen

mikroniikleus frekans:

Hemolenf hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BPZ/L
N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,5+0,28 | 999,5+0,28 | 999,5+0,23 | 0,5+0,28 0,5+0,28 0,5+0,23

CdCl, 998,6+0,34 | 997,3+0,61 | 991,4+0,76 | 1,4+0,34* 2,7+0,61* 8,6+0,76*

0,01 995,8+0,47 | 994+0,40 | 990,8+0,35 | 4,25:0,47% | 6£0,40* 9,17+0,38*
0,1 992:0,40 | 989+1,29 | 982,8+0,44 | 8+0,40* 11£1,29% | 17,320,44*
1,0 989,3:0,47 | 985,3+0,47 | 979,3x0,71 | 10,8:0,47% | 14,80,47% | 20,7+0,71%
100 986:1,08 | 983,8+0,47 | 974,8+0,50 | 14£1,08% | 16,3+0,47% | 253+0,50*

1000 980,5+0,64 | 978,5+0,95 | 971,4+0,54 | 19,5+0,64* | 21,5+0,95* | 28,6+0,54*

#p<0,05
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Cizelge 3.7. Uygulanan BADGE konsantrasyonlarina bagli olarak hemolenf hiicrelerinde belirlenen

mikroniikleus frekans:

Hemolenf hiicreleri
Konsantrasyonlar
nug BADGE/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,5+0,28 999,5+0,28 999,5+0,23 0,5+0,28 0,5+0,28 0,5+0,23
CdClL 998,6+0,34 997,3+0,61 991,4+0,76 1,4+0,34* 2,7+0,61* 8,6+0,76*
0,01 999,8+0,25 997,25+0,47 | 993,8+0,36 0,25+0,25* 2,75+0,47* 6,17+0,36*
0,1 997,5+0,28 994,5+0,64 989,6+0,70 2,5+0,28* 5,5+0,64* 10,4+0,70*
1,0 999,5+0,64 991,25+0,47 | 985,3+0,33 4,5+0,64* 8,75+0,47* 14,7+0,33*
100 992+1,08 988,5+1,04 9981,9+0,37 | 8+1,08* 11,5+1,04* 18,1+0,37*
1000 989,25+0,75 | 983,75+1,31 | 978,4+0,65 10,75+0,75* | 16,25+1,31* | 21,6+0,65*
#p<0,05

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin 1000 pg/L. konsantrasyonunda (72s) kontrolle
karsilastirildiginda MN frekanslarinda istatiksel olarak anlamli bir artisa neden olduklart
tespit edilmistir (Sekil 3.13) (p<0,05).
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Kontrol BPA BPE BPZ BADGE

Sekil 3.13. Uygulanan BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin 1000 pg/L

konsantrasyonunda belirlenen mikrontikleus frekansi
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72s  sonunda hemolenf hiicrelerindeki MN  frekans1  sirasiyla
BPA>BPZ>BPE>BADGE oldugu belirlenmistir. BPA yerine lretilen analoglar
kendi acisindan karsilastirildiginda ise BPZ hemolenfleri daha ¢ok etkilemistir.

BPE’nin hemolenf {izerindeki etkilerinden biri olan NUB olusumu g6z 6niine
alindiginda zamana bagli olarak aralarindaki iliskinin ters paralellik gosterdigi
bulunmustur (Sekil 3.14). Ilk 24 saatte tespit edilen MN frekans1 NUB’dan yiiksek
iken, 72. saatte tespit edilen MN frekansinin NUB frekansindan oldukga yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Tiim bisfenoller arasinda hemolenf hiicrelerini en az

etkileyen ise BADGE olarak belirlenmistir.

Konsantrasyon ve bagh nuclear bud ve micr

2.0

1.5

%o Micronucleus
-
3

0.5

0.0
24sMN 24sNUB 48sNUB 72sMN 48sMN 72sNUB

Zaman

Sekil 3.14. Uygulanan BPE konsantrasyonlarina ve zamana bagl olarak

niikleer tomurcuklanma ve mikroniikleus frekansi

3.3.2. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin solungac¢ hiicreleri

uzerindeki etkisi

BPA, BPE, BPZ ve BADGE nin artan konsantrasyonlarina maruz kalan midyelerin
solunga¢ hiicrelerinin hemolenf hiicrelerinden daha fazla etkilendigi belirlenmistir.

Zamana bagli olarak degisim gozlenmistir.
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0,01-0,1-1-100-1000 pg/L BPA konsantrasyonlarina maruz kalan midyelerin
solungac hiicrelerinde olusan MN frekansi kontrole gore artan konsantrasyonlara
bagli olarak artmakta oldugu tespit edilmistir. 24-48-72 saate bagli olarak da MN
frekansinin  arttigr belirlenmistir. 0,01 pg/L BPA konsantrasyonuna maruz
kalinmas1 sonucunda 24.saatinde %08,5 olan MN frekansi, ayn1 konsantrasyon i¢in
72. saatte %012,8 olarak bulunmugstur. 1000 ng/L BPA konsantrasyonuna maruz
kalinmas1 sonucunda 24. saatte %022 olan MN frekansi, ayn1 konsantrasyon i¢in
72. saatte %032 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Uygulanan BPA konsantrasyonlarma bagl olarak solunga¢ hiicrelerinde belirlenen

mikroniikleus frekans:

Solungag hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BPA/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,3+0,47 999+0,57 999,2+0,24 0,8+0,47 1+0,57 0,8+0,24
CdCl: 995,5+0,26 993,3+0,36 989,1+0,40 4,5+0,26* 6,7+0,36* 10,9+0,40*
0,01 991,5+0,64 988,5 +0,64 | 987,25+0,47 | 8,5+0,64* 11,5+0,64* | 12,8+0,47*
0,1 987+0,40 983,5+0,28 983+0,40 13+0,40* 16,5+0,28* | 17+0,40*
19,75
1,0 981,5+0,64 980,25+0,85 | 980,2+0,41 18,5+0,64* 19,8+0,41*
+0,85*
100 979+0,40 977 £0,70 973,63+0,41 | 21+0,40* 23+0,70* 26,37+0,41*
1000 977,25+0,47 | 975,5+0,86 | 968+0,85 22,75+0,47* | 24,5+0,86* | 32+0,85*
*p<0,05

0,01-0,1-1-100-1000 pg/LL BPE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda kontrole bagli olarak MN frekansinda artis oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, zamana bagli olarak da MN frekansinin yiikseldigi belirlenmistir. 0,01 pg/L
BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %05,5 olan MN
frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde %o13,4 olarak bulunmusgtur. 1000 pg/L

BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %021,8 olan MN
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frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde %024,6 olarak tespit edilmistir (Cizelge

3.9).

Cizelge 3.9. Uygulanan BPE konsantrasyonlarina bagl olarak solunga¢ hiicrelerinde belirlenen

mikroniikleus frekans:

Solungag hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BPE/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999.3:0,47 | 999x0,57 | 999,240,24 | 0,8:047 | 10,57 0,8+0,24
CdCl, 995,5:0,26 | 993,3:0,36 | 989,1:0,40 [ 4,5:0,26* | 6,7x0,36* [ 10,9+0,40*
0,01 994,5:0,64 | 990,5+,0,5 | 986,6:0,43 | 55:0,64% | 9,5:0,5% 13,4+0,43*
0,1 990,3:0,47 | 986,3+0,75 | 981,90,51 | 9,75:0,47% | 13,8:0,75% | 18,1x0,51*
1,0 985,8:0,47 | 984,8+0,47 | 980,3+0,35 | 14,3:0,47% | 153x0,47% | 19,8+0,35*
100 982,5+0,5 979,8+1,10 | 977,1x0,29 | 17,5:0,5% | 20,31,10% | 22,9+0,20%
1000 978,3£0,75 | 977+0,91 | 9754+1,35 | 21,8+0,75% | 23£0,91* | 24,6+1,35*
#p<0,05
0,01-0,1-1-100-1000 ng/L BPZ konsantrasyonlarina maruz kalinmasi

sonucunda, konsantrasyonlar ve giinlere baglh olarak MN frekansinin kontrole gore

artis gosterdigi belirlenmistir. 0,01 pg/L BPZ konsantrasyonuna maruz kalinmasi

sonucunda 24.saatinde %05,3 olan MN frekansi, ayni konsantrasyonun 72. saatinde

%013,1 olarak bulunmustur. 1000 pg/L BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi

sonucunda 24.saatinde %017,5 olan MN frekansi, ayni1 konsantrasyonun 72. saatinde
%024,6 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3. 10).
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Cizelge 3.10. Uygulanan BPZ konsantrasyonlarina bagl olarak solungag hiicrelerinde belirlenen

mikroniikleus frekans:

Solungag hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BPZ/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,3+0,47 999+0,57 999,2:+0,24 0,8+0,47 1+0,57 0,8+0,24
CdClL 995,5+0,26 993,3+0,36 989,1+0,40 4,5+0,26* 6,7+0,36* 10,9+0,40*
0,01 994,8+0,62 991,8 £0,25 | 986,9+0,58 5,3+0,62* 8,3+0,25* 13,1+0,58*
0,1 991,3+0,47 988 +0,70 984,6+0,28 8,8+0,47* 12 +0,70* 15,4+0,28*
1,0 989-+0,70 986 +0,40 982,7+0,28 11+0,70* 14 +0,40* 17,3+0,28*
100 986,3+0,62 983,3 0,47 | 980,3+0,33 13,8+0,62* 16,8+0,47* 19,7+0,33*
1000 982,5+0,64 981,9 0,40 | 975,4+0,55 17,5+0,64* 19+0,40* 24,6+0,55*
#p<0,05

0,01-0,1-1-100-1000 pg/L BADGE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda, konsantrasyonlar ve gilinlere baglh olarak MN frekansinin kontrole gore
artis gosterdigi belirlenmistir. 0,01 pg/L BADGE konsantrasyonuna maruz
kalinmasi sonucunda 24.saatinde %01 olan MN frekansi, ayni konsantrasyonun 72.
saatinde %06,3 olarak bulunmustur. 1000 ng/L BADGE konsantrasyonuna maruz
kalinmasi sonucunda 24.saatinde %012,5 olan MN frekansi, ayni konsantrasyonun
72. saatinde %026,5 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.11).
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Cizelge 3.11. Uygulanan BADGE konsantrasyonlarina bagli olarak solungac hiicrelerinde

belirlenen mikroniikleus frekansi

Solungag hiicreleri
Konsantrasyonlar
ug BADGE/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,3+0,47 999+0,57 999,2+0,24 | 0,8+0,47 1+0,57 0,8+0,24
CdClL 995,5+0,26 993,3+0,36 | 989,1+0,40 | 4,5+0,26* 6,7+0,36* 10,9+0,40*
0,01 999:-0,40 996,8 0,75 | 993,7+0,49 | 1+0,40* 3,25+0,75* 6,3+0,49*
0,1 997,7+0,47 990+1,41 985,4+0,98 | 2,3+0,47* 10 +1,41* 14,63+0,98*
1,0 994,25+0,85 | 986,5+0,95 | 982+0,53 5,75+0,85*% | 13,5 +0,95% | 18+0,53*
100 990,7+0,25 982,3 £0,47 | 976,5+0,61 | 9,3+0,25* 17,75+0,47% | 23,5+0,61*
1000 987,5+0,64 980,5 +0,28 | 973,5+0,80 | 12,5+0,64* | 19,5+0,28* 26,5+0,80*
#p<0,05

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin 1000 pg/L konsantrasyonunda (72s) kontrol
ile karsilastirildiginda MN frekanslarinda istatiksel olarak anlamli bir artisa neden

olduklar tespit edilmistir (Sekil 3.15). Solungag hiicrelerini etkileme agisindan
sirastyla BPA>BADGE>BPE=BPZ seklinde oldugu tespit edilmistir. Hemolenf

hiicrelerindeki gibi solungag¢ hiicreleri agisindan da BPA en sitotoksik etkiyi

gostermesine karsilik analoglar kendi aralarinda karsilagtirildiginda BADGE nin

daha etkili oldugu, buna karsilik BPE ve BPZ’nin ayni1 derecede etkiye sahip

olduklar belirlenmistir.

%o Micronucleus

T
BPE

1000 pg/L.

BPZ BADGE

Sekil 3.15. Uygulanan BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin 1000 pg/L

konsantrasyonunda belirlenen mikrontikleus frekansi
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3.3.3. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin hepatopankreas hiicreleri
iizerine etkileri

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’ nin artan konsantrasyonlarina maruz kalan midyelerin
hepatopankreas hiicreleri lizerinde etkili olduklar1 ve zamana bagli olarak MN frekansinda
degisim oldugu goézlenmistir. 0,01-0,1-1-100-1000 pg/L BPA konsantrasyonlarina
maruz kalan midyelerin hepatopankreas hiicrelerinde olusan MN frekansinin
kontrole gore artan konsantrasyonlara bagli olarak artmakta oldugu tespit
edilmistir. 0,01 pg/L BPA konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda
24 saatinde %06,5 olan MN frekansi, ayn1 konsantrasyon i¢in 72. saatte %o012,8
olarak bulunmustur. 1000 pg/LL BPA konsantrasyonuna maruz kalinmasi
sonucunda 24. saatte %019,8 olan MN frekansi, ayni konsantrasyon i¢in 72. saatte
%027,7 olarak belirlenmistir (Cizelge 3. 12).

Cizelge 3.12. Uygulanan BPA konsantrasyonlarina bagli olarak hepatopankreas hiicrelerinde

belirlenen mikroniikleus frekansi

Hepatopankreas hiicreleri
Konsantrasyonlar
1g BPA/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Kontrol 999,8+0,25 999,8+0,25 999,5+0,23 0,3+0,25 0,3+0,25 0,5+0,23
CdCl: 998,6+0,34 997,3+0,61 991,4+0,76 1,4+0,34* 2,7+0,61* 8,6+0,76*
0,01 993,5+0,64 990,25+0,47 | 987,25+0,47 | 6,5+0,64* 9,75+0,47* 12,8+0,47*
0,1 989,5+0,64 986,5+0,64 984:0,40 10,5+0,64* 13,5+0,64* 16+0,40*
1,0 985,5+0,64 983,25+0,47 | 980,5+0,40 14,5+0,64* 16,75+0,47* | 19,5+0,40*
100 982,75+0,47 | 981+0,40 978+0,53 17,25+0,47* | 19+0,40* 22+0,53*
1000 980,25+0,25 | 977,25+0,47 | 972,3+0,67 19,8+0,25* 22,75+0,47% | 27,7+0,67*
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0,01-0,1-1-100-1000 pg/LL BPE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda kontrole bagli olarak MN frekansinda artis oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, zamana bagli olarak da MN frekansinin yiikseldigi belirlenmistir. 0,01 pg/L
BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %03,8 olan MN
frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde %09 olarak bulunmustur. 1000 pg/L
BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi sonucunda 24.saatinde %o013,3 olan MN
frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde %021 olarak tespit edilmistir (Cizelge
3. 13).

Cizelge 3.13. Uygulanan BPE konsantrasyonlarina bagli olarak hepatopankreas hiicrelerinde

belirlenen mikroniikleus frekansi

Hepatopankreas hiicreleri
Konsantrasyonlar
png BPE/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Kontrol 999,8+0,25 999,8+0,25 999,8+0,25 999,5+0,23 0,3+0,25 0,3+0,25
CdClL 995,5+0,26 993,3+0,36 989,1+0,40 4,5+0,26* 6,7+0,36* 8,3+0,59*
0,01 996,3+0,25 994,5+0,28 991+0,44 3,8+0,25* 5,5+0,28* 9+0,44*
0,1 994+0,40 991,5+0,64 986,5+0,28 6+0,40* 8,5+0,64* 13,5+0,28*
1,0 992,3+0,25 987,5+0,64 984,9+0,25 7,8+0,25* 12,5+0,64* 15,1+0,25*
100 989,5+0,86 985,8+0,47 982,4+0,41 10,5+0,86* 14,3+0,47* 17,6+0,41*
1000 986,8+0,47 983,3+0,47 979+0,33 13,3+0,47* 16,8+0,47* 21+0,33*

#p<0,05
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0,01-0,1-1-100-1000 npg/l. BPZ konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda, konsantrasyonlar ve gilinlere baglh olarak MN frekansinin kontrole gore
artis gosterdigi belirlenmistir. 0,01 pg/L BPZ konsantrasyonuna maruz kalinmasi
sonucunda 24.saatinde %05 olan MN frekansi, ayn1 konsantrasyonun 72. saatinde
%08,17 olarak bulunmustur. 1000 pg/L BPE konsantrasyonuna maruz kalinmasi
sonucunda 24.saatinde %015,8 olan MN frekansi, ayni1 konsantrasyonun 72. saatinde
%022,1 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3. 14).

Cizelge 3.14. Uygulanan BPZ konsantrasyonlarina bagli olarak hepatopankreas hiicrelerinde

belirlenen mikroniikleus frekansi

Hepatopankreas hiicreleri

Konsantrasyonlar
ug BPZ/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Kontrol 999,8+0,25 | 999,8+0,25 | 999,8+0,25 | 999,5+0,23 | 0,3+0,25 0,3+0,25
CdCl, 998,6+0,34 | 997,3+0,61 | 991,4+0,76 | 1,4+0,34* | 2,7+0,61*% | 8,6+0,76*
0,01 995+0,91 993,8+0,62 | 991,8+0,48 | 5+0,91* 6,3+0,62* | 8,17+0,48*
0,1 993+0,70 991+0,40 987,9+0,43 | 7+0,70* 9+0,40* 12,1+0,43*
1,0 988,5+0,64 | 986,5+0,64 | 984,4+0,31 | 11,5+0,64* | 13,5+0,64* | 15,6+0,31*
100 986,5+1,04 | 983,3+0,47 | 981+0,32 13,5+1,04* | 16,8+0,47% | 19+0,32*
1000 984,3+0,25 | 980,5+0,28 | 977,9+0,47 | 15,8+0,25* | 19,5+0,28* | 22,1+0,47*

0,01-0,1-1-100-1000 pg/L BADGE konsantrasyonlarina maruz kalinmasi
sonucunda, konsantrasyonlar ve giinlere bagl olarak MN frekansinin kontrole gore
artis gosterdigi belirlenmistir. 1000 pg/L BADGE konsantrasyonuna maruz
kalinmasi sonucunda 24.saatinde %o015,5 olan MN frekansi, ayni konsantrasyonun
72. saatinde %023,4 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.15).
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Cizelge 3.15. Uygulanan BADGE konsantrasyonlarina bagli olarak hepatopankreas hiicrelerinde

belirlenen mikroniikleus frekansi

Hepatopankreas hiicreleri
Konsantrasyonlar
ng BADGE/L N (n=10) MN (n=10)
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Kontrol 999,8+0,25 | 999,8+0,25 999,5+0,23 0,3+0,25 0,3+0,25 0,5+0,23
CdCl: 998,6+0,34 | 997,3+0,61 991,4+0,76 1,4+0,34* 2,7+0,61* 8,6+0,76*
0,01 997,5+0,28 | 993,75+0,62 | 991,75+0,39 2,5+0,28* 6,25+0,62* 8,3+0,39*
0,1 995,3+0,47 | 991,75+0,47 | 987,75+0,52 | 4,75+0,47* 8,25+0,47* | 12,25+0,52*
1,0 992+0,40 988,25+0,85 | 983,3+0,47 8+0,40* 11,75+0,85* | 16,17+0,47*
100 988,5+0,64 | 982,25+0,85 | 980,1+0,23 11,5+0,64* | 14,75+0,85* | 19,9+0,23*
1000 984,8+0,47 982+0,40 976,6+0,56 | 15,25+0,47* 18+0,40* 23,4+0,56*
*p<0,05

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin 1000 pg/L konsantrasyonunda (72s) kontrol
ile karsilastirildiginda MN frekanslarinda istatiksel olarak anlamli bir artisa neden
olduklar1 tespit edilmistir (Sekil 3.16). Hepatopankreas hiicrelerini etkileme
acisindan sirastyla BPA>BADGE>BPZ>BPE seklinde oldugu tespit edilmistir.
Hemolenf ve solungag hiicrelerindeki gibi hepatopankreas hiicreleri agisindan da
BPA en sitotoksik etkiyi goOstermesine karsilik analoglar kendi aralarinda
karsilastirildiginda BADGE’nin, BPE ve BPZ’den daha fazla etkili oldugu

bulunmustur.

% Micronucleus
2
1

0.5

0.0

Kontrol BPA BPE
1000 pg/L

Sekil 3.16. Uygulanan BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin 1000 pg/L

BADGE

konsantrasyonunda hepatopankreas dokusunda belirlenen mikroniikleus frekansi
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Genel olarak bisfenollerin midyelerde 72 saatlik maruziyet sonucunda
hemolenf, solungag, hepatopankreas hiicrelerinde MN olusumuna neden oldugu
tespit edilmistir. BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin MN olusumu arasinda farkliliklar
belirlenmistir.  BPA’nin tiim 6rnekleme dokularinda (hemolenf, solungag,
hepatopankreas) en yiiksek MN frekansina neden olan bilesik oldugu saptanmastir.
En yiiksek konsantrasyon (1000 pg/L) BPA’ya maruz kalinmasi sonucunda, en
yiiksek MN frekanst (72s) solunga¢ (%o 32) hiicrelerinde saptanmistir. Bunu
strastyla hemolenf (%o 31,2) ve hepatopankreas (%o 27,7) hiicreleri takip etmektedir.
BPE, BPZ ve BADGE’nin MN olusumunda etkili oldugu bulunmasina karsilik
ornekleme dokularinda tespit edilen MN frekanslarinda farkliliklar oldugu
belirlenmistir. En yiiksek konsantrasyon (1000 ug/L) BPE’ye maruz kalinmasi
sonucunda, en yiikksek MN frekansit (72s) hemolenf hiicrelerinde (%o 26,1)
bulunmugstur. Daha sonra sirasiyla solungac (%o 24,6) ve hepatopankreas hiicreleri
(%0 21) gelmektedir. BPZ’de ise en yiliksek MN frekansi (72s) hemolenf (%o
28,6)>Solungac (%o 24,6)> hepatopankreas (%o 22,1) hiicrelerinde saptanmustir.
BADGE agisindan bakildiginda ise en yiiksek MN frekanst (72) solungag
hiicrelerinde (%o 26,5) tespit edilmistir. Daha sonra hepatopankreas (%o 23,4) ve
hemolenf (%o 21,6) hiicreleri gelmektedir.

Calismamizda BPA ve BADGE’nin solungag hiicrelerinde benzer sitotoksik
etki gosterdikleri, BPE ve BPZ’nin ise hemolenf hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkiye neden olduklar tespit edilmistir. Bununla beraber, BPA, BPE, BPZ ve
BADGE’nin M, galloprovincialis tiiriinde genotoksik bir etkiye neden olduklari,

tiim hiicrelerde sitotoksisiteye yol agtiklari saptanmustir.

3.4. Apoptoz ve Histopatoloji sonuclar:

3.4.1. Histopatoloji bulgular

Hepatopankreas ve solunga¢ dokularinin artan BPA, BPE, BPZ ve BADGE
konsantrasyonlarina maruz kalinmas1 sonucunda histolojik  degisimleri
degerlendirilmistir (Sekil 3.17-Sekil 3.18).

Hepatopankreas:

Kontrol grubu hepatopankreas histolojik kesitleri genel histolojik
parametreler acgisindan degerlendirilmistir. Buna gore, digestif tiibiil epitel
hiicrelerinde intrasitoplazmik vakuoller gozlenmektedir. Digestif tiibiil epiteli

biitiinliigiinii korumustur, tiibiil epitel hiicrelerinde hiicresel kayip gozlenmemistir.
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Digestif tiibiil epiteli normal kalinlikta izlenmistir. Intersititial dokuda hemolitik

infiltrasyon goézlenmemistir.

BPA grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda digestif tiibiil epitel
hiicrelerinde artmis intrasitoplazmik vakuoller ve buna bagli olarak bazi tiibiil epitel
hiicrelerinde dejenerasyon ve hiicresel kayiplar izlenmektedir. Bu dejenerasyon ve
vakuollesme diisiik konsantrasyonda BPA uygulanmasinda hafif seyrederken, artan
BPA  konsantrasyonuyla  birlikte  agirlasmaktadir.  Ozellikle  yiiksek
konsantrasyonda BPA uygulanan gruplarda baz1 digestif tiibiillerde tiibiil epiteli
biitiinltiglinli kaybetmis ve yer yer epitelde incelmeler gézlenmistir. Ayrica, kontrol
grubundan farkli olarak intersititial dokuda konsantrasyona bagl artis gdsteren

hemolitik infiltrasyon goriilmektedir.

BPE grubu, kontrol ile karsilastirildiginda konsantrasyon artigina bagli olarak
histolojik degisikliklerde de artis gézlenmistir. Burada gézlemlenen dejenerasyon
farkliliklar1 da BPA grubunda oldugu gibi konsantrasyona bagli olarak artmaktadir.
Digestif tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve hiicresel kayiplar izlenmektedir.
Hemen hemen tiim digestif tiibiillerin epiteli biitliinliigiinii kaybetmis, epitelde
incelmeler ve hatta ¢ogu tiiblilde tamamen epitel kayiplar1 gézlenmistir. Ayrica,
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda intersititial dokuda daha yaygin hemolitik

infiltrasyon goriilmektedir.

BPZ grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda histolojik degisiklikler daha
fazla olmasina ragmen, diger gruplarla karsilastirildiginda digestif tiibiil epitelinde
gbzlemlenen dejenerasyon ve vakuollesmede bir farklilik gdzlemlenmemektedir.
Diger gruplarda oldugu gibi artan BPZ konsantrasyonu ile digestif tiibiil

epitelindeki dejenerasyon, hiicresel kayiplar ve vakuollesme artmaktadir.

BADGE grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda artan BADGE
konsantrasyonuyla birlikte yogunlasan digestif epitel ve interstisyal doku
degisiklikleri gdzlemlenmektedir. Diger gruplar ile kiyaslandiginda artan BADGE
konsantrasyonunda degisiklikler artan BPA ile olusan degisikliklere daha yakin

gbzlemlenmistir.
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% 2 4 11 s X

Sekil 3.17. Hepatopankreas Hematoksilen-Eozin boyama. A: Kontrol grubu; B1: BPA. 0,01pg/L uygulamast;
B2: BPA 0,1 pg/L uygulamasi; B3: BPA 1 pg/L uygulamasi; B4: BPA 100 ug/L uygulamasi; B5: BPA 1000
pg/L uygulamast; C1: BPE 0,01 pg/L uygulamasi; C2: BPE 0,1 pg/L uygulamasi; C3: BPE 1 pg/L uygulamasi;
C4: BPE 100 pg/L uygulamast; C5: BPE 1000 pg/L uygulamast; D1: BPZ 0,01 pg/L uygulamasi; D2: BPZ 0,1
pg/L uygulamasi; D3: BPZ 1 pg/L uygulamasi; D4: BPZ 100 pg/L uygulamasi; D5: BPZ 1000 pg/L uygulamast;
El: BADGE 0,01 pg/L uygulamasi; E2: BADGE 0,1 pg/L uygulamasi; E3: BADGE 1 pg/L uygulamast; E4:
BADGE 100 pg/L uygulamasi; ES: BADGE 1000 pg/L uygulamasi. Hematoksilen- Eosin boyama. x40
Biiylitme



84

Kontrol grubu solungac histolojik kesitleri genel histolojik parametreler
acisindan degerlendirilmistir. Solungag filamentleri doku biitiinliiglinti genel olarak
korumustur. Frontal, abfrontal ve lateral solungac¢ filamenti bolgeleri normal
histolojik goriiniimde izlenmistir. Bununla birlikte, bazi solunga¢ filamentlerinde
minimal diizeyde olmak iizere frontal ve abfrontal silyalarda silyar kayip ve
flizyonu gibi histolojik degisikliklere rastlanmistir. Lateral silyalar normal
goriiniimde degerlendirilmistir. Baz1 solungag epitel hiicrelerinde vakuolizasyonlar
gozlenmistir. Ayrica, solungag filamentleri damar liimenlerinde minimal diizeyde
sisme gorlilmiistiir. Buna ragmen, solunga¢ liimeni bazal laminast normal

goriiniimde izlenmistir.

BPA grubu solungag histolojik kesitleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
solungac filamenti frontal, lateral ve abfrontal bolgelerinde mevcut silyalarda
kirilma ve flizyon, silyar erezyon; frontal, lateral ve abfrontal solunga¢ filamenti
epitel hiicrelerinde artan BPA konsantrasyonuyla orantili olarak dejenerasyon ve
hiicre kayiplar1 izlenmistir. Ek olarak, solunga¢ filamenti damar liimeninde lateral
bolgede genisleme goriiliirken, abfrontal ve frontal bolgelerde daralma izlenmistir.
Ayrica, abfrontal ve frontal bolge limenini ¢evreleyen bazal laminada kalinlagsma

goriiliirken, lateral bolge bazal laminasi normal goriinlimde degerlendirilmistir.

BPE grubu, kontrol ile karsilagtirildiginda konsantrasyon artisina baglh
olarak histolojik degisikliklerde de artis gozlenmistir. Buna gore, solungag
filamentinin tim bolgelerinde silyar erezyon izlenmistir. Tiim solungag¢ filamenti
bolgeleri epitel hiicrelerinde dejenerasyonlar gozlenmistir. Ayrica, abfrontal ve
frontal bolge damar liimeninde maksimal daralma ve bazal lamina kalinlagmasi

izlenmisgtir. Lateral bolge damar liimeninde genisleme goriilmiistiir.

BPZ grubu, kontrol ve diger gruplar ile karsilastirildiginda histolojik
degisikliklerin bu grupta da konsantrasyon artisina bagli olarak arttif
gozlemlenmektedir. BPA ve BPE gruplarina benzer sekilde solungag
filamentlerinin doku biitiinliigli bozulmustur. Bununla birlikte, lateral, frontal ve
abfrontal silyalarda, silyar kayip ve flizyon gibi histolojik degisikliklere

rastlanmstir.

BADGE grubu artan konsantrasyonlara bagli olarak BPA grubu ile

karsilastirildiginda  solungag liimeni bazal laminasinda hafif diizeyde
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kalinlagsmagoriilmiistiir. Diger histolojik degisiklikler BPA grubu ile benzerlik

gostermektedir.

E

Sekil 3.18. Solunga¢ Hematoksilen-Eozin boyama. A: Kontrol grubu; B1: BPA. 0,01 ug/L uygulamasi; B2: BPA
0,1 pg/L uygulamasi; B3: BPA 1 pg/L uygulamasi; B4: BPA 100 pg/L uygulamasi; B5: BPA 1000 pg/L
uygulamasi; C1: BPE 0,01 pg/L uygulamasi; C2: BPE 0,1 pg/L uygulamasi; C3: BPE 1 pg/L uygulamasi; C4: BPE
100 pg/L uygulamasi; C5: BPE 1000 pg/L uygulamasi; D1: BPZ 0,01 pg/L uygulamasi; D2: BPZ 0,1 pg/L
uygulamasi; D3: BPZ 1 pg/L uygulamasi; D4: BPZ 100 pg/L uygulamasi; D5: BPZ 1000 pg/L uygulamasi; El:
BADGE 0,01 ug/L uygulamasi; E2: BADGE 0,1 pg/L uygulamasi; E3: BADGE 1 pg/L uygulamasi; E4: BADGE

w

100 pg/L uygulamasi; ES: BADGE 1000 pg/L uygulamasi. Hematoksilen- Eosin boyama. x40 Biiyiitme
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3.4.2. Apoptoz bulgulari

Histolojik degerlendirmelerden sonra BPA, BPE, BPZ ve BADGE nin artan
konsantrasyonlarina maruz kalan hepatopankreas ve solunga¢ dokularinda
apoptotik hiicre olusumu agisindan TUNEL immunohistakimyast agisindan
degerlendirilmistir (Sekil 3.19-Sekil 3.20).

Hepatopankreas:

Kontrol grubu hepatopankreas histoloji kesitleri TUNEL
immunohistakimyas1 ac¢isindan degerlendirilmistir. Hepatopankreatik tiibiilleri

doseyen birgok epitel hiicresinde diisiik diizeyde apoptotik hiicreler izlenmistir.

BPA grubu histolojik kesitleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda artan
konsantrasyonlara bagli olarak hepatopankreatik tiibiilleri doseyen bir¢ok epitel
hiicresinde apoptotik hiicreler izlenmistir. Bununla birlikte, digestif tiibiil
epitellerinde dejenerasyon ve vakuollesmenin konsantrasyona bagli olarak

artmasindan dolay1 apoptotik hiicrelerin gézlemlenmesi azalmaktadir.

BPE grubu histolojik kesitleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda artan
konsantrasyonlara bagli olarak BPA ile benzer sonuglar gdzlemlenmektedir.
Digestif tiibiil epitellerinde dejenerasyonun yiiksek olmasinin sonucunda apoptotik
hiicrelerin olusumu azalmakla beraber, hepatopankreatik tiibiilleri doseyen epitel
hiicrelerinde apoptotik hiicreler izlenmistir. Apoptotik hiicrelerin, artan BPE

konsantrasyonlarina bagli olarak bu bdlgelerde artis gosterdigi belirlenmistir.

BPZ grubu, kontrol grubu ve diger analoglar ile kiyaslandiginda histolojik
kesitlerinde go6zlemlenen apoptotik hiicrelerin izlenmesi benzerdir. BPZ
konsantrasyonlarina bagl olarak goézlemlenen apoptotik hiicrelerin olusumunun
daha az oldugu tespit edilmistir. Bunun nedenin ise BPZ’nin histolojik kesitlerinde
digestif tiibiil epitellerinde gozlemlenen yiiksek dejenerasyon ve vakuollesmeden

kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

BADGE grubu, kontrol grubu ve diger bisfenollerle karsilagtirildiginda
histolojik kesitlerinde gdzlemlenen apoptotik hiicrelerin izlenmesi benzerdir.
Ozellikle hepatopankreatik tiibiilleri ddseyen epitel hiicrelerinde izlenen apoptotik

hiicrelerin BPA ile benzer diizeyde oldugu tespit edilmistir. Dejenerasyon ve
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vakuollesmenin bu grup i¢inde apoptotik hiicrelerin izlenmesini olumsuz yonde

etkiledigi belirlenmisgtir.

s '} wh oty = - AAL
o g\ e A > S Nt & < A BRTES N %
”‘:,\{ N il &} 2 Vo Vi N7 T % "L 03 A~ 4 g d o N

Sekil 3.19. Hepatopankreas TUNEL. A: Kontrol grubu; B1: BPA. 0,01pg/L uygulamasi; B2: BPA 0,1 pg/L

uygulamasi; B3: BPA 1 pg/L uygulamasi; B4: BPA 100 pg/L uygulamasi; B5: BPA 1000 pg/L uygulamast;
C1: BPE 0,01 pg/L uygulamasi; C2: BPE 0,1 ng/L uygulamasi; C3: BPE 1 pg/L uygulamasi; C4: BPE 100 pg/L
uygulamasi; C5: BPE 1000 pg/L uygulamasi; D1: BPZ 0,01 pg/L uygulamasi; D2: BPZ 0,1 pg/L uygulamast;
D3: BPZ 1 pg/L uygulamasi; D4: BPZ 100 pg/L uygulamasi; D5: BPZ 1000 pg/L uygulamasi; E1: BADGE
0,01 pg/L uygulamast; E2: BADGE 0,1 pg/L uygulamasi; E3: BADGE 1 pg/L uygulamasi; E4: BADGE 100
pg/L uygulamast; ES: BADGE 1000 pg/L uygulamasi. TUNEL boyama. x40 Biiyiitme
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Solungac:

Kontrol grubu solungag histolojik kesitleri TUNEL immunohistokimyasi
acisindan degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore az sayida solungag epitel

hiicresinde ekspresyon izlenmistir.

BPA grubu histolojik kesitleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda oldukga
fazla sayida solungag¢ epitel hiicresinde apoptotik hiicre goézlenmistir.
Konsantrasyon artigina bagli olarak apoptotik hiicre sayisinda yiiksek diizeyde artis
gosterdigi tespit edilmesine karsilik, hiicre kayiplarinin olmasindan ve
dejenerasyondan etkilendigi bunun da apoptotik hiicrelerin olusumunu etkiledigi

belirlenmistir.

BPE grubu histolojik kesitleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda solungag
epitel  hiicrelerinde  apoptotik  hiicre  gdzlenmistir. BPE’nin  diislik
konsantrasyonlarinda kontrole yakin ekspresyon goriilmesine karsilik, yiiksek
konsantrasyonlarda apoptotik hiicrelerde artis oldugu tespit edilmistir. Ancak,
filamentlerdeki dejenerasyondan kaynakli apoptotik hiicrelerin gézlemlenmesini

etkiledigi belirlenmistir.

BPZ grubu histolojik kesitleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda solungag
epitel hiicrelerinde apoptotik hiicre gézlenmistir. Artan konsantrasyonlara bagh
olarak apoptotik hiicre olusumunda artmakla beraber, kayip ve flizyondan

etkilendigi belirlenmistir.

BADGE grubu histolojik kesitleri kontrol grubu ile solungac epitel
hiicrelerinde apoptotik hiicre gdézlenmistir. Artan konsantrasyonlara bagli olarak
apoptotik hiicrelerde artis gézlemlenmistir ve BPA ile benzer bir etkinin oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 3.20. Solunage TUNEL. A: Kontrol grubu; B1: BPA. 0,01 pg/L uygulamasi; B2: BPA 0,1 pg/L uygulamasi;
B3: BPA | pg/L uygulamasi; B4: BPA 100 pg/L uygulamasi; B5: BPA 1000 pg/L uygulamasi; C1: BPE 0,01 pg/L
uygulamasi; C2: BPE 0,1 pg/L uygulamasi; C3: BPE 1 pg/L uygulamasi; C4: BPE 100 pg/L uygulamasi; C5: BPE
1000 pg/L uygulamasi; D1: BPZ 0,01 pg/L uygulamasi; D2: BPZ 0,1 pg/L uygulamasi; D3: BPZ 1 pg/L
uygulamasi; D4: BPZ 100 pg/L uygulamasi; D5: BPZ 1000 pg/L uygulamast; E1: BADGE 0,01 pg/L uygulamast;
E2: BADGE 0,1 pg/L uygulamasi; E3: BADGE 1 pg/L uygulamasi; E4: BADGE 100 pg/L uygulamasi; ES:
BADGE 1000 pg/L uygulamasi. TUNEL boyama. x40 Biiyiitme
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4. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda BPA ve yerine iiretilen analoglardan olan BPE, BPZ ve
BADGE’nin biyoindikator (biyobelirteg tiir) Mytilus galloprovincialis lizerindeki

etkileri incelenerek ekotoksikolojik profilleri ortaya ¢ikarilmistir.

Yeni lretilen kimyasallarin/kirleticilerin etkilerini belirlemek amaciyla ve
ayni1 zamanda bolgesel izleme ¢alismalarinda biyoindikator tiir M. galloprovincialis
model organizma olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yapilan ¢ok sayidaki
calisma gostermektedir ki bu model organizma farkli seviyelerdeki etkilerin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Sahip oldugu karakteristik ozellikler ve
biyolojisinin iyi bilinmesinden dolay1 farkli testlerin uygulanmasi kolaylagmaktadir
ve kimyasallarin etkilerinin belirlenmesinde iyi bir aractirlar. Midyeler ile yapilan
caligmalarin odak noktasinda biyobirikim potansiyelleri géz oOniine alinmakla
beraber ac¢ik dolagim sistemine sahip olmalar1 hemolenfin (hemositlerin) tiim viicut
icerisinde dolasarak solunga¢ ve hepatopankreasin siirekli olarak etkilenmesine
neden olmaktadir. Bu yiizden, yapilan ¢alismalarda hedef organ olarak solungacg,
hemolenf ve hepatopankreas dokular1 tercih edilmektedir. Bununla beraber,
kimyasallarin ~ fizyolojik  etkilerinin  ortaya ¢ikarilmasina da  olanak

saglamaktadirlar.

Calismamizda BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin M. galloprovincialis
tiirtindeki akut toksisite sonuglarina gore belirledigimiz LCso degerlerine gére BPA
(2,085 mg/L) i¢in diisiik konsantrasyonlarda bile popiilasyon iizerinde oldukca
etkili oldugu belirlenmistir. Analoglar i¢in belirlenen degerlere gére (BPE LCso:
5,391; BPZ LCso: 11,246 mg/L; BADGE LCso: 15,40 mg/L) sucul ekosistemdeki
poplilasyonlarin etkilenmesi icin yiiksek miktarlarda girisin olmasinin gerektigi
belirlenmistir. Bu da BPA’nin c¢ok diisilk konsantrasyonlarda bile etkili
olabilecegini gosteren ¢alismalar1 dogrular nitelik tasimaktadir. Calismamiz BPE,
BPZ ve BADGE i¢in midye akut toksisite i¢in hesaplanan LCso degerleri ilk olmak
ozelligine sahiptir. BPA’nin farkli sucul tiirlerle gerceklestirilen akut toksisite
caligmalarina bakildiginda, c¢aligmamizdaki tiiriin igerisinde oldugu Mollusca
filumundaki farkli canlilarla gergeklestirildigi goriilmustiir. BPA’nin Heleobia
australis tirl i¢in bulunan LCso degeri 11,50 mg/L (Naveira et al., 2021) tatli su
salyongozu Marisa cornuarietis tiirl i¢in ise bulunan deger 2,24 mg/L oldugu
bildirilmistir (Mihaich et al., 2009). Omurgasiz tiir Artemia sinica ile yapilan
calismada BPA i¢in bulunan ECso degeri 50,40 mg/L’dir (Shaukat et al., 2014).
Daphnia magna immobolizasyon (hareketsizlik) kriteri ile yapilan ¢alismada BPA
icin ECso degeri 10,00 mg/L iken BPE i¢in bulunan ECso degeri ise 18,00 mg/L
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olarak rapor edilmistir (Chen et al., 2001). Her tiir i¢in spesifik olarak bulunan LCs
ve ECso degerlerine gore subletal etkinin belirlenmesinde uygulanacak
konsantrasyonlar i¢in fikir olusturmaktadir. Tiirler acgisindan spesifik olmakla
beraber, ayni tiirin yetiskin ve larvalarinda belirlenen LCso/ECso degerleri de
birbirinden farkli olabilmektedir. Tato et al., (2018) yaptiklar1 ¢calismada BPA,
nonilfenol ve triklozan’a maruz biraktiklar1 M. galloprovincialis larvalarinda BPA
icin bulunan ECs¢ degeri 2085 ng/L oldugunu rapor etmislerdir. BPA agisindan
bakildiginda ¢alismamizda yetiskinlerde uygulanarak belirlenen LCso degeri (2,085
mg/L) ile larvalar i¢in belirlenen ECso degeri farklidir ve larvalarin yetiskinlerine

kiyasla daha hassas olduklarinin bir gostergesidir.

Calismamizda akut toksisite testine yanit vermeyen ve yagamaya devam eden
midyelerde herhangi bir fizyolojik degisimin olup olmadigini ortaya ¢ikarmak
amaclanmistir. Bu yiizden, 96s sonunda yasayan midyelerin maruz kalma stiresi 14
giine cikarilmistir. Denemenin sonunda fizyolojik parametreler olan biiylime
indeksi ve gonadosomatik indeksi hesaplamalarma gére BPA, BPE, BPZ ve
BADGE’nin fizyolojik etkilere neden oldugu tespit edilmistir. Bisfenollerin kendi
aralarindaki %CI {iizerindeki etki dereceleri sirasiyla BPA=BADGE>BPE>BPZ
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4). Her bir kimyasal
grubunun kontrol ile kiyaslandiginda konsantrasyon artigina paralel olarak %CI
degerini diisiirdligli belirlenmistir. Gonadosamatik indeks iizerinde de BPA, BPE,
BPZ ve BADGE’nin benzer bir etkiye neden oldugu ve konsantrasyon arttik¢a
%GSI degerinin distiigii tespit edilmistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8).
%CI ve %GSI genel olarak kiy1 izleme ¢alismalarinda kirlenmis bolgedeki durumu
belirlemek i¢in kullanilmaktadirlar. Yapilan c¢alismalar sonucunda genel olarak
%CI degerinin agir metaller ile ters orantili, organik bilesiklerle dogru orantili
oldugu rapor edilmistir (Andral et al., 2004). Kirlenmis bolgeden ve midye
yetistiricilik alanlarindan toplanan canlilar ile yapilan ¢alismada her iki bolge i¢in
hesaplanan %CI degerlerinin yiiksek oldugu ve kirlenmis bolgedeki agir metallerin
pozitif yonde etkiye neden olduklar1 bildirilmistir (Andral et al., 2004) Bir baska
caligmada ise karbamazepin maruziyetinin M. galloprovincialis tiriinde %CI ve
%GSI’'nin diismesine neden oldugu rapor edilmistir (Oliveira et al.,, 2017).
Calismamizdaki BPA, BPE, BPZ ve BADGE maruziyetlerinin sonucunda M.
galloprovincialis  tirtinde %CI ve %GSI’nin diismesine neden oldugu
belirlenmistir. M. galloprovincialis tiiriiniin kimyasallarin fizyolojik etkilerin
belirlenmesi (biliylime ve gonadosomatik indeks) i¢in iyi bir biyoindikator tiir

oldugu ¢alismamiz ile bir kere daha ortaya konulmustur.
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Napoli’de iki midye c¢iftliginden toplanan M. galloprovincialis tiiriinde
yapilan caligmada gonadosomatik indeks, yumurtaligin yapisal organizasyonu,
apoptoz varligi, dstrojen reseptorlerinin ekspresyonu ve ayrica yumurtaliklardaki
bisfenol A (BPA) igerigi degerlendirilmistir. A ve B alani olarak adlandirdiklari
ornekleme alanlarindan, B alaninda BPA’nin oldukg¢a yiiksek konsantrasyonlarda
oldugu ve buna bagl olarak da tiim biyobelirtegleri 6nemli derecede etkiledigi
bildirilmistir. BPA i¢in ¢alismamizla paralellik gostermektedir (Sekil 3.5.) ve BPA

%GSI’nin diismesine neden olmaktadir.

Calismamizda BPA, BPE, BPZ ve BADGE maruz kalinmasi sonucunda M.
galloprovincialis tiiriinde %CI diismesi ile biiyiime iizerinde olumsuz etkiye neden
olduklar1 saptanmustir. Filter-feeding (slizerek beslenen) yapan midyelerin
beslenmesinin yavasladigi buna bagli olarak da suyu siizme hizlarinin da dogru
orantili olarak etkilendigi sonucuna varilmistir. Aynmi sekilde %GSI’nin olumsuz
etkilendigi saptanmistir. Artan konsantrasyonlarda BPA, BPE, BPZ ve BADGE
maruziyetinin iireme hiicreleri iizerinde negatif bir etkiye neden oldugu
bulunmustur. M. galloprovincialis tiirinde BPA, BPE, BPZ ve BADGE’ye uzun
stireli maruz kalinmasi durumunda {ireme ve biiylime i¢in harcanmasi gereken
metabolik enerjinin savunma sistemi i¢in kullanildig1r sonucuna ulasilmistir. Bu
durumda biyobirikim 6zelliginin (kapasitelerinin) azalacagi buna karsilik farkl

etkilerin ortaya cikabilecegi diisiiniilmektedir.

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’ nin M. galloprovincialis tiirii igin bulunan LCso
degerlerine gore olasi subletal etkiler belirlenmeye calisilmustir. ilk olarak iireme
iizerindeki etkileri belirlemek amaciyla gerceklestirilen fertilizasyon (ddllenme)
basarisi testine gore elde edilen bulgularda dollenme basarisini olan etkileri tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular 15181nda BPA’nin ve BPE’nin ilk konsantrasyonda
dollenme basarisina pozitif yonde etkiledigi yani dollenmeyi arttirdig
belirlenmistir. Buna karsilik, BPZ ve BADGE’ye maruz kalinmasmin ise ilk
konsantrasyon itibaren etkili oldugu tespit edilmistir. Hesaplanan %DE degerlerine
gore  bisfenollerin  ddllenme  basarilart  {izerindeki  etkileri  sirasiyla
BPA>BPZ>BADGE>BPE seklinde oldugu saptanmaistir.

M. galloprovincialis tiriiniin BPA’ya maruz birakildig: bir ¢aligmada (0,05-
0,5-5 uM) 24-28-32-48s post larvalarda kabugun gelisimi incelenmistir.
Calismanin sonucunda BPA’ya maruz kalmanin kabugun gelisimini etkiledigi,
kalsifikasyona neden oldugu ve en yiiksek konsantrasyonda larvalarin biiyiik bir

kisminin normal D-veliger sathasina erisemedigi ve malformasyonun yiiksek
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oldugu bildirilmistir (Miglioli et al., 2021). Calismamizin sonuglariyla paralellik
gostermekte olup BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin benzer bir etkiye neden oldugu
diistiniilmektedir. 0,01-0,1-1,100-1000 pg/L konsantrasyonlar1 kabuk olusumunu
smirlandirdig, yiiksek malformasyonlara neden oldugu ve gelisimi yavaslatarak
geg kalmis trokofora larvasini arttirdigi bulunmustur (Sekil 3.10, Cizelge 3.2). BPA
gibi plastik liretiminde ana monomer olarak kullanilan stirenin M. galloprovincialis
tirline maruz birakilarak embriyolojik gelisim iizerine etkileri arastirilmigtir.
Embriyotoksisite sonuglarina goére 0,01pg-Img/L konsantrasyonlarinin normal
embriyo gelisimini bozdugu, normal D-veliger olusumunu %40 azalttig1 ve larva
boyutunu da %20 oraninda etkiledigi bildirilmistir (Wathsala et al., 2018).
Calismamizda da plastik {liretiminde monomer olan BPA ve onun yerine iiretilen
analoglarin (BPE, BPZ ve BADGE) M. galloprovincialis tiiriiniin embriyo
gelisimini etkiledigi ve malformasyona neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.10.)
ve bu ¢alismayla paralellik gostermektedir. BPA’nin midye embriyolari tizerindeki
olas1 molekiiler etkilerin arastirildigi bir baska calismada ise 13 genin
transkripsiyonu degerlendirilmistir. Dollenmis yumurtalarin BPA'ya (10 pg/L)
maruz birakilmasi, 24 saat postlarvada genel bir yukar1 regiilasyona, ardindan 48
saat postlarvada asag: regiilasyona neden oldugu, Mytilus Ostrojen Reseptérleri,
serotonin reseptorii ve biyomineralizasyona dahil olan genlerin BPA tarafindan
etkilendigi, ilk kabuklu embriyonun olusumunun BPA i¢in hassas bir hedefi temsil
ettigi, kabuk diizensizliklere neden oldugu rapor edilmistir (Balbi et al., 2016).
Calismamizda wuygulanan konsantrasyonlar sonucu elde edilen veriler
gostermektedir ki BPA ile yapilan diger calismalarin sonucu benzerlik tasimaktadir.
Bununla beraber, BPA ve onun yerine iiretilen BPE, BPZ ve BADGE’nin
embriyolojik gelisim {izerinde olumsuz bir etkiye neden oldugu hem doéllenme
basarist hem de embriyotoksisite ¢alismalartyla belirlenmistir. BPE, BPZ ve
BADGE’ye maruz kalinmas1 déllenmenin gerceklesmesine olanak saglamasina
karsilik yine de doéllenme basarisini etkiledigi belirlenmistir. Ayrica, embriyo
gelisimini smirlandirdiklart ve yavaslattiklari, yiiksek malformasyona neden
olduklar1 saptanmistir. BPE, BPZ ve BADGE’nin en az BPA kadar toksik etkiye
neden olduklar1 tespit edilmistir. Ug¢ analog igin gen seviyesinde incelemelerin

yapilmasi gerektigi diisliniilmektedir.

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin M. galloprovincialis tiiriinde genotoksik
hasara yol agtiklar1 tespit edilmistir. M. galloprovincialis tiiriiniin hemolenf
(hemositler) ve solungag¢ hiicrelerinde mikroniikleus testi cesitli ¢aligmalarda
bildirilmistir (Bolognesi et al., 1996; Arslan vd., 2010, 2021, 2017; Kolarevi¢ et al.,
2023; Burgeot et al., 1996; Brunetti et al., 1992).
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Midyelerin agik dolasim sistemine sahip olduklar i¢in hemositleri sitogenetik
hasart belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir (Pavlica, 2001). Bununla
beraber, solunga¢ kimyasallara/kirleticilere ilk maruz kalan organ oldugundan ve
hemolenf (hemositler) siirekli dolasimdaki hiicreler oldugundan MN testi i¢in hedef
dokulardir. Bagisiklik savunmasinda rol oynayan hemositlerin (Cheng, 1975),
onlar1 genotoksik ksenobiyotikler gibi kirleticilere/kimyasallara kars1 diger
hiicrelere gore daha savunmasiz hale getirdigi 6ne stiriilmiistiir (Venier et al., 1997).
Bu calisma, yapmis oldugumuz calismanin verileri ile karsilastirildiginda, elde
edilen MN frekansindaki artiglar BPA ve analoglarinin midyelerde bagisiklik

sistemini bozdugunu gdostermektedir.

M. galloprovincialis hemolenf ve solunga¢ hiicrelerinde mikroniikleus
olusumunu  inceleyerek  farkli  kirleticilerin/kimyasallarin  genotoksik
potansiyellerinin belirlendigi bircok c¢alisma bulunmaktadir. Romdhani et al.
(2022), yaptiklar1 calismada M. galloprovincialis tiiriinii 3 giin siireyle ¢evreden
topladiklar1 mikroplastik (50pg/L), benzo[a]piren (1 pupg/L) ve bunlarin
karisimlarina maruz birakmislardir. Ugiincii giiniin sonunda hemositlerde MN
sikliginin kontrole gore arttig1 bildirilmistir. En yliksek MN frekans1 benzo[a]piren
(%020) i¢in belirlenmistir. Daha sonra mikroplastik (%018,66) ve bunlarin karisimi
(%017,33) i¢in tespit edildigi rapor edilmistir. Calismada cevreden toplanan
mikroplastikler i¢in belirlenen MN, calismamizda BPE hepatopankreas hiicresi
(%021) ve BPZ (%022,1 ve %024,6) hepatopankreas ve solunga¢ hiicreleri igin
bulunan degere yakindir. Baska bir calismada Mytilus galloprovincialis hemolenf
hiicreleri ile 96 saat boyunca floranten (10 mg/ml), polistiren partikiilleri (100
mg/ml) ve bunlarin karisimlarina maruz birakilarak mikroniikleus testi yapilmaistir.
96s sonucunda hemolenf hiicrelerinde adsorbe edilmis floranten, floranten ve
polistiren partikiillerine maruz kalan gruplarda MN frekansimnin kontrole gore
anlamli olarak arttig1 bildirilmistir (Kolarevi¢ et al., 2023). Calismamizda 72s
sonunda, BPA ve BPZ’nin hemolenf hiicrelerini etkilediginin tespit edilmesinin
(Cizelge 3.3, Cizelge 3.6) yani sira BPE’nin hemolenf hiicrelerinde NUB
olusumuna (Cizelge 3.4, Cizelge 3.5) yol actig1 belirlenmistir ve hemolenf ile
yapilan diger ¢alismalarla paralellik tasimaktadir. Mezzalani et al., (2023), ilaglarin
cevresel etkilerini arastirdiklar1 ¢calismalarinda Mytilus galloprovincailis tiiriinii 14
giin boyunca karbamazepin (0,5 pg/L), valsartan (0,5 pg/L) ve bunlarin kombine
karisimlarina maruz birakmislardir. Caligsmalarinda bir¢ok farkli biyokimyasal ve
genotoksik test yontemi kullanarak hemolenf hiicrelerinde mikroniikleus
olusumunu arastirmiglardir. 14 giiniin sonunda valsartan i¢in yliksek bir MN

frekans1 bulmuslardir. 14 giinliik depurasyon ve ardindan 14 giin daha maruz
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kalmanin ardindan, kontrole kiyasla karbamazepin i¢cin MN frekansinda bir artis
oldugu rapor edilmistir. Canli ortamda radyoaktif 32P'ye maruz kalan iki ¢ift
kabuklu Dreissena polymorpha (tatli su) ve M. galloprovincialis tiirleri lizerinde
yapilan bir calismada, solungaglarin ve sindirim bezlerinin hiicrelerine
mikroniikleus-comet testi uygulanarak etkileri aragtirllmigtir. Calismada deniz
tiirlerinin DNA hasarina kars1 daha yiiksek hassasiyet gosterdigini bildirmislerdir
(Vernon et al., 2020). Bu da ¢alismamizdaki test canlis1 biyoindikator tiiriin (M.
galloprovincialis) farkli kimyasallarin/kirleticilerin belirlenmesi i¢in uygun test
canlis1 oldugu bir kere daha ortaya konulmustur ve diger ¢alismalarla paralellik

tagimaktadir.

Arslan vd. (2023) M. galloprovincialis tiiriinii bisfenol analoglarindan BPS,
BPF, BPB, BPAF, BADGE, BFDGE, TGSA ’nin artan konsantrasyonlarina (1,5-3-
6-12-25 mg/L) maruz biraktiklar1 ¢alismada genotoksik hasari belirlemislerdir.
Calismada BPS, BPF, BPAF, BFDGE ve BPB’nin hemolenf hiicrelerini daha fazla
etkiledigini bildirmislerdir. Calismamizdaki analoglardan BPE ve BPZ i¢in
bulunan MN frekanstyla uyumludur (Cizelge 3.6, Cizelge 3.4). Yine ayn1 ¢aligmada
BADGE ve BPAF’nin (%026) solunga¢ hiicreleri i¢in bulunan MN frekansi
calisgmamizda BADGE nin ((%026,5) solungag¢ hiicrelerinde tespit edilen MN
frekansi ile aynidir (Cizelge 3.11). Arslan vd. (2023) BPS ve BPF’nin solungag
hiicrelerinde mikroniikleus olusumunun yani sira apoptotik hiicre ve niikleer
tomurcuklanma olusumunun gézlendigini rapor etmislerdir. Calismamizda ise
sadece BPE hemolenf hiicrelerinde niikleer tomurcuklanma olusumu gézlenmistir.
Bu durum analoglarin farkli dokularda benzer anomalilere neden olabilecegini

gostermektedir.

MN frekanslarindaki farkliliklar konsantrasyon, maruz kalma siiresi ve
kullanilan test kimyasallar1 gibi farkli deneysel faktorlerden etkilenmektedir
(Mersch et al., 1996). Bu ac¢idan incelendiginde BPE, BPZ ve BADGE ig¢in tespit
edilen MN frekanslart BPA’dan diisiik olmasina karsilik genotoksik potansiyele
sahip olduklarin1 gostermektedir. Mikroniikleus dogal olarak tiim canlilarda
olusmaktadir ve %o05’in alti normal olarak kabul edilmektedir (Bolognesi and
Fenech, 2012). Ancak, genotoksik kimyasallara maruz kalindiginda bu
mikroniikleus frekansi artar. Mikroniikleus olusumundan sonra kaderinin dort
sekilde olabilecegi varsayilmaktadir. Bunlar; bozunma, rekombinasyon, ekstriizyon
ve kalicilik (ayrica, prematiire kromozom yogunlagsmasi/kromotripsi ve apoptoz ile
mikroniikleer hiicrelerin eliminasyonu). Mikroniikleusun kaderi, mikroniikleus

olusturucu maddeye (klastojenik veya andjenik), hiicre tipine (birincil veya timor
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orijini) ve incelenen tiirlere bagh olarak farklilik gosterebilir. (Hintzsche et al.,
2017). Fenech et al., (2011) gore niikleer tomurcuk olusumu, kromozomal
instabilite (kararsizlik) olaylariyla iliskilendirilmistir ve niikleer tomurcugun
(NBUD) muhtemelen niikleoplazmik koprii (NPB) yirtilmasindan sonra gegici
olarak meydana gelebilecegi bildirilmistir. Caligmamizda sonradan zaman-
konsantrasyon degisikligine bagli olarak hemolenf hiicrelerinde azalma goz 6niine
alindiginda benzer bir durumun var oldugunu diisiinmekteyiz ve BPE hemolenfleri
icin bu durumun gegici olarak gergeklestigi kanisina varilmistir (Sekil 3.14). Ancak
zaman, konsantrasyon ve diger birgok faktér géz oOniline alindiginda, kesin bir
yarglya varmak icin farkli ¢alismalarin yapilmasi gerektigini diisiiniilmektedir.
Maruz kalma siiresinin uzamasi ile mikroniikleus frekansinda artis olabilir veya
tamamen farkli bir siire¢ olan apoptoz olusumu ile sonlanabilir. Hiicrede sabit
kalabilir ve maruz kalma siiresi ne kadar uzun olursa mikroniikleus frekans1 o kadar
fazla gozlemlenebilir. Rekombinasyon meydana gelirse devam eden mitoz
sirasinda tekrar ortaya ¢ikabilir veya hiicre disina atilarak organizmalar i¢in zararsiz

hale gelebilir.

Calismamizin sonuglari, bisfenol A yerine iiretilen bu analoglarin (BPE, BPZ,
BADGE) potansiyel genotoksik kimyasallar oldugunu, mikroniikleus testinin hizl
ve giivenilir sonuglar verdigini gostermektedir ve ¢alismamiz onceki ¢aligsmalarla

uyumludur.

BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin artan konsantrasyonlarina maruz kalan M.
galloprovincailis tiriiniin hepatopankreas ve solungag hiicrelerinde histolojik ve
apoptotik degisimlere neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil
3.19, Sekil 3.20). Histolojik calismalarda ve TUNEL immunohistokimyasal
sonuclara gore kimyasallarin hepatopankreas ve solungac¢ hiicrelerinde oldukga
etkili oldugu belirlenmistir. Hepatopankreas dokusunda intrasitoplazmik vakuoller
ve buna bagli olarak bazi tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve hiicresel
kayiplar izlenmesinin yani sira epitel biitiinliiglinde bozulmalarin oldugu tespit
edilmistir. Pagano et al., (2022) regetesiz ilaclardan asetilsalisilik asit (asprin) hedef
dis1 organizma olan M. galloprovincailis tiiriine maruz biraktiklar: (10-100 ug/L)
calismada solunga¢ ve sindirim bezinde histolojik degisimleri incelemislerdir.
Solungag ve sindirim bezlerinde zamana ve konsantrasyona bagli olarak liposufin
birikintileri, hemosit infltrasyonu, epitel yapilardaki degisiklikler, vakuolasyon,
lamel fiizyonu gibi ¢ok sayida degisimin oldugu rapor edilmistir. Caligmamizda
bulunun sonuglarla uyumluluk gostermektedir ve midyelerin farkli kimyasallarin

histolojik etkilerinin belirlenmesinde uygun test canlilar1 oldugu goriilmektedir
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(Sekil 3.17, Sekil 3.18). Midyelerin farkli kimyasallara maruz kalmasi sonucunda
histolojik etkilerin belirlenmesinde uygun test canlilarinin oldugunu goésteren bir
baska ¢alismada ise, TiO, formuna maruz birakilan M. galloprovincialis tiiriiniin
solungac¢ ve sindirim bezlerindeki histolojik degisimlerin gbzlenmesi sonucunda;
sindirim tiibiil limeninde genisleme, hemositlerin infiltrasyonuna, cilia kayiplarina
neden oldugu bildirilmistir (Leite et al., 2020). Yine bir baska calismada, M.
galloprovincialis tiriiniin lantan (La) elementine maruz kalinmasmin gonad,
solunga¢ ve sindirim bezleri iizerinde histolojik etkilere neden oldugu rapor
edilmigtir (Pinto et al., 2019). Tiim bu sonuglar ¢alismamizdaki bisfenollerin
midyeler lizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in secilen yontemin (histoloji) ve

hepatopankreas/solungac dokularinin giivenirligini gostermektedir.

Apoptoz sucul ekosistemde kimyasallarin/kirleticilerin  farkli trofik
seviyelerdeki canlilar {izerinde yarattig1 etkilerin arastirilmasi i¢in tercih edilen
yontemlerden biridir. Tarimsal alanlarda kullanilan deltamethrin’i  farkl
konsantrasyonlarda (0,25- 0,5- 1 ve 2 pg/L) zebra baligina maruz birakilarak
gerceklestirilen caligmada biyobelirteg olarak apoptotik hiicre olusumu
incelenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tiim konsantrasyonlarda
apoptoz olusumunun goézlendigi ve artmakta oldugu bildirilmistir (Petrovici et al.,
2020). Zebra balig1 ile yapilan bir baska calismada ise yliksek konsantrasyonda
bisfenol A’ya (2000 pg/L) maruz kalmanin apoptoz olusumunda bir artisa sebep
oldugu rapor edilmistir (Gonzalez-Rojo et al., 2019). Calismamizda elde edilen
verilerle uyumluluk gostermektedir ve BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin midyede
apoptoz olusumunu indiikledigi belirlenmistir (Sekil 3.19, Sekil 3.20). Yavasoglu
vd., (2016) Aliaga, Foca ve Urla kiyilarindan topladiklari midye M.
galloprovincailis tiriiniin hepatopankreas ve solunga¢ dokularinda apoptoz
olusumunu incelemislerdir. Referans bolge olan Urla ile karsilagtirildiginda Aliaga
ve Foga’dan toplanan midyelerde yiiksek apoptotik hiicre gozlemlendigini ayni
zamanda cevresel kirliligin belirlenmesinde hepatopankreasin solungagtan daha
duyarli oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda elde edilen verilerle benzerlik
tasimaktadir (Sekil 3.19, Sekil 3.20). Cinko pirition (ZnPT) akut maruz kalan (48-
96 saat; 20-40 ng/L) M. galloprovincialis tiiriinde konsantrasyon artigina bagli
olarak hepatopankreas ve solunga¢ dokularinda ciddi histolojik degisikliklerin
gozlemlendigi, her iki dokuda da apoptotik hiicrelerin olusumunun konsantrasyona
bagli olarak artmakta oldugu rapor edilmistir (Katalay vd., 2022). Ji et al., (2016)
yaptiklar1 ¢alismada ise TBBPA (tetrabromobisfenol A)’ya maruz kalan M.
galloprovincialis solunga¢ dokularinda apoptoz olusumunu incelemislerdir.

(Calisma sonucunda disi ve erkek bireylerin her ikisinde de solungag filamentlerinde
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anormal morfolojinin gézlemlendigini ve apoptotik ¢ekirdeklerin belirgin oldugunu

rapor etmislerdir. Calismamizda elde edilen verilerle benzerlik gostermektedir.

Tim bu bilgiler dogrultusunda; BPA, BPE, BPZ ve BADGE’nin
biyoindikator tiir M. galloprovincialis tiiriindeki ekotoksikolojik profilleri ortaya
cikarilmistir. Calismamiz BPE, BPZ, BADGE ve M.galloprovincialis tiri ile
yapilan ilk arastirma niteligini tagimaktadir. Yapilan sayisiz calisma BPA’nin tiim
canlilar i¢in olumsuz birgok etkiye neden oldugu bulunmustur. Analoglar ile
yapilan ¢aligmalarin hala siirli oldugu, BPA ile karsilastirildiginda ne derecede

etkili olduklar: tam olarak bilinmemektedir.

BPA’'nin M. galloprovincialis tirii lizerindeki ekotoksikolojik profiline

baktigimizda,

e akut olarak diisiik miktarlarda popiilasyonu etkiledigi,

e Dbiiylime indeksi ve gonadosomatik indeksi diistirdiigi,

e midye fertilizasyon basarisini azalttig1 ve anormal larval olusumuna

yol agtig1,

e mikroniikleus frekansinda artisga neden olarak genotoksik olarak
etkiledigi,

¢ histolojik agidan ise dokularda yiiksek derecede dejenerasyona neden
olarak doku kaybmna yol actifi ve apoptozu indiikledigi tespit

edilmisgtir.

BPE’nin M. galloprovincialis tiirii iizerindeki ekotoksikolojik profiline

baktigimizda,

e akut olarak popiilasyonu etkiledigi,

e Dbiiylime indeksi ve gonadosomatik indeksi diisiirdiigi,

e midye fertilizasyon basarisini azalttig1 ve larvalarda malformasyona

neden oldugu,
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e mikroniikleus frekansinda artisa neden oldugu,

e histolojik acidan ise dokularda dejenerasyona neden olarak doku

kaybina yol actig1 ve apoptozu indiikledigi saptanmaigtir.

BPE’nin, gonadal gelisim iizerindeki negatif etkisinin (gonadosomatik
indeksi) ve akut toksisitesinin BPA ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Diger tiim
parametrelerde tek basina etki ettigi goriilmekle beraber, analoglar a¢isindan daha

az etkili oldugu belirlenmigtir.

BPZ’nin M. galloprovincialis tiirii tizerindeki ekotoksikolojik profiline
bakildiginda,

e akut olarak popiilasyonu etkiledigi,
¢ biiylime indeksi ve gonadosomatik indeksi diistirdiigi,

e midye fertilizasyon basarisini1 azalttig1 ve larvalarda malformasyona

neden oldugu,
e mikroniikleus frekansinda artisa neden oldugu,

e histolojik acidan ise dokularda dejenerasyona neden olarak doku

kaybina yol actig1 ve apoptozu indiikledigi tespit edilmistir.

BPZ’nin, fertilizasyon basarisina ve anormal larval gelisimine olan etkisinin
BPA ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Spesifik olarak da hemolenf
mikroniikleus frekansimin artisina yol ac¢tigi goriilmiistiir. Diger analoglar ile
karsilastirildiginda ise BPZ’nin, fertilizasyon basarisina olan etkisi ve larval
gelisim iizerine etkisinin BPE den daha yiiksek oldugu, ayrica histolojik a¢idan ve
apoptoz indiiklemesi agisindan da daha etkili oldugu belirlenmistir. Mikroniikleus
frekansimin artisina bakildiginda ise BPZ’nin, BPE den daha genotoksik etkiye

neden oldugu goriilmektedir.

BADGE’nin M. galloprovincialis tiiri iizerindeki ekotoksikolojik profiline
baktigimizda,

e akut olarak popiilasyonu etkiledigi,
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e Dbiiylime indeksi ve gonadosomatik indeksi diisiirdiigi,

e midye fertilizasyon basarisini azalttig1 ve larvalarda malformasyona

neden oldugu,
e mikroniikleus frekansinda artisa neden oldugu,

e histolojik acidan ise dokularda dejenerasyona neden olarak doku

kaybina yol actig1 ve apoptozu indiikledigi saptanmaigtir.

BADGE nin, BPA’ya benzer etkilere sahip olan analog oldugu tespit
edilmigtir. Ozellikle, solunga¢ ve hepatopankreas dokularindaki mikroniikleus
frekansindaki artisa neden oldugu ve ayrica, histolojik olarak bu iki dokuda da
yiiksek derecede dejenerasyona yol agtigi, apoptoz indiikleme derecesininde
BPA’ya en yakin analog oldugu saptanmistir. Bu acidan bakildiginda BPA’dan
sonra genotoksik etkiyi en fazla gosteren analog BADGE 'dir.

Sonug olarak her {i¢ analog da genotoksik etkiye yol agan kimyasallardir.
BADGE’nin 6zellikle midyenin biiytimesini negatif yonde etkiledigi ve genotoksik
etkiye yol agtig1 tespit edilmistir. BPZ’nin ise midyenin fertilizasyon basarisini ve
larval gelisimi {lizerinde negatif etkiye neden oldugu, BPE’nin ise 6zellikle akut
olarak popiilasyonu etkileyebilecegi saptanmistir. Tiim parametreler agisindan
bakildiginda, genel olarak analoglarin BPA’ya yakin toksik etkilere neden
olabilecekleri belirlenmistir.

Bu baglamda, analoglarin Tiirkiye kiyilarinda ve nehirlerinde varliklarinin
belirlenmesi gerekmektedir. insan gidasi olarak yiiksek miktarlarda tiiketilen midye
iizerinde toksik etkilere neden olan BPE, BPZ ve BADGE i¢in daha kapsamli
aragtirmalarin yapilmasinin gerekli oldugu belirlenmistir. Calismanin sonucunda,
hem sucul ekosistemin giivenligi ve siirdiiriilebilirligi agisindan hem de analoglarin
insan saglig1 tizerine olabilecek olumsuz etkileri g6z oniine alindiginda analoglarla

ilgili gerekli eylem planlarina ihtiya¢ oldugu diigiiniilmektedir.
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