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BISFENOL A UYGULANAN WISTAR ALBINO SICANLARDA TESTIS
HiSTOLOJISI VE APOPTOZ UZERINE LIKOPEN’IN ETKIiSi

TUGCE TOPCU

Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
tugce_tpcu@hotmail.com
IZMIR

OZET

Amag: Bisfenol A (BPA), gida ve icecek ambalajlama materyallerinde ham madde olarak
kullanilan polikarbonat plastikler ve epoksi reginelerin monomeri olan endokrin yikici bir
kimyasaldir. Likopen ise sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunan karoten ailesine ait, ¢esitli
etkenlere bagl olarak gelisen oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasinda etkili bir antioksidan bilesiktir. Yapilan arastirmalarda BPA’nin, bir¢ok organa
olumsuz etkisinin oldugu ortaya konulmustur. Bu ¢alismada BPA’nin erkek genital sistem
organlarindan testis iizerine olan etkilerinin histolojik olarak ortaya konulmasi ve olas1
etkilerinin Likopen ile azaltilmas1 ve/veya ortadan kaldirilmasini amacglamaktayiz.

Yéntem: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Biriminin Deney Hayvanlar
Laboratuvari’ndan temin edilen, Wistar Albino susu toplam (180-200 g) 35 erkek sigan
kullanildi. Wistar Albino siganlar 1. Kontrol Grubu ( 14 giin higbir madde uygulanmadi) 2.
Sham Grubu, (14 giin boyunca oral gavaj yontemiyle 0,1ml etanol ile 0,1 ml/100g misir yagi)
3. Bisfenol A Grubu (14. giin boyunca oral gavaj yontemiyle 10 mg/kg Bisfenol A) 4. Likopen
Grubu (14 giin boyunca oral gavaj yoluyla 4 mg/kg Likopen) 5. Bisfenol A + Likopen Grubu
(14 giin boyunca oral gavaj yoluyla 10 mg/kg Bisfenol A ve 4mg/kg Likopen) olarak 5 gruba
ayrildi. Tim hayvanlar deney sonlanincaya kadar 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda,
20-22°C oda sicakliginda %350-60 nisbi nem bulunan standart hayvan oda ve kafeslerinde,
dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslenmistir. Caligmada testis dokusu
degerlendirilirken steorolojik yontemle (IHSS), seminifer tiibiillerin ¢aplar1 lgiildii. Olgiimler
sonucu herbir gruba ait seminifer tiibiillerin ¢aplarimm ortalama degerleri bulunarak gruplar
arasindaki tiibiil yap1 farkliliklar1 karsilastirildi. Hematoksilen- Eozin ile boyanan kesitler

Johnsen’s skorlamasi ile degerlendirildi. Tiim veriler SPSS 21 istatistik programinda ortalama



+ standart hata hesaplandiktan sonra gruplar arasindaki farklar Kruskal Wallis, one-way
ANOVA, Post Hoc LSD testi ve Student-t testi kullanilarak yapildi, p<0.05 anlamlilik diizeyi
esas alindi.

Bulgular: Testiste yapilan histolojik ve morfolojik degerlendirmeye goére, BPA grubunun
Kontrol, Sham ve LKP gruplarma gore bozuk oldugu ve BPA+LKP grubunda LKP’nin bu
bozuklugu onledigi gozlendi. DNA hasarinin degerlendirilmesinde Kontrol, Sham, LKP ve
BPA+LKP gruplar: arasinda spermatogoniyum ve spermatositlerde TUNEL pozitif boyanan
hiicrelerde anlamli fark gézlenmezken, BPA grubunda spermatogoniyum ve spermatositlerde
TUNEL pozitif boyanan hiicreler Kontrol, Sham ve LKP gruplarina gore anlamli derecede
yiiksek bulundu. BPA ve BPA+LKP gruplari karsilastirildiginda BPA+LKP grubunda TUNEL
pozitif boyanan hiicrelerin sayisinda BPA grubuna gore anlamli derecede azalma gozlendi.
TUNEL sonuclarint desteklemek amact ile yaptigimiz aktif kaspaz immunohistokimyasal
(IHC) degerlendirmelerine goére; Kontrol, Sham, LKP ve BPA+LKP gruplari arasinda
spermatogoniyumlarda aktif kaspaz IHC pozitif boyanan hiicrelerde anlamli fark
gbzlenmezken, BPA grubunda spermatogoniyumlarda aktif kaspaz IHC pozitif boyanan
hiicreler Kontrol, Sham ve LKP gruplarina gére anlamli derecede yiiksek bulundu. BPA ve
BPA+LKP gruplari karsilastirildiginda BPA+LKP grubunda aktif kaspaz IHC pozitif boyanan
hiicrelerin sayisinda BPA grubuna gore anlamli derecede azalma gdzlendi.

Gruplar arast MDA, GSH ve GPx degerleri kiyaslandiginda; BPA grubunun MDA
degerleri diger deney gruplarina gore anlamli olarak yiiksek bulunurken, BPA grubunda GSH
ve GPx degerleri degerleri diger deney gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli olarak diigiik
bulundu. Ayrica deneklerin deney basinda ve deney sonundaki viicut agirliklar1 6lgiilerek
degerlendirmeye alinmistir. Tiim gruplardaki deneklerin deney 6ncesi ve deney sonrasi viicut
agirliklart karsilastirildiginda siganlarm viicut agirliklarinda artiglar goriildii ve istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlendi.

Sonug: Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda diisiik doz BPA ’nin testiste olusturdugu toksik
hasara 4mg/kg LKP’nin koruyucu etkisi oldugu fakat hasar1 tamamen engellemedigi sonucuna
vardik.

Anahtar Sozciikler: Bisfenol A (BPA), Likopen, Wistar Albino Sigani, Testis



EFFECT OF LYCOPENE ON APOPTOSIS AND TESTICULAR HISTOLOGY IN
BISPHENOL A IS APPLIED TO WISTAR ALBINO RATS

ABSTRACT

Objective: Bisphenol A (BPA), food and beverage packaging monomer of polycarbonate
plastic and epoxy resin is used as raw materials in which materials are endocrine disruptive
chemicals. Lycopene belongs to carotene family is found naturally in fruits and vegetables is
an effective antioxidant compounds resulting in the elimination of free radicals oxidative stress
coming into the open, depending on various factors. According to the studies of BPA it has
been demonstrated to have an adverse effect on many organs. In this study of BPA effects on
the male testes histologically to reveal the genital organs and the possible effects of lycopene
by reducing and / or eliminating we intend that.

Materials and Methods: Dokuz Eylul University Faculty of Medicine Research Unit obtained
from the Laboratory of Experimental Animals, Wistar albino strain total (180-200 g) were used
35 male rats. Wistar albino rats; 1. Control group (14 days no substance is not implemented) 2.
Sham Group (0,1 ml of ethanol with 0.1 ml / 100g corn oil by oral gavage method for 14 days,)
3. Bisphenol Group (10 mg / kg of bisphenol A by oral gavage method during 14 days) 4.
Lycopene Group (4 mg / kg of lycopene by oral gavage for 14 days) 5. Bisphenol A + Lycopene
Group (10 mg / kg of bisphenol A and 4 mg / kg of lycopene by oral gavage method during 14
days), they were divided into 5 groups. All animal experiments are finished 12/12 hour dark /
light cycle at 20-22 ° C, 50-60% relative humidity at room temperature which standard animal
rooms and cages, aged tap water and were fed standard chow. Working with testicular tissue in
assessing stereological methods (IHSS), the diameter of the seminiferous tubules were
measured. Measurement results for each group of seminiferous tubule structure differences
between the mean values, it groups the diameter of the tubules were compared. Hematoxylin-
eosin-stained sections were evaluated by Johnsen's scores. All SPSS 21 statistical software in
the mean + standard error calculated on the difference between the groups after the Kruskal-
Wallis, One-Way ANOVA, POST HOC were performed using LSD test and Student's t-test, p
<0.05 significance level were taken into account.

Results: According to the histologic and morphologic assessment made in the testicles, BPA
Control group, Sham group and is corrupt according to the LKP and the LKP group LKP+ BPA

was observed to prevent this disorder. The evaluation of DNA damage Control, Sham, LKP



and the BPA + LKP group between spermatogoniy and spermatogenesis in significant
differences were observed with TUNEL-positive staining cells and spermatogenesis in the BPA
group spermatogoniy TUNEL positive cells stained with Control and Sham group was
significantly higher than the LKP. Compared to BPA and BPA + LKP, BPA + LKP group in
the TUNEL the number of positively stained cells showed a significant decrease compared to
the BPA group. We did it with the purpose of supporting the active caspase result of TUNEL
immunohistochemical (IHC), according to assessment; Control, Sham, LKP and BPA + LKP
in spermatogoniyum between groups of active caspase IHC cells stained positively significant
difference observed, in spermatogoniyum BPA group active caspase IHC positively stained
cells as control, were higher in significantly according to the Sham and the LKP group. BPA
and BPA + LKP group when the number of active caspase across the group IHC positively
stained cells was observed a significant decrease compared to the BPA group.
Between groups for MDA, GSH and GPX values compared; the experimental group is
significantly higher than other groups while the MDA values of BPA, BPA group, GSH and
GPX values were statistically significantly lower than the values of the other experimental
groups. Also it is taken into consideration at the beginning of the end of the experiment by
measuring the body weight of the subjects and experiments. Compared to all the groups in the
pre-test and post-test subjects it showed increases in body weight and body weight of rats
showed a statistically significant difference.

Conclusions: : Our findings are in line with low-dose BPA's toxic damage caused by testicular

4mg / kg is LKP the protective effect, but we concluded that the damage is completely blocking.

Key words: Bisphenol A (BPA), Lycopene, Wistar Albino Rats, Testis



1.GIRIS VE AMAC

Organizmaya disaridan alinarak endokrin fonksiyonlar1 ve dengeyi bozan, dogal ya da
sentetik maddelere endokrin bozucular denir. Endokrin bozucular, hormonlara agonist ve/veya
antagonist etkiler yapar. Bu etki, hormonun iiretimine veya transportuna etki ederek ya da
hormon reseptoriine baglanarak metabolize olmasi ve atilimini degistirmesi ile ortaya ¢ikabilir
(2).

Bazi ilaglar, dioksin ve dioksin benzeri bilesikler, poliklorlu bifeniller, baz1 pestisitler,
fitalatlar ve Bisfenol A (BPA) gibi plastizer maddeler endokrin bozucu etkiye sahip maddeler
arasinda siralanmaktadir. Bu maddelerin pek ¢cogu besinler, kozmetikler, kisisel bakim tirtinleri,
deterjanlar, oyuncaklar, plastik siseler gibi giinliilk hayatta yogun olarak kullanilan iirtinlerde
yer almaktadir (2).

Bisfenol A, ilk kez Rus kimyager Alexander Pavlovi¢ Dianin tarafindan 1891 yilinda
sentezlenmis ve dstrojenik etkileri 1930°larda bulunmus olan endiistriyel bir kimyasaldir (3).
4,4'— izopropildenedifenol; 2,2-bis(4-hidroksifenil)-propan, genel olarak Bisfenol A (BPA) adi
ile bilinmektedir. BPA; 228,29 g/cm® molekiil agirhginda, kati, fenolik kokulu, krem-beyaz
renkte, kristal yapida olan kimyasal bilesiktir. BPA diinyada yaygin olarak kullanilan
kimyasallardan biridir (4). Diinyadaki yillik iiretimi 3,8 milyon tonu asmaktadir. BPA’nin
kullanim alanmin fazla olmasi ve artan talep nedeniyle yillik iiretimide giderek artmaktadir.
BPA’nin en fazla kullanildigi alan % 70’lik oranla polikarbonat plastik iiretimidir. Bunu
% 25’k oranla epoksi regine iiretimi takip etmektedir (5). Polikarbonatlar; bebek biberonlari,
yiyecek paketleme malzemeleri, su siseleri ve sise kapaklari, gozlik camlari, CD, DVD,
elektrik ve elektronik pargalarin yapiminda kullanilir (3,6,7). Epoksi regineler ise deniz
iirlinleri, sebzeler, bira, alkolsiiz icecekler, siit tozu gibi gida ve iceceklerin ambalajlanmasinda
kullanilan metal kutularin i¢ yiizeyinin kaplanmasinda, sarap ve su gibi sivilarin bulundugu
depolama kaplar1 ile degisik tiplerdeki gida tasima kaplarmin yapilmasinda kullanilmaktadir
(8). BPA giinliik hayatta kullanilan pek ¢ok {irliniin yan1 sira dis hekimliginde kullanilan bazi
dolgu maddelerinin yapisinda yer almakta ve saglik igin potansiyel tehlike olusturabilecegi
diigtiniilmektedir (9).

Migrasyon, gida maddesi ve ambalaj materyali arasindaki etkilesim ile meydana gelen
kiitle transferi olarak tanimlanmaktadir. Ambalaj materyalinden gida maddesine monomerler,

plastik katki maddeleri ve oligomerler gibi pek ¢cok madde migrasyonla gegebilmektedir (10).



BPA’ya mesleki nedenlerle maruz kalanlar disinda diger biitiin yas gruplarinda BPA’ya
maruziyet tiiketilen gidalarla olmaktadir (11). BPA, hazir gidalara dogrudan katildig1 gibi yag,
su, igecek, seker, sampuan, krem gibi her tiir iiriin i¢in kullanilan ambalajlardan migrasyon ile
viicuda geg¢mektedir. Dis macunu, yiyecek ve iceceklerden agiz yoluyla, parfim ve
deterjanlardan solunum yoluyla, krem ve kozmetiklerden cilt yoluyla viicuda girerek kana geger
(10). BPA’nin biiyiik miktarlarda ¢evreye bulagmasi, iiretim sirasinda olusan atiklarin yeterince
aritilmadan ylizey sularina verilmesi ile BPA depolarinda meydana gelen kacaklar ve
tasimacilik sirasinda meydana gelen kazalar ile gergeklesmektedir (12).

BPA, oral emilimi takiben insan karacigerinde hizla CYP2C18 ve daha az olarak
CYP2C19 ve CYP2C9 enzimleri ile metabolize edilir. Karacigerden ilk geciste eliminasyona
ugrar ve glukronik asit ile konjuge olarak major metaboliti BPA-glukronit’e (BPAG) doniisiir.
Bir miktar da siilfat konjugasyonuna ugrar ve minor metabolit BPA-siilfat (BPAS) olusur.
Ortalama alt1 saatlik bir yarilanma 6mrii vardir ve yaklasik 42 saatte tamamina yakni idrarla
atildig1 gosterilmistir (13).

BPA ve diger toksik maddelerin oksidatif stres olusturarak PI3K/c-Src/FAK ve MAPK
gibi sinyal yolaklarini etkiledikleri, bunun sonucunda da sperm sayisinin azaldigi ve kalitesinin
distiigii ifade edilmektedir (14). Ayni zamanda cinsiyet hormonlari, leptin, insiilin ve tiroksin
gibi ¢esitli hormonlarin islevini bozmakta ve hepatoksik, immiinotoksik, mutajenik,
karsinojenik gibi etkilerinin oldugu da gosterilmistir (15).

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemlerinin azalmasi ile birlikte, serbest oksijen
radikallerinin artmasi sonucu ortaya ¢ikar (16). Serbest oksijen radikalleri (ROS) organizmada
dokunun yap1 elemanlarin1 bozarak birgok zararl etkilere yol agmaktadir (17). Testisler serbest
oksijen radikallerinin olusturdugu oksidatif hasara karsi olduk¢a duyarhdir (18).

Likopen, parlak kirmizi bir karotenoid pigmenttir, en fazla domates (Lycopersicum
esculentum)’de olmak {lizere karpuz, pembe greyfurt gibi meyve ve sebzelerde bulunur.
Bagirsaklardan emilebilen nadir karotenoidlerden oldugu gibi, plazmada en ¢ok bulunan
karotenoittir ve Vitamin A aktivitesinden yoksundur. LKP, diiz bir zincir halinde diizenlenmis
11 adet cift ve 2 adet tekli bag igeren hidrokarbon zincirinin agik formundan olugsmaktadir (19;
20). Yapilan ¢alismalar LKP’nin son derece etkili bir antioksidan oldugunu gostermektedir (21;
22). Domates; domates suyu, sos, salga veya ketcap seklinde islendigi zaman, LKP’nin

kimyasal yapisi 1stya bagl olarak degismekte, bu da viicut tarafindan daha kolay absorbe



edilmesini saglamaktadir. Buna gore islenmis ya da pisirilmis domates tirtinlerindeki LKP’nin
biyoyararliligi, ham domates {irlinlerinden daha fazladir ( 23, 24).

LKP, hiicreleri serbest radikal hasarindan korur, hiicreler arasindaki baglar1 gliglendirir
ve hiicre metabolizmasimi gelistirir. LKP yagda ¢oziindiigiinde etkinligi artmaktadir. Bu
yiizden, yag miktar1 fazla olan doku ve organlarda, 6zellikle ciltte antioksidan koruyucu etki
gosterdigi saptanmustir (24).

Yapilan ¢calismalar LKP’nin, oksidatif stres sonucu zarar goren testikiiler doku ve sperm
kalitesi, kardiyak toksisite, hepatoksisite ve nefrotoksisiteye karsi potansiyel koruyucu bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (21, 25).

Bu calismada Bisfenol A’nin erkek genital sistem organlarindan testis iizerine olan
etkilerinin histolojik olarak ortaya konulmasi ve olasi etkilerinin likopen ile azaltilmasi ve/veya

ortadan kaldirilmas1 amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER
Erkek ilireme sistemi, bir ¢ift testis, bosaltim kanallari, yardime1 bezler ve penisten olusur.
2.1. Testis Anatomisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum i¢inde oblik pozisyonda yer alan ovoid sekilli
bir ¢ift organ olup funiculus spermaticus’a asilidirlar. Insanlarda yaklasik 4-5 cm uzunlugunda,
2,5 cmeninde ve 20-30 g agirhgmdadirlar. Biytikliikleri yaklasik olarak ayni olsa da sola gore
sag testis %10 kadar daha agirdir. Genellikle sol testis saga gore 1 cm daha asagidadir.
Sicakliklar1 viicut sicakligindan 3-4 °C daha disiiktiir. Kivrimli bir deri kesesi olan skrotumun
i¢c ylizii septum scrotum ile iki ayr1 bolime ayrilir (Sekil 1). Testisler bu bosluklarda

bulunurlar. Testisler, testosteron hormonu ile erkek lireme hiicresi olan sperm tiretiminden

sorumludurlar (26, 27).
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Sekil 1. Erkek iireme sistemi (28)

Testislerin facies medialis ve facies lateralis ad1 verilen iki yiizii, margo anterior ve margo
posterior ad1 verilen iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior adi verilen iki ucu
vardir. Testislerin arka kenarmin dis kismi boyunca epididimis yer alir; funiculus spermaticus
da, epididimisin mediyalinde olmak iizere, margo posterior’da bulunur. Testislerin 6n kenar1
her iki ylizii ve uglar1 visseral periton ( epiorchium ) ile ortiiliidiir. Periton, arka kenarin sadece
yan kismii 6rtmektedir (26). Testisler fetal hayatta karmn boslugu i¢inde, fascia transversalis

ile periton arasinda gelisir, ancak dogumdan 6nce canalis inguinalis’ten gegerek skrotum i¢ine



iner. Karin 6n duvarindan skrotuma dogru giderken karm 6n duvari tabakalarini da birlikte
stiriikledigi i¢in testislerin dis tarafinda, karin 6n duvar1 tabakalarina da uzantilari1 olan

tabakalar yer alir. Bu tabakalar sunlardir:

a) Deri

b) Tunika dartos

¢) Fasia spermatika eksterna _ Skrotum
d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna

f) Tunika vaginalis testis

Testis distan ige; tunika vaginalis’ in lamina visceralis’ i (epiorchium), tunika albuginea
ve tunika vasculosa olarak ii¢ tabaka ile sarilidir (26).

1. Tunika vaginalis: Mezotelyal hiicrelerin olusturdugu bu en distaki tabaka peritondan
koken alan serdz bir kesedir. Testisin 6n ve yan yiizeylerini ¢evreleyen visseral tabakasi ve
skrotum iizerine uzanan pariyetal tabakas1 bulunmaktadir.

2. Tunika albuginea: Diiz kas hiicreleri igeren yogun fibroelastik diizensiz siki bag
dokusundan olusan en belirgin tabakadir. Bazal lamina ile tunika vaginalisten ayrilir. Testisin
posterior tarafinda kalinlasarak mediastinum testis olarak organ igine sokulur. Elastikiyeti ve
genigleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine sokulur ve vertikal bir bolme
olusturur. Bu bélmeye mediastinum testis (corpus highmori) adi verilir. Mediastinum testis'in
on ve yan kismindan c¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Bu uzantilar, testis
parankiminden gegerek tunica albuginea'nin i¢ yiiziine ulasir ve bdylece testis'i koni bi¢iminde
lobuluslara boler (lobuli testis). Testis parankimini, lobuli testis i¢cinde bulunan ve kivrimh
seklinden dolay1 tiibiili seminiferi contorti ad1 verilen kanalciklar olusturur. Her bir testis
kanalcigi, mediastinum testis yakininda tiibiili seminiferi recti ad1 verilen diiz bir kanalcikla
uzanir. Biitiin lobulus'lardan gelen bu kanalciklar mediastinum'a sokulur ve burada rete testis
(Haller ag1) denilen ag1 olusturur. Lobuli testis'lerde yapilan spermium'lar rete testis‘ten ductuli

efferentes testis ad1 verilen kanallar araciligiyla epididymis'e gelir (29).
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Sekil 2. Tunika albuginea (30)

3. Tunika vaskiiloza: Kan damarlar1 aglarini igeren, areolar bag dokusundan olusan en i¢

tabakadir. Tunica albuginea'nin i¢ yiiziinii orten tabakasidir. Bu tabaka, tunica albuginea'nin

uzantisi olan septula testis'lerin i¢ yliziinii kapladigi i¢in lobuli testis'lerin de etrafinda bir tabaka

olusturur.

Sekil 3. Tunika vaskiiloza (31)

Tunika albuginea, rete testisin bulundugu posterior bolgede kalinlasarak mediastinum
testisi olusturur. Mediastinumdan testise dogru uzanan fibr6z bag dokusu septumlari, testikiiler
dokuyu 250-300 lobiile ayirir. Her bir lobiil 1-4 adet seminiferoz tiibiilii icermektedir. Spermler,

epididimal kanaldan gegtikten sonra ileri motilite 6zelliklerini kazanirlar. Seminiferdz tiibiiller
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arasindaki bosluk kan damarlari, lenfatik kanallar, makrofajlar ve androjenleri salgilayan
Leydig hiicre gruplar1 tarafindan doldurulan interstisyel dokudan olugsmustur.

Tunica vaginalis testis'in lamina visceralis (epiorchium) ve lamina parietalis
(periorchium) olmak iizere iki yapragi vardir. Lamina visceralis, sadece testis'in 6n kenarini
ve iki yiiziinli orter; arka kenarin medial ve lateral taraflarinda ise, kendi iistiine kivrilarak
lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise testis'in alt kismindan tist kismina dogru,
hatta funiculus spermaticus'un 6n ve i¢ tarafin1 da kaplayacak sekilde, bir miktar yukariya dogru
uzanir. Tunica vaginalis testis'in lamina parietalis ve lamina visceralis'i arasinda potansiyel bir
bosluk ve bu bosluk i¢cinde de ¢ok az bir ser6z sivi1 bulunur.

Arterleri: Sag ve sol a. testicularis'ler (aorta abdominalis'in dal1).

Venleri: Her bir testis'in arka tarafindan ¢ikan kiigiik venler birleserek plexus
pampiniformis ad1 verilen vendz agi olustururlar. Plexus pampiniformis, funiculus spermaticus
icinde yiikselir ve canalis inguinalis'ten gegerek karin bosluguna ulasir. Plexus pampiniformis'i
olusturan venler daha yukarida birleserek v. testicularis'i olusturur. V. testicularis dextra, v.
cava inferior'a; v. testicularis sinistra ise v. renalis sinistra'ya dokiiliir.

Lenfatikleri: Yiizeyel lenf damarlar1 tunica vaginalis testis'in altinda, derin lenf
damarlar1 ise testis ve epididimis'in i¢inde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile
birlikte karin bosluguna geger, sonugta nodi aortici laterales ve nodi preaortici'ye agilir

Sinirleri:  Testis'leri inerven eden sinirler medulla spinalisiin  10-11. torakal
segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus aorticus ve plexus renalis i¢inden gecer ve testis'leri
besleyen damarlarin ¢evresinde organa ulasir. Testislerden birinin veya her ikisinin birden
scrotum'a inmeyerek karin boslugu veya canalis inguinalis igerisinde kalmasina ‘inmemis testis
(cryptorchidism) © adi verilir.

Inmemis testis'te kanser insidansi yiiksektir. Ayrica bu durum tedavi edilmez ise
spermatogenesis'in bozulmasma neden olur. Tunica vaginalis testis'in yapraklar1 arasinda asir1
miktarda sivi birikmesi durumuna hidrosel (hydrocele) adi verilir. Tiimdr, travma veya
infeksiyon gibi ¢ok ¢esitli nedenler, lamina parietalis ve lamina visceralis arasinda bulunan
stvinin artmasina veya emiliminde azalmaya sebep olarak asir1 miktarda sivi birikmesine yol

acabilir.
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2.1.1. Testisin Embriyolojisi

Gonadlar, germinal epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlasmasiyla
olusan bir c¢ift gonadal kabariklik halinde belirirler. Gelisimin 6. haftasima kadar gonad
icerisinde germ hiicresi bulunmaz. Primordiyal germ hiicreleri, 4 haftalik insan embriyosunun
yolk kesesinin allantoise yakin duvarmdaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Ameboid
hareketlerle, son barsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda primitif
gonadlara ulasir ve 6. haftada genital kabarikliklar1 doldururlar. Bu sirada genital kabarikligin
germinal epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri, altindaki mezensim igine girerler. Burada
primitif seks kordonlarmi olustururlar. Diizensiz sekilli bu kordonlar yilizey epiteline baglhdir.
XY cinsiyet kromozomu tastyan primordiyal germ hiicrelerinin Y kromozomundaki testis
belirleyici faktor etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar1 cogalmaya devam ederler ve medullar
kordonlar1 olugturmak iizere i¢ kesimlere dogru ilerlerler. Kordonlar, bezin hilusuna dogru rete
testis tiibiillerini olusturacak bir ag sekline doniislirler. Gelisimin daha ileri evresinde testis
kordonlari, tunika albuginea adli yogun fibréz bag dokusu ile yiizey epitelinden ayrilirlar. 4.
ayda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve bunlarin uglar1 rete testisle devam eder. Testis
kordonlari, primitif germ hiicreleri ve yiizey epitelinden kdken alan Sertoli hiicrelerinden
meydana gelmistir. Leydig hiicreleri, genital kabarikligin mezensiminden koken alir. Testis
kordonlar1 arasinda bulunurlar ve kordonlarin farklanmaya baglamasindan hemen sonra
gelismeye baslarlar. Gebeligin 8. haftasinda leydig hiicrelerinden testosteron iiretimi baslar.
Puberteye kadar solid halde kalan kordonlar, pubertede liimenleri agilarak seminiferdz tiibiilleri
olustururlar. Seminiferdz tiibiiller kanalize olduktan sonra rete testis tiibiillerine katilirlar ve

daha sonra duktuli efferenteslere girerler. (32).

2.1.2. Testisin Histolojisi

Testisler, epididimis ve vaza deferensin baslangi¢ kismi tunika vaginalis denilen
mezotelyum boslugu i¢ine alan deriyle kapli bir cep olan skrotal kese iginde yer alirlar (27).
Testisin baslica iki gérevi hormon ve spermatazoon liretmektir. Testiste liretilen baglica hormon
testosterondur. Testosteron spermatogenez, embriyo ve fetiisiin gelisimi sirasinda cinsel
farklilagma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in dnemlidir (33). Testisler semen tireten
parengimli organlardir. Funiculus spermaticus’la asili olarak skrotum iginde bulunurlar. Fetal
hayatta testisler karin boslugu igindedirler. Dogumdan sonra canalis inguinalis’ten gegerek

(descensus testis) skrotuma inerler (32).
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Testisler, lobuli testis denilen lobiillere ayrilirlar. Bu lobiiller konik sekillidir.
Mediastinuma dogru daralirlar, 400 tanedirler. Mediastinum, damarlar1 ve duktuslar1 destekler.
Her lobiilde bir veya birka¢ kivrilmig tubuli seminiferi contorti bulunur. Bunlar 60 cm
uzunlugunda ve 150-250 mikrometre ¢apindadir. Bu tubuliler mediastinuma girerken birleserek
tubuli rektileri yaparlar. Sayilar1 20-30 tanedir. Onlarda birleserek rete testis denilen plexus’u
yaparlar (32).

Rete testisten ¢ikan 10-12 duktuli efferentes tunica albugineay1 delerek kaput epididimise
girer. Testisin arka kenarina funikulus tutunmustur. Arka kenarin yan kismina baglanmis olarak
epididimis bulunur (32).

Seminifer tiibiil fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibroz lamina propria birkag
fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olan en igteki katman, diiz kas
ozellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler igerir. Seminifer epitelde iki tip hiicre vardir.
Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenetik seriyi olusturan hiicreler. Spermatogenik seri
hiicreler 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir; islevleri spermatazoonlar1 iiretmektir.
Spermatazoon iiretimi spermatogenez olarak adlandirilir. Bu siireg, mitoz ve mayoz hiicre
boliinmeleri igerir ve hiicreler sonunda spermatozoonlara farklilagir; bu agsama spermiyogenez
olarak adlandirilir (32).

Testisin interstisyel dokusu, androjen tiretimi agisindan onemlidir. Testisler de seminifer
tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan ve lenf damarlariyla doldurulmustur. Bag
dokusu cesitli tipte hiicre igerir, bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikte islevsel olarak belirgin hale gelen
leydig hiicreleri interstisyel dokuda bulunur. Bu hiicreler, sekonder seks karakterlerinin

gergeklesmesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu tiretirler (32).

2.1. 2. 1. Seminifer tiibiiller

Her testiste yaklagik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil; ¢aplar1
yaklagik 150-250 um ve boylar1 30-70 cm olan; iki ucu U seklinde ve rete testise agilan
tiiplerdir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklagik 250 metredir (34). Tiibiiller
kivrimlidir ve uglarina dogru liimeni daralarak diiz tiibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa
segmentler halinde devam eden kangallar seklinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri

rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglar. Rete testis,

13



seminifer epitelin triinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar
agidir. Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklagik 10-20 adet duktuli efferentes ile
epididimin bas kismina baglanmaktadir (34).

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusunun kilifi, belirgin bir bazal membran ve
karmasgik bir terminal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibr6z lamina
propria birkac fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal membrana yapisik olan en igteki
katman, diiz kas 6zellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler igerir. Seminifer tiibiillerin
arasindaki boslugu kan damarlari, lenfatik kanallar veya sinlizoidler, makrofajlar ve androjen
iireten hiicre gruplari olan interstisyel (Leydig) hiicreleri doldurur (27, 29). Seminifer epitelde
iki tip hiicre vardir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenez serisini olusturan hiicreler
(spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler). Spermatogenez serisinin hiicreleri 4-8
tabaka halinde diizenlenmistir; fonksiyonlar1 spermatozoonlar1 tiretmektir. Spermatozoonlarin
iiretimi spermatogenez olarak adlandirilir. Bu siire¢, mitoz ve mayoz hiicre boliinmeleri igerir
ve hiicreler sonunda spermatozoonlara farklilasir; bu agsama spermiyogenez olarak adlandirilir
(27, 29).
2.1.2.1.1. Miyoid hiicreler

Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden
sorumludurlar. Spermler epididimal kanaldan gectikten sonra ileri motilite 6zelliklerini
kazanirlar. Peritiibiiler doku olarak da adlandirilan tunika propria, esas olarak fibroblast iceren
cok katli bir bag dokusudur. Seminifer tiibiil etrafin1 ¢evreleyen 3-5 kat miyoid hiicre ve
kollajen fibril katmanindan olusmaktadir (33). Baz1 hayvanlarda miyoid hiicreler ultrastriiktiiel
olarak incelendigi zaman, sitoplazmasinda ¢ok sayida aktin filamentleri icermesi ve bazal
membrana sahip olmasi ile diiz kas hiicrelerine benzedigi ortaya konmustur. Fibroblastlarinda
bulunan diiz endoplazmik retikulum icermeleri sayesinde kollajen sentezinde gorev almaktadir
(35). Spermatozoon ve testikiiler stivinin seminifer tiibiillerden duktus epididimise ulagmasi
miyoid hiicrelerin ritmik kasilma hareketi ile peristaltik hareketin saglanmasi ile gergeklesir
(29).
2.1.2.1.2. Sertoli hiicreleri

Destek hiicreleri adinida alan Sertoli hiicreleri, bazalden limene kadar uzanan biiyiik,
prizmatik hiicrelerdir. Tiibiil boyunca diizgiin araliklarla yerlesim gosteren Sertoli hiicreleri
arasinda bazale yakin yerde 6zel tip baglantilar bulunmaktadir. Oval veya tiggen bir sekilli

cekirdek biiylik olup, 1-2 belirgin ¢ekirdekcik igerir. Cekirdegin en 6nemli 6zelligi bir ya da
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daha fazla derin invaginasyonlar gostermesidir. Elektron mikroskobunda Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarmin lipid damlaciklar1 yoniinden zengin olduklar1 goriiliir. Ayrica gelismis
graniiler endoplazmik retikulum (GER), yaygm agraniiler endoplazmik retikulum (SER)
sisternalari, dagmik halde serbest ribozomlar, primer ve sekonder lizozomlar, glikojen
graniilleri, mikrotiibiiller ve filamanlara sahiptir. Insanlarda ender olarak da, ¢ekirdek yakininda
yer alan protein yapisinda olduklarina inanilan kristalloid cisimcikler olan Charcot—Bottcher
kristali de goriilebilir. Sitoplazmada ¢ok miktarda gdzlenen elektron dens cisimciklerin, steroid
senteziyle ilgili olduklar1 diisiiniilir. Mitokondriyonlar, tiibiiler tipte olup sekil degistirirler.
Ayrica fincan sekilli mitokondriyonlar ve protriizyon mitokondriyonlar diye tanimlanan 6zel
tipteki mitokondriyonlar hiicrenin bazalinde yer alirlar. Fincan sekilli mitokondriyonlar
ozellikle agraniiler endoplazmik retikulum ile yakin iliskilidir. Protriizyon mitokondriyonlar ise
agraniiler endoplazmik retikulumun genislemisbir kesecigine dogru agizlasma gosterir.
Sitoplazmada iyi gelismis Golgi kompleksi de yer almaktadir (29).

Sertoli hiicreleri, puberteye kadar seminiferdz epitelin dominant hiicre tipidir. Puberteden
sonra, seminiferdz tiibiilleri déseyen hiicrelerin yaklasik % 10’unu olusturur. Daha ileri yastaki
erkeklerde spermatogenik hiicre populasyonu azaldigi zaman, Sertoli hiicreleri tekrar
seminiferdz epitelin ana elamani haline gelir. Bazolateral bolgelerinde Sertoli hiicreleri, komsu
Sertoli hiicreleri ile okludens tipi baglantilar1 olustururlar. Bazolateral okludens baglantilar,
seminiferdz epiteli bazal ve adluminal kompartmana bolerler ve gelismekte olan spermatositleri
ve spermatidleri oto-immiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyerinin esas yapisini
olustururlar (29).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari:

1- Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,

2- Spermiyogenezin sonunda atilan rezidiiel cisimcikleri fagosite etmek,

3- Olgun spermatidlerin aktin aracilik asilmalarla, spermiasyon siirecinde, seminiferdz
tiibiil limenine salinimini kolaylastirmak,

4- Seminiferdz tiibiil limenine proteinler ve iyonlardan zengin bir siv1 salgilamak,

5- Follikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimiyla, androjen baglayici protein (ABP)
sentezlemek. Bu protein, seminiferdz tiibiil i¢inde spermatogenez i¢in gerekli olan
testosteronun yogunlagsmasini saglar.

6- Anteriyor hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini 6nleyen; inhibin ve uyaran;

aktivin ad1 verilen peptidleri salgilamak,
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7- Anti-Miillerian (Miillerianinhibe edici) hormonu iiretmek. Bu hormon embriyonik
gelisim sirasinda, erkek fetusta Miiller (Paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglar (34).
2.1.2.1.3. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda yerlesim
gosterdikleri icin kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar. Ug temel morfolojik
spermatogonyum tipi gézlenir: Tip A koyu spermatogonyumlar, seminifer epitelin kok (stem)
hiicreleridirler. Yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek icerirler. Puberteden
itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gecirerek ya tip A koyu spermatogonyumlariya da tip A agik
spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip A acik spermatogonyumlar, soluk boyanan, ince graniiler
kromatinli oval ¢ekirdek icerirler. Mitotik bdliinmeleri sonucunda farklanarak tip B
spermatogonyumlar1 olustururlar. Tip B spermatogonyumlar, merkezi yerlesimli ¢ekirdekcige
sahip sferikal ¢ekirdek icerirler. Cekirdek kromatini ¢ekirdekcik ¢evresinde ve ¢ekirdek kilifi
boyunca yogunlagsma gosterir (36, 37)
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2.1.2.1.4. Primer ve sekonder spermatositler

Basarili mitotik boliinmeler gegirdikten sonra, tip B spermatogonyumlar, son S fazini
(DNA sentezi) tamamladiktan sonra mayoz boliinmenin profaz asamasina girerler.
Spermatogenik hiicrelerin yasam siiresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu son turu,
mayozun profaz I asamasina baslayan bir primer spermatositin spermatogonyuma gore iki kat
DNA miktarma sahip olacagini belirler. Primer spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4N
DNA [N haploid kromozom sayisini (insanlarda 23 kromozom) ya da bu kromozom
takimindaki DNA miktarin1 gosterir] icerir (39). Spermatositler iki basarili mayotik hiicre
boliinmesi gegirirler ve Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin hemen iizerinde,
seminifer tiibiiliin adluminal kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz bolinmeler kan-
testis bariyeri i¢inde gergeklesir (27, 33).

Olusmalarimdan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz boliinmenin profazina girerler.
Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak iizere birinci mayoz
bolinmeye gider. Bu béliinmenin profaz asamasi yaklagik 22 giin siirdiigiinden, kesitlerde
goriilen spermatositlerin ¢ogu bu asamada izlenecektir. Primer spermatositler spermatojen
serinin en biiyiik hiicreleridir ve ¢ekirdeklerinde, sarmalanma siirecinin degisik agsamalarinda
kromozomlarin bulunmasi ile tanmirlar. Birinci mayoz bdliinmeden sonra sekonder
spermatositler olarak adlandirilan ve yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha
kii¢iik hiicreler olusur. Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin
bir DNA sentezi olmayan ikinci mayoz bolinmeye giderler. Testis kesitlerinde sekonder
spermatositlerin gozlenmesi zordur, c¢ilinkii bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan ve ¢cabucak
ikinci mayoz boliinmeye giren kisa omiirlii hiicrelerdir. Her bir sekonder spermatosit artik
herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet haploid
spermatid meydana getirir. D6llenmeyle bunlar diploid sayiya donerler (27; 35)
2.1.2.1.5. Erken ve ge¢c donem spermatidler

Haploid spermatidler seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal kompartmanda yerlesen,
sertoli hiicre sitoplazma kriptalar1 icinde gomiili, kiigiikk boyutlar1 (7-8 pum capta),
yogunlagmis kromatin bolgeleri igeren g¢ekirdekleri ile ayirt edilebilir hiicrelerdir (27; 31).
Spermatidin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan belirgin bir Golgi kompleksi,
mitokondriyumlar, bir c¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulumu

tiibtillerini igerir. Proakrozomal grantiller olarak adlandirilan PAS pozitif kii¢lik graniiller Golgi
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kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir akrozom vezikiiliiniin iginde yer
alan tek bir akrozom graniilii olustururlar (34)
2.1.2.1.6. Spermatozoon (Olgun spermatozoa)

Olgun germ hiicresidir. Insanda spermatogonyumdan spermatozoon olusumu arasinda
gegen siire yaklasik 64 giindiir ve bu silirece spermatogenezis adi verilir. Olgun insan
spermatozoonu bas, orta parca ve kuyruktan olusur. Spermin bas ve kuyruk kisimlarini plazma
membrani sarar. Bas, akrozomla sarilmig ¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilasmis sekilde olup,
yogun halde kromatin icermektedir. Cekirdegin anterior yarismi akrozom orter. Ozel bir tip
lizozom olarak kabul edilen akrozom; akrozin denilen tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz,
hyalurodinaz ve noroaminidaz gibi hidrolitik enzimler igerir. Orta parga, bas ve Kuyruk
arasindaki baglantiy1 saglayan bir ¢ift sentrioliin bulundugu dar bir parcadir. Distal sentriol,
sperm kuyrugunun merkezi parcasi olan aksonemaya kaynaklik yapar. Kuyruk yapisal yonden
silyuma benzer. Kuyruk {i¢ par¢aya boliinmiistiir; orta parca, esas parca ve son parca. Kuyrugun
orta pargasi, sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler
aksonema ve dig yogun lifler ad1 verilen sperm boynundaki baglant1 par¢asindan kuyruk
boyunca uzanan dokuz adet uzunlamasia seyreden filamanlardan olusur. Esas par¢a kuyrugun
en uzun parcasidir. Yedi dis yogun lifle sarili merkezi aksonema ve bir fibroz kiliftan olusur.
Hem dis yogun lifler hem de fibroz kilif spermin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve
kivrilma i¢in saglam bir iskelet olusturur. Son parga, dis yogun lifler ve fibroz kilifin erken
sonlanmasindan dolay1 sadece aksonema bulunan kuyrugun ¢ok kisa bir parcasidir (27).
2.1.2.2. interstisyel alan

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki bosluklar; Leydig hiicreleri, bag dokusu
elemanlari, sinirler, kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler pencereli
tiptedir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢mesine miisaade ederler.
Interstisyel alanm, lenf damarlarindan zengin olmasi, bu organdan alman interstisyel siv1 ile
lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi aciklamaktadir. Interstisyum Leydig hiicreleri,
fibroblastlar, farklilagmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar1 icermektedir.
Leydig veya testisin interstisyel hiicreleri, yuvarlak ya da poligonal sekilli olup, eozinofilik bir
sitoplazmaya sahiptir. Merkezi yerlesimli ¢ekirdek kaba kromatin graniilleri ve belirgin
cekirdekeik igerir. Steroid sentez eden hiicre 6zellikleri tagiyan sitoplazma, yaygin agraniiler
endoplazmik retikulum, kii¢iik lipid damlaciklari, tiibiiler kristali mitokondriyonlar, lipofuksin

graniilleri ile Reinke kristali ve prekiirsorlerine sahiptir. Leydig hiicreleri, sekonder seks
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karekterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler.
Testosteron sentezi mitokondriyon ve agraniiler endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce
gerceklestirilir. Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de miktarlar1 hormonal
uyarmmlara baghdir. Insanda gebelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon,
maternal kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlar: iireten, fetal testikiiler interstisyel
hiicreleri uyarir. Androjenik hormonlar, gelisim swrasinda, erkek genital organlarin
farklilagmasi i¢in gereklidir (27, 29, 32; 35)

2.1.2.2.1. interstisyel bag dokusu

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi agisindan 6nemlidir. Testislerde seminifer
tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kapillerler ve lenf damarlar1 ile doludur. Bag
dokusu degisik tipte hiicreler igerir; bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikte baska bir tip hiicre daha
fonksiyonel olarak belirgin hale gelir. Bu hiicreler testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir
(26, 27).
2.1.2.2.2. Leydig hiicreleri

Interstisyel Leydig hiicreleri, gonadal kabarikligm orijinal mezensiminden kdken alirlar
(29). Memelilerdeki Leydig hiicreleri en az iki farkli tip igerirler. Fetal tip Leydig hiicreleri,
fetal ve neonatal yasam boyunca erkege ait primer seks karakterlerinin olusmasindan
sorumludur. Bunlar1 pubertal erkege ait 6zelliklerden sorumlu yetiskin tip Leydig hiicrelerinin
olusmasi takip eder (35).

Fetal Leydig hiicrelerinin gelisimi; ilk fetal Leydig hiicreleri, testisin sekillenmesini
takiben nispeten daha ge¢ farklilasirlar. Erkek gonadlardan ilk olarak agik bir sekilde
tanimlanabilecek olan yap1 histolojik kesitlerden de goriilebilen seminifer tiibiillerdir. Ilk
Leydig hiicreleri fetal testisin bu gelisim basamagindan sonra goriiliir (33).

Ratlarda seminifer tiibiiller 13. giinde sekillenir. Ayn1 zamanda germ hiicrelerinin
etrafinda ve onlari ¢evreleyen biiyiik yeni tip hiicreler (sertoli hiicre dnciilleri) ortaya ¢ikar (33).
Bu, gonadin anterior bdlgesinde baslar ve gonadin icine girinceye kadar genisleyerek devam
eder ve 24 saatte sonuglanir. Ayn1 zamanda bazal membran spermatik kordlarmn etrafinda
kademe kademe sekillenir. Daha sonra Leydig hiicreleri mezensimal hiicrelerden farklilagarak
interstisyal alanda 15.5 giinde goriiliirler. Bu hiicreler steroid iireten hiicrelerin ultrastriiktiirel
yapisin gosteren; tiibiiler krsitali bliylik mitokondriler, lipit damlaciklar1 ve diiz endoplazmik

retikulum (DER) igerirler ( 29). Fetal rat testisleri testosteron iiretmeye in vivo ve in vitro her
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iki durumda da 15.5 giinde baslar (40). Fetal rat testislerinin gelisebilmesi luteinizan hormonun
(LH) baglanmasi ile olur ve bu hormona cevap 14.5 giin ile 15.5 giin arasinda olur. Ayni
zamanda testosteron sekresyonuda baglar. Fetal Leydig hiicreleri dogumdan sonraki ilk ve
ikinci postnatal hafta boyunca azalir (41). Fetal Leydig hiicrelerine postnatal 2. haftadan sonra
ne oldugu net olarak bilinmemektedir. Histolojik ve ultrastriiktiirel gézlemlerden bunlarin
dejenere olarak yetiskin tip Leydig hiicrelerine doniistiigii veya postnatal yasam boyunca 6zel
bir grup olarak kaldig ileri stiriilmektedir (42).

Yetigkin Leydig hiicrelerinin gelisimi; ratlarda, yetiskin tip Leydig hiicreleri postnatal 10.
giin dolaylarinda goriiliirler ve 15. giinden itibaren pubertenin sonuna kadar (56.giin) artmaya
devam ederler. Leydig hiicreleri mezensimal hiicrelerden sekillenirler, fakat bunlar bir 6nce
meydana gelen Leydig hiicrelerinden farklidirlar. Leydig hiicrelerinin sayica artist LH ve
folikiil stimiilan hormon (FSH) kontrolii altindadir (43).
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Sekil 5: Leydig Hiicresi (44)
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2.1.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan olgun sperme doniisme asamasindaki bir dizi
olaylar siirecini kapsamaktadir. Puberteden kisa bir siire Once, hipofizden salinan
gonadotropinler sayesinde baslar ve hayat boyu devam eder (45).

Baslangictan bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu olay ti¢ faza ayrilir:
1. Spermatositogenez

2. Mayoz

3. Spermiyogenez

Spermatositogenez evresi: Bu evre spermatogonyumlarin boliinmeleri sonucunda
olusan hiicrelerden primer spermatositlerin olugsma siirecidir. Bazal laminanin hemen {istiine
yerlesmis germ hiicreleri olan, spermatogonyumlar ile baglar. Seksiiel olgunlasmada bu
hiicreler bir seri mitoz gegirirler. insanda morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum
vardir: Koyu tip A spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A spermatogonyum ve tip
B spermatogonyum. Koyu tip A spermatogonyum spermatogenik serinin kok hiicre rezervi
olarak goOrev yapar. Zaman zaman tip B spermatogonyuma farklanan agik tip A
spermatogonyuma bdliiniir. Tip B spermatogonyum ise primer spermatositlere farklanan onciil
hiicrelerdir.

Spermatogonyumlarm boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve
sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagl kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriler, tek bir
spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki
iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi sebebiyle bu kopriiler
spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda 6nemli bir rol oynarlar (33).

Mayoz evresi: Primer spermatositlerin pes pese iki mayoz boliinme gegirerek kromozom
sayllarmin ve DNA miktarmin esit olarak her hiicrede yariya distiriilmesi sonucu
spermatidlerin olustugu evredir (33).

Spermiyogenez: Spermatidlerin  farklanma siireci gegirerek spermatozoonlari
olusturdugu evredir (33). Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik
kopriilerin artik cisimcikler olarak ortamdan uzaklagmasi ile spermatidler arasinda birbirinden
ayrilir. Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siireg yaklasik
64 giindiir (33). Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer tiibiilde ayn1 anda
gerceklesmez. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir sathasmnin izlendigi

seminifer tiibiillerin diizensiz goriiniimiinii agiklar.
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Ayn1 zamanda neden seminifer tiibiillerin baz1 bolgelerinde spermatozoonlarin bulundugu
halde diger bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir. Seminifer epitel
siklusu; germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki goériiniimii arasinda olusan
matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. Insanda her siklus yaklasik 161 giin siirer ve

spermatogenez dort siklustan sonra biter (35; 37).
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Sekil 6: Spermatogenez (46)

Spermiogenesis

2.1.4. Testisin Histofizyolojisi

Viicut sicakhiginin  (37°C)  altindaki  sicakliklarda olusan  spermatogenezin
regulasyonunda 1s1 ¢ok dnemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35 °C’dir, bu birkag mekanizma ile
kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus ( pampiniform pleksus) her bir testikiiler arterin etrafini
sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir kars1 1s1 akimi saglar. Skrotumdaki terin
buharlagmasi ile 1s1 kaybi saglanmasi ile soguk gibi durumlarda da spermatik kordondaki
kremaster kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal
kanallara g¢ekilmesi de diger mekanizmalardir. Spermatogenez iizerinde en Onemli etkiyi
endokrin faktorler olusturur. Spermatogenez, hipofizin FSH ve liiteinizan hormonlarmin (LH)
testikiiler hiicreler iizerindeki etkilerine baghdir. LH, intertisyel hiicreler lizerine etki ederek
spermatogenik seri hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini stimiile
eder. FSH'm ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimiile ettigi ve sonugta
CAMP’nin artisma yol ac¢tig1 ve ayn1 zamanda ABP’nin sentez ve salgilanmasini sagladigi
bilinmektedir. Bu protein testosterona baglanarak testosteronu seminifer tiibiillerin liimenine
tagir. Spermatogenezi testosteron uyarir, Ostrojen ve progesteronlarla inhibe edilir.

Spermatozoonlar epididimise, uygun bir ortam olan testikiiler siv1 i¢inde taginirlar.
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Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan tretilir; bu sivi steroidler, proteinler,
iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP igerir (34).

2.1.5. Apopitozis

Apopitozis, birgok fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana gelen programlanmis hiicre

oliimiidiir. Kelime olarak “ayridiisme” anlamina gelir. Embriyonal ve fotal geligim siirecinde,
yaslilikta, hormon azalmasma bagli olarak meydana gelen involusyonlarda ve immun
reaksiyonlarda fizyolojik olarak apoptozis goriillmektedir (47).

Apopitotik siire¢ esnasinda, hiicrede birgok morfolojik degisiklikler meydana gelir. Bu
degisiklikler; hiicrelerin kiiclilmesi, biiziismesi, kromatin yogunlasmasi, niiklear piknoz ve
parcalanma, sitoplazmik tomurcuklanma ve apoptotik cisimciklerin olusumu ile karakterizedir.
Niikleozomlar arast DNA yikimi goriilir. Apopitotik cisimcikler fagosite oldugu igin doku
reaksiyonlarinda inflamasyon goriilmez (47). Apopitotik siiregte gdzlenen asamalar su sekilde
siralanabilir;

1. Apopitozis’in baslatilmasi,

2. Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu,

3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler,

4. Fagositoz.
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Sekil 7: Apopitozis (48)

1. Apopitozis’in baslatilmasi: Apoptotik siirecin baglamasinda hiicre i¢i ve hiicre dis1
kokenli 6liim sinyalleri etkili olur. Bu uyarilara maruz kalan hiicrede, ilgili genetik mekanizma

harekete gecer ve apopitozis baslar (47).

23


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjF5uaogdHJAhWLXBoKHTOxB94QjRwIBw&url=http://www.kozanbilgi.net/apoptozis.html&psig=AFQjCNEPgOzXpwHwKba_vZybyWu_tKzdpw&ust=1449827190424198

Metabolizma ve siklus bozukluklari, hiperkalsemi, pH degisiklikleri gibi etkiler hiicre i¢inden
kaynaklanan sinyallerdir. Hiicre digindan gelen sinyaller ise, ultraviole 1smlari, hipoksi, 1s1
degisiklikleri, anti-kanser ilaclar ve toksik maddelerdir. Dig kaynakli olan sinyaller DNA hasar1
meydana getirerek apopitozise yol agmaktadir (49).

2. Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu: Hiicre i¢i ya da hiicre digindan gelen apopitotik
sinyaller, hiicre igerisinde bulunan proteazlar1 aktive eder. Bu proteazlara kaspaz adi verilir.
(caspase: cysteine containing aspartate specific proteases). Su ana kadar belirlenmis 14 -15
kaspaz vardir (49). Bu kaspazlar; baslatici kaspazlar, oldiiriicii kaspazlar ve sitokin
olgunlasmasindan sorumlu kaspazlar olarak ii¢ sinifa ayrilir (47). Sonug olarak, bu kaspazlarin
aktive olmasi apoptotik siirecin baglamasina yol agar (50). Bu olay su sekilde gerceklesir;

Mitokondri apopitozis olaymda 6nemli rol oynar. Mitokondrial yol, sitotoksik ajanlar ve
oksidatif baski gibi gesitli intraseliiler ve extraseliiler etkiler sonucu aktive olur. Apopitotik
sinyaller, mitokondriye ait i¢ ve dis membranlar arasindaki bosluktan sitoplazmaya dogru
sitokrom ¢ salinmasina neden olur. Sitoplazmaya salinan sitokrom c¢, burada apaf-1’e
(apoptotic protease activating factor 1) tutunur. Apaf-1’e tutunan sitokrom c sitoplazmada
apoptozom olusumuna neden olur. Meydana gelen apoptozomlar ise, kaspazlar1 aktive eder.
Sonug olarak, kaspazlarin aktivasyonu da apoptozise yol agar (50).

3. Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler: Apopitotik siirecin sonlarina
dogru, kaspazlar DNA kirilmalarina yol agar. Aktin filamanmin yikimina bagli olarak hiicre
normal seklini kaybeder ve hiicre membraninin asimetrisi bozulur. Su kaybeden hiicre biiziiliir.
Hiicre yiizeyinde kraterler olusur. Cekirdek de biiziilerek pargalanir. Son olarak hiicrenin
pargalanmasiyla apopitotik cisimcikler meydana gelir (47).

4. Fagositoz: Meydana gelen apopitotik cisimcikler, ¢evredeki parankim hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan fagosite edilerek dokudan temizlenir. Apopitozis esnasinda inflamasyon
olusmaz (47).

Apopitozis’in Diizenlenmesi: Hiicrelerdeki apopitotik siirecin kontrol edilmesinde
mitokondriler 6nemli bir rol Gistlenir. Apopitozis siirecinde Bel-2, Bax ve Bcl-X gorev alan
baglica mitokondri molekiilleridir (50). Bcl-2 ailesi pro-apopitotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-XS) ve
anti-apopitotik (Bcl-2, Bcl-XL) iiyeleri igerir (50). Bu iiyelerin mitokondrileri etkilemesi
sonucu sitokrom c ya sitoplazmaya salinir (apopitozisin baslamasi) ya da salinim baskilanir
(apoptozisin inhibisyonu). Pro-apopitotik ve anti-apopitotik iiyeler arasindaki denge sitokrom

¢ salinmasinda 6nemli bir role sahiptir.
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Bcl-2, Bax’in mitokondrial membrana tutunmasini engelleyerek, sitoplazmaya olan sitokrom ¢
salinimini inhibe eder ve apoptozis engellenir. Olaym bu sekilde ger¢eklesmedigi durumlarda
ise, Bax mitokondrial membrana tutunarak sitoplazmaya olan sitokrom ¢ salinmasini aktive
eder ve apopitozis olusur. Sonug¢ olarak, bir hiicre sitoplazmasinda immuno histokimyasal
olarak Bax proteininin gdsterilmesi o hiicrede apopitozis’in meydana geldigini ortaya koyar
(51, 52).
2.2.Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) plastiklerin ve reginelerin {iretimi esnasinda diger kimyasallar ile
polimerlesmesine yardimci olarak kullanilan bir monomerdir. 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan,
genel olarak Bisfenol A (BPA) adi ile bilinmektedir. Iki mol fenoliin bir mol aseton ile diisiik
pH’da ve yiiksek sicaklikta kondensasyonu ile elde edilmektedir. Genelde iiretilen BPA %99-
99.8 saflikta olmaktadir (53).

2.2.1.Bisfenol A’nin Genel, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

BPA kati, fenolik kokulu, krem-beyaz renkte, kristal yapidadir. 25°C’deki yogunlugu 1.1-
1.2 gL °dir. Etanol, aseton ve dimetilsiilfoksid (DMSO) gibi ¢oziiciilerde iyi ¢dziinmektedir.
Sudaki ¢dziiniirliigii 25°C’de 120 mgL " dir (53).

2.2.2. Bisfenol A’min Uretimi ve Kullanim Alanlan

BPA’nin diinyadaki yillik iiretimi ortalama 1.7 milyar kg civarindadir. Almanya,
Hollanda, Japonya ve Amerika gibi iilkelerde Dow, Bayer, Shell, Mitsubishi, Mitsui ve Shin
Nihon gibi firmalar tarafindan iiretilmektedir. BPA’nin kullanim alaninin fazla olmas1 ve artan
talep nedeniyle yillik iiretimi de giderek artmaktadir. Sadece Avrupa’da 1997-98 yillari
arasinda 40.000 ton BPA kullanilmigtir. BPA’nin en fazla kullanildigialan %60’lik oranla
polikarbonat plastik tiretimidir. Bunu %26’lik oranla epoksi regine iiretimi takip etmektedir.
Genel olarak polyester iiretimi, termal kagit tiretimi, PVC plastiklerde katki maddesi olarak
kulanimy, lastik ve poliamid sanayinde kullanimi % 0.2—0.3 oranlarinda degismektedir. Giinliik
hayatimizda kullandigimiz PVC plastik pencereler, kompakt disk, is giivenlik kasklari, kursun
gecirmez camlarin ylizeyine kaplanan film, otomotiv pargalari, toz boya, su ve siit sisesi, bebek

biberonu, birgok elektrik ve elektronik parca yapiminda BPA kullanilmaktadir (53).

25



H,C._CH H.C CH
3 W 3 3 3
+
HO OH ; HO OH

H,0

Sekil 8: Bisfenol A’nin Formiiliizasyonu (54)

Polikarbonat plastikler ve epoksi recineler genel olarak gida saklama posetleri, su, kola
ve meyve suyu siseleri, kola ve bira kutularinin i¢ ylizeyinin kaplandigi plastik film yapiminda,
bebek biberonu ve kompakt disk yapiminda kullanilmaktadir. Yiksek sicakliga dayanikli
polikarbonat plastikler yaygin olarak otomotiv sektoriinde de kullanilmaktadir. BPA’nin ¢ok
genis kullanim alanmmm olmasi gilinlik hayatta kisilerin BPA ile temas etme risklerini
arttirmaktadir (13).

Polikarbonat bebek biberonlarinin normal kullanimi ile <0.03-5 ppb, polikarbonat
siselerin otoklav edilmesi ile 2.8 ppb ve epoksi film kapli konserve kutusundan 80 ppb BPA’nin
aciga ¢ikabildigi belirtilmektedir. Dis dolgu maddesi yapiminda polimerik BPA bis-
glisidildimetasiralat ve Bisfenol A-dimetilakrilat kullanilmaktadir (55). 50 mg dis dolgu
maddesinin uygulanmasindan 1 saat sonra 0.05-1 ppm BPA’nin agiga ¢iktigini belirtmektedir
(65).

2.2.3. Bisfenol A’nin Cevresel Durumu

BPA’nin ¢evresel konsantrasyonu hakkinda yapilan ¢aligmalarda yiizey sularinda BPA
konsantrasyonlarinin farkhiliklar gosterdigi belirtilmektedir. Avrupa’da yapilan ¢aligmalarda
BPA’nin yiizey sularindaki oranlarinin farkli {ilkelerin smirlarindan gegen ayni nehirde bile
farklilik gosterdigi belirtilmistir. Almanya, Belcika ve Hollanda’nin sehir sebekesi sular1 Rhine
ve Meuse nehirlerinden temin edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda sehir sebekesi suyunda (<8-
11 ngL -1) BPA bulundugu belirtilmektedir (56). BPA’nin biiyiikk miktarlarda gevreye
bulagmasi, liretim sirasinda olusan atiklarin yeterince aritilmadan atik sularla yilizey sularina
verilmesi, BPA depolarinda meydana gelen kagaklar ve tagimacilik sirasinda meydana gelen
kazalarla ger¢eklesmektedir. 1993 yilinda tretilen 640.000 ton BPA’nin yaklagik %0.017’si
cesitli yollarla ¢cevreye dagilmistir.
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2.2.4. Bisfenol A’nin Mutajenite ve Toksisitesi

Yapilan bakteriyel mutasyon c¢alismalarinda BPA’nin  mutajenik  olmadigi
belirtilmektedir. BPA ile 6n inkiibasyona birakilan Salmonella typhimurium TA98, TA100,
TA1535 ve TAI1537 suslar1 ile gergeklestirilen mutasyon g¢alismalarmda 333.3 ug plak
konsantrasyonu i¢in metabolik aktivasyonlu (+S9) ve metabolik aktivasyonsuz (-S9) test edilen
orneklerde revertantlarin sayisinda artis olmadig: belirtilmektedir (57). Benzer bir diger caligma
S. typhimurium TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslar1 ile 500 pg plak konsantrasyonunda
metabolik aktivasyonlu ve aktivasyonsuz orneklerde revertantlarin sayisinda artis olmadigi
belirtilmistir (58). BPA diisiik akut inhalasyon toksisitesi gostermektedir. 10’ar adet disi ve
erkek Fisher F344 ratlar1 ile gergeklestirilmis bir calismada 170 mg/m® BPA inhalasyon yolu
ile verilmis ve calismada higbir ratin 6lmedigi, LC50 degerinin >170 mg/m® oldugu
belirtilmistir (59). BPA’nin akut oral toksisitesinin belirlenmesi igin yapilan ¢alismada 5’er adet
disi ve erkek (Sprague-Dawley) rata oral yolla (2000-5000 mg/kg) verilen BPA’nin 2000
mg/kg konsantrasyonunda 6 liime neden olmadigi, 5000 mg/kg konsantrasyonunda erkeklerden
I’inin ve disilerin hepsinin 6ldiigli belirtilmistir. Disilerin erkeklerden daha hassas oldugu,
erkek ve dislerin hepsi degerlendirildiginde LD50 degerinin 5000 mg/kg™ oldugu belirtilmistir
(5).

BPA ve analoglarmin Suriye hamster embriyo hiicre kiiltiiriinde ve V79 hiicre kiiltiiriinde
aneuploidiye neden oldugu, BPA’nin dietilstilbestrolden daha diisiik aktiviteli olarak V79 hiicre
kiiltiirtinde mikro niikleus olusumuna neden oldugu belirtilmektedir (60).

2.2.5. Bisfenol A’nin Viicuda Alinmasi ve Fetiise Etkisi

Oral yolla alinan BPA, gastrointestinal yolla viicuda girmektedir. Oral yolla alinan
miktarin %83 kadar1 72 saat i¢ginde diski ile atilmaktadir. Viicuda alinan BPA, 6ncelikle
karacigerde monoglukuronid formuna doniistiiriilmekte ve daha sonra idrarla viicuttan
atilmaktadir. BPA’nin monoglukuronid formunun anne siitiine gecebilecegi belirtilmektedir.
Hamile siganlara besinlerle verilen BPA’nin, plasentada, 0,4 ve kanda 1,6 pg/kg olarak
bulundugu ve plasenta yolu ile fetiise gectigi belirtilmektedir. Yavruda BPA
konsantrasyonunun anneye gore daha az oldugu ancak BPA nin akiimiile olabilme 6zelliginden
dolay: fetiisiin risk altinda oldugunu gostermektedir (61). igme suyu ile verilen BPA’nm iireme,
testis patolojisi ve spermatogenezis iizerine etkisi dort nesil boyunca incelenmis (2-200 pg/kg
glinliik), BPA’nin siganlarda iireme, testis patolojisi ve 6zellikle spermatogenezis iizerinde

olumsuzluklar meydana getirdigi belirlenmistir.

27



BPA’nin disiik ¢evresel konsantrasyonlar1 (2,4 ug/kg) siganlarda eseysel olgunlugun
hizlanmasive postnatal gelismelerde anormalliklere neden olmaktadir (62).
2.2.6. Bisfenol A’nin Hormonal Aktivitesi

Insan, rat ve sicanlarda Ostrojen reseptdrlerinin Era ve Erf olmak iizere iki alt tipi
bulunmaktadir. BPA’nin Era ve Erf reseptor bolgelere baglanabilme 6zelligi 17p-estradiol’e
gore 10.000 kez daha zayiftir (61). Ratlar ile yapilan galismalarda BPA’nin &strojen
reseptorlerine baglanabilme oraninin 17B-estradiol’e gore 1/2000-8000 kez daha zayif oldugu
belirtilmistir (54). MCF-7 hiicre kiiltiirinde BPA’nin insan serumu varhigmda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi belirtilmektedir. Ostrojen antagonisti hidroksitamoksifen
varliginda BPA’nin Ostrojenik aktivitesi 17B-estradiol gibi inhibe olmaktadir. BPA, MCF-7
hiicrelerinde 17p-estradiol gibi progesteron seviyesinin artisina neden olmaktadir (63).
BPA’nin progesteronik aktivite gostermedigi ve anti-androjenik aktiviteli oldugu belirtilmistir.
BPA, 17B-estradiol gibi prolaktin salgilanmasini arttrmakta, konsantrasyona bagli olarak
degisen prolaktin salimmas1 17B-estradiole gore 1/1000-5000 kat daha zayif olmaktadir (63).
2.2.7. Bisfenol A’nin Biyodegradasyonu

BPA’nin biyodegradasyonu calismalari, kiltiir ortamindaki organizmalarin oksijen
tiikketimi, karbondioksit olusturmasi ve analitik cihazlarla BPA’nin kalitatif ve kantitatif analizi
gibi farkli yontemlerle gergeklestirilmektedir. OECD (Organization for Economic Cooperation
and Development) 301B Ready Biyodegradasyon testi ile Bisfenol A’nin sehir kanalizasyonu
lagim camurunda 28 giinliik Ready Biyodegradasyon diizeyinin %83,6 oldugu, organizmalarin
tirettigi CO2 miktarma gore belirlenmistir. West ve Goodwin (1997), OECD 301F Manometrik
Respirometri testi ile BPA’nin 28 giinliik biyodegradasyon diizeyinin % 81-93,1 arasinda
degistigini belirtmektedirler (64). Stone ve Watkinson (1983), kapali sise (Closed bottle) ve
Modifiye Sturm testiyle aktif gamurda BPA’nn biyolojik olarak pargalandig: belirtilmektedir
(65). Turner ve Watkinson (1986), biyolojik atik su aritma tesisi Modifiye SCAS (Semi
Continuous Activated Sludge) testi ile BPA’nin 30 giinliik acrobik biyodegradasyon diizeyinin
%87-95 arasinda degistigini belirtmektedir (66). BPA’nin nehir suyu Orneklerinde
parcalanmasinda bakteri sayisinin etkili oldugu, bakteri sayisi>10.000 CFU mL oldugu
durumlarda 30°C’de 2, 20°C’de 4 ve 4°C’de 20 giinde %40’nmn pargalandig1 belirtilmistir.
Beyaz c¢iirtik¢iil kiif mantar1 Trametes villosa’dan izole edilen lakkaz enzimi ile BPA’nin

parcalanabildigi belirtilmistir (67).
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BPA’nin topraktaki parcalanabilirliginin ¢ok uzun zaman aldigi, 14C ile isaretli BPA
kullanilarak yapilan ¢alismada ancak 120 giinliik inkiibasyon sonrasinda isaretli karbondioksit
orneklerinin toplanabildigi belirtilmistir (63).
2.2.8. Bisfenol A’nin Metabolize Edilmesi

BPA’nin biyodegradasyonu sirasinda mindr ve major olmak iizere iki yolla metabolizma
olmaktadir. BPA’nin 4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksiasetofenon gibi ara bilesiklere ve
karbondioksite kadar pargalanmaktadir (68). BPA’nin yaklasik %80 kadar1 biyodegradasyon
sonucunda p-hidroksiasetofenon ve p-hidroksibenzaldehit’e degismektedir. Bu par¢alanmis iki
tirtin, daha sonra p-hidroksibenzoik asit ve CO2’ye kadar indirgenmektedir. BPA’nin kalan
%20’lik kism1 biyolojik siklus i¢inde dnce 2,2-bis-(4-hidroksifenil)-1-propanol’e daha sonra
mindr biyodegradasyon yolunda 2,3-bis-(4-hidroksifenil)-1,2-propandiol (Tetraol-1V)’ e
dontstiiriilmektedir. Tetrao-IV  olduk¢a yavas bir sekilde p-hidroksifenagil alkole
dontistirilmektedir. BPA’nin  karigik  kiiltirde biyodegradasyonu sonucunda olusan
parcalanma irlinleri arasmmda Tetraol-IV ve p-hidroksifenacil alkol tespit edildigi
belirtilmektedir (69).
2.3. ANTIOKSIDANLAR
2.3.1. Antioksidanlarin tanimi

Genel tanimiyla antioksidanlar, canli organizmalarda olugsan oksidan yapilarin lipid,
karbonhidrat, protein, DNA gibi okside olabilecek yapilara etki etmesini engelleyen veya
geciktiren yapi1 ve enzimlere denilmektedir (70). Antioksidan molekiilleri hiicrelere
saldirmadan serbest radikalleri deaktive ve stabilize etme yetenegine sahip olmaktadir. Iyi bir
antioksidanda olmasi gereken 6zellikler; kolayca absorbe olabilmeli, serbest radikallerin
etkilerini ortadan kaldirabilmeli, hem s1vi ortamda hem zar ortaminda fonksiyonel bir sekilde
islevini yerine getirebilmeli, redoks metalleriyle selat olusturabilmelidir. Endojen veya eksojen
yollarla olusan radikaller antioksidanlar sayesinde reaksiyonlar1 yavaslatilarak etkisiz hale

getirilebilmekte veya olumsuz etkileri azaltabilmektedir (71).
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2.3.2. Antioksidanlarin simiflandirilmasi

ANTIOXIDANT

ELECTRON

FREE RADICAL

Sekil 9: Serbest radikalin nétralizasyonu (72)

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde siniflandirilirlar. En 6nemlileri

sunlardir;

Enzimatik Antioksidanlar:
-Siiperoksit Dismutaz (SOD),

-Katalaz (CAT)

-Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px),
-Glutatyon Rediiktaz (GR)

-Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

-Glutatyon
-Vitamin A
-Vitamin C
-Vitamin E
-Albumin
-Haptoglobulin
-Sistein
-Seruloplazmin
-Bilirubin
-Ubikinon
-Likopen

-Flavonoidler

-Melatonin

-Selenyum

-Transferrin ve Laktoferrin

-Ferritin

-Urik Asit
-Mannitol
-Lipoik Asit

-Hemopeksin

-Oksipurinol
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2.3.3. Likopen

Karotenoidler, en 6nemli kaynag bitkiler olan dogal olarak goriilen pigmentlerin genis
oranda dagilmis bir grubudur. Genellikle kirmizi, sar1 ve turuncu renklidir. Parlak renkleri, yesil
sebze ve yapraklarda oldugu gibi klorofilik pigmentlerce maskelenmistir. Olgun bitkilerde
klorofil igeriginin azalmas1 sonucu domates, portakal, karpuz gibi cogu meyvenin giizel renkleri
ortaya ¢ikar. Karotenoidler, bitkilerin fotosentezi igin 151k toplama, Ozellikle de yikici
fotooksidasyona karsi koruyucu olarak gereklidir. Karotenoidler cogu ticari gida maddesine
kimyasal sentezle iretilen saf bilesikler ya da dogal ekstraktlar seklinde renklendirici olarak
ilave edilir (73). Insanlar tarafindan bitkisel besinlerle alinan karotenoidler, A-Vitamini
prekiirsorii olarak gorev yaparlar, bunlarin bashcalar1  a-karoten, [B-karoten ve f-
kriptoksantindir. En fazla bulunan ve en etkili olan1 B-karotendir. pB-karoten A vitamin
prekiirsorii olma 6zelligi yaninda biyolojik 6nemi lipit antioksidani olmas1 ve 6zellikle singlet
oksijen olmak iizere serbest radikalleri notralize etmesidir (74). Karotenoidler insan saglig1 i¢in
onemli bilesiklerdir (23). Karotenoidlerin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 onlarin kimyasal yapisina
baghdir. Fotosentezde oldugu gibi enerji transfer reaksiyonlarinda en 6nemli faktoriin 6zellikle
tekli ve konjuge ¢ift bagl bir sistemle 40C iinitinin (C=C) kuyruk kuyruga baglanmasi ile
sekillenen tetraterpen yapisinda uzamalarinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Molekiiliin
bu o6zelligi singlet oksijen toplamalarina izin verir. Karotenoidlein bu radikal toplama
ozellikleri sayesinde, ¢ofu epidemiyolojik olan caligmalarla, kanser, kalp rahatsizliklari,
dejeneratif g6z hastaliklar1 gibi ciddi rahatsizliklara karsi koruyucu etkileri oldugu
gosterilmistir. Onemli bir karotenoid olan likopen en fazla domates (Lycopersicum
esculentum)’de olmak iizere karpuz, pembe greyfurt gibi meyve ve sebzelerde bulunur ve
onlara kirmizi rengini verir (75). LKP, B-karotene gore in-vitro sistemlerde antioksidan olarak
daha biiyiik radikal toplama aktivitesine sahiptir (74).

Lutein, a-karoten, B-karoten, B-kriptoksantin ve likopen insan kaninda en bol bulunan
karotenoidler arasindadir. Epidemiyolojik calismalardan elde edilen verilere goére yiiksek
oranda karotenoidce zengin sebze ve meyve alinimi insanlar1 en yaygin goriilen, kolon, mide
ve prostat kanserine karsi korumaktadir (76).

Karotenoidlerin  antioksidan  aktiviteleri ~ multilamellar  lipozomlarda lipit
peroksidasyonun 6l¢iilmesi ile belirlenmistir. Etki oranlar1 likopen> a-tokoferol> a-karoten>

B-kriptoksantin> zeaksantin = B-karoten> lutein seklinde siralanabilir (75).

31



Domates; domates suyu, sos, salca veya ket¢ap seklinde islendigi zaman, LKP’ nin,
kimyasal yapist 1stya bagl olarak degigsmekte, bu da viicut tarafindan daha kolay absorbe
edilmesini saglamaktadir. Buna gore igslenmis ya da pisirilmis domates iiriinlerindeki LKP’nin
biyoyararliligi, ham domates iiriinlerinden daha fazladir (23).

LKP, bir alifatik hidrokarbondur ve dogal olarak bulunan yaklagik 600 karotenoidden bir
tanesidir (77). LKP, 11 konjuge ve 2 konjuge olmayan ¢ift bagli agik zincirli bir hidrokarbondur.
LKP’nin emilimi, lipit miselleri ile birleserek bagirsak mukoza ylizeyinden pasif diflizyonla
gerceklesmektedir. Daha sonra silomikron yapilara dahil edilerek karacigere tasinmak tizere
lenfatik sisteme girmekte, en ¢ok karacigerde ¢ok az miktar1 da dalakta depolanmaktadir.
Bagirsaklardan emilebilen nadir karotenoitlerden olmasina karsilik, plazmada en ¢ok bulunan
karotenoittir (78). LKP dogada meyve, sebze ve diger yesil bitkilerde bol miktarda bulunan
karetenoittir.

Sekil 10: Likopenin Formiiliizasyonu (79)

LKP’nin de dahil oldugu diyete bagl antioksidanlarin reaktif oksijen tiirlerini inaktive
ettigi ve oksidatif hasara kars1 koruma saglayarak, prostat kanserinin 6nlenmesinde potansiyel
molekiiller olabilecekleri disiiniilmektedir. Yine domates ve domates iiriinlerinin, bazi kanser
tiplerinin ve plazma lipit peroksidasyonun gelisimi ile ters bir iliski gostermesi de LKP’nin
antioksidan 6zelliklerine baglanmustir (80).
2.3.4.Testis, Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidan Sistem

Spermatogenez, spermatogoniumlarin proliferasyonu, mayoz ve spermiyogenez
asamalarindan olusan erkek germ hiicre gelisiminde kompleks bir siiregtir. Bu siiregte dogal
olarak meydana gelen hiicre boliinmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda
mitokondriyel oksijen tiiketimini gdstermektedir. Testisteki zay1f vaskiilarizasyondan dolay1

testisteki oksijen miktar1 diisiiktiir.
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Hem spermatogenez hem de Leydig hiicresi oksidatif stresle hasar gorebildigi igin testisteki
diisiik oksijen miktari, testisi serbest radikallerin hasarindan koruyabilecek mekanizmalarin
baginda gelmektedir (81).

Testis serbest radikallerin hasarindan korunabilmek i¢in ¢esitli antioksidan enzimler ve
serbest radikal temizleyicilere sahiptir. Bu antioksidan savunma sistemleri olduk¢a 6nemlidir,
ciinkii peroksidatif hasar testikiiler torsiyondan diyabete ve ksenobiyotik maruziyeti gibi
kosullarda patolojik sonuclar1 destekleyen bozuk testikiiler fonksiyonun tek 6nemli sebebiymis
gibi kabul edilir (81). Testikiiler mikro ¢evredeki diisiik oksijen miktara ragmen testis; fazla
miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin varligi nedeniyle, oksidatif
sitrese kars1 hassas hale gelmektedir. ROS; mitokondriden ve ksantin ve NADPH oksidazlar1
iceren ¢esitli enzimlerden ve ayrica sitokrom P450’lerden olusabilir. Testis ROS kars1 hem
enzimatik hem de non-enzimatik d6gelerden olusan antioksidan sistemler icermektedir (81).

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunda bir son iiriin olmakta ve oksidatif
hasarin diizeyini géstermede kullanilmaktadir. Bu bilesik ya hiicre diizeyinde metabolize edilir,
ya da diffiize olarak diger hiicrelerde hasar yaratirlar. Aerobik bir ortamda gerek metabolizma
reaksiyonlar1 sirasinda, gerekse dis etkenlere bagli olarak meydana gelen oksijen kaynakli
radikaller, lipoproteinlerde ve hiicre zarinda bulunan lipitlerde (coklu doymamis yag asitleri)
oksidasyona neden olur. Lipit hidroperoksitleri ile nihai yikim {iriinii olan diisiik molekiil
agirhikli MDA lipit peroksidasyonunun indeksi olarak kabul edilir. Testis ve akciger
dokularinda MDA diizeyi Mihara ve Uchiyama tarafindan gelistirilen yontem ile tayin
edilmektedir (82).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz deneyseldir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez konusunun belirlenmesi ve literatiir aragtirmasi Nisan 2014-Haziran 2014 tarihleri
arasinda yapildi. Etik kurul ve yonetim kurulu karar1 Haziran 2014- Eyliil 2014 tarihinde alind1.
Aragtrmanin deneysel ayagi Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Laboratuvari’nda 2014 yilinin Eyliil ayinda baslayip Aralik ayinda sona erdi. Histokimyasal
ve immuno histokimyasal degerlendirmeler, Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda, biyokimyasal degerlendirmeler ise Dokuz Eyliil Universitesi Fizyoloji
Anabilim Dali’nda 2014 yilinin Haziran ayinda baglayip 2015 yilinin Eyliil ayinda sona erdi.
Tezin yazimi ise 2015 yilinin Eyliil ayinda baslayip, 2016 yilinin Ocak ayinda tamamlanda.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar
Sicanlar rastgele secilerek, bes ¢alisma grubu olusturulmustur. Deney gruplari su sekilde

planland:.

Tablo 3. 1. Deney Gruplarn

1.Grup Kontrol grubu n=7
2.Grup Sham grubu n=7
3.Grup Bisfenol A grubu n=7
4.Grup Likopen grubu n=7
5.Grup Bisfenol A + Likopen grubu n=7
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Deney gruplar1 agagidaki sekilde diizenlenmistir:

1.GRUP: Kontrol Grubu (n=7), Higbir madde uygulanmayacak, bazal degerler i¢in kullanilacak
grup. 15. giin tiim denekler sakrifiye edilmistir.
2.GRUP: Sham Grubu (n=7), 14 giin boyunca 0,1ml etanol ile 0,1 ml/100g misir yagi oral gavaj
yontemiyle verilmistir. 15. giin tiim denekler sakrifiye edilmistir.
3.GRUP: Bisfenol A Grubu (n=7), Bisfenol A, 14 giin boyunca 10 mg/kg giinliik oral gavaj
yontemiyle verilmistir. 15. giin tiim denekler sakrifiye edilmistir.
4.GRUP: Likopen Grubu (n=7), Likopen 14 giin boyunca 4 mg/kg giinliik oral gavaj yontemiyle
verilmistir. 15. giin tiim denekler sakrifiye edilmistir.
5. GRUP: Bisfenol A + Likopen Grubu ( n=7), 14 giin boyunca 10 mg/kg Bisfenol A ve 4mg/kg
Likopen giinliik oral gavaj yontemiyle diye ekle)verilmistir. 15.glin tiim denekler sakrifiye
edilmistir.
Likopen: Likopen, misir yagi icinde ¢oziildii. 14 glin boyunca oral gavaj yoluyla 4 mg/kg dozda
verildi.
Bisfenol A: Bisfenol A, etanol iginde ¢6zlindii ve misir yagi ile diliie edildi. 14. giin boyunca
oral gavaj yontemiyle 10 mg/kg dozda verildi.
Bisfenol A ve Likopen BAP destegi ile saglanan biitge ile temin edildi.
3.4. Calisma Materyali

Calismamizda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Biriminden temin
edilen, Wistar Albino susu toplam (180-200 g) 35 erkek sigan kullanildi. Dokuz Eyliil
Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve
literatiir ile uyumlu olmas1 nedeniyle bu sus se¢ildi. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya kadar
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22°C oda
sicakliginda %50-60 nisbi nem bulunan standart hayvan oda ve kafeslerinde barmdirildi.
Hayvanlarin beslenmesi dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslenmesi

yapildi (ad libitum)

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Aragtirmada Grup 1’e (Kontrol Grubuna) herhangi bir islem uygulanmadi. Grup 2’ye
(Sham Grubu) oral gavaj yontemiyle etanol ile misir yagi, Grup 3’e (Bisfenol A grubu) oral
gavaj yontemiyle BPA, Grup 4’e (Likopen Grubu) oral gavaj yontemiyle LKP, Grup 5’e
(BPA+ LKP) oral gavaj yontemiyle BPA+ LKP verildi.
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3.6. Veri Toplama Araclan
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada hayvan agirliklarint 6lgmek i¢in terazi; deneklerden elde edilen dokularin
takibinde etiiv, kesitlerin alinmasinda mikrotom, boyamalarda kullanilan distile su gereksinimi
icin distile su cihazi, immiinohistokimyasal incelemeler i¢in humidity chamber ve otomatik
mikropipetler, biyokimyasal incelemeler icin sogutmali santrifiij cihazi, vorteks cihazi,

inkiibator, homojenizator ve buzluk kullanilmistir.

3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku Orneklerine rutin doku takip prosediirii uygulanmas,
ince kesitleri alinmis, ¢esitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya uygulamalarina tabi
tutulmustur. Arastirmada  histokimyasal degisiklikler i¢in Hematoksilen-Eozin, PAS
(periyodik asit schiff), immiinohistokimyasal olarak apopitozun belirlenebilmesi i¢in de
TUNEL ve Aktif kaspaz-3 boyamalar1 yapilmastir.
3.6.2.1. Denek Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Deneklerin agirliklar1 deney baslangicinda ve deney sonunda sakrifikasyon Oncesi
Olciildii. Sonuglar SPSS 21 paket programinda Kruskal Walls testi kullanilarak
degerlendirildi. Deneklerin agirliklarinin baslangic ve deney sonundaki verilerinin, grup
icinde karsilastirilmasinda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6.2.2. Histokimyasal incelemeler

3.6.2.3.1. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii

Alman parafin kesitler 2 giin 37°C de etiivde bekletildi. 2 saat 60°C de etiivde bekletilen
kesitler daha sonra 20 dakikast 60°C de etiivde, 20 dakika da iki degisim halinde oda
sicakliginda olmak iizere li¢ degisim ksilolde bekletildi. Ardindan %96’dan %70’a kadar azalan
alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Distile suda yikandiktan sonra 15 dakika
Hematoksilen boya soliisyonu igerisinde bekletilip akarsuda 15 dakika yikama islemi sonrasi
suyu siiziiliip 1 dakika boyuca eozin boya soliisyonu igerisinde bekletildi. 1’er dakika icerisinde
sirastyla %70, %80, %96’ya artan etil alkol serilerinden gecirilip 3 kez 20 dakika ksilol ile
seffaflandirma yapilip entellan ile kapatild1.
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3.6.2.3.2. Periyodik Asit Shiff (PAS) ile boyama yontemi

Bazal membran kalinligindaki degisiklikleri incelemek i¢in PAS boyamas1 uygulamasi
yapildi. Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat 60°C de etiivde bekletilip
ardindan bir saati 60°C de etiivde, 20 dakika da iki degisim halinde oda sicakliginda olmak
tizere ii¢ degisim ksilolde bekletildi. Ardindan %96’dan %70’e kadar azalan alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edilip distile suda ¢alkalandiktan sonra 5 dakika periyodik asit soliisyonu
icersinde bekletildi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin 2-3
dakika distile suda bekletilen kesitler suyu siiziiliip 15 dakika Schiff boya soliisyonu igersinde
karanlik odada bekletildi. Boyamadan sonra 5 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika
hematoksilen boya soliisyonu igersinde bekletildikten sonra %96’lik alkolle ¢alkalanip 3 kez
20 dakika ksilol ile seffaflandirma yapilip entellan ile kapatildi.

3.6.2.4. Morfometrik Degerlendirmeler
3.6.2.4.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Calisma sirasinda testis dokusu degerlendirilirken steorolojik yontemle, seminifer
tiibiillerin ¢ap1 Olciilerek elde edilen veriler, istatistiksel yontemlerle ortalama degerleri
bulunarak gruplar arasindaki tiibiil yap1 farkliliklar1 karsilastirilastirildi. Hematoksilen- Eozin
ile boyanan kesitler Johnsen’s skorlamasi ile degerlendirildi.

Tablo 3. 2. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru
Skor Histolojik Bulgular

Tibiiler kesitte hi¢bir hiicre yoktur.

Sadece Sertoli hiicreleri vardir.

Germ hiicreleri olarak sadece spermatogonyumlar vardir.
Az sayida (5/ tiibiil) spermatosit vardir.

Fazla sayida spermatosit mevcuttur.

Az sayida (5/ tiibiil) spermatid mevcuttur.

Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid vardur.

Olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler mevcuttur.

© 0O N o o B~ W N -

Az sayida (5/ tiibiil) spermatozoa vardir.

10 Fazla sayida spermatozoanin goriildiigli tam spermatogenez mevcuttur.
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3.6.2.4.2. Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

Seminifer tiibiil cap 6l¢iimii icin PAS ile boyanan kesitlerden her grup i¢in rastgele se¢ilen
100 tiibiilde, 20X’lik biiytitmeyle UTHSCA Image Tool Version 3,0 programini Kullanarak
cap Olgtimii yapildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi
testi, gruplarm ikili karsilastirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2.4.3. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinhg Ol¢iimii

Bazal memran kalinlig1 6l¢timii igin PAS ile boyanan kesitlerden her gruptan rastgele
secilen 100 tiibiilde, 100X’lik biiyiitmeyle UTHSCA Image Tool Version 3,0 programi
kullanilarak 6l¢iim yapildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans
Analizi testi, gruplarm ikili karsilastirmasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2.4.4 Histolojik degerlendirme

Hematoksilen-eozin ve PAS boyasi ile boyanan kesitler 151k mikroskobunda incelenmesi
yapildi. Elde edilen goriintiiler digital gériintii analiz teknigi ile degerlendirildi. Histolojik
olarak hemorajik ve 6dematdz degisiklikler, germ hiicre dejenerasyonu, germ hiicre tabakasmin
diizensizligi ve kaybi, seminifer tiibiillerin riiptiirii, interstisyel hiicrelerinin dejenerasyonu

degerlendirildi.

3.6.2.5. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi ve hiicrelerdeki DNA fragmantasyonunun gosterilmesi
icin immiinolojik yOntemler kullanildi. Apoptotik sinyaller DNA {izerinde kirik
Olusturmaktadir. Ac¢iga ¢ikan DNA kiriklarinin - serbest 3'-OH uglarma terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligiyla biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis
deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-
horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine (DAB), isaretlenmis 6rnek
ile tepkimeye girerek DN A kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olugturur. Hemotoksilen
ile zemin boyama yapilarak islem sonlandirilir. Immunohistokimyasal yontemlerle fragmante

nukleuslar veya sitoplazma koyu kahverengi boyanur.
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Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in, dokular rutin takip islemlerinden gegirildikten
sonra TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate
DNA nick-end labelling) ve Aktive-Caspase 3 immun boyamalar1 yapildi.

3.6.2.5.1 TUNEL Reaksiyonu

Bu teknik i¢in Apoptag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kiti (Millipore S7101,
USA) kullanild1. Alinan kesitler oncelikle 60°C“lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin
151k mikroskobik deparafinizasyon siirecinden gecirildi. Deparafinizasyon amaciyla 15'er
dakika biri etiivde olmak tizere 3 degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan
alkol serilerinden gegirilip hidratasyon saglanarak distile suda ¢alkalandi. Distile su agamasina
getirilen kesitler oncelikle preparat tablasinda fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile yikandi.
Boyanacak alanin etrafi PapPen ile ¢izilerek alan kisitlandi. Kurutma kagidi ile iizerindeki PBS
emdirilen dokulara Proteinaz K soliisyonu ile 15 dakika oda 1sismda muamele edildi. Daha
sonra dokular 3 kez PBS ile yikandi. Taze hazirlanmis %3“lik H20 (hidrojen peroksit) ile 5
dakika oda 1s1sinda bekletilen dokuda endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi ve tekrar PBS
ile 3 defa yikandi. Kesitlerdeki su, kurutma kagidi ile emdirildi ve dokular kitin igerisinde
mevcut kullanima hazir bulunan dengeleme soliisyonu (Equilibration buffer) ile 5 dakika
muamele edildi. Doku {iizerindeki fazla sivi kurutma kagidi ile emdirildi ve kit icerisinde
reaksiyon soliisyonu ve TdT enzim soliisyonu seklinde ayri ayri bulunup kullanimdan once
ikisinin karistirilmasiyla taze bir sekilde hazirlanan TdT enzim karisimi (%70 reaksiyon
soliisyonu + %30 TdT enzim soliisyonu) ile muamele edilen kesitler 37°C*de 1 saat inkiibe
edildi. Etiivden c¢ikarilan kesitler 1 ml reaksiyonu durdurma ve yikama soliisyonunun (stop
wash buffer) 34 ml distile su igerisinde diliie edilmesiyle hazirlanan soliisyonla 10 dakika oda
isisinda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan 3 kez PBS ile yikama yapildi. Kesitler Anti-
Digoxigenin soliisyonu ile 30 dakika oda isisinda inkiibe edildi. PBS ile 3 kez yikama
yapildiktan sonra reaksiyonun goriiniirligiinii saglamak amaciyla diaminobenzidine (DAB)
kromojeniyle muamele edilen kesitler distile su ile iyice galkalandi. Mayer’s hematoksilen ile
art alan boyamasi yapildi ve akarsuda yikandi. Yikamanim ardindan artan alkol serilerinden
gecirildikten sonra 3 degisim ksilol ile seffaflastirilan kesitler entellan ile kapatildiktan sonra

mikroskopta goriintiilendi.
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3.6.2.5.2 Aktive Kaspaz-3 immunreaktivitesi

Immuno histokimyasal inceleme i¢in deparafinizasyon sonrasi kesitler 10 dk. 10 Mm
sitrat buffer ile mikrodalgada isitildi. Dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile ¢evreleri
smirlandirildi. Daha sonra kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk.
%?3’liik Hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu ile yikanan
kesitler bir saat oda isisinda bloklama soliisyonu ile enkiibe edilerek ve ardindan yikama
yapilmadan Anti-Kaspaz 3 aktive form 1:100 (AB3623, Millipore) antikoru ile +4°C de enkiibe
edildi. Ardindan 6nce 30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor daha sonra da 30 dakika
enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) uygulamasi yapildi.
Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢in Diamino benzidin (DAB) kullanildi. Zemin
boyamasi Mayer hematoksilen ile yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi

gergeklestirilen kesitler ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

3.6.2.6. Biyokimyasal Degerlendirme

Testis doku 6rnekleri potasyum klorid i¢erisinde ultrasonik homojenizatorde 1 dk stireyle
homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri sirasinda Ornekler buz istiinde tutuldu.
Homojenatlar +4°C’de ve 11000 g devirde 15 dk siireyle santrifiij edildi ve siipernatantdan
enzim ve protein dl¢iimleri yapildi. Tiim ornekler 6lgiimler yapilana kadar -80°C’de saklandi.
Oksidatif stres gdstergesi olan lipid peroksidasyon diizeyi (MDA) ve antioksidan savunma
sisteminin gostergesi olan total glutatyon diizeyleri ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim
aktiviteleri spektrofotometrik yontemle 6l¢ctimii yapildi. MDA degerleri MDA ticari kiti ile
spektrofotometrik yontemle Ol¢liimii yapildi. Doku homojenatlar1 kit prosediiriine gore
hazirlandiktan sonra, 486 nm'de absorbanslar1 dl¢giilecektir. GPx degerleri, GPx ticari kiti ile
total glutatyon diizeyi GSH ticari kiti ile spektrofotometrik yontemle 6lgiimii yapildi. Doku

homojenatlar1 kit prosediiriine goére hazirlandiktan sonra dl¢imii yapilda.

3.6.2.6.1.Enzim Aktiviteleri ve MDA Diizeylerinin Saptanmasi

MDA degerleri The Bioxytech MDA-586 (Oxis International, USA) ticari Kiti ile
spektrofotometrik yontemle Sl¢iildii. Sonuglar uM olarak ifade edildi. Kitin ¢alisma yontemi
kromojenik bir reaktif ile MDA ’nin 45°C’de reaksiyona girmesi temeline dayanir. 586 nm’de

absorbans Olgiilerek standart egrisinden MDA degerleri belirlenir.
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GSH ve GPx enzim aktiviteleri Oxis Research kitleri kullanilarak spektrofotometre (T80,
PG instruments, UK) ile 6l¢iildii. Enzim aktiviteleri hazirlanan siipernatanlardan 6l¢iildii, GSH
sonuglart uM, GPx sonuglar1 iinite/mg protein (U/mg pr) + Standart Hata (SH) olarak gosterildi.

GSH seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis International, USA) kiti ile dl¢tildi. Kitin
calisma yontemi chromophoric thione olusumu temeline dayanir. Tamponla karistirilan
slipernatana indirgeyici ajan eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma doniistiiriiliir.
Daha sonra kromojen eklenip pH arttirilarak chromophoric thione olusturulur. 420 nm’de
absorbans Ol¢iilerek GSH konsantrasyonu belirlenir.

GPx aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) kiti ile saptanmistir. Bu kit
Paglia ve Valentine'in tanimladig1 yonteme gore hazirlanmistir. GPx, kiimen hidroperoksit ile
glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH varliginda,
okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) ¢evrilir, bu sirada NADPH okside olarak
NADP' ye doniisiir. Spektrofotometrede 340 nm'de absorbansdaki azalma 6lgiiliir.

Doku protein Sl¢climleri RANDOX un U/CSF protein kitiyle yapildi. Kitin ¢alisma
prensibinde 6nce 6rnek magnezyum iyonlarini uzaklastirmak ve proteini ¢oktiirmek amaciyla
EDTA igeren alkalin soliisyonla karistirilir, sonra benzethonyum klorid eklenir, turbidite

3olusturarak spektrofotometrede 600 nm’ de absorbans okunur.

3.6.2.6.2.Homojenizasyon

Tiim si¢anlarin servikal dislokasyon ile yagamlari sonlandirildi. 1-2 dakika i¢inde soguk
zemin tizerinde testis dokular1 disseke edildi. Her dokudan 1x1 mm biiytlikligiinde 6rnekler
inceleme igin ayrildi. Ayrilan dokular soguk serum fizyolojik ile hemen yikandi ve lipid
peroksidasyon {iriinii olan malondialdehit (MDA), antioksidan Glutatyon (GSH) ve antioksidan
enzim Glutatyon Peroksidaz (GPx) dl¢limii i¢in homojenize edildi. Doku 6rnekleri ultrasonik
homojenizatorde (Bandelin Sonopuls, Germany) 0.15 M KCI i¢inde homojenize edildi.
Homojenizasyon islemleri buzla sogutulmus ortamda yapildi. Homojenatlar +4°C’de 600 g’de
10 dk santrifiij edilerek MDA 6l¢iimii i¢in ependorf tiipline ayrildi, geri kalan homojenat
+4°C’de 10000 g’de 20 dk siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonucu elde edilen siipernatan

enzim ve protein 6l¢iimleri i¢in ayrilarak -80 °C’de saklandi. 30 giin i¢inde dl¢timler yapildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Nisan 2014- Haziran 2014

Haziran 2014-Eyliil 2014
Eyliil 2014 - Ocak2015
Mayis 2015- Eyliil 2015

Eyliil 2015- Ocak 2016

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin analizi IBM Statistics 21 programinda yapildi. Baslangi¢ viicut agirligi, deney
sonu viicut agirhigi, tiibiil caplari, testis agirlik indeksi degerleri ortalama =+ standart sapma
olarak hesaplandi.  Deneklere ait verilerin Oncelikle normal dagilip dagilmadiklar1 ve
varyanslarinin homojenligi test edildi. Gruplarin karsilagtirilmasinda veriler normal dagiliyor
ise tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) kullanildi. Normal dagilim gdstermeyen
coklu gruplarmn testinde ise Kruskal Wallis H testi, post hoc LSD testi ve Student-t testi
kullanilarak yapildi, p<0.05 anlamlilik diizeyi esas alind1.
3.9. Arastirmanin Simirhhiklar:

Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilagilmamaistir.

Arastirmada herhangi bir smirlilik durumu ortaya ¢ikmamustir.

3.10. Etik Kurul Onay1

Arastirmamiz Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
17 Haziran 2014 tarihinde gergeklestirilen 03.12.2014 no’lu toplantida, 39/2014 Protokol no ile
etik agidan uygun bulunmustur. Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.

42



4. BULGULAR

Bisfenol A uygulanan Wistar Albino siganlarda testis histolojisi ve apoptoz iizerine
likopen’in etkisinin neler oldugunu ortaya koymak amaciyla yapilan deney sonuglarina ait
verilere istatistiki analizler uygulandi. Deney sonu viicut agirlhigr farki, histokimyasal,
immiinohistokimyasal ve biyokimyasal bulgular olarak degerlendirildi.

4.1. Viicut Agirhklarinin Degerlendirilmesi
4.1.1 Baslangi¢ Viicut Agirhg:

Deneyin baslangi¢ ve bitis tarihlerinde tartilan deneklerin agirliklar1 arasindaki farklar
Wilcoxn testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 den kiigiik olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

Calismamizda hayvanlarim ilk 6lgiilen viicut agirliklarina iliskin bulgular1 Grafik 4. 1°de
verilmistir. Baslangic agirliklarina bakildiginda gruplarin agirlik diizeyleri ortalamalari;
Kontrol grubunda 225,14+6,4 gr, Sham grubunda 206,5+3,9 gr, LKP grubunda 187,9+7 gr, BPA
grubunda 192,143,1 gr ve BPA+LKP grubunda 198,0+6,4 gr olarak saptandi. Hayvanlarn ilk
agirhiklarinin istatistiksel olarak karsilagtirilmasi sonucunda gruplar arasinda 6nemli bir fark

saptanmamuistir (p = 0,102).

Baslangic viicut agirhg (g)

250
200
150
100
50

0

KONTROL SHAM Likopen BPA+ LKP
W Seril 225,1 206,5 187,9 192,1 198

Grafik 4. 1. Sicanlarin deney oncesi baslangig viicut agirhiklar: ve std sapmalari
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4.1.2 Deney Sonu Viicut Agirhgi

Son agrrliklarina baktigimizda; Kontrol grubunda 266,8+11,7 gr, Sham grubunda
246,1+6,4 gr, LKPgrubunda 235,6+13,7 gr ve BPA grubunda 232,6+14,5 gr BPA+LKP
grubunda 237,9+16 gr olarak saptandi. Kontrol grubunda deney Oncesi ve deney sonrasi
sicanlarin viicut agirliklar1 karsilastirildiginda sicanlarin viicut agirliklarinda artig goriildii ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlendi (p<0,001***). Sham grupta deney dncesi ve deney
sonrasi siganlarin viicut agirliklar1 karsilastirildiginda siganlarin viicut agirliklarinda artis
goriildi ve istatistiksel olarak énemli fark gozlendi (p<0,004***). Likopen grubunda deney
sonrasi viicut agirhigi deney oncesinden yiiksek saptandi, istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlendi (p<0,001***). BPA grubunda deney Oncesi ve deney sonrasi siganlarm viicut
agirliklar1 karsilastirildiginda siganlarin viicut agirliklarinda artis goriildii ve istatistiksel olarak
anlamli bir fark gozlendi (p=0,003**). BPA+LKP grubunda deney oncesi ve deney sonrasi
siganlarm viicut agirliklar1 karsilastirildiginda sicanlarin viicut agirliklarinda artis goriildi ve
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p=0,002**) (Grafik 4.2). En ¢ok agirlik farki LKP
grubunda goriiliirken, en az agirhik farki BPA+LKP grubunda goriildii.

300

250

200

150

M Baslangi¢ Agirlik
100 W Bitig Agirlik
50
KONTROL SHAM LIKOPEN BPA+LKP

M Baslangig Agirlik 225,1 206,5 187,9 192,1 198
| Bitis Agirlik 266,8 246,1 235,6 232,6 237,9

Degerler ortalama + SS seklinde verilmistir. **: p<0,05 ve ***: p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Grafik 4. 2. Kontrol, Sham, Likopen (LKP), Bisfenol A (BPA) Bisfenel A+Likopen
(BPA+LKP) gruplan baslangi¢ ve sonug viicut agirhklarinin degerlendirilmesi
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4.2. HISTOKIMYASAL BULGULAR
Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan testislerinin histolojik

degerlendirilmesi H&E ve PAS boyalar1 uygulanmistir.

4.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturan sigan testis 0rneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde,
seminifer tiibiiller, intersisyel alani intertisyel bag dokusu olusturuyordu. Bu grupta bazal
membran, seminifer tiibiil yapilar1 ve interstisyel alan normal yapida gdzlendi. interstisyel
alanda yer alan Leydig hiicreleri eozinofilik sitoplazmalar1 ve eksantrik yerlesimli ¢cekirdekleri
normal olarak gozlendi. Interstisyel alanda bulunan damarlar normal yapida gdzlendi.
Intertisyel dokuda makrofaj veya mast hiicresi saptanmadi. Diizgiin bir spermatogenezin oldugu
tliblil duvari, Sertoli hiicreleri, oldukca belirgin spermatogonyumlar1 ve spermatogenik seri
hiicreleri ile normal yapida gézlendi. Gelismekte olan spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi
kuyruk liimende, bas tiibiil duvarma yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus sekilde

gozlendi.

Sekil 4.1.A. Kontrol grubuna ait sican testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii.
Intersitisyel alan ve seminifer tiibiil duvarinda normal histolojik yapidaki Sertoli ve
spermatogonyum, interstisyel aralik, primer spermatosit, spermatazoa hiicreleri gozlendi (Bar=
200 um H&E)
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Sekil 4.2.B. Kontrol grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Normal

yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan ( ' ) ve spermatogenik hiicreler goriilmektedir
(Bar=100 um H&E).

Sekil 4.3.C. Kontrol grubuna ait sigan testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii. Seminifer

tiibiil duvarinda normal devam eden spermatogenez ( «— ) ve kan damari ( 1 ) gbzlendi
(Bar=50.um, H&E).
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Sekil 4. 4.D. Kontrol grubuna ait sigan testis dokusunun isik mikroskobik goriintiisii. Seminifer

tiibiil duvarinda normal spermatogenetik hiicreler («—) ve ( 1 ) kan damar1 gozlendi (Bar=
50.0 pm, H&E).

4.2.2. SHAM Grubu

Bu gruba ait sigan testis 6rneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiil,
bazal membran ve interstisyel alan kontrol grubuna benzer bir yap1 gosterdi. Spermatogenezin
normal devam ettigi gézlendi. Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri olan,
spermatogonyum, primer spermatosit ve spermatid hiicreleri ile destek hiicreleri olan Sertoli

hiicreleri normal yapida gézlendi.

47



Sekil 4. 5.A. B. Sham grubuna ait testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii. Seminifer

kan damarlar1 (‘) ve interstisyel alandaki

tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler («—» ),

hiicre yapilariyla birlikte testis dokusu normal histolojik yapida gozlendi (Bar=200pum,100 pum,

H&E)
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Sekil 4.6.C.D Sham grubuna ait testis dokusunun 1g1k mikroskobik goriintiisii. Seminifer tiibiil
duvarindaki spermatogenik hiicreler (=¥ ), interstisyel alan normal histolojik yapida gozlendi
(Bar= 50pum, H&E).

4.2.3. BPA Grubu

BPA grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde
seminifer tiibiillerde hasar ve hiicresel dejenerasyonlar gozlendi. Spermatogenetik hiicrelerin
bazal membrandan ayrildigi ve interstisyel alanda yer yer 6dem olusumu gozlenmistir.

Spermatogonik serisinde dejenerasyonlar belirlendi.

49



Sekil 4.7.A. BPA grubuna ait sigan testis dokusunun 1s1k mikroskopik goriintiisii. Seminifer

tiibiil imeninde genisleme, kan damari ('v ) Ve spremium hiicrelerinde (*) kayip gézlendi.
(Bar=200um, H&E).

Sekil 4.8.B. BPA grubuna ait sigan testis dokusunun 1gik mikroskobik goriintiisii. Bazal
membrandan ayrilmis spermatogenik hiicreler (<(}ﬁ ve spermium hiicrelerinde kayip (v )
gbzlendi. (Bar=100pm, H&E)
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Sekil 4.9.C,D. BPA grubuna ait sigan testis dokusunun 1sik mikroskopik goriintiisii. Bazal
membranda ondiilasyon, interstisyel aralik (—) seminifer tiibiil epitel duvarinda incelme,

limende hiicre dokiilmesi (%) ve spremium hiicrelerinde kayip (* ) gozlendi. (Bar= 50pum,
H&E).

4.2.4. LKP Grubu

LKP grubana ait si¢an testis 6rneklerinin 151tk mikroskobik incelemelerinde, seminifer
tlibiil, bazal membran ve interstisyel alan kontrol grubuna benzer bir yap1 gosterdi.
Spermatogenezin normal devam ettigi gozlendi (Sekil 10). Seminifer tiibiill duvarindaki

spermatogenik hiicre serileri olan, spermatogonyum, primer spermatosit ve spermatid hiicreleri

ile Sertoli hiicreleri normal yapida gozlendi (Sekil 4. 10, 4.11).
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Sekil 4.10.A. LKP grubuna ait sican testis dokusunun 1g1k mikroskobik goriintiisii. Seminifer
tlibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler ve interstisyel alandaki hiicre yapilariyla birlikte

testis dokusu normal histolojik yapida gozlendi (Bar=200um, H&E).

Sekil 4.11. B. LKP grubuna ait si¢an testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Seminifer
tiibiiller ve interstisyel alan normal histolojik yapida g6zlendi (Bar= 100um, H&E).
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Sekil 4.12.C.D. LKP grubuna ait si¢an testis dokusunun 1gik mikroskobik goriintiisii. Seminifer
tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler ( -~ ), kan damari ( l ) ve interstisyel alandaki
hiicre (4 ) yapilaryla birlikte testis dokusu normal histolojik yapida gozlendi
(Bar=50pum, H&E).
4.2.5. BPA+LKP Grubu

BPA+LKP grubunu olusturan sigan testis 6rneklerinin 11k mikroskobik incelemelerinde,
az saylda tiibiilde hasarin devam ettigi goriilmekle birlikte, tiibiiler hasarin azaldigi,
spermatogenik hiicrelerin korundugu ve spermatogenezin devam ettigi gézlendi (Sekil 13).
Tiibiil liimeninde bulunan kuyruklu sperm sayis1 normale yakindi. Tiibiil limeninde belirgin bir
daralma bu grupta gozlenmedi ve genelde normale yakin oldugu gozlendi (Sekil 4.13,

Sekil 4.14)
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Sekil 4.13. A. BPA+LKP grubuna ait sican testis dokusunun istk mikroskobik goriintiisi.
Normale yakin morfolojide seminifer tiibiiller gozlenmektedir. Seminifer tiibiillerde hiicre

serisinin devam ettigi, tiibiillerdeki spermatozoon sayisinin arttig1, bazi tiibiillerde ise spremium

hiicrelerinde (%) kayiplar gozlendi (Bar=200um, H&E).

Sekil 4.14. B. BPA+LKP grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.
Normale yaki morfolojide seminifer tiibiiller, kan damari (' ) , korunmus spermatogenetik

hiicreler ve yer yer spermium hiicrelerinde (*) kayip gozlendi ( Bar=100pum, H&E).
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Sekil 4.15. C.D. BPA+LKP grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.
Seminifer tiibiil yapis1 normale yakin gozlenmektedir. Ayrica seminifer tiibiillerde hiicre
serisinin devam ettigi ve tiibiil limeninde spermatozoon sayisinin artti31 gézlendi (Bar=50pum,

H&E)
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4.3. BAZAL MEMBRAN KALINLIK OLCUMU

Calismamizda gruplar aras1 bazal membran kalinliklarinin karsilastirilmasinda One Way
ANOVA testi uygulanmustir. P<0.05 ten kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Kontrol grubu bazal membran kalinlik 6l¢iimii ortalama 3,04 + 0,2 um olarak saptandi.
Sham grubu bazal membran kalinlik 6l¢iimii ortalama 2,93 + 0,2 pm saptandi. LKP grubu bazal
membran kalinlig1 6l¢iimii ortalama 3,03 + 0,5 um olarak saptandi. BPA grubu bazal membran
kalinlik 6l¢timii ortalama 6,8 + 0,2 um olarak saptandi. BPA +LKP bazal membran kalinlik
Ol¢timii ortalama 5,6 + 7,3 pm olarak saptandi. PAS ile boyadigimiz testis drneklerinde PAS
pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea yapis1 normal yapida gozlendi.

Kontrol, Sham, LKP gruplar1 arasinda bazal membran kalinligi bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi (Kontrol-Sham p=1,000, Kontrol-LKP p=1,000, Sham-LKP
p=1,000).

Kontrol grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki bazal membran kalinlik
farki istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda daha kalin bulundu (Kontrol- BPA
p=0,0001).

Sham grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki bazal membran kalinlik fark:
istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda daha kalin bulundu (Sham- BPA p= 0,0001).

LKP grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki bazal membran kalinlik farki
istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda daha kalin bulundu (LKP- BPA p=0,0001).

Kontrol grubu BPA +LKP grubu ile karsilastirildiklarinda aralarindaki bazal membran
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (Kontrol- BPA +LKP p=0,51).

Sham grubu BPA +LKP grubu ile karsilastirildiklarinda aralarindaki bazal membran
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (Sham- BPA +LKP p= 0,08).

LKP grubu BPA +LKP grubu ile karsilastirildiklarinda aralarindaki bazal membran
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. (LKP- BPA +LKP p=0,58)

BPA grubu ve BPA+LKP gruplarinin bazal membran kalinhik Olgtimleri
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve BPA+LKP grubunda daha
incedir (p=0,0001).
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GRUPLARARASI BAZAL MEMBRAN KALINLIK OLCUM DEGERLENDIRILMESI
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KONTROL SHAM LIKOPEN BPA+LKP
® Ortalama 3,04 2,93 3,03 6,8 5,6

Degerler ortalama + SS seklinde verilmistir. **: p<0,05 (BPA grubu ile karsilastirildiginda) ve
***: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilagtirildiginda) olan degerler istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi

Grafik 4. 3. Gruplararasi bazal membran kahnlk 6l¢iim degerlendirilmesi

Sekil 4.16. A; Kontrol grubuna ait sigan testis kesiti ‘PAS (+) boyama’. Kontrol grubuna ait
kesitler incelendiginde bazal membranin normal kalinlikta ( = ) oldugu gdzlendi (Bar
50um, PAS).
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Sekil 4.17 B; Sham grubuna ait sigan testis kesiti ‘PAS (+) boyama’. Sham grubuna ait kesitler
incelendiginde bazal membranm normal kalmlikta (== ) oldugu gdzlendi (Bar 50um, PAS).

Sekil 4. 18. C; LKP grubuna ait sigan testis kesiti ‘PAS (+) boyama’. LKP grubuna ait Kkesitler
incelendiginde bazal membranimn normal kalinlikta ( l ) oldugu gozlendi (Bar 50um, PAS).
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Sekil 4. 19. D; BPA grubuna ait si¢an testis kesiti ‘PAS (+) boyama’. BPA grubuna ait kesitler
incelendiginde kalmlasmis bazal membranm yapis1 (=) ) gdzlendi (Bar 50um, PAS).

Sekil 4. 20. E; BPA+LKP grubuna ait si¢an testis kesiti ‘PAS (+) boyama’. BPA+LKP grubuna
ait kesitler incelendiginde bazal membranmn normale yakin kalinlikta (g% ) oldugu g6zlendi
(Bar 50pm, PAS).
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4.4, MORFOMETRIK BULGULAR

4.4.1. Johnsen Skorlama

Calismamizda gruplar arasi Johnsen Skorlama karsilagtirilmasinda One Way ANOV A
testi uygulandi. Ayrica Kruskal Wallis Multiple Comparison Z Value Testi ile Kontrol grubuna
gore karsilagtirmalar yapildi. p<0.05 ten kiigiik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Calismamizda her bir testis drneginin histolojik kesitlerinde Johnsen skorlamasina gore
saptanan degerler toplanarak bir sigan igin toplam Johnsen skoru saptandi. Kontrol grubu
9,1+0,4, sham grubu 8,9+0,6, Likopen grubu 8,8+0,1, BPA grubu 6,2+0,2, BPA+LKP grubu
ise 8,3+0,1 olarak bulundu.

Toplam Johnsen skoru agisindan tiim gruplar incelendiginde; sadece BPA grubu
istatistiksel acidan anlamli bulunurken diger gruplar arasinda istatistiksel acidan anlamli bir
fark bulunamadi (p<0,05). (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Jonhnsen (Jn) testis biopsi skoru karsilastirmasi (Ort.£SS)

N Ort +std p
KONTROL 7 9,1+0,4 0,062
SHAM 7 8,9+0,6 0,145
LIKOPEN 7 8,8+0,1 0,324
BPA 7 6,2+0,2 0,001
BPA+LKP 7 8,3+0,1 0,051
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GRUPLARIN JOHNSEN SKORU
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Degerler ortalama + SS seklinde verilmistir. ***: p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.

Grafik 4. 4. Gruplara ait Johnsen Skorlari

4.4.2. Tibiil Capr

Calismamizda gruplar aras1 seminifer tiibiil ¢ap 6l¢timii karsilastirilmasinda One Way
ANOVA testi kullanildi. p<0.05 ten kii¢iik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Calismamizda hayvanlarin Kontrol, Sham, LKP gruplar1 arasinda seminifer 6lgiilen tiibiil
¢aplarma iliskin bulgular1 Grafik 4.5’de verilmistir. Hayvanlarin tiibiil ¢aplarinin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi sonucunda gruplar arasinda 6nemli bir fark saptandi (Kontrol-Sham
p=0,145, Kontrol-LKP p=0,324, Sham-LKP p=0,542).

Kontrol grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil ¢ap 6l¢ctimii
fark: istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda kontrol gruba gore daha dar bulundu.
(Kontrol-BPA p=0,0001).

Sham grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil cap 6lgtimii
farki istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda Sham grubuna gore daha dar bulunmustur.
(Sham-BPA p=0,0001).

LKP grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil ¢ap 6l¢timii
farki istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda LKP gruba gore daha dar bulundu. (LKP-
BPA p=0,0001) .

61



Kontrol grubu, BPA +LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil cap
Olctimii farki istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol grubunda BPA+LKP grubuna gore
daha genis bulundu (Kontrol-BPA+LKP p=0,001).

Sham grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil ¢ap
Olgtimii farki istatistiksel olarak anlamli bulundu. Sham grubunda BPA+LKP grubuna gore
daha genis bulundu (Sham-BPA+LKP p=0,001) .

BPA grubu ve BPA+LKP gruplarinin seminifer tiibiil ¢ap Olgimii arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli ve BPA +LKP grubundan daha dardir. (p=0,0001).(Grafik 4.5)

Gruplar Arasi Seminifer Tubil Cap Olciim Degerlendirilmesi
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260

KONTROL SHAM LIKOPEN BPA+L

M Ortalama 3324 321 321,7 296 308,5

Degerler ortalama + SS seklinde verilmistir. ***: p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi
Grafik 4. 5. Gruplar aras1 Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iim Degerlendirilmesi

Aragtirmamizda kontrol grubu 7 sigana ait tiibiil ¢aplar1 incelendiginde, en yiiksek tiibiil

capt 358 mikron ile 6 numarali sicanda goriiliirken, en diisiik tiibiil ¢apt 309 mikron ile 7

numaralt sicanda goriilmiistiir.
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Kontrol Grubu Tibil Capi
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Grafik 4. 6. Kontrol Grubu Hayvanlara Ait Tiibiil Caplan

Aragtirmamizda SHAM grubu 7 sigana ait tiibiil ¢aplar1 incelendiginde, en yiiksek tiibiil
cap1 338 mikron ile 1 numaral sicanda goriiliirken, en diisiik tiibiil ¢cap1 295 mikron ile

Snumarali siganda goriilmiistiir.

SHAM Grubu Tubul Capi
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Grafik 4. 7. SHAM Grubu Hayvanlara Ait Tiibiil Caplan

o O o o

Arastirmamizda LIKOPEN grubu 7 sigana ait tiibiil caplar1 incelendiginde, en yiiksek
tiibiil cap1 344 mikron ile 6 numarali siganda goriiliirken, en diistik tiibiil cap1 298 mikron ile 1

numarali sicanda goriilmiistiir.
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Likopen Grubu Tibil Capi
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Grafik 4. 8. Likopen Grubu Hayvanlara Ait Tiibiil Caplan

o O O o

Aragtirmamizda BPA grubu 7 sigana ait tiibiil ¢aplar1 incelendiginde, en yiiksek tiibiil
cap1 ortalama 315 mikron ile 3 numarali siganda goriiliirken, en diistik tiibiil ¢ap1 ortalama 278

mikron ile 7 numarali siganda goriildii.
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Grafik 4.9. BPA Grubu Hayvanlara Ait Tiibiil Caplan
Aragtirmamizda BPA+LKP grubu 7 sigana ait tiibiil ¢aplar1 incelendiginde, en yiiksek

tiibiil ¢ap1 350 mikron ile 6 numarali siganda goriiliirken, en diisiik tiibiil gap1 252 mikron ile 5

numarali sicanda goriilmiistiir.
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BPA+LKP Grubu Tiubul Capi
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Grafik 4.10. BPA + LKP Grubu Denekler Ait Tiibiil Caplan

4.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.5.1. TUNEL Bulgulan

TUNEL boyama yontemi ile seminifer tiibiilde bulunan spermatogenik hiicreler
incelendi. Seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenik hiicrelerin DNA fragmantasyonlarmnin
degerlendirilmesi i¢in TUNEL pozitif boyama yapildi.

Calismamizda testis dokusunda, TUNEL pozitif boyanan hiicrelerin karsilagtirilmasinda
One Way ANOV A testini kulland1. p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

TUNEL y6ntemi ile boyama sonucu, nukleuslar1 boyanmis olan hiicreler apoptotik olarak
degerlendirildi. Kontrol grubundaki si¢anlarin seminifer tiibiillerinde gézlenen spontan apoptoz
agirlikli olarak spermatogonyumlarda ve ¢ok az olarak da spermatositlerde gozlendi ve APOI’i
28,3 £ 0.85 olarak hesaplandi. Sham grubunda seminifer tiibiildeki hemen hemen biitiin
spermatogenetik seride az sayida apoptotik nukleuslara rastlandi ve APOI’i 26,6 + 0.23
bulundu. Likopen grubunda da kontrol grubuna benzer bir gériintii vardi ve APOI’i 18,5+ 0.72
olarak hesaplandi. BPA grubunda ise seminifer tiibiildeki spermatogenetik seride apoptotik
nukleuslara rastland: fakat; Sham grubundakinden ¢ok fazlayd: ve APOI’i 49,6 + 0.65 olarak

bulundu.
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BPA+LKP grubunda ise seminifer tiibiildeki spermatogenetik seride apoptotik nukleuslara
rastlandi APOI’i 38,3 + 0.27 olarak bulundu.

Kontrol, Sham, LKP gruplar1 arasinda seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif
spermatogonium hiicre sayisi karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli fark saptanmadi.
(Kontrol-Sham p=0,86, Kontrol-LKP p=0,75 Sham-LKP p=0,62)

Kontrol grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve BPA grubunda yiiksek bulundu. (Kontrol-BPA p=0,0001)

Sham grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve BPA grubunda yiiksek bulundu. (Sham-BPA p= 0,0001)

LKP grubu, BPA grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve BPA grubunda yiiksek bulundu. (LKP-BPA p=0,0001)

Kontrol grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli fark
saptanmadi. (Kontrol-BPA+LKP p=0,42)

Sham grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli fark
saptanmadi. (Sham-BPA+LKP p=0,32)

LKP grubu, BPA+LKP grubu ile Kkarsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli fark
saptanmadi. (LKP- BPA+LKP p=0,73)

BPA grubu ile BPA+LKP karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve BPA grubunda yiiksek bulundu. (BPA -BPA +LKP p=0,0001)
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GRUPLAR ARASI TUNEL (+) BOYAMA
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Degerler ortalama + SS seklinde verilmistir. **: p<0,05 (BPA grubu ile karsilastirildiginda) ve

*#%: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda) olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi

Grafik 4.11. Gruplar arasi Tunel (+) hiicre sayisi

Sekil 4.21. A; Kontrol grubuna ait TUNEL (+) hiicre (===))
gozlenmektedir (Bar 50um, TUNEL).
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Sekil 4.22. B; Sham grubuna ait TUNEL (+) boyanan hiicreler (=)
gozlenmektedir (Bar 50um, TUNEL).

Sekil 4. 23. C; BPA grubuna ait TUNEL (+) boyanan hiicreler (=) )
gbzlenmektedir (Bar 50um, TUNEL).
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Sekil 4.24. D; LKP grubuna ait TUNEL (+) boyanan hiicre ( ==) )
gozlenmektedir (Bar S0um, TUNEL).

Sekil 4.25. E; BPA+LKP grubuna ait TUNEL (+) boyanan hiicreler
( ‘) gozlenmektedir (Bar 50um, TUNEL).
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4.5.2 AKTIF KASPAZ-3 THC (+) HUCRE SAYIMI

Kontrol grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogonium Sayimi
ortalama 7,7 + 0,81olarak saptandi. Sham grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC
(+) spermatogonium hiicre sayimi ortalama 8,15 + 0,65 olarak saptandi. LKP grubu seminifer
tiibtillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogonium hiicre sayimi1 ortalama 6,02+ 0,11 olarak
saptandi. BPA grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatosit hiicre sayimi
ortalama 26,25+ 2,12 olarak saptandi. BPA+LKP grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-
3 IHC (+) spermatogonium hiicre sayimi ortalama 10,22 + 1,02 olarak saptandi.

Kontrol, Sham, LKP gruplar1 arasinda seminifer tiibiillerdeki aktif kaspaz-3 IHC (+)
spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan istatistik olarak anlamli fark saptanmadi (Kontrol-
Sham p=0,73, Kontrol-LKP p=0,96, Sham-LKP p=0,88)

Kontrol grubu BPA grubu ile karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 [IHC (+)
spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve BPA
grubunda yliksek bulundu (Kontrol-BPA p=0,0001).

Sham grubu BPA grubu ile karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogoniyum
hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda yiiksek
bulundu (Sham-BPA p= 0,0001).

LKP grubu BPA grubu ile karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogoniyum
hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda fazla
bulundu (LKP-BPA p=0,0001).

Kontrol grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 THC (+) spermatogoniyum hiicre sayimmi bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi. (Kontrol-BPA+LKP p=0,43)

Sham grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 THC (+) spermatogoniyum hiicre sayimi bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi. (Sham-BPA+LKP p=0,15)

LKP grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibtillerindeki aktif kaspaz-3 ITHC (+) spermatogoniyum hiicre sayimi bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi. (LKP-BPA+LKP p=0,42)

BPA grubu ile BPA+LKP karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve BPA grubunda yiiksek bulundu. (BPA-BPA+LKP p=0,0001)
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GRUPLARARASI AKTiF KASPAZ-3 IHC(+) SPERMATOGONIYUM
DEGERLENDiIRMESi
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Degerler ortalama = SS seklinde verilmistir. **: p<0,05 (BPA grubu ile karsilastirildiginda) ve
*#%: p<0,05 (kontrol grubu ile karsilastirildiginda) olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi

Grafik 4.12. Gruplararas1 spermatogonium aktif kaspaz-3 THC (+) hiicre sayilarimin

degerlendirilmesi

Sekil 4.26. A; Kontrol grubu Aktif Caspaz-3 immunreaktivite gdsteren hiicre ( s )
gozlenmektedir. (Bar 50um, Aktif Caspaz-3)
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Sekil 4.27 . B; Sham grubu, C; BPA+LKP grubuna ait Aktif Caspaz-3 immunreaktivite gosteren
hiicreler ( ‘ ) gozlenmektedir. (Bar 50um, Aktif Caspaz-3)
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Sekil.4.28. D; LKP grubu, E; BPA grubu, Aktif Caspaz-3 immunreaktivite gosteren hiicreler
( wmp ) o5zlenmektedir. (Bar 50pum, Aktif Caspaz-3)
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4.6. BIYOKIMYASAL BULGULAR
4.6.1. MDA Degerleri

Tim gruplarin MDA degerleri Tablo 4. 2°de, ortalama MDA sonuglar1 Grafik 4. 13’de
gosterildi. BPA grubunun MDA degerleri diger deney gruplarina gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.05). BPA+LKP grubunda MDA degerleri BPA grubuna gore anlamli olarak
diistik bulundu (p<0.05). LKP ve BPA+LKP gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamaktadir
(p>0.05).

MDA
6 .
5 .
4. #
# '|' #
3 .
2 .
1 .
O .
Kontrol BPA LKP BPA+LKP Sham

Grafik 4.13. Gruplara ait MDA Degerleri

*Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli

# BPA grubuna gore anlamli olarak farklh

4.6.2. GSH DEGERLERI

Tiim gruplarin GSH degerleri Tablo 4.2°de, ortalama GSH sonuglar1 Grafik 4.14’de
gosterilmektedir. BPA grubunda GSH degerleri diger deney gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). BPA+LKP grubunda GSH degerleri BPA grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). LKP ve BPA+LKP gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0.05).
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Grafik 4.14. Gruplara ait GSH Degerleri

*Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkl

# BPA grubuna gore anlamli olarak farklh

4.6.3. GPX ENZIM AKTIiVITELERI

Tim gruplarin GPx Enzim Aktivitesi degerleri Tablo 4.2°de, ortalama GPx enzim
aktivitesi sonuglar1 Grafik 4.15’de gosterilmektedir. BPA grubunda GSH degerleri diger deney
gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). BPA+LKP grubunda GSH degerleri
BPA grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). LKP ve BPA+LKP gruplari

arasinda anlamli fark bulunamadi (p>0.05).
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Grafik 4.15. Gruplara ait GPx Enzim Aktivitesi Degerleri

*Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkl

# BPA grubuna gore anlamli olarak farkl

Tablo 4. 2. Gruplarin MDA, GSH ve GPx enzim degerlerinin ortalamalari ve standat

sapmalari
Grup n MDA (uM) GSH (uM) GPx U/mg pr
KONTROL 7 2.39 +0.02% 647.06 + 26.56" 92.10 + 8.89%
BPA 7 4.94 + 0.40%* 497.14 + 17.69* 4530+ 1.91%*
LKP 6 2.89 +0.25% 673.99 + 60.86" 96.09 + 6.76"
BPA+LKP 6 3.30 + 0.55% 718.87 + 85.46% 98.39 + 25.76%
SHAM 7 2.86+0.31% 635.32 + 48.19* 98.04 +9.53%

*Kontrol grubuna gore anlamli olarak farkli

# BPA grubuna gore anlamli olarak farkl
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5. TARTISMA

Bisfenol A (BPA), plastiklerin ve reginelerin liretimi esnasinda diger Kimyasallar ile
polimerlesmeye yardimci olarak kullanilan bir monomerdir. BPA’nin endokrin bozucu bir
etkisi bulunmakta ve bu etkisine serbest BPA neden olmaktadir. BPA’ya maruz kalinmasinda
hem disilerde, hem de erkeklerde lireme hormonlar1 ve tiroid hormonlarinin reseptorlerini,
sentezlerini ve/veya atilimlarini etkilemektedir. BPA’nin erkek iireme sistemi tizerine etkilerini
degerlendiren ¢alismalarin ¢ogu deney hayvanlarinda, 6zellikle siganlarda yapilmistir. Birgok
calismada BPA’nin erkek lireme sistemi iizerindeki olumsuz etkisi, spermde oksidatif stresin
indiiksiyonu ile agiklanmaktadir. Sicanlarin oral yoldan artan dozlarda BPA’ya maruziyetinin,
antioksidan savunma sisteminin azalmasima ve epididimal spermlerde oksidatif stresin artigina
yol agabilecegi bildirilmektedir. Birgok yapilan arastirmada BPA’ya maruz kalan siganlarda
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri azalirken,
reaktif oksijen bilesiklerinin (ROS) ve lipid peroksidasyonun anlamli olgiide arttigi
belirtilmigtir.

Bizim c¢alismamizdaki amacimiz, diisik dozda BPA’nin erkek genital sistem
organlarindan testis iizerine olan etkilerinin histolojik olarak ortaya konulmasi ve olasi
etkilerinin Likopen ile azaltilmasi ve/veya ortadan kaldirilmasmmm 1s1ik mikroskobik,
immunohistokimyasal, biyokimyasal diizeyde incelenmesidir.

United States Department of Health and Human Services 'nin 2008 yilinda yapmis oldugu
arastirmada erkek si¢anlarda diisiik doz BPA’ya maruz kalmanin sperm iiretiminde azalmaya
neden oldugu saptanmustir (83). Takahashi ve ark 2003 yilinda yapmus olduklar1 ¢alismada,
erigskin farelerin 4 hafta siireyle (intraperitoneal) giinde 20 mg/kg BPA’ya maruziyeti sonucu,
sperm iretiminde degisiklikler meydana geldigini bildirilmistir (84). Ho ve ark. 2013 yilinda
yapmis olduklar1 calismada, BPA ile karsilasmis olan sicanlarm yasaminin ilerleyen
zamanlarinda testis dokularinda dejenerasyon goriilme riskinin artabilecegini savunmuslardir.
Bu etkinin dogrudan DNA modifikasyonu ile degil, diger bazi kanser yapici bilesikler gibi,
BPA’nin da DNA’nin hiicre fonksiyonlarini kontrol eden proteinlerde tranlasyon agsamasinda
degisikliklere neden olmasi sonucu olustugunu ileri siirmiislerdir (85). Sakaue ve ark. min 2001
yilinda yaptiklar1 caligmada, yiiksek dozda BPA’ya oral maruziyetin giinliik sperm tiretiminde
ve fertilitede azalmaya neden oldugu gdsterilmistir; ancak 20 pg/kg/glin dozunun altinda sperm
tiretimi 6nemli 6lgiide farkli bulunmamstir (86). Feldman ve ark. 1995 yilinda yaptiklari

calismada, igme suyu ile verilen BPA’nin lireme, testis patolojisi ve spermatogenezis lizerine
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etkisi siganlarda dort nesi boyunca incelenmis (2-200 pg/kg giin), BPA’nin siganlarda lireme,
testis patolojisi ve Ozellikle spermatogenezis iizerinde olumsuzluklar meydana getirdigini
saptamiglardir. BPA’nin diisiik cevresel konsantrasyonlar1 (2.4 pg/kg) sicanlarda eseysel
olgunlugun hizlanmasi ve postnatal gelismelerde anormalliklere neden olabilecegi sonucuna
varmuglardir (62). Kuiper ve ark. 1996 yilindaki ¢aligmalarinda ise, gebe siganlara besinlerle
verilen BPA’nin, plasentada, 0,4 ve kanda 1,6 ug/kg agirlik olarak bulundugu ve plasenta yolu
ile fetiise gectigi belirtilmektedir. Yavruda BPA konsantrasyonunun anneye gore daha az
oldugu ancak BPA’nin birikme olabilme 6zelliginden dolayi fetiisiin risk altinda olabilecegini
belirtmislerdir (61).

Bizim ¢alismamizda erkek sicanlara 14. giin boyunca oral gavaj yontemiyle 10 mg/kg
BPA uygulandi ve sonugta BPA’ya maruz kalmanin sperm iiretiminde azalmaya neden oldugu
saptanmustir. Domoradzki ve ark. 2004 yilinda, 21 rat iizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada oral
yoldan verilen 10 mg/kg BPA konsantrasyonunun post natal donemde (Tmax) (1,5-3 saat) en
iist seyiyeye ulastigini saptamiglardir (87). Pottenger ve ark. 2000 yilinda yapmis olduklar1
calisgmada siganlara oral yoldan 10 mg/kg BPA uygulamislardir. Sonugta BPA’ya maruz
kalmanin sperm iiretiminde azalmaya neden oldugu saptanmistir (88).

Biz de calismamizda yapmis oldugumuz lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde
BPA verilen grupta MDA diizeylerinde kontrol, sham, LKP gruplara gore anlaml bir artis
oldugunu gordiik. Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan GPx ve GSH enzimleri
serbest oksijen radikallerinin hasarma karsi en 6nemli defans mekanizmalarmi olustururlar.
Normal kosullarda hiicrelerde bulunan hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin yikimini katalize
eden GPx, lipid peroksidasyonunun baglamasimni ve gelismesini engelleyen 6nemli bir enzimdir.
Calismamizda BPA uygulanmis testis dokusundaki GPx degerlerinin diistiigiinii gozlemledik.

LKP, bir alifatik hidrokarbondur ve dogal olarak bulunan yaklagik 600 karotenoidden bir
tanesidir (78). LKP’ nin baslica domates ve bu sebzeden elde edilen ketcap, sos ve domates
suyu gibi iiriinlerde bulunur (89). Ayrica karpuz, pembe greyfurt ve pembe kavunda LKP igeren
diger besin kaynaklaridir. LKP gogiis kanseri, prostat kanseri gibi kanser tiirlerinde koruyucu
etkiye sahiptir.

Atessahin ve ark. 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada sisplatinle olusturulmus
testikiiler hasara LKP’in koruyucu etkisini aragtirmislar ve 4mg/kg LKP’in sisplatinin neden
oldugu seminifer tiibiil ¢capinda azalma, germinal epitel kalinliginda artma gibi testikiiler

hasarlara LKP’nin koruyucu etkisinin oldugunu gostermislerdir. Ayrica sisplatinin neden
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oldugu MDA artisin1 LKP anlamli derecede diisiirdiigii yine yapilan ¢caliymada gosterilmistir.
Antioksidan kapasiteyi gostermek amaciyla testis dokusunda GPx diizeylerine bakilmis ve
sisplatine bagli azalan GPx miktarin1 LKP’in anlamli derecede arttirdigi gosterilmislerdir (90).
Atessahin ve ark. 2006 yilinda yapmis oldugu bagka bir ¢alismada adriamisin kullaniminda
testiste olusabilecek toksik hasara LKP’in koruyucu etkisini arastirmiglar ve 4 mg/ kg LKP’ nin
testis dokusundam sperm motilitisende artisa, adriamisinin neden oldugu seminifer tiibiil
capindaki azalmay1 Onleyip, seminifer tiibiil ¢apinda artisa neden oldugu, germinal epitel
kalinliginda artis1 sagladigi ve yliksek MDA diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (91). Yapilan bazi galismalarda da, testiste oksidatif hasar sonucu meydana gelen
bozulmalarin, uygulanan ¢esitli antioksidanlar ile diizeldigi ifade edilmistir. Zhou ve ark.’nin
2006 yilindaki ¢alismalarinda LKP’nin, formaldehit maruziyeti sonucu testiste olusan oksidatif
hasar1 ve histopatolojik bozulmalar1 engelledigi gozlenmistir. (92). Tiirk ve ark.’nm 2007
yilinda testisler lizerinde yaptiklar1 ¢alismada da, siklosporin A’nin neden oldugu oksidatif
hasar ve histolojik bozulmanin likopen tarafindan onlendigi bildirilmistir (21). Kurt ve ark.
(2005), sicanlarda olusturulan oksidatif hasarin rasyona ilave edilen likopen ile
Onlenebilecegini ve likopenin serbest radikalleri uzaklastiran katalaz ve glutatyon peroksidazin
aktivitelerini artirdigimi belirtmislerdir (93). Rafi ve ark. 2007 yilinda farelerde bagirsak
iltihabinin likopenin, serbest olan oksijeni yakalayabilme yetenegi sayesinde antioksidan etki
gosterdigini ortaya koymuslardir (94). Bhuvaneswari ve ark., 2001 yilinda yapmis olduklar1
calismada siganlarda gelistirilen buccal (agiz i¢i) kese kanserinin likopenin lipit
peroksidasyonunu diisiirerek ve kan dolasimindaki anti oksidan dolasimini artirarak 6nledigi
gozlenmistir (95). Karahan ve ark. (2006), siganlar tizerinde yaptiklar1 ¢alismada likopen
ilavesi yapilan rasyonlarda plazma MDA diizeylerinin kontrol degerlerine yaklastigini
saptamuglardir (96). Benzer sekilde Kurt ve ark. (2005), oksidatif hasar sonucu artan MDA
diizeyinin likopen ile diisiiriilebilecegini belirlemislerdir (93). Tas ve ark. 2009 yilinda likopen
uygulamasinin aflatoksin B1 (AFB1) uygulanmig ratlarin iireme sistemi, sperm kalitesi ve
oksidatif stres lizerine olan dnleyici etkilerini saptamak amaciyla yiiriittiikleri ¢aligmalarinda,
AFBI1 uygulanan hayvanlarin motilitesinde 6nemli diizeyde azalma ve toplam anormal
spermatozoon sayisinda ise artiy saptanmustir. AFB1 uygulanan hayvanlarm testis
malondialdehyde (MDA) seviyesi Kontrol grubu hayvanlarininkinden daha yiiksek
bulunmustur. AFB1 uygulanan hayvanlarin germinatif hiicrelerin kalinligi, Kontrol grubu

hayvanlarminkinden daha kiigiik tespit edilmistir. Calismada LKP uygulamasinin spermatozoa
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motilitesini dnemli diizeyde artirdigi ve AFB1’in spermatozoa 6zellikleri ve testis iizerindeki
olumsuz etkilerini giderdigi saptanmistir (97). Durairajanayagam ve ark 2014 yilinda
yaptiklar1 calismada erkek infertilitesi lizerine likopenin etkilerini inceledikleri ¢calismada asir1
miktarda Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) sperm canlilig1 ve hareketliligi azalttigi, oksidatif
stresin sperm membran lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve apoptoz neden oldugu bunuda
tedavi etmenin en iyi yolunun iyi bir antioksidan olan likopen ile olabilecegini savunmuslardir
(98).

Bizde yapmis oldugumuz calismada BPA maruziyeti sonucu olusan seminifer tiibiil
capinda azalma, bazal membran kalinlasmasinin goriilmesi gibi testikiiler hasara 4 mg/kg
LKP’in anlamli derecede koruyucu oldugunu gozlemledik. Ayrica yapmis oldugumuz
calismada BPA grubunda MDA diizeyleri artmis ve BPA+ LKP gruplarinda LKP etkisi ile
MDA seviyelerinde anlamli bir azalma tesbit edilmistir. Calismamizda baktigimiz
parametrelerden biri de GPx seviyeleridir. BPA gruplarinda diismiis olan GPx miktar1
BPA+LKP gruplarinda anlamli derecede artmistir. Yine GSH degerleri ise BPA grubuna gore
biiyiik oranda yiikselmistir. Zhou ve ark., 2006 yilindaki si¢anlar iizerinde yapmis olduklar1
calismalarinda, solunum yoluyla uygulanan formaldehitin testislerde okdisatif hasara yol
actigini, formaldehit maruziyeti sonucu doku GSH-Px degerlerinin diistiiglinii, MDA
degerlerinin ise arttigini tespit etmislerdir (92). Tang ve ark. 2003 yilinda, 5 giin siiresince
intraperitoneal olarak BPA uygulanan farelerde, testis doku MDA degerlerinde bir artisin
oldugunu goéstermislerdir (99).

Apoptozis, bir¢ok fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana gelen programlanmis hiicre
olimidiir. Apoptotik siirecin baglamasinda hiicre i¢i ve hiicre dig1 kokenli 6liim sinyalleri etkili
olur. Bu uyarilara maruz kalan hiicrede, ilgili genetik mekanizma harekete gecer ve apoptozis
baslar. Metabolizma ve siklus bozukluklari, hiperkalsemi, pH degisiklikleri gibi etkiler hiicre
icinden kaynaklanan sinyallerdir. Hiicre disindan gelen sinyaller ise, ultraviyole 1sinlari,
hipoksi, 1s1 degisiklikleri, anti-kanser ilaglar ve toksik maddelerdir. Kug ve ark. 2008 yilinda
yapmis olduklar1 ¢alismada, hem seminifer tubiil duvarindaki spermatogenetik hiicrelerde hem
de leydig hiicrelerinde apoptozisin meydana geldigi immunohistokimyasal degerlendirme ile
ortaya koymuslardir Ayrica spermatogenetik hiicrelerde belirlenmis olan apoptozis,
formaldehit toksisitesine bagli olarak testislerde sperm iiretiminin olumsuz yonde etkilendigini
ve Leydig hiicrelerinde gozlenen apoptotik degisiklikler ise testosteron fiiretiminin azalmis

olabilecegi sonucuna varmiglardir (100). Wang ve ark. (2003), erkek ratlarda, Nonilfenol ve
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BPA’ya maruz kalan Sertoli hiicrelerinde, Nonilfenol (NF) ve BPA’nin konsantrasyonu arttik¢a
apoptozun arttigini rapor etmislerdir (101). Gong ve ark. (2009) , Nonilfenol ve BPA’nin
Sertoli hiicreleri iizerinde, apoptosizde dnemli bir rol oynayan ER stresi olusturabilecegini de
belirtmiglerdir (102).

Bu calismada, TUNEL degerlendirmelerinde; BPA+LKP grubunda LKP etkisi ile
TUNEL pozitif spermatogoniyum ve spermatosit sayisinda BPA grubuna gore anlamli bir
azalma meydana gelmistir. Can 2010 yilinda yapmis (81) oldugu metil parationun testiste
olusturdugu toksik hasara likopenin koruyucu etkisinin biyokimyasal, 151k mikroskobik ve
ultrastriiktiirel diizeyde incelendigi tez g¢alismasinda, TUNEL degerlendirmesinde; metil
paration grubunda spermatogoniyum ve spermatositlerdeki apopitozun kontrol, sham ve LKP
gruplarina gore anlamli bir sekilde arttirdigmi tespit etmislerdir (81). Han ve ark. (2004),
Sprague-Dawley erkek ratlara 50 giin boyunca 0, 125 ve 250 mg/kg/giin NF uygulamis ve
Tunel sonucuna gore, testis hiicrelerinde NF’nin doza bagh apoptozu arttirdigini belirtmistir
(103). Weber ve ark., 2002; Gong ve Han, 2006 yaptiklar1 ¢aligmalarda da Nonilfenol ve
BPA’nin testis hiicrelerinde apoptoza neden oldugu belirtilmistir (94,102) .Hiicre i¢i ya da
hiicre disindan gelen apoptotik sinyaller, hiicre i¢erisinde bulunan proteazlar1 aktive eder. Bu
proteazlara KASPAZ adi verilir. Giiltekin 2013 yilinda yapmis oldugu testis dokusunda
seminifer tiiblildeki apoptozis hem immiinohistokimyasal olarak TUNEL yontemi ile
gostermistir. Sisplatin grubunda artmis apoptozisle beraber belirgin bir boyanma oldugu (Aktif
KASPAZ-3 ) buna karsin Kontrol ve Zn grubunda boyanmanin olamadigi, Sisplatin (CP) +Zn
grubunda ise apoptozisin devam ettigi fakat, boyanma siddetinin CP’deki kadar fazla
olmadigini tespit etmislerdir (105). Yildirim ve ark. 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada
apoptozisin degerlendirmesinde standart yontem kabul edilen TUNEL yontemini kullandi.
Kontrol grubu ile diger gruplarin apoptozis oranlar1 karsilastirildiginda sadece birici ve ikinci
gilin grubu ile anlamli fark bulunurken diger gruplarla anlamli fark bulunamadi (106). Géncii
ve ark. 2014 yilinda yaptiklar: ¢alismada apoptotik DNA kiriklarmi gostermek i¢in TUNEL
isaretleme ve Aktif kaspaz 3’lin ve sitokrom C belirlenmesi i¢in primer antikorlar1 ile SDS-
PAGE ve blotlama sonrasinda inkiibe etti. Sonugta TUNEL’de pozitif reaksiyon belirlenirken,
Kaspaz aktivitesi ise larval evrenin son giinii olan 10. Giinii ile pupal evrenin 12. saatleri
arasmnda gdzlemlendi (107). Ozgelik ve ark. 2014 yilinda Wistar albino siganlar1 {izerinde
yapmis olduklar1 ¢alismada hayvanlar1 5 gruba ayirmis ve hayvanlar1 dekapite edilerek kanda
TNF-a ve adiponektin (ADP), bobrek ve mesane oOrneklerinde histolojik degerlendirme,
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malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), ADP ve KASPAZ-3
degerlerini 6l¢miistiir. Metabolik sendrom gegiren grupta kaspaz-3 aktivitesinin arttigini, diger
gruplarda azaldigini tespit etmislerdir (108). Calismamizda Kontrol, Sham ve LKP gruplari,
BPA grubu ile karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 THC (+) spermatogoniyum hiicre sayisi
bakimimdan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve BPA grubunda yiiksek bulundu.
Kontrol, Sham ve LKP gruplar1 grubu, BPA+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda
seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogoniyum hiicre sayimi bakimimdan

istatistik olarak anlaml fark saptanmadi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde ettigimiz bulgular dogrultusunda diisik doz BPA ’nin testiste
olusturdugu toksik hasara 4mg/kg LKP’nin koruyucu etkisi oldugu, ancak hasari tamamen
engellemedigi sonucuna vardik. Bisfenol A dozu ve maruz kalma siiresi, hasarin siddeti
acisindan biiylik 6nem tasimaktadir.

BPA’nin testiste olusturdugu toksik hasara LKP’nin koruyucu etkisi ilk defa bizim
calismamizda; histokimyasal olarak H&E ve PAS boyamalari, immiinohistokimyasal olarak
TUNEL, Aktif Kaspaz-3 boyamalar1 ve biyokimyasal olarak MDA, GSH ve GPX enzim
aktivite diizeyleri dl¢iilerek degerlendirildi.

Literatiirlerde BPA ’nin testiste olusturdugu toksik hasara LKP’nin koruyucu etkisini
gosteren bir ¢caligma bulunmamaktadir. Bu agidan ¢alismamizin, literatiire katki saglayacagini

diisiiniiyoruz.
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