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Sanayi ve teknolojinin gelisimiyle birlikte ¢evre kirliligi artmakta ve bunun canli sagligi
tizerindeki olumsuz etkileri endise yaratmaktadir. Bisfenol A (BFA), modern {iretim
uygulamalar1 yoluyla ¢evreye salinan ve tiim canli organizmalari, bakterilerden okaryotlara
kadar etkileyen, yaygin bir toksik endokrin bozucudur. Vanilik asit (VA), cesitli gidalarda
ve tibbi bitkilerde bulunan, kozmetik, aroma verici ve polimer sektorlerinde genis bir
kullanim alanma sahip fenolik bir bilesiktir. Ozellikle antioksidan, anti-enflamatuar ve
noroprotektif Ozellikleriyle dikkat ¢eken VA’nin biyolojik etkileri iizerine yapilan
caligmalar sinirlidir. Bu ¢alismada, bir model organizma olan Drosophila melanogaster
(meyve sinegi) iizerinde BFA ile indiiklenen oksidatif strese karst VA’nin koruyucu
etkisinin ¢esitli parametrelerle belirlenmesi amaglandi. Bu kapsamda, endokrin bozucu
kimyasal BFA (25 mM) ve bilinen antioksidan koruyucu VA’nin (0.1, 0.5 ve 1 mg/L)
cesitli dozlarma tek basina ve kombinasyon halinde maruz birakildi. BFA ile muamale
edilen ortamda yetisen D. melanogaster bireylerinde; reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) ve
lipid peroksidasyonunda (LPO) artis gdzlenirken, antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD,
CAT, GSH) azalma; Comet testi ile DNA hasarinda artis; ¢esitli immiin ve hiicresel stres

genleri (SOD, CAT, gclc ve hsp70) ile detoksifikasyon yolunda rol oynayan Keapl ve
v



CncC=Nrf2 gen ekspresyon seviyelerinde artis; gelisimsel parametrelerde (larval toksisite,
larva stiriinme testi, tirmanma testi, hayatta kalma orani, gida alim analizi ve larva viicut

agirlg1 ve uzunlugu degisimlerinde azalma oldugu ortaya ¢ikarildu.

BFA'ya maruz kalan gruba 0.1, 0.5 ve 1 mg/L dozlarinda uygulanan VA tedavisi
sonucunda artan VA dozlarina bagli olarak lipid peroksidasyonunun azaldigi, antioksidan
enzim aktivitelerinin iyilestigi ve DNA hasarinda diizelme oldugu gézlemlendi. VA ayrica
larvalarin gelisim parametrelerinde de iyilestirici etkiler gosterdi. Bu ¢alisma, c¢evresel
toksinlere karsi dogal bilesiklerin potansiyel koruyucu etkilerini ortaya koymakta ve
BFA’nin zararh etkilerinin dogal bir antioksidan olan VA’nin azaltabildigi gozlendi. Bu
bulgular, hem ¢evre hem de insan saglig1 i¢in 6nem arz etmekte ve dogal bilesiklerin

endiistriyel toksinlere kars1 koruyucu bir rol {istlenebilecegini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, D. melanogaster, comet analizi, gen ekspresyonu,

genotoksisite, gelisimsel parametreler, vanilik asit
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The progression of industry and technology has exacerbated environmental pollution,
prompting concerns regarding its detrimental effects on biological health. Bisphenol A
(BPA), a prevalent toxic endocrine disruptor, is widely disseminated into the environment
via industrial practices, impacting a vast spectrum of organisms from bacteria to
eukaryotes. Vanillic acid (VA), a phenolic compound with a broad application in
cosmetics, flavoring agents, and polymer industries, is notable for its antioxidant, anti-
inflammatory, and neuroprotective properties, although its biological effects remain
underexplored. This study aimed to evaluate the protective effects of VA against BPA-
induced oxidative stress in the model organism Drosophila melanogaster through various

biological and molecular parameters.

In this research, D. melanogaster was exposed to BPA (25 mM) both independently and in
conjunction with VA at different concentrations (0.1, 0.5, and 1 mg/L). BPA exposure led
to increased levels of reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation (LPO), along
with reduced antioxidant enzyme activities (SOD, CAT, GSH). Additionally, significant
DNA damage was observed via the Comet assay, along with upregulated expression of

immune and cellular stress-related genes (SOD, CAT, gclc, and hsp70) and detoxification-

vii



related genes (Keapl and CncC=Nrf2). Developmental parameters, including larval
toxicity, larval crawling and climbing behaviors, survival rate, food intake, and changes in

body weight and length, also demonstrated adverse effects.

The application of VA at varying doses resulted in a dose-dependent reduction in LPO,
enhancement of antioxidant enzyme activities, and an improvement in DNA integrity,
while ameliorating the developmental impacts on larvae. This study suggests that VA may
mitigate the harmful effects of BPA, offering potential as a natural protective agent against
industrial toxins. These findings are relevant for both environmental and public health,
underscoring the role of natural compounds in counteracting the impact of pervasive

environmental toxins.

Keywords: Bisphenol A, Drosophila melanogaster, comet assay, gene expression,

genotoxicity, developmental parameters, vanillic acid
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1. GIRIS

Cevresel faktorler, canli organizmalarin genetik yapisin1 ve biyolojik siireglerini
etkileyerek, saglik ve gelisim tizerinde onemli etkilere yol agabilmektedir. Bu g¢evresel

faktorlerden biri endokrin bozucu kimyasallardir (Vandenberg vd., 2012).

1.1 Endokrin Bozucu Kimyasallar

Giliniimiizde endokrin bozucu kimyasallarin ¢evre ve insan sagligi iizerindeki etkilerini
arastiran ¢alismalar biiyiik ilgi gormektedir. Bu tiir kimyasallar, endokrin sistemin normal
isleyisini bozarak hem bireylerde hem de sonraki kusaklarda olumsuz etkiler yaratabilir
(Vandenberg, 2021). Endokrin bozucu kimyasallarin ¢ogu lipofilik 6zellik gosterir ve yag
dokusunda birikebilir, bu nedenle viicutta uzun bir yar1 6mre sahiptir ve toksik etkileri

zamanla birikebilir (Yilmaz, 2020).

Insanlar, cesitli kaynaklardan endokrin bozucu kimyasallara maruz kalmaktadir. Bu
kaynaklar arasinda gidalar, ambalaj malzemeleri, kozmetikler, ilaglar ve daha birgok iiriin
yer almaktadir (Yang vd., 2015). Sekil 1.1'de gosterildigi lizere, bu kaynaklarin yayginlig

ve glinliik yasamda sik kullanim1 maruziyet riskini artirmaktadir.
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Sekil 1.1: Endokrin bozuculara maruz kalma yollarindan bazilar1 gosterilmistir.
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Endokrin bozucu kimyasallara kars1 gosterilen toksik tepkilerde en kritik faktorlerden biri
maruziyet yasidir. Ozellikle prenatal ve erken postnatal donemlerde maruziyet, toksik
etkilerin daha ciddi boyutlarda ortaya ¢ikmasina yol agabilir (Svensson vd., 2021). Bu
donemlerde biyolojik sistemlerin hizla gelismesi ve olgunlasmamis olmasi, endokrin

bozucu kimyasallarin zararl etkilerine kars1 daha savunmasiz hale getirir.

Bununla birlikte, endokrin bozucu kimyasallarin toksik etki mekanizmalar1 tam olarak
anlasilmamig olsa da, oksidatif stres, genotoksik etkiler, epigenetik degisimler, niikleer
reseptorlerle etkilesim ve endojen hormonlara duyarhilifin  artmasi gibi ¢esitli
mekanizmalar araciligiyla toksik etki yaratabilecekleri diisiiniilmektedir (Fendoglu vd.,

2019). Sekil 1.2'de endokrin bozucu kimyasallarin etkiledigi bazi mekanizmalar

gosterilmektedir.
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Sekil 1.2: Endokrin bozucu kimyasallarin etki ettigi mekanizmalar.

Cevreye salinan bazi kimyasallar, hayvanlarin ve insanlarin endokrin fonksiyonlarin
etkileyen dogal hormonlar1 taklit ettikleri i¢in endokrin bozucu kimyasallar olarak bilinirler
(Markey vd., 2003). Yakin zamanda Avrupa Birligi, yaklasik 900 kimyasal maddeyi
endokrin bozucu olarak tanimlamis veya degerlendirmistir (Czarny vd., 2023). Endokrin

aktiviteye sahip iyi bilinen maddeler arasinda sunlar bulunmaktadir:
o Hava kirliligine neden olan maddeler
o Arsenik

o Parabenler



 Fitalatlar

o Alev geciktiriciler

o Dioksin, kalic1 organik kirleticiler (POPs), PCB'ler
o Pestisitler (6r. DDT)

e Organotinler (hidrokarbon i¢eren maddeler)

e Antropojenik kimyasallar (0r. sentetik hormonlar, dietilstilbestrol, 17-a-

etinilestradiol)
o Polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve poliklorlu bifeniller
e Bisfenol A ve tiirevleri

e Dogal olarak olusan hormonlar (estron, estradiol, estriol, progesteron, testosteron)

ve fitodstrojenler (Sahin, 2014).

Bisfenol A (BFA), diinya genelinde en yiiksek iiretim hacmine sahip kimyasallardan biri
olup, ¢esitli endiistriyel uygulamalarda genis Ol¢iide kullanilmaktadir (Deniz ve Yavuz,
2015). Yiiksek iiretim hacmi ve bir¢ok alanda yaygin kullanimi, ¢evre kirliligine yol acarak
insanlar1 kaginilmaz olarak BFA maruziyetine maruz birakmaktadir (Correia-Sa vd., 2017).
Insanlar iizerinde yaygin bir maruziyet yaratmasi nedeniyle, bu kimyasal bilimsel
aragtirmalarda biiytik ilgi géormektedir (Izzotti vd., 2009). BFA ayrica su (yeralti, deniz,
okyanus ve i¢me sulari), toz, toprak, kanalizasyon, i¢ ve dis hava Ornekleri gibi cesitli
cevresel orneklerde de tespit edilmistir (Vandenberg vd., 2007). BFA gibi bilesikler, cesitli
organizmalar i¢in yasamsal kaynaklar olan toprak ve su kaynaklarimi kirleten yaygin
cevresel toksinler haline gelmistir (Liu vd., 2021). Ornegin, BFA konsantrasyonlar1 su
kiitlelerinde yaklasik 15 ng/ml, havada ise 100 ng/m*'in tizerindedir (Nath vd., 2022). Bu
durum, BFA’nin ¢evre ve saglik lizerindeki potansiyel etkileri konusunda ciddi endiselere

yol agmaktadir.

1.2 Bisfenol A

BFA veya 4,4'-(propane-2,2-diyl)diphenol, ilk kez 1891 yilinda Rus kimyager A. P. Dianin
tarafindan sentezlenmistir (Kii¢iikbasmaci, 2022). Polikarbonat plastikler ve epoksi
recinelerin liretiminde genis endiistriyel uygulama alanlarina sahip olan BFA, 50 yili agkin

stiredir kullanilan sentetik bir kimyasaldir (Bousoumah vd., 2021).



Baslangicta kemirgenlerde yapay Ostrojen olarak kullanilmak iizere tasarlanan BFA,
yapilan ¢aligmalarla yapisindaki dietilstilbestrol molekiiliiniin bu etkiyi saglamakta daha
etkili oldugu anlagilinca bu amagla kullanilmaktan vazgec¢ilmistir. Ancak, ilerleyen yillarda
BFA, capraz baglayic1 6zellikleri nedeniyle polikarbonat liretiminde, yapistirict kimyasal
recinelerde ve cesitli plastiklerin imalatinda diger kimyasallarla birlestirilerek yaygin bir

sekilde kullanilmaya baglanmistir (Kiiglikbasmaci, 2022).
BFA’nin tarihsel gelisimine bakildiginda:
e 1891 yilinda Rus kimyager A. P. Dianin tarafindan ilk sentezi ger¢eklestirilmistir.

o 1930'larda kimyager Charles Edward Dodds, BFA’y1 yapay bir Ostrojen olarak

tanimlamistir.

e 1950'lerden itibaren, sert polikarbonat plastik ve epoksi regine iiretiminde
kullanilmaktadir (Vogel, 2009).

o 1960'lardan beri, gida ambalajlarinda yaygin olarak kullanilan BFA, 1996 yilinda
endokrin bozucu 6zellikleri nedeniyle dikkat ¢ekmeye baslamistir (Tan vd., 2022).

o 1980'lerde, BFA'nin yillik tiretimi 1 milyon ton iken, giiniimiizde bu miktar 8

milyon tona ulagmistir (Kim vd., 2020).

e 2008 yilinda, Kanada Cevre Departmani, Bisfenol A'y1 toksik bir madde olarak
ilan etmistir (Vogel, 2009).

e 2010 yihinda Kanada, BFA'nin biberonlarda kullanimini yasaklayan ilk iilke olarak
bu konuda 6nciiliik etmistir (Usman ve Ahmad, 2016).

e 2011 yihinda, Avrupa Birligi, bebek biberonlarinda BFA kullanimini yasaklayan
kanunu yiiriirliige koymustur (Pedersen vd., 2015).

e 2012 yihinda BFA f{iretimi, 4,7 milyon ton sinirini asarak yillik 372.000 tonluk bir
artis gostermistir (Tan vd., 2022).

1.2.1. BFA’nin Kimyasal Yapisi

Kapali formiilii C; 5 H; ¢ O, ve molekiil agirligr 228,29 g/mol olan BFA'nin kimyasal
yapist, Sekil 1.3°te gosterildigi iizere, iki fenol grubunun bir aseton birimi ile diisiik pH’da
gerceklestirilen kondensasyon reaksiyonu sonucunda birbirine baglanmasiyla olusan bir
molekiildiir. Bu reaksiyon sonucunda %99-99,8 saflik araliginda, beyaz renkli ve kati halde

BFA elde edilebilmektedir (Prokop vd., 2004).
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Sekil 1.3: Bisfenol A’nin sentezi (Prokop vd., 2004).

Bilimsel literatiire gére, BFA'nin oda sicakligindaki yogunlugu genellikle 1,1 ile 1,2 g/cm?
arasinda degismektedir. BFA, etanol, aseton ve dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi organik
¢oOziiciilerde oldukca iyi ¢Ozlinme O&zelligine sahipken (Tsai, 2006), su icerisindeki
¢Oziiniirligl yaklasik 120 mg/L’dir (Johnson ve Harvey, 2002). Tablo 1.1’de BFA’nin

genel ozellikleri listelenmistir.

Tablo 1.1: BFA’nin genel 6zellikleri

Genel ad1 Bisfenol A
IUPAC adlandirmasi 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan
CAS numarasi 80-05-7
Kimyasal formula C15H1602
Yapisal formiilii (CH3)2-C-(C6H4-0OH)2
Molekiiler agirlig 228,29 g/mol
Erime sicaklig1 153-156°C
Kaynama sicakligi 220°C
Alevlenme sicakligi 270
Ucuculugu 193 (1 atm basingta)
Log Kow 3,32
Log Pow 3,32
Sudaki ¢oziiniirligii (25°C) 120 mg/L

1.2.2 BFA’nin Kullanim Alanlari ve Maruz Kalma Yollari

BFA, hava, su ve toprak dahil olmak {izere tiim ¢evresel unsurlarda bulunur (Jang ve
Wilkie, 2005; Ying ve Kookana, 2005; Inoue vd., 2008). Ozellikle sert ve seffaf plastikler
ile yiyecek ve icecek kutularinin astarlarinda kullanilan epoksi recinelerin iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. BFA, plastik iriinlerden, konserve kutularindan ve
yiyecek-icecek ambalajlarindan gidalara gegerek bu tiriinleri kontamine edebilir (Kang vd.,

2003; Errico vd., 2014).



Ksenoostrojen 6zellik gosteren bu kimyasal, giinliik yasamda siklikla karsilagilan bir¢ok

iriinde yer almaktadir. Bunlar arasinda:
e Dis macunlari,
e Yapistiricilar,
e Konserve kutulari,
e Oyuncaklar,
e Otomotiv Uriinleri,
e Giivenlik ekipmanlari,
e Saglik ekipmanlari,
e Mikrodalga firin kaplari,
e Tibbi cihazlar,
e Toz boyalar,
o Ambalaj paketleri
e Bebek biberonlari
e Susiseleri
o Termal kagitlar,
e (Gilines gozlikleri,

e Yiyecek ve icecek kaplar1 bulunmaktadir.

Ornek olarak yapilan bir ¢alismada, sik¢a karsilasabilecegimiz bes farkli termal kagit
tiirlinden (kasa fisi, POS cihaz fisi, hastane barkodu, ATM fisi, ucak bileti) BFA’nin
ekstrakte edilmesi ve siire ile iliskisi grafiksel olarak Sekil 1.4'te gosterilmistir (Sungur ve
Kanan, 2019). Siire arttikca, termal kagitlardan ortama saliman BFA miktarinda bir artis
gozlemlenmistir. Ayrica, kagitlarin yipranmasi ve sicaklik artisi, BFA salinimini daha da

artirmaktadir.



== ATMFizi == POS Cihazn Figi ~s— Urak Bileti

- Fiy Hastane Barkodu

12

BPA Konsantrasyonu (mg/g)

3 =] 7 9 11

Siire (saat)

Sekil 1.4: Termal kagitlarda BFA salinimi {izerine siirenin etkisi.
Isil islem, BFA'nin bu tiir malzemelerle temas eden gidalara veya ¢evreye sizmasina neden

olabilir. Her yil yaklagik 100 tondan fazla BFA'nin ¢evreye salindigi tahmin edilmektedir
(Sun vd., 2016).

BFA'nin polikarbonatlardan salinimi su faktorlere bagli olarak hizlanmaktadir:
o UVisigl,

Plastik yast,

Isitma,

Asidik veya bazik bilesiklerle temas (Kang vd., 2003; Diepens vd., 2007).

BFA maruziyetinin yetigskinler ve c¢ocuklar icin sirasiyla 0,48 ila 1,6 pg/kg viicut
agirligi/giin oldugu tahmin edilmektedir (Flint vd., 2012). Endokrin bozucu 6zellikleri
nedeniyle, BFA’nin bircok tiiketici {irtiniinde kullanimi diinya genelinde pek cok iilkede
kisitlanmis veya yasaklanmistir (Czarny-Krzymifiska vd., 2023). BFA'nin insan ve hayvan
saglig1 tizerindeki olumsuz etkileri, 6zellikle hormon sistemi iizerindeki bozucu etkileri, bu
yasaklarin temel nedenini olusturmaktadir. Dogal hormonlar1 taklit ederek hormonal
dengeyi bozan bu kimyasalin kullanimimin smirlandirilmasi ve alternatif maddelerin

gelistirilmesi, halk saglig1 acisindan biiylik 6nem tasimaktadir (Tutang vd., 2021).



1.2.3. BFA’nin olasi1 zararh etkileri

BFA, oOstradiol ve dietilstilbestrol gibi dogal hormonlara yapisal olarak olduk¢a benzer.
Ostrojen reseptdrlerine baglanarak strojen hormonunun islevlerini taklit edebilir ve dogal
baglanma siireglerini bozabilir (Vandenberg, 2009). BFA, c¢ok diisiik dozlarda (pikogram
seviyelerinde) bile toksik etkilere sahip olabilir (Vom Saal ve Hughes, 2005). Yapilan
caligmalar, BFA'nin cesitli fizyolojik fonksiyonlar1 etkileyebildigini gostermistir; bunlar

arasinda:
o Tiroid,
e Beyin,

« Endokrin sistem,

o Pankreas,

o Ureme organlari,

o Bagisiklik sisteminin islevleri (Rubin, 2011; Cabaton vd., 2011).

Son yillarda baz1 yeni arastirmalar, Sekil 1.5'te gosterildigi gibi, BEA'nin obezite, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, hepatotoksisite, norotoksisite ve davranig sorunlar ile iliskili
olabilecegini 6ne siirmektedir (Michalowicz, 2014; Rochester, 2013). Bir kisinin ciddi
saglik riski olmaksizin giinliik olarak tolere edebilecegi BFA miktarinin, kilogram basina
0,005 mg oldugu tahmin edilmektedir. Gidayla temas eden malzemelerde izin verilen
maksimum BFA migrasyon seviyeleri Avrupa Birligi ve Cin'de 0,6 mg/L, Japonya'da ise

2,5 mg/kg olarak belirlenmistir (EFSA, 2014).
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Sekil 1.5: BFA’nin etki ettigi hiicresel mekanizmalar.

1.3 Vanilik Asit

Vanilik asit (VA), ilk kez 1858 yilinda T. N. Gobley tarafindan nispeten saf bir madde
olarak izole edilmistir (Civolani vd., 2020). Vanilinin oksitlenmis bir formu olan VA, ayn
zamanda ferulik asitten vanilin {iretiminde bir ara basamaktir (Ingole vd., 2021). Kimyasal
formiilii Cg Hg O, ve molekiil agirhigi 168.15 g/mol olan VA, fenolik bir bilesiktir
(Yalameha vd., 2023).

VA, cesitli tahillardan, meyvelerden, meyve sularindan, biralardan ve saraplardan elde
edilebilir (Yalameha vd., 2023). Bitkilerdeki en yiiksek VA miktar1 genellikle vanilya
fasulyesinde bulunurken (Dandekar ve Wasewar, 2020), geleneksel Cin tibbinda
kullanilan Angelica sinensis bitkisinin koklerinde de bol miktarda bulunur (Kim vd., 2010).
Yesil bitkilerde de sik¢a bulunan VA, hos ve kremsi bir koku yayan beyaz/sar1 toz veya
kristal formundadir; bu o6zelliklerinden dolayr koku ve tatlandirict madde olarak

kullanilmaktadir (Dandekar ve Wasewar, 2020).

Ayrica, yesil ¢ay ve kahve tiiketen kisilerin idrarinda VA, 6nemli bir metabolik yan iiriin

olarak bulunur (Dupuis vd., 2017).

Tatlandirict madde olarak kullanilan bir dihidroksibenzoik asit analogu olan VA, kozmetik
sektorlinde, gidalarda, meyve tatlandiricilarinda, sigara, alkol, icecek ve polimer
sektorlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir (Ingole vd., 2021).
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1.3.1. Vanilik Asit’in Kimyasal Yapis1

VA, vanilinin ¢esitli oksitleyici maddelerle oksidasyonundan elde edilebilir. Oksitleyici
ajan olarak Pd/C, NaBH, ve KOH kullanilabilir, ve bu doniisimler Tablo 1.2'de
gosterilmistir. Bu yontemin, yiiksek saflikta yaklasik %89 verimle gergeklestigi rapor
edilmistir (Lim vd., 2007).

Tablo 1.2: Aldehitin (Vanilin) kuvvetli karistirma ile hava altinda oksidasyonu sonucu VA

olusumu
Giren Madde Reaksiyon Siiresi Uriin Verim
(Vanilin) (saat) (Vanilik Asit) (%)

H-C COOH
H HCF

Vanilin maddesinin oksitleyici ajanlarla (Pd/C, NaBH4 ve KOH) oda sicakliginda siv1 bir

ortamda tepkimeye girmesi sonucu olusan VA’nin tepkimesi Sekil 1.6°da gosterilmistir.

air, room temp.
Aldehyde + Pd'C + MaBH, + KOH O mgthan;n::-_ |Hc|:_| T Carboxylic Acid
=0 neutralization
(1.0} (0.025) (0.1} (3.0) (21, wiv)

Sekil 1.6: Oksidasyon reaksiyonunun sulu ¢ozelti ortaminda gerg¢eklesmesi (Lim vd.,
2007).

Fenolik bilesikler kendi aralarinda ikiye ayrilmaktadir; fenolik asitler ve flavonoidler
olarak. Fenolik asitlerde hidrokssisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olarak iki alt
gruba ayrilmaktadir. VA hidroksibenzoik asit grubuna dahil bir asittir ve genel 6zellikleri

Tablo 1.3°te verilmistir.
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Tablo 1.3: VA’nin genel 6zellikleri.

Genel adi Vanilik Asit
IUPAC adlandirmasi 4-Hidroksi-3-metoksibenzoik asit
CAS numarasi 121-34-6
Kimyasal formiili CgHgOq4
Molekiiler agirligi 168.148 g/mol
Erime sicaklig 210-213°C

1.3.2 Vanilik Asit’in Uygulama Alanlar

VA, vanilin liretiminde 6dnemli bir ara reaktif olarak (Li ve Rosazza, 2000) ve biyobazli

polimerlerin sentezinde ©oncii molekiil olarak kullanilmasi nedeniyle biiyiik bir pazar

potansiyeline sahiptir (Gioia vd., 2016). Bu cesitli endiistriyel sektorlerden bazilar

sunlardir:

Degerli bir koku ve tatlandirici madde olarak kullanilir.

Antimikrobiyal, antifilarial, antibakteriyel, kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve
kemopreventif etkiler icerir; bu nedenle VA, Avrupa’da analeptik bir ilag¢ olarak

kullanilmaktadir.

Karsinojenezin Onlenmesi, yilan zehiri aktivitesinin inhibisyonu, apoptoz,
inflamasyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezine bagli oksidatif stresin

azaltilmasi gibi 6nemli farmakolojik aktivitelere sahiptir.

Kimyasal sentezlerde, 6rnegin vanilin, tolkapon ve c¢esitli baharatlarin sentezinde

kullanilir.

Gida endiistrisinde ekstraktlar, aromalar, renklendiriciler gibi alanlarda gida katki
maddesi olarak degerlendirilir ve potansiyel bir gida koruyucusu olarak da

kullanilir.

Polimer sentezinde kullanim alani bulur (Dandekar ve Wasewar, 2020).

1.3.3 Vanilik Asit’in lyilestirici Etkileri

Mevcut literatiire gore VA, antioksidan yapisi sayesinde lipit peroksil ve OHe gibi reaktif

oksijen tiirlerini (ROS) etkili bir sekilde temizleme kapasitesine sahiptir (Kaur vd., 2022).

Bunu serbest radikallere hidrojen atomu vererek gerceklestirmektedir (Atnip, 2010).
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VA fizerine yapilan ¢alismalarda, ¢esitli farmakolojik etkiler gézlemlenmistir. Bu etkiler

sunlardir:

Sakinlestirici Aktivite: VA’nin sakinlestirici etkiler sundugu c¢esitli in vivo
modellerde test edilmistir ve ayrica agri giderici Ozellikler gosterdigi tespit

edilmistir (Siraj vd., 2021).

Antidepresan Etkiler: VA, depresyon tedavisinde potansiyel bir ajan olarak
incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada, farelerin yiizme davranislarinda, davranigsal
umutsuzlugu onemli Ol¢iide azaltarak antidepresan etkiler gosterdigi, ancak

tedavilerin lokomotor aktiviteyi degistirmedigi goézlemlenmistir (Chuang vd.,
2020).

Antinosiseptif Etkiler: Bu bilesik, agr1 yonetiminde etkili olup antinosiseptif
ozellikleri ile dikkat ¢ekmistir. Agr1 algisin1 azaltmada rol oynayan yollar lizerinde

etkili oldugu gorilmiistiir (de los Angeles vd., 2015; Siraj vd., 2021).

Diyabetik Hipertansiyon: Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, VA’nin kan
glukozu ve insiilin seviyelerinde diisiise neden oldugu ve kan basincini azaltarak
diyabetik hipertansiyonun kontroliinde modiilatoér bir etki sundugu belirlenmistir

(Vinothiya ve Ashokkumar, 2017).

Ulseratif Kolit: VA'nin iilseratif kolit {izerindeki olumlu etkileri, bagirsak
iltihabin1 azaltma ve bagirsak mukozasin1 koruma kapasitesine dayanmaktadir

(Kim vd., 2010).

Antikanser Etkiler: VA, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilir ve
apoptotik yollar1 aktive ederek antikanser etkiler gosterebilir. Ornegin, kolon
kanseri iizerine yapilan bir c¢alismada, VA'nin mTOR/Ras yolunu, HIF-la
inhibisyonunu, NF-kB ve Nrf2'yi hedef alarak antikanser potansiyel sergiledigi
goriilmistir (Kaur vd., 2021).

Antifungal Faaliyetler: VA'nin antifungal o6zellikleri, gesitli mantar tiirlerinin
bliylimesini onemli Ol¢lide azalttigt ve mantar morfolojisini  bozdugu

gozlemlenmistir (Yousaf vd., 2023).

Hepatoprotektif Aktivite: VA, karaciger hasarina karsi koruyucu etki gostermis

ve karaciger fonksiyonlarini iyilestirme potansiyeli sunmustur (Itoh vd., 2010).
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e Yara lyilestirme Etkinligi: VA'nin yara iyilesme siireclerinde hiicre yenilenmesini
hizlandirarak olumlu etkiler sagladig: belirtilmistir (Ingole vd., 2021).

e Antioksidan Aktivite: VA, serbest radikalleri notralize etme kapasitesi ile giiglii
bir antioksidan olarak bilinmektedir. Doku antioksidanlarini aktive ederek oksidatif

stresle miicadele eder ve bu sayede hiicresel hasar1 Onleyebilir (Vinothiya ve

Ashokkumar, 2017).

VA’nin ayrica kardiyovaskiiler fonksiyon bozukluklarini iyilestirebilecegi, ozellikle
miyokardiyal hiicre hasar1 ve iskemi-reperflizyon hasar1 gibi durumlarda etkili olabilecegi
gosterilmistir. Bu bulgular, VA’nin ¢esitli terapotik potansiyellere sahip oldugunu ve farkli
saglik durumlarinin tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak, bu bilesigin
terapOtik uygulamalarini daha iyi anlamak i¢in daha fazla klinik ¢alisma gereklidir (Ingole
vd., 2021).
1.3.4 Vanilik Asit’in Biyolojik Islevselligi
Fenolik yapis1 gboz Oniine alindiginda, VA’nin anti-inflamatuar ve antioksidan
ozelliklerinin su sinyal yollarina kars1 giiclii inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir:

o Adenozin Monofosfatla Aktive Edilen Protein Kinaz (AMPK)

e Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB)

e Janus kinaz (JAK)

e Sinyal Doniistiiriicii ve Transkripsiyon Aktivatorii (STAT)

e Nod128; benzeri reseptor ailesi proteini (NLRP)

e Toll benzeri reseptorler (TLR'ler)

e Mitojenle Aktiflestirilen Sinyal Proteinleri (MAPK)

o Rapamisinin Memeli Hedefi (mTOR) (Huang vd., 2019; Jung vd., 2018; Lashgari
vd., 2023).

VA’nin pro-inflamatuar sitokinleri bloke ettigi ve inflamatuar yollar1 baskiladig:
gosterilmistir. Ayrica, VA’ ’nin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve nitrik oksit sentaz (iNOS)
ekspresyonu tizerindeki inhibitor etkisi de saptanmustir. Vanilik asit, siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon (GSH), Heme Oksijenaz 1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
gibi oksidatif stresle iliskili belirteclerin seviyelerini azaltmaktadir (Gong vd., 2019;
Lashgari vd., 2023).
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1.4 Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, halk arasinda sirke sinegi veya meyve sinegi olarak bilinir ve
Diptera takiminin Drosophilidae ailesine aittir. Afrika’daki atalarindan diinya ¢apindaki
laboratuvarlara yayilan bu sinek, bilimsel arastirmalarda yiiz yili agkin siiredir degerli bir
model organizma olarak kullanilmaktadir (Markow, 2015; Aksoy ve Cuhadar, 2024). Kisa
yasam dongiisii ve bakiminin kolayligi nedeniyle, ilk olarak William Castle ve ardindan
Thomas Hunt Morgan tarafindan laboratuvar model organizmasi olarak benimsenmistir
(Haudry vd., 2020). D. melanogaster, genetik calismalar ve biyolojik siireclerin

anlasilmasina 6nemli katkilar saglamistir.

|
Drosophila | Insan

Beyin . Beyin
Trakea © Akciger
Sirt daman ‘ Kalp
Yag vucudu Karaciger/yagd dokusu
Norosekretuar hicreler . Pankreas adaciklan

Arka bagirsak [l Kolon

Malpighian tubdiler * Uriner sistemi

Sekil 1.7: D. melanogaster ve insanlar arasindaki yapilari ve islevleri ile ilgili benzer
dokular veya organlar (Jiang vd., 2022).

Genom yapist nedeniyle D. melanogaster, genetik manipiilasyonlar i¢in olduk¢a uygun bir
organizmadir. Genom c¢apinda yapilan caligmalar, yasam siiresi ve enfeksiyonla iligkili
kritik genlerin belirlenmesine olanak tamimaktadir (Harnish vd., 2021). Insan
hastaliklarindan sorumlu genlerin %75’inin D. melanogaster genomunda homologlarinin
bulunmasi, bu organizmanin memeli hastaliklarinin incelenmesinde uygun bir model
olabilecegini gostermektedir. Ayrica, insanlar ve D. melanogaster arasinda organ ve doku
yapilart agisindan benzerlikler bulunmasi (Sekil 1.7), laboratuvarda genetik degisikliklerin
yapilabilmesi ve genomunun anlagilabilir olmasi, D. melanogaster'in hastalik

arastirmalarinda degerini arttirmaktadir (Mpamhanga ve Kounatidis, 2024).
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1.4.1 Drosophila melanogaster’in Sistematigi

Tablo 1.4: Drosophila melanogaster’in sistematik siniflandirilmasi

- Alem: Animalia (Hayvanlar Alemi)

- Sube: Arthropoda (=Eklem bacaklilar)

- Alt Sube: Mandibulata-Antennata.

- Smif: Insecta-Hexapoda (=Bocekler- Alt1 bacaklilar)

- Alt Smuf: Pterygota (=Kanatl1 bocekler)

- Ust Takim: Mecopteroidea-Panorpoidea (=Uzun kanatlilar)

- Takim: Diptera (Cift kanatlilar)

- Alt Takim: Brachycera (=Sinekler- Kisa antenliler)

- Aile: Drosophilidae (=Sirke sinekleri-Meyve sinekleri)

- Cins: Drosophila

- Tir: Drosophila melanogaster (Sahin, 2014:25).

1.4.2 Drosohila melanogaster® in Yasam Dongiisii

D. melanogaster, okaryotik hiicre yapisina sahip bir organizmadir ve en iyi embriyonik
gelisimi, 25°C sicaklik ve %40-60 bagil nem gibi optimum kosullarda gostermektedir
(Keser, 2010).

Ergin disi ve erkek sineklerin c¢iftlesmesinin ardindan doéllenmis yumurtalar dis ortama
(6rnegin meyveler veya besiyerlerine) birakilir. Embriyo, yaklagik 24 saat i¢inde birinci
evre larvaya doniisiir. Bu ilk larva evresinden sonra larvalar biiyliyerek yaklasik 24 saat
siiren ikinci evreye, ardindan tiglincii evre larva asamasina geger (Sekil 1.8). Larva
asamalarinda, D. melanogaster metamorfoz igin gerekli olan yiiksek glikolitik aki, laktat
liretimi, yogun glikojen sentezi ve trigliserit birikimi gibi siiregler gerceklesir. Ugiincii
evrede, pupa asamasi baslar ve yaklasik 3,5 ila 5 gilin siiren bu evrede metamorfoz
15



gergeklesir; bu siirecte ergin sinek dokulari olusur. Metamorfozun sonunda, pupa st
kismindan yirtilarak ergin sinek disari ¢ikar. Cikan ergin sinekler yaklasik 8-12 saat iginde
cinsel olgunluga ulasir. Sicaklik ve diyet bilesimine bagli olarak, D. melanogaster erginleri

60 ila 90 giin arasinda bir yasam siiresine sahiptir (Brischigliaro vd., 2023).

Drosophila yagam donguist

yumurta
\ @ -te
\ J - birinci instar larva

. lclincii instar larva

®~2-3gﬁn @ e

Sekil 1.8: D. melanogaster in gelisim evreleri.

D. melanogaster’in yasam dongiisiinde yumurta ve pupa evreleri tamamen hareketsizdir.
Bu hareketsizlik dikkate alindiginda, bu evrelerin ¢esitli ¢evresel stres faktorlerine karsi
uyum saglama yeteneginin gelismis olmasi beklenir. Bu stres faktorleri arasinda yirticilar,
parazitler, asir1 sicaklik, ultraviyole 151tk (UV) ve kuruma gibi etkenler bulunur.
Dolayisiyla, yumurtlama ve yavrulama yeri se¢imi gibi davraniglar iizerinde dogal

secilimin etkisinin giliglii oldugu diistintilmektedir (Haudry vd., 2020).

1.4.3 D. melanogaster 1n Morfolojik Yapisi

D. melanogaster dort ¢ift kromozoma ve 180 Mb boyutunda bir genoma sahiptir.
Genomunun yaklasik %67'si spesifik dizilerden, %3'i rRNA ve 5S RNA’dan, %21’i
tekrarli bolgelerden ve %9’u transpozonlardan olugmaktadir. Yaklasik 120 Mb'lik kismu
Okromatin yapisindadir (Adams vd., 2000) ve kalan kism1 heterokromatin olarak bilinir.

Okromatin bolgenin %98'i protein kodlayan genleri igerirken, heterokromatin bolge basit
16



tekrarlayan dizilerden meydana gelir. Bu 6zellikler, D. melanogaster 'i genetik arastirmalar

icin ideal bir model organizma yapmaktadir (URL-1, 2024).

D. melanogaster’in DNA sekansi1 2001 yilinda tamamlanmis olup yaklasik 165 milyon baz
cifti ve yaklasik 14.000 gene sahiptir. Bu organizmanin hiicreleri diploid olup toplamda 8
kromozom igerir; bunlardan 6's1 otozomal, 2'si ise gonozomaldir. Disi bireylerde iki cubuk
seklinde X kromozomu bulunurken, erkeklerde bir X ve bir Y kromozomu vardir

(Kaufman, 2017).

D. melanogaster disilerinin karin bolgesinde 7, erkeklerde ise yalnizca 5 abdomen
segmenti bulunur. Sekil 1.9°da disi ve erkek bireyler arasindaki farkliliklar
gosterilmektedir. Erkeklerin abdomeninin son kismi siyahtir, ¢iinkii son segmentlerde
yogun pigment birikimi vardir. Disilerde abdomen segmentleri u¢ kisma kadar agik ve
koyu bantlar halinde uzanir. Genel olarak, disiler erkeklerden daha biyiiktir ve disi
kanatlar1 erkeklerin kanatlarina goére daha uzundur. Bu farkliliklar, cinsiyet ayrimini
kolaylagtirarak arastirmalarda onemli bir avantaj saglar (Tamtiirk ve Ath, 2019; URL-1,
2024).

Sekil 1.9: Disi (A, B, C) ve erkek (D, E, F) D. melanogaster’in morfolojik yapisi
(Chaudhary vd., 2021).
D.melonogaster’in farkli 6zellikler agisindan bir¢ok mutant tipi vardir. Bu farkliliklar
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kanat sekli, wviicut rengi ve g0z rengi kombinasyonlarmin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir.
Kanat sekline gore;

v Kisa kanatli,

v Uzun kanatli

v" Normal kanatli,

v' Kivrimli kanatly;

Viicut rengine gore;
v" Normal,
v Kahverengi,
v" Siyahi sinekler.

Goz rengine gore
v' Beyaz

v" Kirmiz1 sinekler

D. melanogaster’de kirmiz1 géz rengi, dogal popiilasyonlarda en yaygin bulunan fenotip
olup, bu fenotipe sahip bireyler yabanil tip olarak adlandirilir. Mutant tipler ise yabanil tip
alellerin mutasyonlar1 veya degisimleri sonucu ortaya cikar. Yabanil ve mutant tipler
arasindaki bu farkliliklar, genetik aragtirmalarda Onemli bilgiler saglar ve genetik

gesitliligin anlasilmasina katkida bulunur (Kim vd., 2013; URL-1, 2024).

D. melanogaster’in kolay bakimi, hizli iremesi ve ¢ok sayida yumurta birakabilmesi, ayni
gruptaki bireylerin genetik olarak neredeyse 0zdes olmasi ve biiyiikk Olgekli tarama
caligmalarina uygunlugu, onu genetik arastirmalar i¢in ideal bir model organizma
yapmustir. Ayrica, D. melanogaster’in davranis, morfoloji ve fizyolojik 6zelliklerinin
kolayca gozlemlenmesi, calisma sonuclarinin giivenilirligini artirmaktadir (Sabio vd.,
2024). Giniimiizde D. melanogaster iizerinde siklikla yapilan genotoksisite ¢caligmalari, bu

model organizmanin bilimsel arastirmalardaki 6nemini daha da pekistirmektedir.

1.5 Genetik Toksikoloji

Genotoksisite, test edilen maddenin kendisi, ekstraktlar1 veya liretilen metabolitler yoluyla
DNA molekiiliine zarar verebilecek ajanlarin 6zelliklerini tanimlayan genel bir terimdir (de

Souza vd., 2024). Bu zararlar; DNA ve kromozomlarda meydana gelen genetik degisimler
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(baz eklenmesi veya eksilmesi), DNA kiriklari, klastojenik etkiler (kromozom kirilmalari)
ve anojenik etkiler (kromozom degisiklikleri) gibi kromozomal anomalileri kapsar (Choy,

2021; Mortelmans ve Rupa, 2004).

Genotoksinler ise DNA veya kromozomlara zarar verebilen kimyasal maddeler veya
ajanlardir (Mansoori vd., 2014). Bu ajanlar, dogrudan veya dolayli olarak DNA hasarina
yol agarak genetik degisimlere neden olabilir. Bu durum hiicresel diizeyde doku hasari,
yaslanma, fiziksel bozulma, oksidatif stres, epigenetik toksisite, DNA replikasyonu
bozukluklari, kanser, infertilite ve genetik bozukluklar gibi c¢esitli sorunlara katkida
bulunabilir (Wu ve Ouyang, 2021). Genotoksinlerin dogrudan ya da dolayl bir sekilde rol

oynadig1 mekanizmalar Sekil 1.10°da gosterilmistir.

GENOTOKSIKANLAR DIiGERLERI
DIREKT{DNA) DOLAYLI{DNA OLMAYAN)
LEZYOMNLAR DMA ONARINMI ENZIMLERI METILASYON
KIRILMA MITOTIK iG MITOIENLER

EKLEME

HOCRE DANGLS SITOTOKSISITE

HASAR

l APOPTOZ
MUTASYOMNLAR
GEMN \ l
GENOM HOCRE COGALMASI

KROMOZOM l

KARSIMOJEMLER

Sekil 1.10: Dogrudan ve dolayli etkili genotoksik maddelerin ve diger molekiillerin
karsinojenezde rol oynayabildigi mekanizmalara genel bakis (Kirsch-Volders
vd., 2003).

Genetik toksikoloji alanindaki ¢aligmalar, 1927'de Miiller'in ¢alismalariyla baslamis olup,
giinlimiizde gelisen teknoloji ve yenilenen analiz yontemleriyle birlikte mutajenik ve
genotoksik maddelerin karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in 6nemli bir arastirma alani

haline gelmistir. Bu ¢alismalarin temel amaci, model organizmalardan elde edilen verilerle
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genotoksik maddelerin insan DNA'sina verdigi zararlar1 ve bu hasarlarin insan sagligi

tizerindeki etkilerini ortaya koymaktir (Bedir vd., 2024).

Genotoksik ve karsinojenik etkiler; ekstraktlar, ilaglar, gida katki maddeleri,
nanomateryaller, parazitik enfeksiyonlar, sigara dumani, UV 1sinlar1 ve pestisitler gibi
¢esitli in vivo ve in vitro testler kullanilarak degerlendirilmektedir. Ayrica, genotoksisite

testleri ilag giivenilirligi gibi ¢esitli amaglarla da kullanilmaktadir (Uysal ve Celik, 2023).

Mikroorganizmalar, bitkiler, bocekler ve omurgali hayvanlarin kullanilabilecegi birgok
kabul gérmiis genotoksisite test yontemi bulunmaktadir (Olaharski vd., 2006). En yaygin
kullanilan testler arasinda Allium testi, Mikrozom mutajenite testi, Kromozom anomalisi
testi, Mikroniikleus testi, Kardes kromatid degisimi testi, Comet testi ve Somatik mutasyon

ve rekombinasyon testi bulunmaktadir.
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2. LITERATUR OZETi

Feng ve arkadaslarinin (2007) bulgularina gore, vanilik asit (VA) tiirevlerinin protein-
tirozin fosfataz 1B (PTP1B) aktivitesini inhibe ettigini ve bu etkinin tip 2 diyabetli
bireylerde insiilin direncini azaltmaya katki sagladigin1 bildirmislerdir. Puttachary ve
arkadaslar1 (2015) ve El-Hefnawy ve arkadaslar1 (2022), epilepsi modellenmis siganlarda,
VA uygulamasinin astrositoz gostergesi olan glial fibriler asidik protein (GFAP)
ekspresyonunu ve néron kaybini anlamli sekilde azalttigini gézlemlemistir. Adamakis ve
arkadaslar1 (2016), Pisum sativum ve Zea mays tiirlerinde hiicre boliinmesi ve ig iplik¢igi
islevlerinde, BFA kaynakli bozulmalarin bolinmeyi imkansiz hale getirerek genetik

materyalin yanlis dagilimina neden olabilecegini bulmuslardir.

Vinotiya ve arkadaglarinin (2017) bulgularina gore, yiiksek yag icerikli diyet (HFD)
verilen diyabetik hipertansif siganlarda, VA’nin antioksidan etkisini arastirmis ve VA
takviyesinin sicanlarin viicut agirligi, kan basinci ve kan sekeri diizeylerini kontrol etmede
olumlu rol oynadigin1 gostermistir. Ma ve arkadaslari (2018), ¢evresel endokrin bozucu
Bisfenol A (BFA)nin {irik asit metabolizmasini etkileyerek, ksantin oksidaz aktivitesini
artirdigini ve bu artisin serum ile karaciger lrik asit diizeylerini yiikselttigini tespit

etmislerdir.

Li ve arkadaglarinin (2018) bulgularina gére, BFA’nin bitki kok biiyiimesine etkilerini
endojen bitki hormonlarindaki degisiklikler yoluyla incelemis; diisiik BFA dozlarinin kok
agirligr ve hacmini artirdigi, yiiksek dozlarin ise biiylime iizerinde olumsuz etki yaptigi
sonucuna varmiglardir. Park ve arkadaslar1 (2020), VA’ nin bir¢ok kanser tiirii lizerinde
antikanser potansiyele sahip oldugunu ve bu bilesigin kanser tedavisinde degerlendirilmesi
gerektigini one slrmislerdir. Ahmadi ve arkadaslar1 (2021) ise, VA'nin B-amiloid (AB)
peptidi ile tedavi edilen sicanlarda hafizay1 iyilestirerek oksidatif stres azaltici etkiler

sergiledigini géstermistir.

Kumari ve arkadaglarimin (2021) bulgularma goére, VA’nin oksidatif stres diizeylerini
diisiirebilecegini ve 6zellikle poliol yolunu inhibe ederek ileri glikasyon son iiriinlerinin
sentezini azalttigin1 belirtmistir. Bousoumah ve arkadaslar1 (2021), endokrin bozucular
arasinda sayillan BFA, BPS ve BPF gibi kimyasallarin calisma ortamindaki potansiyel
saglik risklerinin 6nemini vurgulamigtir. Wang ve arkadaslart (2023), BFA’nin D.
melanogaster’de norotoksik etkilerini inceleyerek gelisim gecikmeleri ve akson

yonlendirme kusurlar1 yarattigini bildirmistir.

21



Frat ve arkadaslarinin (2023) bulgularina gore, 6ncelikli kirleticilerin D. melanogaster’in
embriyo sonrast gelisim slirecleri iizerindeki etkilerini arastirmis ve yiiksek
konsantrasyonlardaki BFA’nin mortaliteye yol actigimi gostermistir. Li ve arkadaslar
(2023), BFA’nin sinir sistemi iizerindeki etkilerini inceleyerek, bu bilesigin Ostrojen
reseptorlerine baglanarak sinirsel gelisim sirasinda ndrodavranigsal sorunlara neden

olabilecegini bulmuslardir.

Osorio-Paz ve arkadaslarinin (2023) bulgularina gére, VA C. elegans'in stres direnci ve
yasam siiresi iizerindeki etkilerini kapsamli bir sekilde arastirmiglardir. Caligmanin
sonuclarina gore, VA'nin 1s1 toleransint %19.4 oraninda arttirdigi, protein birikimini %30
ila %40 arasinda azalttig1, hareketliligi iyilestirdigi ve yasam siiresini neredeyse %350

oraninda uzattig1 bulunmustur.

Zhang ve arkadaglarinin (2023) bulgularina gére, BFA’ya maruz kalmanin fare Leydig
hiicrelerinde oksidatif stres ve apoptoz etkilerini artirarak testis dokusunda yapisal hasar
yarattigini ortaya koymustur. Yalameha ve arkadaslar1 (2023), VA’nin kalp koruyucu
potansiyelini arastirmis ve mitokondriyal fonksiyonu iyilestirerek ROS seviyelerini

azalttigini gostermistir.

Son olarak, Gao ve arkadaglarinin (2024) bulgularina gore, bisfenol maruziyetinin
hiperiirisemiye yol agabilecegini, Costa ve arkadaslar1 (2024) ise BFA’nin beyinde yapisal
ve molekiiler degisiklikler, oksidatif stres artisi, eksitotoksisite ve norodejeneratif etkiler
olusturdugunu bildirmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular, hem BFA’nin saglik
tizerindeki olumsuz etkilerini hem de VA’nin potansiyel koruyucu rollerini ortaya

koymaktadir.
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3. MATERYAL METOD

Arastirmada kullanilan materyaller ve deneysel yontemler, D. melanogaster’da vanilik asit
uygulamasmin bisfenol A kimyasalina karsi koruyucu etkisinin varhigimi gelisimsel,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde incelemek amaciyla titizlikle se¢ilmis olup, elde

edilen verilerin gegerliligini saglamak i¢in uygun teknikler uygulanmaistir.

3.1 Kimyasallar

BFA Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany) ve Vanilik Asit Sigma (St. Louis, MO, USA)’dan
temin edilmistir. Diger tiim kimyasallar ve reaktifler analitik reaktif derecesinde ve ticari

kaynaklardan elde edilmistir.

3.2 D. melanogaster Stogu ve Kiiltiir.

Bu calismada, Bartin Universitesi, Fen Fakiiltesi biinyesindeki Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Aragtirma Laboratuvari'nda uzun yillardir kullanilan genetik olarak homozigot ve
mutant olmayan laboratuvar stogunda D. melanogaster’in Oregon-R yabani susu
kullanildi. D. melanogaster kiiltiirleri, laboratuvar kosullarinda 24°C sabit sicakliga ayarli,
%60-70 nemde ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sogutmali inkiibatorde kiiltiir
kaplarinda yetistirildi. Kiiltiir kaplar1 renksiz ve saydam se¢ilmis sineklerin gelisimlerinin

kolay izlenebilmesi amaglandi.

D. melanogaster besiyeri hazirlarken kullanilan malzemeler (Sun vd., 2013; Anupama vd.,
2017);
v’ 26 g misir unu
23,5 g seker
1,75 g bira mayasi
3 gagar
240 ml distile su

NN

1,5 ml asit karisimi (0,12 ml Ortofosforik asit + 1,25 ml Propiyonik asit + 0,13 ml
distile su)
Misir unu, seker, bira mayasi ve agar, her biri ayr1 ayr1 hassas terazide tartildi, izerine 240

ml distile su eklendi ve homojen bir karisim elde edilene kadar iyice karistirildi. Karigim,
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manyetik karistirict kullanilarak stirekli karigtirilmak suretiyle 1sitict iizerinde kaynama
noktasina getirildi. Karisim tamamen homojen hale gelip kaynamaya basladiginda, mantar
ve bakteriyel kontaminasyonu oOnlemek amaciyla hazirlanan asidik ¢ozelti dikkatlice
eklendi ve dagilmasi igin iyice karistirildi. Asit karisiminin fazla miktarda eklenmesi maya
ve sinek gelisimini olumsuz yonde etkileyebilir, az miktarda eklenmesi ise bakteri ve
mantar gelisimini onleyemeyebilir bu nedenle yeterli miktarda asit ilave edilmelidir. Bu
besiyerinde, mayalar hizla ¢ogalarak sinekler i¢in besleyici bir ortam olusturacaktir.
Ancak, ortamda asir1 maya kullanimi, mayalarin oksijen tiiketimi nedeniyle sineklerin
ihtiya¢ duydugu oksijen seviyesinin diismesine neden olabileceginden dikkat edilmelidir.
Hazirlanan besiyeri, hala sicakken steril kiiltiir siselerine yaklagik 2 cm yiiksekliginde
dokiildii ve kapaklart pamuk ile kapatildi. Karigim, icerigindeki agar sayesinde oda
sicakliginda soguyarak katilagtirildi. Bu besiyeri, kullanilana kadar serin ve temiz bir

ortamda muhafaza edildi (Quesada-Calderon ve vd., 2017).

3.3 Deney Diizenegi

Deney diizeneginde toplamda 10 grup belirlendi (Sekil 3.1). Gruplarda kullanilan
soliisyonlar; DMSQO’da ¢6zdiiriilen 25 mM dozundaki BFA (Acardz vd., 2019; Streifel vd.,
2016) ve 0.1, 0.5 ve 1 mg/L dozlarindaki VA’tir (Jimenez-Del-Rio vd., 2010). BFA ve VA
birlikte ve ayr1 ayr1 olacak sekilde gruplar hazirlandi ve deneye baslandi.

Stok kiiltiirlerden alnan D.
Melanogaster her bir denek
diizenegine ayrn ayn
sayilarak konuldu.

1. Kontrol

2. %0.5 DMSO

3. %0.1 DMSO

4. BFA (25 mM)

5. VA1 (0,1 mg/L)

6. VA2 (0,5 mg/L)

7. VA3 (1 mg/L)

8. BFA+ VA1 (25 mM + 0.1 mg/L)
9. BFA +VA2 (25 mM + 0.5 mg/L)
10.BFA + VA3 (25 mM + 1 mg/L)

Sekil 3.1: BFA ve VA nin D. melanogaster’lere verilme sirasi ve deney gruplart.
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3.4 Gelisimsel Parametreler

D. melanogaster tizerinde gelisimsel parametrelere bakildiginda bisfenol A ve vanilik asit
uygulamalarinin; larvalarin slirinme mesafesini, larvalarin biiylime oranini ve hizini nasil
etkiledigi, pupa ve ergin asamalarindaki siireyi uzatip uzatmadigi, bireylerin ug¢ma
yeteneklerinin etkilenip etkilenmedigi, iireme bagarisi ve gida alim oranlarinin nasil

etkilendigi incelenmistir.
3.4.1 Larval Toksisite

Larval toksisite deneyi i¢in tiim deney gruplarinda D. melanogaster 3. Evre instar larva
kullanildi. Standart besi yeri igeren kiiltiir ortaminda erkek ve disi bireylerin ¢caprazlanarak
olusturdugu larvalardan her bir deney grubu i¢in 50 adet larva sayilarak falkonlara konuldu
(Sekil 3.2). Numaralandirilmis falkonlar 25°C ve %60 bagil neme sahip etiive kaldirildi.
Larvalarin gelisimi giinliik olarak izlendi. Larva evresinden pupa evresine, pupa evresinden
yetiskin sinek evresine gegebilen bireyler 10 giiniin sonunda not edildi. Deney iki kez

tekrar edildi (Rumata vd., 2023; Halmenschelager vd., 2019).

Larva Pupa Ergn

Szgilen larvalar = % ‘ ]
Stok kisltirden numaralandinilmuy e Larvalardan gikan
larvalar tek tek falkon tiplerine pupa ve 2rzin

sinskler sayilds

8 saqildi sayilarak konuldu.

5 d
)
a2
SR

Sekil 3.2: Larval toksisite asamalar1

3.4.2 Larva Siiriitnme Testi

Larva stiriinme testi, Parimi ve arkadaslar1 (2019) ile Don ve arkadaslar1 (2019) tarafindan
tanimlanan yonteme dayanarak gerceklestirildi. Standart besiyerinden deney gruplarina
alman ergin bireyler, 1 gilin boyunca etiivde bekletildi. Yumurtlama saglandiktan sonra
ergin bireyler falkonlardan ¢ikarildi. Tekrar etiive konulan numaralandirilmis falkonlar, 4
giin boyunca bekletildi ve li¢lincli instar larvalar toplandi. Larvalarin iizerinde yiyecek

kalintis1 kalmamasi i¢in 1xPBS ile yikandi.

25



%?2 agaroz ile kaplanmis bir cam petri kab1 hazirland1 ve yikanan larvalar, deney sirasina
gore petrilere transfer edildi. Petri kab1 bir grafik kagidi lizerine yerlestirildi ve larvalarin
agar lizerinde siirlinme mesafesi (Sekil 3.3), 1 dakika boyunca video kaydina alindi. Deney
¢ kez tekrarlandi. 1 dakika icinde gecilen 1zgara c¢izgileri sayilarak, her bir deney

grubundaki 9 larvanin kat ettigi mesafenin ortalamasi alindi ve sonuglar hesaplandi.

Yumurta Larva

0 —> ‘
-
=
Stok kiltiirlerden disi '¢+  Ergin bireylerden olugan
va erkek birsyler vumurtalanin 3. evre larva
falkonlara aktanlds. oluzumu igin beklendt

Sekil 3.3: Larva siirlinme testi agsamalari.

3.4.3 Tirmanma Testi

Tirmanma testi igin stok kiiltiirlerden alinan 30 yetiskin erkek sinek, her deney grubuna
ayrt ayri transfer edilerek 10 giin boyunca etiivde bekletildi. Siirenin sonunda sinekler,
tizerinde 3 cm igareti bulunan 10 cm’lik tiiplere alind1 ve tiip agizlar1 pamukla kapatildi.
Tiim sineklerin tlipiin alt kisminda kalmasmi saglamak icin tiipe hafifce vuruldu.
Sonrasinda, sineklere tirmanma imkani verildi ve bu siireg 15 saniye boyunca video ile
kaydedildi. Siirenin sonunda, 3 cm isaretinin iizerine tirmanabilen sineklerin sayist video
kaydindan belirlenerek kaydedildi (Sekil 3.4). Deney li¢ kez tekrarlandi ve 3 cm isaretinin

lizerine tirmanan sineklerin ortalamasi alinarak sonuglar hesaplandi (Don vd., 2019).

30 erkek birey A
Stok kiiltiirlerden P numaralandinlmis s Y SUrest sonu .
ergin bireyler F falkonlara 3 em tzerindeki sinek
secildi. y sayisi not edildi. .

3 | yerlestirildi.
s

Deney siiresi sommda

Sekil 3.4: Tirmanma Testi asamalari.
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3.4.4 Hayatta kalma testi

Hayatta kalma testi, hafif modifikasyonlarla daha Once tanimlanmis bir metoda gore
gerceklestirildi. 50 yetiskin erkek sinek, sinekler Olene kadar belirtilen deney
diizeneklerine yerlestirildi. Deney diizeneklerinde her hafta besiyeri ortami tazelendi ve
sinekler yeni besiyerlere aktarildi. Olii sinek sayisini saymak icin falkonlar her giin kontrol
edildi. Kagan ve yeme yapisan sinekler sayidan hari¢ tutuldu. Tiim sinekler 6ldiigiinde,
yasam siiresi not edildi (Sekil 3.5). Deney iki kez tekrar edildi (Sheik Mohideen vd., 2015;
Don vd., 2019).

50 erkek birey

Stok kiiftiirlerden numaralandinlmis ? Gruplardaki tiim

in bi falkonlara sineldler ldiginde
ergin birevler .
se%tit}di. ’ yerlestirildi gﬁﬂ?f tek tek not

Sekil 3.5: Hayatta kalma deneyi asamalari
3.4.5 Larva Gida Alim Analizi

Yiyecek alimi, daha once anlatildigi sekliyle modifiye edilmis bir metoda gore olciildi
(Tanimura vd., 1982; Kumar vd., 2022). Ucgiincii instar larvalar (30 adet), 24 saat siireyle
%1’lik brillent blue (BB) boyasi ile birlikte olusturulan deney gruplarina sayilarak
konuldu. Larvalar tarafindan alinan yiyecek, bagirsak bolgesinde goz ile degerlendirildi ve
larvalar fosfat tamponunda (50 mM, pH 7.4) homojenize edilerek 15 dakika boyunca
12,000g’de santrifiij edildi. Supernatant, bir spektrofotometre kullanilarak 630 nm'de
Olciildii (Sekil 3.6). Optik yogunluk degerleri kontrol grubuyla karsilastirilarak sonuglar
elde edildi.

Fosfat

- tampomunda homoje

Stok kiiltiirden 30 adet larva BB %

: nize edilen larvalar
larvalar tek iceren falkonlara
ektrofotometred
tek segildi. aktanldi. P otometrede

' ' ' dlciildi. ' I

Sekil 3.6: Yiyecek alimi1 analizi asamalari.
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3.4.6 Larva Viicut Agirhgi ve Uzunlugu

Larval viicut agirligi ve uzunlugu analizi daha 6nce tanimlanmis olan Yun Mu. (2021) ve
arkadaslarinin ¢alismalarina dayanarak gerceklestirildi. Standart besiyerinden secilen L3
instar larvalar her bir deney grubuna dikkatli bir sekilde konuldu ve 1 giin boyunca etiivde
bekletildi. Deneyler 3 tekrarli olarak yapildi. Her bir deney tekrari icin 10 adet L3 instar
larva secilildi. Larva agirlig1 analizinde segilen larvalarda mama kalintis1 kalmamasi igin
Ix PBS ile yikandi. 2 ml’lik santrifiij tiiplerine yerlestirildi ve tartildi. Larva uzunlugu

analizinde milimetrik grafik kagidi kullanilarak larva uzunluklari belirlendi.

3.5 Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in olusturulan deney gruplarina disi ve erkek farketmeksizin 50
yetiskin sinek atildi ve 10 giiniin sonunda sinekler toplandi (Dos Santos vd., 2022).
Toplanan sineklere doku homojenizasyonu yapildi ve doku homojenizasyonundan elde
edilen stipernatant MDA ve GSH diizeyleri, SOD ve CAT aktiviteleri, asetilkolinesteraz

seviyeleri ve protein Ol¢limleri gerceklestirilmek iizere kullanildi.
Doku Homojenizasyonu

Doku homojenizasyonu ig¢in 50mM KH,PO4 (Ph.7) hazirlandi ve +4°C de beklemeye
alindi. Daha sonra 0,05 g doku tartilarak soguk 0,5 ml fosfat tamponu eklendi. Mekanik ve
ultrasonik homojenize isleminden sonra 15 dk 5000 rpm de santrifiij edildi. Supernatant
kismi1 MDA, GSH, SOD, CAT aktivitesinde ve protein dl¢iimiinde kullanildi (Hurza vd.,
2022).

3.5.1 MDA

Lipid peroksidasyon (LPO) belirteci olan MDA, Ohkawa vd., (1979)’nin metodu
kullanilarak yapildi. Metodun prensibi MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)’in tepkimeye
girmesi sonucu ortaya ¢ikan rengin yogunlugunun spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda 6l¢iilmesine dayanir. MDA konsantrasyonu, MDA-TBA kompleksinin absorbans
katsayisiyla hesaplandi ve dokuda nmol/g olarak ifade edildi.
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3.5.2 GSH

GSH konsantrasyonu Beutler vd., (1993) tarafindan tanimlanan metod ile olgildii.
Coktiirticii ile karistirilan doku homojenat1 vortexlenerek siizme kagidinda siiziildii. Fosfat
tamponu ve DTNB eklenen soliisyon 10 dk icerisinde spektrofotometrede optik dansite

412 nm dalga boyunda 6lg¢iilerek sonuclar dokuda nmol/g olarak ifade edildi.

3.5.3SOD

Doku homojenatinda siiperoksit dizmutazin (SOD) antioksidan enzim aktivitesi Sun vd.,
(1988)’nin  metodu kullanilarak olciildii. Metodun prensibi siiperoksit radikallerinin
ortamda bulunan nitroblue tetrazolyumu (NBT) mavi renkli olan formazona indirgemesiyle
elde edilen absorbansin 560 nm dalga boyunda 6l¢lilmesine dayanmaktadir. SOD aktivitesi

dokudaki protein i¢in U/ug protein olarak ifade edildi.

3.5.4 CAT

Doku homojenatinda katalaz (CAT) aktivitesi Sinha (1972)’nin metodu kullanilarak
ol¢iildii. Bir birim CAT miktari, 25°C’de pH (4.5)’da H,O;’1 pargalayan enzim miktarina
karsilik gelir. CAT aktivitesi dokudaki protein i¢in U/ug protein olarak ifade edildi.
Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda 6Slgiilerek sonucler elde edildi.

3.5.5 Protein

Deney ticari olarak satin alinan Modifiye Lowry Protein Tayin Kiti (#SK404, Bio Basic
Inc. Canada) kullanilarak gergeklestirildi. Spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda

Ol¢clim yapilarak sonuglar elde edildi.

Spektrofotometrik Ol¢iimler

Spektrofotometrik 6l¢iimler laboratuvarimizda bulunan Thermo Scientific™ Multiskan™

GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) cihazi kullanilarak
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gergeklestirildi.
3.6 Molekiiler Analizler

10 giinliik bir siirede BFA ve VA’ya maruz kalan ergin D. melanogaster’lere Comet testi

ve gen ekspresyonu analizi yapildi.

3.6.1 Comet Testi

DNA hasarim1 belirlemek i¢in Comet Testi yontemi kullanildi. Deney diizeneginde
belirledigimiz her bir gruba 30 adet ergin sinek konuldu ve etiivde 10 giin boyunca

beslenmeleri saglandi. Deneyler 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.

COMET Testinin Drosophila melonagaster'e Uygulanma Asamalart:

1.Adim: 1 gece dnceden normal erime noktasina sahip %1°lik agaroz (NMA) hazirland1 ve
lamlar kaplandi.

2. Adim: Comet analizi i¢in diisiik erime sicakligmma sahip %0,5’lik agaroz (LMA)
mikrodalgada eritildi ve donmamas1 i¢in 40°C’lik 1siticida parcalama islemi bitene kadar
bekletildi.

3. Adim: 10 adet ergin sinek 100 pl HBSS soliisyonunda lam {izerinde jiletle parcalandi,
farkli bir lam iizerine alinarak %0,5’lik LMA’dan 100 pl karistirildi ve LMA donmadan
hizli bir sekilde NMA ile kaplanmis lamin iizerine eklenerek lamel ile kapatildi. Kurumasi
i¢in 4°C’de beklendi.

4. Adim: Kuruyan preparatlardan lameller ¢ikarildi ve lizis ¢ozeltisinde 1 saat boyunca 4
°C’de bekletildi.

5. Adim: +4 °C’den ¢ikarilan preparatlar P™*1in dengelenmesi igin elektroforez tamponunda
4 C° 15 dk bekletildi.

6. Adim: Alkalin elektroforez 24 V ve 300 mA 40 dakika siire ile uygulandi.

7. Adim: Elektroforez islemi sonrasi preparatlar 0.4 M Tris tamponunda (pH 7.5) 5 dk
noétralize edildi ve distile su ile durulandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi.

8. Adim: Daha sonra preparatlar 100 pl etidyum bromiir ile boyandi ve incelemek i¢in
floresan mikroskobu (Zeiss, Almanya) kullanildi.

9. Adim: Elde edilen goriintiileri incelerken rastgele secilmis 100 (50—100) hiicre 0 ile 4
arasindaki hasar kaydi yapildi (0 hasarsiz, 4 ¢ok hasarl).
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Elektroforez soliissyonunun hazirlanmasa:

NaOH Stogunun hazirlanmasi: 10 N (200 g) NaOH 500 mL distile su karistirildi.

NaOH MA: 39,9772 g/mol

EDTA stogunun hazirlanmasi: 200 mM (14,89) EDTA 200 mL distile su ile karistirildi
EDTA MA: 292,24 g/mol

Hazirlanan stok c¢ozeltiden 30 mL NaOH alind1 ve bir meziire konuldu. Uzeri 200 mL
distile su ile tamamlandi. Hazirlanan diger stok ¢6zeltiden 5 mL EDTA alinarak bir meziire
konuldu ve tizeri 200 ml distile su ile tamamlandi. Bu iki ¢ozelti birbiri ile karistirildi ve
tizeri 1000 mlI’ye tamamlandi. pH metre yardimiyla pH>13 olmas1 i¢in HCI damlatildi.

Hazirlanan soliisyon 1 litrelik bir siseye aktarildi ve +4 C°'de buzdolobinda saklandi.

Notralizasyon soliisyonunun hazirlanmasi:

Trizma baz MA: 121,14 g/mol

24,25 g Trizma baz tartilarak bir behere alindi. (500 m1’ye gore). Uzeri 500 mL distile su
ile tamamlandi. Manyetik karistiricida bir siire karistirildi. Cozlinme islemi tamamen
gerceklestikten sonra pH metre ile pH'in 7.5 olmasi i¢in HCI damlatildi. Soliisyon 500

mL'lik bir siseye aktarildi ve kullanilacagi zamana kadar +4 C*'de buzdolabinda saklandi.

Liziz soliisyonunun hazirlanmasi:

NaCl 58,44 g/mol

146 g NaCl, 1,2 g Trizma baz, 37,2 g EDTA ayr1 ayn tartilarak beherlere alind1 lizerlerine
100 mL distile su eklendi. Coziinme islemi gergeklestikten sonra karisimlar birbiri ile
karistirildi. Uzeri 500 ml’ye tamamlandi. Manyetik karistiric1 da bir siire karistirildi. pH
metre ile pH=10 olmas1 i¢in NaOH damlatildi. Hazirlanan soliisyon 500 ml’lik bir siseye
aktarildi ve kullanilacagi zamana kadar +4 °C'de buzdolabinda saklandi. Deney sirasinda

%!1'lik Triton-X (1 ml) her kullanimda taze olarak eklendi.
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Low Melting Agaroz (LMA) Hazirlanmasi:

0,025 g LMA ve 5 mL PBS bir behere alindi. Mikrodalgada kaynatilarak hazirlandi.

Normal Erime Noktali Agaroz Hazirlanmasi:

1 g NMA ve 100 mL PBS bir behere alindi. Mikrodalgada kaynatilarak hazirlandi.

3.6.2 Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in her bir deney grubuna 50 ergin sinek
yerlestirildi ve sinekler, BFA ve VA maddelerine 10 giin boyunca maruz birakildi. Bu
siirecin sonunda RNA izolasyonu yapilarak gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi

saglandi. Deneyler, her bir grup i¢in alt1 bagimli biyolojik tekrar ile gergeklestirildi.

Gen Ekspresyonu Analizi Asamalart;

a. RNA Izolasyonu, RNA’larm Kalite Kontrolii, DNaz Uygulamasi ve cDNA
Eldesi

Ergin sinekler, 10 giin boyunca beslenmelerinin ardindan doku 6rnekleri toplanarak -
80°C’de muhafaza edildi. RNA izolasyonunun yapilacag: giin, dondurulmus sinek dokular1
coziilerek GeneJet RNA Purifikasyon Kiti (ThermoFisher Scientific, USA) kullanilarak
RNA’lar izole edildi. Sinek dokularindan elde edilen RNA’larin kalitesi ve miktari,
A260/A280 UV dalga boylarinda Multiskan™ FC Mikroplate Fotometresi (ThermoFisher
Scientific, USA) ile dl¢iildii. Gruplara gore izole edilen RNA miktarlari, cDNA sentezi igin
1 ng RNA olacak sekilde hesaplandi. Elde edilen RNA’lardan DNA kontaminasyonunu
uzaklagtirmak amaciyla, 1 pg kalip RNA, 1 pl 10X Reaksiyon Soliisyonu ve 1 pul RNaz
icermeyen DNaz I (ThermoFisher Scientific, USA) ile isleme tabi tutuldu ve RNAz free su
ile toplam hacim 10 pl’ye tamamlandi. Bu karisim 30 dakika 37°C’de, ardindan 10 dakika
65°C’de inkiibasyona birakildi. DNaz I ile islenmis RNA’dan RevertAid H Minus Single
Strand ¢cDNA Sentez Kiti (ThermoFisher Scientific, USA) kullanilarak ¢cDNA sentezi
gergeklestirildi.
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b. Primer Tasarimi

Deneyde kullanilacak primerler, D. melanogaster’a 6zgii RNA dizileri hedef alinarak
NCBI veritabanindan tasarlandi. Tasarlanan primerler, bir housekeeping geni olan rp49,
bagisiklikla iligkili SOD, CAT ve gclc genleri, hiicre stres proteinini kodlayan hsp70 geni
ile inflamasyon, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili sinyal yolaklarint hedef alan

Keapl ve CncC=Nrf2 genlerinin mRNA primer dizilerini kapsamaktadir.
c. Real-time PCR

Deney gruplarindaki gen ekspresyon seviyeleri, gene 6zgii primerler kullanilarak real-time
PCR yontemi ile belirlendi. Bu ¢aligmada, hedef genlerin ve referans gen olarak kullanilan
B-Aktin'in ekspresyonu, Bio-Rad real-time PCR (Bio-Rad, USA) cihazinda analiz edildi.
Amplifikasyon islemi, denatiirasyon, primer baglanmasi ve zincir uzamasi olmak {izere {i¢
temel adimdan olusacaktir. Elde edilen amplifikasyon egrilerine ait dongii esigi (Ct)
degerleri, hedef genlerin mRNA ekspresyon seviyelerinin nispi degisimlerini belirlemek
igin 2P°' yontemi (Pfaffl, 2001) ile analiz edildi. Her bir gen igin hesaplanan AACt
degerleri 24" formiiliinde yerine konarak, mRNA ekspresyon diizeyindeki degisimler kat
artis1 veya azalmasi seklinde belirlendi. Ayrica, rp49 geni endojen kontrol olarak kullanildi
ve her bir 6rnekte rp49 gen ekspresyon seviyesine gore diger genlerin ekspresyon degerleri

normalize edildi. Analizler, Bio-Rad CFX Manager 3.1 yazilimi ile gergeklestirildi.

3.7 istatistiksel analiz

Calisma sonunda bulunan veriler Graphpad Prism 8.0 software package programi ile analiz
edildi. Oncelikle datalarin normal dagilim kalibma uyup uymadiklari belirlendi. Normal
dagilim igerisinde bulunan veriler one-way ANOVA testi ile degerlendirildi ve gruplar
aras1 farkliliklar Tukey posthoc testi ile belirlendi. Elde edilen veriler “ortalama + standard

deviation” olarak ifade edildi ve <0.05 istatistiksel agidan dnemli olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, arastirma kapsaminda yapilan deneyler ve analizler sonucu elde edilen

bulgular grafiksel olarak sunulmus ve yorumlanmistir.

4.1 BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda D. melonagaster' i larva, disi ve erkek popiilasyonlart kullanildi.

Kontrol ve deney gruplart i¢in ¢aligmalar es zamanli olarak baglatilda.

4.1.1. GELiSIMSEL PARAMETRE BULGULARI

Gelisimsel parametreler; larval toksisite, larva siiriinme testi, hayatta kalma testi, tirmanma
testi, larva viicut agirligi ve uzunlugu testi ve gida alim analizi yontemleri kullanilarak

yapilmis olup, elde edilen veriler bu boliimde sunulmaktadir.

4.1.1.1 Larval Toksisite Bulgular

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml (p<0.0001) ve 0.5 mg/ml
(p=0.0056) uygulamalarinda disi D. melanogaster lerin sayisinda kontrole gore azalmanin,
buna karsin BFA ile VA’nin 1 mg/ml uygulamasinda (p=0.0011) ise artisin oldugu goriildii
(Sekil 4.2). Benzer sekilde BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml
(p<0.0001), 0.5 mg/ml (p<0.0001) ve 1 mg/ml (p=0.0015) uygulamalarinda erkek D.
melanogaster sayilarinda kontrole gore azalma belirlenirken, BFA ile birlikte VA’nin 0.1
mg/ml (p<0.0001), 0.5 mg/ml (p<0.0001) ve 1 mg/ml (p=0.0281) uygulamalarinda ise
erkek D. melanogaster’lerin sayilariin BFA grubuna gore anlamli bir sekilde arttigi tespit
edildi (Sekil 4.3). Ayrica DMSO ve tek vanillik asit uygulamalarinin kontrole gore anlamli

bir degisim gostermedigi belirlendi.
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Sekil 4.1: Bisfenol A (BFA; 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baglarina ve birlikte verilmeleri ile gozlenen pupa olusum

sayilarl. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; *** p= 0.0003; * p=0.0094 ve 0.0170; ## p=0.0009; ####

p<0.0001).
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Sekil 4.2: Bisfenol A (BFA; 25mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmeleri ile gézlenen disi sinek olusum
sayilari. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder.
(****p<0.0001; ** p=0.0056; ## p= 0.0011).

35



# =3 Kontrol
. v ‘ Ea DMSO
- Ea BFA
o] 2w
3 %l m VAgs
o .
q:'; . A,
ﬁ: % BFA+VAQ;
- oo BFA+VAgs
N Ea BFA+VA;
Gruplar

Sekil 4.3: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarmma ve birlikte verilmeleri ile gozlenen erkek sinek
olusum sayilar1. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel 6nemlilik ifade
eder (****p<0.0001; ** p=0.0015; # p=0.0281; #### p=0.0001).

4.1.1.2 Larva siiriinme Testi Bulgular

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml (p<0.0001), 0.5 mg/ml (p<0.0001)
ve 1 mg/ml (p=0.0005) uygulamalarinda D. melanogaster’lerin larvalarinin siiriinme
mesafelerinde kontrole gore azalma belirlenirken, BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml
(p=0.0034), 0.5 mg/ml (p=0.0012) ve 1 mg /ml (p=0.0002) uygulamalarinda ise larval
stirlinme mesafelerinin BFA grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (Sekil 4.4).
Ayrica DMSO ve tek vanillik asit uygulamalarinin kontrole gore anlamli bir degisim

gostermedigi gorildii.
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Sekil 4.4: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baglarina ve birlikte verilmeleri ile gézlenen larval siiriinme

mesafesi. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; *** p=0.0005; ## p=0.0034 ve 0.0012; ### p=0.0002).

4.1.1.3 Tirmanma testi

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml (p<0.0001), 0.5 mg/ml (p<0.0001)
ve 1 mg/ml (p=0.0002) uygulamalarinda tirmanan ergin D. melanogaster sayilarinin
kontrole gore daha az oldugu belirlendi. BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml uygulamasinda
onemlilik goriilmemesine ragmen VA’nin 0.5 mg/ml (p=0.0012) ve 1 mg /ml (p<0.0001)
uygulamalarinda tirmanan ergin sinek sayilarinin BFA grubuna gore anlamli bir sekilde
fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4.5). Ayrica DMSO ve tek vanillik asit uygulamalarinin

kontrole gore anlamli bir degisim gdstermedigi goriildii.
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Sekil 4.5: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmeleri ile tirmanma gosteren sinek

sayilarl. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; *** p=0.0005; ## p=0.0034 ve 0.0012; ### p=0.0002).

4.1.1.4 Hayatta kalma Testi Bulgular:

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte VA’ nin 0.1 mg/ml (p<0.0001), 0.5 mg/ml (p<0.0001)
ve 1 mg/ml (p= 0.0008) uygulamalarinda D. melanogaster’lerin 0miir uzunlugunda
kontrole gore azalma belirlenirken, BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml (p<0.0001), 0.5
mg/ml (p<0.0001) ve 1 mg /ml (p=0.0113) uygulamalarinda ise 6miir uzunluklarinin BFA
grubuna gore anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (Sekil 4.6). Ayrica DMSO ve tek vanillik

asit uygulamalarinin kontrole gére anlaml bir degisim gostermedigi goriildii.
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Sekil 4.6: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/mi
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmeleri ile gézlenen dmiir uzunlugu

siiresi. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; *** p=0.0008; # p=0.0113; #### p=0.0001).

4.1.1.5 Larva Gida Alim Analizi Bulgulan

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml (p=0.0005) uygulamalarinda
larvalarin gida alimlarinin kontrole gore daha az oldugu belirlenirken, BFA ile birlikte
VA’nin 0.1 ve 0.5 mg/ml uygulamalarinda ise kontrole gore gida aliminda 6nemli bir
farkliligin olmadig: tespit edildi. BFA ile birlikte VA’nin 0.1 mg/ml uygulamasi disinda
0.5 mg/ml (p= 0.0008) ve 1 mg /ml (p<0.0001) uygulamalarinda ise larval gida aliminin
BFA grubuna gore anlamli bir sekilde arttifi belirlendi (Sekil 4.7). Ayrica DMSO
uygulamasinin kontrole gore anlamli bir degisim gostermedigi, buna karsin 0.1, 0.5 ve 1
mg/ml tek vanillik asit uygulamalarmin kontrole gore gida alimini arttirdigr (p<0.0001)

belirlendi.

39



HHH =3 Kontrol
Ea DMSO
0.8= HitH#
Ea BFA
2, 0.6- T ‘ = VAo
S i
S | wmm | VAO.5
% 04- ] * kK VA]-
< BFA+VA,
5 0.2+
S oo BFA+VAgs
00 A Za BFA+VA;
Gruplar

Sekil 4.7: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmeleri ile gida alim absorbans

sonuclari. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; *** p=0.0005; ### p= 0.0008; #### p<0.0001).

4.1.1.6 Larva Viicut Agirhgi ve Uzunlugu Bulgular:

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1 mg/ml (p= 0.0003), 0.5 (p=0.0094)
ve 1 mg/ml (p=0.0170) uygulamalarinda D. melanogaster’lerin pupa olusumunda kontrole
gore azalmanin oldugu belirlendi (Sekil 4.1). Bununla birlikte BFA ve vanillik asitin 0.1
mg/ml (p=0.0009), 0.5 ve 1 mg/ml (p<0.0001) uygulamalar1 ile bu sayillarin BFA grubuna
gore ise anlamli bir sekilde arttigi goriildi. Ayrica DMSO ve tek vanillik asit
uygulamalarinin kontrole gore anlamli bir degisim gostermedigi belirlendi. Ayrica, yapilan
Olctimler neticesinde, BFA ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
uygulamalarinda D. melanogaster’lerin larva uzunluk (Sekil 4.8) ve agirlik (Sekil 4.9)

degisimlerinin istatistiksel acidan 6nemli olmadig: tespit edildi.
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Sekil 4.8: Bisfenol A (BFA; 25mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmeleri ile gozlenen larva uzunluklari
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Sekil 4.9: Bisfenol A (BFA; 25mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmeleri ile gozlenen larva agirliklar

4.1.2 Biyokimyasal analiz Bulgular

BFA ve VA’ya maruz kalan D. melanogaster ergin bireyleri lizerinde MDA, GSH, SOD,

CAT ve Protein biyokimyasal analizleri incelendi
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4.1.2.1 MDA Bulgular

BFA ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml uygulamalarinda D.
melanogasterlerin MDA seviyelerinde kontrole gore artisin (p<<0.0001) oldugu belirlendi
(Sekil 4.10). Bununla birlikte BFA ve vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml uygulamalarinda
ise MDA seviyelerinin BFA grubuna goére anlamli bir sekilde azaldigi belirlendi
(p<0.0001). DMSO ve tek vanillik asit uygulamalarinin MDA diizeyinde kontrole goére

anlamli bir degisim gostermedigi goriildii.
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Sekil 4.10: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baglarina ve birlikte verilmelerinin MDA seviyeleri {izerine
etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel 6nemlilik ifade eder
(****p<0.0001; #### p<0.0001).

4.1.2.2 GSH Bulgular

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml (p<0.0001)
uygulamalarinda D. melanogaster’lerin GSH seviyelerinde kontrole gore azalisin oldugu
goriildii (Sekil 4.11). Bununla birlikte BFA ve vanillik asitin 0.1 (p<0.0001), 0.5
(p<0.0001) ve 1 mg/ml (p=0.0002) uygulamalarinda ise GSH seviyelerinin BFA grubuna
gore anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi. Ayrica DMSO ve tek vanillik asit

uygulamalarinin GSH diizeyinde kontrole gore anlamli bir degisim gdstermedigi goriildii.
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Sekil 4.11: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin GSH seviyeleri iizerine

etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; ### p=0.0002; #### p<0.0001).

4.1.2.3 SOD Bulgular:

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml (p<0.0001)
uygulamalarinda D. melanogaster lerin SOD aktivitesinde kontrole gore azalisin oldugu
belirlendi (Sekil 4.12). Bununla birlikte BFA ve vanillik asitin 0.1 (p=0.0057), 0.5 ve 1
mg/ml (p<0.0001) uygulamalarinda ise SOD aktivite diizeylerinin BFA grubuna gore
anlamli bir sekilde artis gosterdigi belirlendi. Ayrica DMSO ve tek vanillik asit
uygulamalarinin SOD aktivitesinde kontrole goére anlamli bir degisim gostermedigi

belirlendi.

43



wn

oD

i Kontrol

DMSO
BFA
VA1

VAo

VA,
BFA+VA
BFA+ VA5
BFA + VA,

:.1:%-

N
\

*k*k*k

%
4

U/g protein

I I I NN

RS

SAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAANANS

N

o

o

(I g

SOEVVMNNINNNAAAAAARRANAANNNNY

7

Gruplar

Sekil 4.12: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin SOD aktivitesi {lizerine

etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel onemlilik ifade eder
(****p<0.0001; # p=0.0057; #### p<0.0001).

4.1.2.4 CAT Bulgulan

BFA ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml ve 1 mg/ml uygulamalarinda
D. melanogaster’lerin CAT aktivitesinde kontrole gore azalisin (p<0.0001) oldugu goriildii
(Sekil 4.13). Buna karsin BFA ve vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml uygulamalarinda ise
CAT aktivitelerinin BFA grubuna gore anlamli bir sekilde artis gosterdigi belirlendi
(p<0.0001). Ayrica DMSO ve tek vanillik asit uygulamalarinin CAT aktivitesinde kontrole

gore anlamli bir degisim gostermedigi belirlendi.
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Sekil 4.13: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin CAT aktivitesi lizerine

etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel 6nemlilik ifade eder
(****p<0.0001; #### p<0.0001).

4.1.3 Molekiiler Analiz Bulgular:

Molekiiler analizler; Comet testi ve gen ekspresyonu analizi yontemleri kullanilarak

yapilmis olup, elde edilen veriler bu boliimde sunulmaktadir.

4.1.3.1 Comet Testi Bulgular:

BFA (p<0.0001) ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1 (p<0.0001), 0.5 (p<0.0001) ve 1
mg/ml (p=0.0078) uygulamalarinda D. melanogaster’lerin DNA hasar1 diizeylerinde
kontrole gbre artisin oldugu belirlendi (Sekil 4.14). Buna karsin BFA ve vanillik asitin 1
mg/ml uygulamalarinda DNA hasar1 diizeylerinde BFA grubuna gore anlamli bir sekilde
azaligin sekillendigi tespit edildi (p= 0.0002). Ayrica DMSO ve tek vanillik asit
uygulamalarinin DNA hasar1 diizeylerinde kontrole gore anlamli bir degisim gostermedigi

belirlendi.
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Sekil 4.14: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin DNA hasar1 {izerine

etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel 6nemlilik ifade eder
(****p<0.0001; **p=0.0078; ###p=0.0002).

4.1.3.2 Gen Ekspresyonu Bulgulan

BFA ve BFA ile birlikte vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml uygulamalarinda D.
melanogaster’lerin SOD (Sekil 4.15), CAT (Sekil 4.16), gclc (Sekil 4.17), hsp70 (Sekil
4.18), Nrf2 (Sekil 4.19) ve Keapl (Sekil 4.2) mRNA ekspresyon diizeylerinde kontrole
gore artisin (p<0.0001) oldugu belirlendi. Buna karsin BFA ve vanillik asitin 0.1, 0.5 ve 1
mg/ml uygulamalarinda bu genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde BFA grubuna gore
anlaml bir sekilde azalisin sekillendigi goriildii (p<0.0001). Ayrica DMSO ve tek vanillik
asit uygulamalarimin bu genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinde kontrole gore anlamli bir

degisim gostermedigi belirlendi.

46



#
HHH = Kontrol
5— | I Ea DMSO
nn =3 BFA
4= P xxn = VAo
£ 3+ ééé N — m VAgs
e ] =3 BFA+VAj;
1+ £a BFA+VAgs
; {HMANEHL = eron
Gruplar

Sekil 4.15: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baglarina ve birlikte verilmelerinin SOD mMRNA ekspresyon
diizeyleri iizerine etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel
onemlilik ifade eder (****p<0.0001; **p=0.0018; #### p<0.0001).
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Sekil 4.16: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin CAT mMRNA ekspresyon
diizeyleri iizerine etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel
onemlilik ifade eder (****p<0.0001; #### p<0.0001).
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Sekil 4.17: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin gclc mRNA ekspresyon
diizeyleri iizerine etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel
onemlilik ifade eder (****p<0.0001; #### p<0.0001).
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Sekil 4.18: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin hsp70 mRNA ekspresyon
diizeyleri tiizerine etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel
onemlilik ifade eder (****p<0.0001; #### p<0.0001).
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Sekil 4.19: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin Nrf2 mRNA ekspresyon
diizeyleri iizerine etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel
onemlilik ifade eder (p<0.0001; #### p<0.0001).
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Sekil 4.20: Bisfenol A (BFA, 25 mM) ve vanillik asitin (VA) 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml
miktarlarinda tek baslarina ve birlikte verilmelerinin Keapl mRNA ekspresyon
diizeyleri iizerine etkileri. *Kontrole ve # BFA grubuna gore istatistiksel
onemlilik ifade eder (****p<0.0001; #### p<0.0001)
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4.2. Tartisma

Bisfenol A (BFA), giinliik yasamda yaygin olarak karsilasilan bir kimyasal olup,
hiicrelerde asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iiretimi yoluyla redoks dengesini bozarak
oksidatif strese neden olabilir (Gassman, 2017). BFA’nin oksidasyonu, hidroksil gruplar1
igeren ¢esitli yan driinlerin yam1 sira bilesigin halkalarmin acgilmasiyla farkli toksik
bilesiklerin olusumuna yol agar (Deborde vd., 2008), bu da canli saghigini tehdit eder.
BFA’nin tetikledigi ROS artigi, hiicresel antioksidan savunma mekanizmasi ile ROS
tiretimi arasindaki dengeyi bozarak oksidatif strese yol acar (Murphy, 2009). Bu durum,
proteinler, lipitler, niikleik asitler gibi makromolekiillerde oksidatif hasara neden olarak
gelisim bozukluklari, kanser, iireme problemleri, diyabet, kisirlik, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢cok saglik sorununun temelini olusturabilir (Bhat vd.,
2015; Tan vd., 2023). BFA'nin genotoksik ve toksik etkilerinin literatiirde genis bir sekilde
raporlandig1 goriilmektedir (Duroveova vd., 2022).

Bu calismada, BFA'nin Drosophila melanogaster {izerinde oksidatif stres, gelisimsel gerilik
ve genotoksisiteye yol agtigi gozlemlenmistir. 2.5 mM BFA maruziyetinin DNA’da
kiriklar olusturdugu (comet analizi ile gdzlemlenmistir), ayrica tirmanma testinde
sineklerin dogrusal olmayan, carpma egilimli hareketler sergiledigi tespit edilmistir.
Musachio ve arkadaslarinin 2020 ve 2021 yillarinda gergeklestirdigi calismalarla uyumlu
olarak, BFA'nin sineklerin tirmanma yetenegini olumsuz etkiledigi ve 1 mM BFA
konsantrasyonunda gelisimsel bozukluklara yol actigi gozlemlenmistir (Musachio vd.,
2020, 2021). Buna ek olarak, BFA’ya maruz birakilan larvalarin pupa asamasina gecis
hizinda belirgin bir diisiis oldugu, BFA'min larval gelisimi geciktirdigi ve pupa olusum

oranlarini azalttig1 goriilmistiir (Wang vd., 2023; Weiner vd., 2014; Sarkar vd., 2021).

BPA maruziyeti, diger model organizmalarda (fareler, hamster, maymun ve insan
hiicreleri) da DNA kiriklar1 ve oksidatif strese yol acan genotoksik ve sitotoksik etkilerle
iligkilendirilmistir (Huang vd., 2018a; Xin vd., 2015; Yuan vd., 2019; Harnett vd., 2021).
C. elegans iizerinde yapilan c¢alismalarda da benzer sekilde, BFA’nin yasam siiresini
azalttig1, bliylime oranlarini diisiirdiigii ve viicut boyutunda kii¢iilme gézlemlendigi rapor
edilmistir (Hyun vd., 2021; Rathor vd., 2024). Ayrica, bu ¢alisma sonuclar1t Musachio vd.,
(2021, 2022) ve Sarkar vd., (2021) tarafindan D. melanogaster iizerinde yapilan
caligmalarda elde edilen bulgularla da uyumludur; BFA’nin yiliksek dozlarda Omiir

uzunlugunu azalttig1 ve hareket yeteneklerini etkiledigi goriilmiistiir.
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VA’nin BFA’nin zararh etkilerine karsi koruyucu bir rol oynayabilecegine dair yapilan
calismalar, VA’nin antioksidan, antidiyabetik ve antikanser oOzelliklerine dikkat
cekmektedir (Atnip, 2010; Vinothiya ve Ashokkumar, 2017; Kaur vd., 2021). VA,
BFA'nin neden oldugu ROS seviyelerini diisiirerek oksidatif stresin zararl etkilerini
azaltmakta etkili gériinmektedir. Ornegin, VA’nin CAT, SOD ve GST gibi antioksidan
enzim aktivitelerini arttirdigi, ROS ve lipid peroksidasyonunu azalttigi ve mitokondriyal
canliligi destekledigi Musachio vd., (2021, 2022) ve Toraman ve Karaman (2024)
caligmalarinda bildirilmistir. Bu bulgular c¢alismamizla da Ortiismektedir; BFA’nin
varliginda diigsen SOD, GST, CAT ve AChE enzim aktivitelerinin VA takviyesi ile arttig1,
MDA seviyelerinin ise diistiigii gozlemlenmistir. Ayrica, He vd., (2022) calismast VA'nin
Astragalus membranaceus bitkisi ile desteklendiginde D. melanogaster larvalarinin
bliylime oranlarin1 artirdigint ve pupa olusumunu destekledigini gostermistir. Bu
calismada, VA’ ’nin sadece oksidatif stres seviyelerini azaltmakla kalmayip, ayni zamanda
BFA’nin yol actig1 biiylime ve gelisim bozukluklaria karsi da koruyucu etkiler sagladigi

ortaya konulmustur.

Dai vd., (2024) tarafindan yapilan bir ¢calismada, VA ’nin H202 ile indiiklenen sineklerde
azalan Sodl, Cat, HO, Trxr-1 ve CncC gen ifadelerini geri kazandirdigi belirtilmistir.
Benzer sekilde, calismamizda VA’nin BFA maruziyetiyle azalan antioksidan enzim
aktivitelerini ve genotoksisiteye karsi koruma sagladigini tespit ettik. Ayrica, BFA'nin
pupa olusumunu engelleyici etkilerine ragmen, VA desteginin larval gelisimi destekledigi

ve yasam sliresini uzattig1 bulunmustur.

Bu caligma, literatiirde BFA nin toksik ve genotoksik etkileri iizerine yapilan aragtirmalara
katki saglarken, VA’min BFA’ya kars1 potansiyel koruyucu bir ajan olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. BFA maruziyetine karst VA’nin koruyucu
etkileri, Ozellikle ¢evresel toksinlere karsi biyolojik bir savunma mekanizmasi olarak

faydal1 bir secenek sunmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, bu ¢alisma Vanilik Asit'in (VA) Bisfenol A'nin (BFA) zararh etkilerine karsi
potansiyel koruyucu Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir. VA'nin antioksidan, anti-
inflamatuar ve hiicre koruyucu etkileri, BFA'nin neden oldugu oksidatif stres, genotoksisite
ve hiicre hasar1 {izerinde belirgin iyilesmeler saglamistir. Calismamizda, VA'nin
antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT, GST ve AChE) artirarak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) yol ac¢tif1 zararhi etkileri azalttigi gézlemlenmistir. Ayrica, VA'nin BFA
maruziyetine bagli olarak gozlenen gelisimsel bozukluklar ve Omiir kisalmasin

iyilestirdigi de kaydedilmistir.

VA'nin, dogada bol miktarda bulunmasi ve diisiik toksisite profiliyle 6ne ¢ikan bir bilesik
olmasi, genis kapsamli koruyucu potansiyelini vurgulamaktadir. Calismamiz, BFA gibi
cevresel toksinlere kars1 biyolojik bir savunma mekanizmasi olarak VA'nin faydali bir ajan
olarak degerlendirilebilecegini gostermekte ve bu konuda literatiire 6nemli bir katki
sunmaktadir. VA'nin koruyucu 6zelliklerinin insan saglig1 ve ekosistem icin daha genis bir
perspektifle degerlendirilmesi Onerilmektedir; bu baglamda, daha ileri in vivo ve klinik

calismalar, VA'nin ¢evresel toksinlere kars1 kullanimini destekleyebilir.
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