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OZET

POLIETILEN TEREFTALAT YAPILI NANOPLASTIiKLERE SUB-KRONIK
MARUZIYETININ TESTIiS VE SPERM UZERINDE MEYDANA GETIRDIGi
HASARIN FARE MODELINDE ARASTIRILMASI

Oguz Kaan Tombul
Yiiksek Lisans Tezi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Klinik Embriyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Nur Kalug
Maltepe Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, 2023

Infertilite, 12 ay veya daha fazla diizenli korunmasiz cinsel iliski sonrasi gebelik elde
edilememesi ile tanimlanan erkek veya disi iireme organlarindan kaynaklanan bir
hastaliktir. Bircok genetik faktdr ve yasam tarzi faktoriiniin erkek infertilitesi ile iliskili
oldugu diisiiniiliir. Yasam tarzi faktorlerinden biri olan mikro ve nanoplastiklere

maruziyetin de infertilitede etkili olabilecegi ¢alismalarda bildirilmistir.

Bu calismada sentetik yapili polimerlerden biri olan polietilen tereftalat (PET)
nanoplastiginin erkek tireme sagligi lizerine etkisinin arastirilmast amaglandi. Bes haftalik
18 adet Balb-C tiirii fare rastgele segilerek kontrol grubu, diisiik doz PET-NP ve yiiksek
doz PET-NP uygulama grubu olarak ii¢ gruba ayrild1 (n=6). 28 giin boyunca 100’er puL
olacak sekilde sirasi ile kontrol grubuna serum fizyolojik, diisiik doz grubuna 0.1 mg/giin
PET nanoplastigi ve yiiksek doz grubuna 0.5 mg/giin PET nanoplastigi oral gavaj ile verildi.

Sub-kronik PET nanoplastigi uygulamasi sonucunda deneklerin testis organ
endekslerinde kontrole kiyasla anlamli bir degisim goriilmezken (p>0.05), hem diisiik
hem de yiiksek doz uygulama gruplarinin sperm sayimlarinda kontrole kiyasla anlaml
azalmalar goriildii (P<0.05). Benzer bir sekilde hem diisiik hem de yiiksek doz uygulama
gruplarinda sperm morfolojileri incelendiginde normal morfolojiye sahip sperm
oranlarinda anlamli azalis goriildii (p<0.05). Ayrica, yiiksek doz PET nanoplastiklerine
maruz kalan grupta, sperm boyun anomalilerinde kontrole kiyasla anlamli artis goriildii

(P<0.01). COMET analiz yontemi ile belirledigimiz DNA hasar1 sonuglarinda ise, PET
\'%



nanoplastiklerine maruz kalan gruplarin sperm %kuyruk DNA miktarinda anlamli artig
goriildii (P<0.05). Son olarak, testislerden alinan histolojik kesitlerin tiibiil yapilar
Johnsen skorlamasi ile degerlendirildiginde, PET plasti§ine maruz birakilan her iki grupta

da spermatogenezde kontrole kiyasla anlamli bir degisim goriildii (P<0.05).

Sonug olarak sub-kronik PET nanoplastik maruziyeti, sperm sayisin1 azaltmakta, sperm
morfolojisinde bozulmalara neden olmakta, spermlerde DNA kiriklar1 meydana
getirmekte ve spermatogenez asamalarinda negatif etkiler olusturmaktadir. Tiim bu
negatif etkiler neticesinde PET nanoplastigi erkek iireme sagligin1 olumsuz yonde

etkilemektedir.

Anahtar Sozciikler: Polietilen tereftalat, nanoplastik, toksisite, infertilite, spermatozoa,

sperm morfolojisi, sperm parametreleri
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SUB-CHRONIC POLYETHYLENE
TEREPHTHALATE NANOPLASTIC EXPOSURE ON TESTES AND SPERM
IN MICE

Oguz Kaan Tombul
Master Thesis
Department of Histology and Embryology
Clinical Embryology Master’s Programme with Thesis
Thesis Advisor: Assist. Prof. Nur Kalug
Maltepe University Graduate School, 2023

Infertility, which is defined as the inability to achieve pregnancy after 12 months or more
of regular unprotected sexual intercourse, is a disease arising from the male or female
reproductive organs. Many genetic and lifestyle factors are thought to be associated with
male infertility. It has been reported that exposure to micro and nanoplastics, which is
among these lifestyle factors, may also be effective in infertility.

In this study, we aimed to investigate the effect of one of the synthetic polymers,
polyethylene terephthalate (PET) nanoplastics, on male reproductive health. For this aim,
eighteen five-week-old Balb-C type mice were randomly selected and divided into three
groups as control group, low-dose PET-NP and high-dose PET-NP administration group
(n=6). 100 pL of saline was given to the control group, 0.1 mg/day PET nanoplastic to
the low dose group, and 0.5 mg/day PET nanoplastic to the high dose group for 28 days,
by oral gavage.

Our data revealed that sub-chronic PET nanoplastics exposure did not result in a
significant change in testes index compared to the control group (p>0.05), while there
was significant decrease in sperm counts in both low and high dose groups compared to
that of control group (P<0.05). Similarly, sperm morphologies of both low and high dose
PET-NP exposed animals were significantly changed, while the percentages of sperms
with normal morphology significantly decreased compared to that of untreated control
(p<0.05). Furthermore, there was a significant increase in sperm neck anomalies in the
group exposed to high-dose PET nanoplastics compared to the that of control group

vii



(P<0.01). Also, there was a significant increase in the sperm % tail DNA of the groups
exposed to PET nanoplastics, which were revealed by COMET analysis, indicating the
DNA damage (P<0.05). Lastly, Tubule structures of histological sections taken from
testicles were evaluated by Johnsen scoring and a significant change in spermatogenesis
was observed in both groups exposed to PET nanoplastic compared to that of control
group (P<0.05).

In conclusion, sub-chronic PET nanoplastics exposure led to decrease in sperm count,
disruption in sperm morphology, induces DNA strand breaks and have a negative impact
in the stages of spermatogenesis. As a result of these negative effects, PET nanoplastic

negatively affects male reproductive health.

Keywords: Polyethylene terephthalate, nanoplastic, toxicity, infertility, spermatozoa,

sperm morphology, sperm parameters
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1. GiRiS
1.1 Problem

Plastikler, genellikle petrol tiirevlerinden elde edilen, hafifligi, renklendirilebilirligi ve
kirilmazligr gibi istiin 6zelliklere sahip sentetik polimerler olup giinlilk hayatimizin
vazgecilmez bir pargasidir (Halden, 2010; Wagner, 2017). Diinyada her yil iiretilen
plastik miktar1 1950 yilinda 2 milyon ton iken, 2019 yili itibariyle 368 milyon tona
ulasmis durumdadir (Plastics Europe, 2022). Ortaya ¢ikan plastik atiklarin miktar1 2015
yil1 itibariyle 6.3 milyar tona ulagsmis durumda olup, eger {iretim bu hizda devam ederse
2050 yilinda 12 milyar ton olacagi tahmin edilmektedir. Biriken bu plastik atiklar, 1s1,
giines 15181, pH ve g¢evresel etkilere maruz kalarak mikroplastiklere (MP) (<5mm) ve
nanoplastiklere (NP) (<1 pm) doniismektedir (Smith, Love, Rochman ve Neff, 2018).
Ayn1 zamanda polimer yapisi ve iiretim tarihinin iizerinden gecen siire ile iliskili olarak
da plastiklerde bozulmalar meydana gelebilmekte ve hizlica MP/NP’lere

doniisebilmektedir.

Saglik riski olusturan bu pargaciklarin toksisitesinin degerlendirildigi ¢aligmalar partikiil
boyutuna gore siniflandirildiginda, ¢alismalarin biiytik bir boliimiinii MP’lerin, plastik
tiriine gore smiflandirildiginda ise polistren (PS) ve polietilen (PE) hammaddesinin
olusturdugu goriilmektedir (Lehner, Weder, Petri-Fink ve Rothen-Rutishauser, 2019;
Kik, Bukowska ve Sicinska, 2020). Fakat yaygin olarak kullanilan polietilen tereftalat
(PET) materyali ile gerceklestirilen toksisite calismalari olduk¢a sinirlidir. PET, tereftalik
asit ve etilen glikolden olusan, yiiksek bir molekiiler agirliga sahip olan en yaygin sentetik
polimerdir (Wei ve Zimmermann, 2017). Amorf ve yar1 kristal yapili bu polimer, en
yaygin kullanilan ve iiretilen plastikler arasinda yer almaktadir (Plastics Europe, 2022;
Webb, Arnott, Crawford ve Ivanova, 2013).

Farkl1 plastik tiirlerinden elde edilen NP’lerin ve MP’lerin genel toksikolojik etkilerinin
belirlendigi calismalar her ne kadar limitli olsa da, bu ¢aligmalar arasinda erkek {ireme
sistemi {izerinde negatif etkilerinin bulunduguna dair veriler mevcuttur (Marcelino, vd.,

2022). Zhou ve ark.’in 50 nm boyutundaki PS nanoplastiklerin toksisitesini fare
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modelinde arastirdigi ¢alismasinda, 35 giinliik PS nanoplastikleri (PS-NP) maruziyetinin
deneklerin spermlerinde akrozom biitiinligiinii bozdugu ve akrozom parametrelerinde
degisikliklere sebep oldugu, sperm sayisinda ve sperm hareketliliginde azalmalar oldugu
gostermistir (Zhou vd., 2022). Amereh ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir baska
calismada Wistar siganlarin, 5 hafta boyunca PS-NP’lere maruz birakilmasi sonucunda
folikiil uyarict hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH)
ve testosteron konsantrasyonlarinda diisiisler gozlenmis ve semen yogunlugunda
azalmalar oldugu bildirilmistir (Amereh, Babaei, Eslami, Fazelipour ve Rafiee, 2020).
Nanoplastiklerden oldukga biiyiik boyutlara sahip olan MP’lerin toksisitesi ile iliskili Jin
ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada, farelerin polistiren MP’lere maruziyetinin
seminifer tliplere zarar verdigi, testis iltihabina neden oldugu, kan-testis bariyerini
bozdugu, sperm Kkalitesini ve testesteron seviyelerini diigtirdiigii bildirilmistir (Jin
vd.,2021). Hou ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptigi baska bir ¢alismada MP
maruziyetinin epididimdeki spermlere zarar verdigi goriilmiis, testislerde {iretilen

spermlerde atrofi ve apoptozun arttigi bildirilmistir (Hou, Wang, Liu ve Wang, 2021).

Yapilan c¢alismalarda maruz kalinan plastik boyutunun kiigiilmesinin toksikolojik
etkilerinin artisinda 6nemli bir rolii oldugu gorillmiistir (Lehner, Weder, Petri-Fink ve
Rothen-Rutishauser, 2019). Fakat NP’lerin MP’lere oranla biyolojik etkilesimlere yol
acan daha biiylik bir ylizey-hacim oranina sahip olmasi, biyolojik bariyerleri ge¢cme
potansiyelinin fazla olmast gibi Ozelliklerinden dolayr daha tehlikeli oldugu
bildirilmektedir (Rist ve Hartman, 2018). Bununla beraber, kullanim alan1 oldukga yaygin
olan ve giinliik hayatin bir vazge¢ilmezi haline gelen PET plastiginden tiireyen MP veya
NP’lerin sperm ve testis lizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismanin bulunmamasi
literatiirde onemli bir eksiklik olarak goriilmektedir. Gergeklestirilen tez galismasi ile

PET-NP’lerinin sperm ve testis tizerindeki etkileri ilk kez arastirilmistir.

1.2 Amag

Calismamizin amaci giinliik hayatimizda oldukga fazla yer bulan plastiklerin bir tiirii olan
polietilen tereftalattan tiireyen nanoplastiklere maruziyetin erkek itireme sistemindeki
etkisini aragtirmaktir. Arastirmamizin konu ile ilgili literatiir eksikliginin giderilmesinde

fayda saglayacagini diisiinmekteyiz. Arastirmamizin cevaplamaya calistig1 sorular:

2



1) PET yapili nanoplastiklere maruziyet sperm parametreleri izerinde olumsuz bir etki

birakir mi1?
2) PET nanoplastikler sperm hiicrelerinde DNA hasar1 meydana getirir mi?
3) Polietilen Tereftalat yapili nanoplastiklerin spermatogeneze etkisi var mi?

1.3 Onem

Plastiklerin iiretiminin her gegen giin artis1 ve bu liretime bagl olarak hayatimizdaki yeri
giderek artmaktadir. Buna bagli olarak her gecen giin plastik maruziyetimiz artarak insan
sagligini tehdit eden bir unsur haline gelmektedir. Sinirli sayida da olsa, plastik tiirevli
maddelerin ve bu maddelerin iretiminde kullanilan malzemelerin etkileri ile ilgili
aragtirmalar literatiirde mevcut olmasina ragmen NP’ler ve MP’lerin tireme sagligindaki
etkisi ile ilgili calismalar yetersizdir. Yapilan hayvan deneyleri ¢aligmalarinda plastik
tiretiminde kullanilan maddelerin ve plastik tiirevli malzemelerin erkek lireme sisteminde
oksidatif stres olusumunda, doku hasari olusumunda ve sperm parametlerinin diismesinde
etkili oldugu gostermektedir. Fakat ¢alismalar arasinda NP’lerin ve MP’lerin {ireme
sagligindaki etkisi ile ilgili yeterli calismalar bulunmamakla beraber, giinliik hayatta
olduk¢a yogun olarak maruz kaldigimiz PET nanoplastiklerinin sperm ve testis
tizerindeki etkilerinin belirlendigi ¢alismalar literatiirde mevcut degildir. Polietilen
tereftalat yapili nanoplastikler ile gergeklestirilen bu ¢alisma, erkek tireme sagligindaki
etkilerinin anlasilmasinda ve literatiir eksikliginin giderilmesinde Onemli bir katki

saglayacaktir.
1.4 Varsayimlar

Nano ve mikroplastik maruziyeti bir¢ok doku ve organda toksik etkilere sebep
olabilmektedir. In vivo arastirmalar, nano ve mikroplastiklere maruziyetin sonucunda bu
plastiklerin bagirsak epiteli (Lei vd., 2018), karaciger (Yang, Chen, Lu ve Liao, 2019) ve
bobrek (Deng, Zhang, Lemos ve Ren, 2017) gibi birgok hayati organ ve dokuya ulasarak
birikim gosterdigi ve ayni zamanda lipit profili degisikliklerine (Lu, Wang, Cao, Chen ve
Dong, 2018) ve enerji metabolizmasi1 bozukluklarina (Deng vd., 2017) neden oldugunu
gostermektedir. Ayrica NP ve MP’lerin testis hasarina ve sperm parametrelerindeki
diistislere neden oldugu da farkli ¢alismalarda bildirilmistir (Marcelino vd, 2022; Zhou

vd., 2022; Amereh vd., 2020; Jin vd., 2021; Hou vd., 2021). Tiim bu ¢alismalar géz 6niine
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alindiginda, bir¢ok kullanim alanina sahip olan polietilen tereftalatin literatiirdeki yeri
oldukga sinirli ve yetersiz kalmaktadir. Farkli organizmalarda PET nanoplastiklerinin
biyolojik bariyerleri asabildiginin gosterilmesi, PET nanoplastiklerine maruziyetin
dogrudan kan-testis bariyerini asarak veya dolayli olarak testis dokusunda ve sperm
hiicrelerinde hasara neden olarak infertiliteye sebep olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle calismamizin konu ile ilgili literatiir eksikliginin giderilmesinde ve plastik

maruziyetine bagl erkek infertilitesinin anlasilmasinda etkili olacag: diistiniilmektedir.
1.5 Simirhiklar

PET-nanoplastiklerin fare modelinde in vivo toksisite veya erkek lireme sisteminde ve
erkek infertilitesindeki iliskisi ile ilgili temel alinabilecek bir ¢alisma, ve ayrica PET-
NP’lerin hem besinlerde hem de g¢evrede bulunan konsantrasyonlari hakkinda bilgi
bulunmadigindan ¢alismada kullanilan PET-NP konsantrasyonlar1 ayni yas grubunun ve
uygulama stirelerinin kullanildig1 fare modelinde PS-NP veya MP’ler ile gerceklestirilen
calismalar temel alinarak belirlenmistir (Deng vd., 2017; Jeong vd., 2022; Nie vd., 2021).

1.6 Tanimlar

Polietilen Tereftalat: Polimer yapili, tereftalik asit ve etilen glikolden olusan, yaklasik 25-
50 yillik 6mre sahip, tek kullanimlik i¢ecek siseleri ve ambalajlar i¢in tekstil elyaflar1 ve

regineleri tiretmek i¢in kullanilan bir termoplastiktir (Pirillo, Pollegioni ve Molla, 2021).

Mikroplatikler: Mikroplastikler biiyiik plastik parcalarin ¢evresel etkenler ile
bozunmasindan tiireyen veya tiiretilen, boyutlari 5 mm'den kiigiik olan minyatiir formdaki

kiigiik plastik parcalardir (Toussaint vd., 2019).

Nanoplastikler: Dis boyut 1 pm’den kiigiik, dogal veya iiretilmis, potansiyel
ekotoksisiteye sahip, kimyasal kirleticiler ve ayrica patojenler olarak uluslararasi kabul

gormiis bir tanima sahip yapilardir (Hirt ve Body-Malapel, 2020).



2. GENEL BIiLGILER

Diinyada insanlar tarafindan iretilen ve diinyanin her yerine yayilmis dogal olmayan
tirlinlerden biri plastiktir. Geyer ve arkadaslari, 2017 yilina kadar toplam 8.3 milyar
metrik ton islenmemis plastigin tretildigini vurgulamistir (Geyer, Jambeck ve Law,
2017). Giderek artan bu plastik tiretimini ile beraber ¢evreye yayilan plastik pargalarin
sayist da artmaktadir. Cevredeki mikroplastikler ve nanoplastikler dahil olmak iizere
plastik parcalarin dogal yollar ile kolay bir sekilde bozunamamasi nedeniyle diinyanin en
kritik ¢evre sorunlarindan biri haline gelmistir (Yang, Wang ve Xia, 2020). Plastik tiirleri
hem ekosisteme karistiginda hem de kullanimi sirasinda saglik riski olusturan mikro ve
nano boyutlu plastikler iiretmektedir (OBmann vd., 2018; Hernandez vd., 2019; Li vd.,
2020; Kankanige ve Babel, 2020). Saglik riski olusturan bu pargaciklarin toksisitesinin
degerlendirildigi calismalar partikiil boyutuna goére simiflandirildiginda, ¢aligmalarin
ve polietilen (PE) hammaddesinin olusturdugu goriilmektedir (Lehner vd., 2019; Yong,
Valiyaveettil ve Tang, 2020; Pirsaheb, Hossini veMakhdoumi, 2020; Kik, Bukowska ve
Sicinska, 2020).

Plastikler ve plastik igeren iirlinlerin diinyanin hemen her yerinde dogada dolagimi,
plastik kirliligine neden olur (Okeke vd., 2022). Bu plastikler dogada ultraviyole 1s18a,
hava kosullarina ve biyolojik bozunmaya maruz kalarak plastiklerin ¢ok daha kiiclik
boyutlar1 olan mikroplastikleri (MP'ler) ve nanoplastikleri (NP'ler) olusturur (Yin vd.,
2021). NP’ler ve MP’ler kalici ¢evre kirleticileridir. Biiyiik plastik pargalarin ¢evresel
faktorler ile bozunmasindan tiiretilenler ile olugsmalarinin ardinda karada olmalarmin yan1
sira deniz ve igme sularina karisarak evlerimize kadar ulasabilmektedir (Auta, Emenike,
veFauziah, 2017; Galloway, Cole ve Lewis, 2017; de Souza Machado, Kloas, Zarfl,
Hempel ve Rillig, 2018). Insanlarin mikro ve nanoplastiklere maruziyeti genellikle
sindirim, solunum ve deri yoluyla ger¢geklesmektedir (Prata, Costa, Joao, da Costa Duarte
ve Rocha-Santos, 2018). Ozellikle gida iiriinlerindeki ambalajlar ve PET siseli su tiiketimi
nedeniyle oral yolla alinan mikro ve nanoplastik miktari oldukga fazladir. Tuz, siit, kahve

ve poset cay gibi bircok gida maddesinde tespit edilmelerinin yani sira karton bardak ve



plastik ambalajli iiriinlerin tiiketimi de bu partikiillere maruziyetimizi artirmaktadir

(Souza ve Fernando, 2016).

MP'ler ve NP'ler, dogada ¢evresel kaliciliklart nedeniyle potansiyel tehlikeler
olusturmaktadir (Alimba ve Faggio, 2019; de Souza Machado vd., 2018; de Sa, Oliveira,
Ribeiro, Rocha ve Futter, 2018). Patojenik bir yapiya sahip olmalarinin yani sira (Sgier,
Freimann, Zupanic veKroll, 2016; Wu vd., 2019), ekosistemi tehdit eden bir toksisiteye
sahiptir (Adam, Tong veBernd, 2019; Lambert, Scherer ve Wagner, 2017). Kiiciik
yapilarindan dolayi plastikler kimyasal kirleticiler i¢in tastyici olabilmeleri (Mensch vd.,
2010; Sink¢ vd., 2012) nedeniyle dnemli ekolojik ve saglik sorunlarina yol agmaktadirlar
(Akdogan vd., 2019; Caruso vd., 2019). Bununla birlikte, literatiirde insan sagligina

etkilerine iliskin dnemli bir arastirma eksikligi mevcuttur.
2.1 Mikroplastikler ve Nanoplastikler

Plastiklerin ¢ogu inert malzemelerdir, ancak 5 mm'den kiicik boyutlu (<5 mm)
mikroplastiklere boliindiiklerinde daha problemli hale gelebilirler. Genis yiizey alani
nedeniyle, MP'ler ¢evresel kirleticileri daha 1yi emebilir ve aktarabilir, bu nedenle onlari
daha biiyiik plastik pargalarindan potansiyel olarak ¢ok daha tehlikeli hale getirir (Hwang
vd., 2020; Wright ve Kelly, 2017). NP'ler ise 1 mikrondan daha kii¢iik boyutlu (<1 pm)
polimerler olarak tanimlanir. NP'ler 1-1000 nm boyutlarinda kii¢iik pargalar olarak

tanimlanir fakat bilimsel tanim hala tartismahidir (Gigault vd., 2018).

NP'lerin kii¢iik boyutu, mikroplastiklere kiyasla rahatlikla tiiketilmelerini saglar (da
Costa, Santos, Duarte ve Rocha-Santos, 2016). Nanoparcaciklar hayvan yemi veya deniz
tuzu gibi ¢esitli yollar araciligiyla insan ve hayvan besin zinciri boyunca kolay bir sekilde
ilerleyebilmektedir (Yang vd., 2015). Ozellikle NP’lerin deniz, toprak, icme sular1 gibi
dogada bircok yasam alanina rahatlikla karismasi nedeniyle organizmalarin viicutlarina
Kolaylikla ulasabilmektedir. Oral yollarla alindig: taktirde gastrointestinal sistemde,
bagirsakta taginim ve emilim etkinliklerine ¢ok sayida model hayvanin dokularinda
birikebildigi goriilmiistiir. Bunun yani sira baslica insan maruziyet yollari cilt temasi ve
solunum yolu ile akcigerler oldugunu goriilmiistir (Lehner vd., 2019). Solunan
nanopargaciklarin solunum yolu aracilig ile kan dolasimina gectigini ve insan solunum
sistemini rahatsizliklarina sebebiyet vermektedir. Kapali bir ortamda, yetiskin bir insanin
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her giin havadan 272 adede kadar havadaki plastik par¢acigini soluyabildigi gosterilmistir
(Vianello, Jensen, Liu ve Vollertsen, 2019). Ayni zamanda 2,5 um'den kiigiik olan
partikiillerin akcigerlerde tutunabildigi ve solunum bariyerinden gecebilecegini
gozlenmistir (Enyoh, Verla, Verla, Ibe ve Amaobi, 2019). Solunum sistemindeki
etkilerinin yani sira nanopartikiiller, ylizey yiiklerine ve boyutlarina bagli olarak bagirsak
bariyerini asabilirler (Bouwmeester vd., 2009). Farkli yilizey bilesimleri ve farkli
boyutlardaki polistiren partikiilleri (50 nm-500 nm) kullanilarak c¢esitli bagirsak
modellerindeki etkilesimini test edilmistir (He, Hu, Yin, Tang ve Yin, 2010). 50 nm
boyutundaki polistiren partikiillerine oral yolla maruz kalindiginda in vitro demir
emilimini arttirdigi gozlenmistir ve bu nedenle NP maruziyetinin bagirsak epitelinin
bariyer oOzelliklerini degistirdigini distinilmektedir (Mahler vd., 2012). NP’lerin
hidrofobik bir yapiya sahip olmalarindan dolay1 NP’lerin deriye niifuz etmesi zorlasir ve
NP'lerin dogrudan insan derisine yayildigini gosteren bir calisma bulunmamaktadir
(Jarvenpad, Perkkio, Laitinen ve Lahtela-Kakkonen, 2022). Ancak cilt bakimi
losyonlarindaki iire, gliserol ve alfa hidroksil asitler gibi bilesenler, NP'lerin deri
tizerindeki difiizyonuna yardimci olabilecegi disiinilmektedir (Jatana, Callahan,
Pentland ve DeLouise, 2016).

NP’lerin ve MP’lerin ¢esitli boyutlar1 ve tiirleri ile yapilan arastirmalarda insan ve
hayvanlar tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sulara karisan NP'lerin baliklarda beyne
kadar ulagabildigi ancak pargaciklarin sayisi ve bunlarin potansiyel etkisi hakkinda yeterli
diizeyde bilgi mevcut degildir (Priist, Meijer ve Westerink, 2020). Sucul omurgasiz
tiirlerinden biri olan Daphnia magna ile yapilan bir ¢alismada hem yetiskin hayvanlarda
hem de agik kulugka kesesindeki embriyolarda polistiren nanoplastiklerin alim yolunu ve
hedef dokudaki etkileri incelenmistir (Brun, Beenakker, Hunting, Ebert ve Vijver, 2017).
Embriyonik gelisimin erken evrelerinde kulucka kesesindeki embriyonik biiyiime
sirasinda lipofilik hiicreler i¢inde ve tizerinde NP’lerin biriktigi, fakat yetiskinlerin

bagirsak epitelinin NP igermedigi gézlenmistir.

MP’ler ve NP’lerin dokulardaki etkilerinin yani sira hiicresel diizeydeki etkileri de
mevcuttur. NP’lerin glikoz metabolizmasinda 6nemli bir bozulmaya, kortizol
seviyelerinde degisiklige neden oldugunu gosterilmistir (Brun vd., 2017). Polistiren

parcaciklarinin yag membranina kolayca niifuz edebildigini, hiicrenin zar yapisinda
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degisiklige neden oldugunu, zar yayilmasini 6nemli dl¢iide azalttigini ve bdylece hiicre
islevini etkiledigini goriilmistir (Rossi, Barnoud ve Monticelli, 2014). Polistiren
NP'lerin, insanlarda mide kanseri hiicrelerinin canliligimi ve ayrica IL-6, IL-8 gibi

inflamatuar genetik ifadeleri etkiledigi de gosterilmistir (Forte vd., 2016).

NP’ler ve MP’lerin potansiyel birikimi ve etkisi ile ilgili insan saghigi riskleri hakkinda
literatiirdeki bilgiler smirlidir. NP’ler ve MP’lerin ¢esitli boyutlarda, sekillerde ve
konsantrasyonlarda insan viicuduna ulasmasi biiyiik bir tehdit olusturmaktadir. Bu
partikiiller organizmaya hava yolu, besin zinciri ve deri niifuzu ile kolay bir bi¢imde
ulasabilmektedir. Maruziyete bagli olarak, NP'lerin biiyiikk 6l¢iide biyolojik zarlardan
gecebildigi ve bitki veya hayvan hiicresi olmasi fark etmeksizin ¢ogu hiicre aktivitesini
etkiledigi bilinmektedir (Koelmans vd., 2015). Bu nanopargaciklar kan dolasimina

girdiginde iireme ve sinir sistemlerine de zarar verebilir.

Mikro ve nanoplastiklerin sperm ve testis iizerindeki etkileri sinirlt sayida calisma ile
arastirilmis olup, erkek fertilitesinde 6nemli bir problem oldugu ortaya konmustur
(D’Angelo ve Meccariello, 2021; O’Neill ve Lawler, 2021). Bu konudaki ¢alismalarin
biiyilik bir cogunlugu polistren nano ve mikroplastikleri ile gergeklestirilmis olup sperm
sayisinda ve hareketliliginde onemli miktarda azalmaya ve hatta morfolojik olarak
bozulmalara neden oldugu bildirilmistir (Amereh vd., 2020; Zhou vd., 2022 Huang vd.,
2022). Ayrica, polistren yapili plastiklerin yalnizca sperme degil testis dokusuna da zarar
verdigi ortaya konmus olup, oksidatif stres, testis-kan bariyerinin yikilmasi, seminifer
tiiplerinde inflamasyon ve histopatolojik hasar meydana geldigi bildirilmistir. Fakat PET
mikro veya nanoplastiklerinin sperm veya testis ilizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calisma literatiirde mevcut olmadigindan, PET-NP’lere maruziyetin meydana getirecegi

etkiler bilinmemektedir.
2.2 PET-Nanoplastikler

Polietilen tereftalat (PET) 1941°de kullanilmaya baslanilan ve 2020'de diinya ¢apinda 400

milyon tondan fazla iiretilmis sentetik yapida bir polimerdir. (Skoczinski, Krause,

Raschka, Dammer ve Carus, 2021). Plastik sigeler ve yiyecek ambalajlariin iiretiminde

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Wallace vd., 2020). PET geri doniistiirtilebilir

olmasina ragmen, ekosistemlerde yiiksek oranda plastik atik olarak birikerek, ciddi bir
8



cevresel yiike neden olmaktadir (Wallace vd., 2020; Prata vd., 2019; Chen, Han, Ko, Liu
ve Guo, 2018).

PET materyali yapisinda monomerler, oligomerler, antimon gibi katalizorler, karbonil
gruplu kimyasallar (formaldehit, asetaldehit, aseton vb.), ftalatlar, UV stabilizatorleri ve
lumbrikantlar barindirmaktadir (Bach, Dauchy, Chagnon ve Etienne, 2012). Bu nedenle,
PET kaynakli toksisitenin oniine gegebilmek amaciyla gida veya igecek temasi olan PET
ambalajlarla ilgili diizenlemeler getirilereck bazi kimyasallarin kullanimi tamamen
yasaklanmuis, bazilarina ise gida veya igecege sizan miktar1 sinirlandirmak tizere spesifik
migrasyon limitleri (SML) getirilmistir (European Parliament, 2016). Ornegin, bir
kilogram PET’te 210 ila 290 mg arasinda antimon tespit edilirken (Keresztes vd., 2009),
PET siseden suya sizabilecek maksimum antimon miktar1 0.04 mg/kg olarak
belirlenmistir (European Parliament, 2004). Fakat alinan bu 6nlemler tamamen belirli
kimyasallar i¢in alinmis olup, PET ambalajlardan tiireyerek gida veya igecege bulasan
PET mikroplastikleri (M-PET) veya nanoplastikleri (PET-NP) ile ilgili herhangi bir
diizenleme bulunmamaktadir. Depozitolu PET siselerden alinan su numunelerinde litrede
ortalama 118 adet MP bulundugu (Schymanski, Goldbeck, Humpf ve Fiirst, 2018), bu
partikiillerin %84’linlin siseden kaynakli PET-MP oldugu (Schymanski vd., 2018),
Avrupa’da bir bireyin ise PET sise su tiikketim ortalamasinin yilda 118 litre oldugu goz
oniinde bulunduruldugunda, sadece PET sise su tiiketimiyle maruz kalinan M-PET veya
PET-NP miktar1 oldukca fazladir. PET nanopartikiillerin sindirim sistemiyle alinmasi
hem polietilen tereftalat polimerinin hem de SML getirilen kimyasallarin tiimiinii paket
halinde organizmaya almak anlamina gelmektedir. SML getirilen kimyasallarin sindirim
kanalinda bulundugu siirece veya organizma boyunca farkli dokulara dagildiklarinda,
degisen fiziksel, kimyasal ve biyolojik kosullar sebebiyle hangi dokulara ne kadar
sizabilecegi bilinmemektedir. Bununla beraber, PET materyali iiretiminde bisfenol-A
gibi iyi tanimlanmis endokrin bozucularin bulunmamasi nedeniyle giivenli olarak
goriiliir. Fakat PET ambalajli icecek numunelerinde siireye ve sicakliga bagli olarak artan,
icecek cesidine gore degisen miktarlarda endokrin bozucu kimyasallara rastlanmaktadir
(Biscardi vd., 2003; Farhoodi, Emam-Djomeh ve Ehsani, 2008; Bosnir ve., 2007; Shotyk
ve Krachler, 2007). Her ne kadar bu kimyasallarin in vivo toksikolojik etkileri bilinse de
her bir kimyasalin PET-NP’lerden dokulara sizip sizamayacagi, eger siziyorsa bu

miktarlarmin toksik olup olmadigi, ayrica direkt kimyasal formunda degil de PET-NP
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araciligiyla dokulara tasinmasi (ve tasindigi doku igerisine salinmasi) durumunda
meydana gelebilecek etkiler bilinmemektedir (Xu vd., 2021; Zhong vd., 2021; Hao,
Cheng, Guo, Xia ve Ma, 2013; Feige vd., 2010; Yu, Wang, Wang, Wang ve Li, 2019;
Mei vd, 2019). Ciinkii ¢ogu kimyasalin nanopartikiiller araciligiyla hiicrelere veya
dokulara taginmasi toksisitesini 6nemli derecede etkilemektedir (Naasz, Altenburger ve
Kiihnel, 2018).

PET materyali ile gergeklestirilen in vivo toksisite ¢alismalar1 ise oldukca sinirli olup
literatiirde herhangi bir memeli modeli ile gergeklestirilmis toksisite ¢alismasina veya
erkek infertilitesi ile iligkisinin ortaya konuldugu herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamaktadir (Teng vd.,, 2021; Liu, Kwak, Wang ve An, 2021; Hanachi, Kazemi,
Zivary, Ghadami ve Karbalaei, 2021; Provenza, Piccardo, Terlizzi, ve Renzi, 2020;
Piccardo vd., 2020; Ji vd., 2020).

2.3 infertilite

Infertilite, 12 ay veya daha fazla diizenli korunmasiz cinsel iliski sonras1 gebelik elde
edilememesi ile tanimlanan erkek veya disi iireme organlarindan kaynaklanan bir
hastaliktir (World Health Organization, 2023). Infertilite, diinya ¢apinda yaklasik 70
milyon insani etkilemektedir ve diinya ¢apindaki ciftlerin %9'unun miicadele ettigi,
sorunlarin  %350'sine erkek faktoriiniin katkida bulundugunu bir saglik sorunudur
(Fainberg ve Kashanian, 2019). Bir¢ok genetik faktor ve yasam tarzi faktoriiniin erkek ile
iliskili oldugu diisliniiliir ancak vakalarin yaklagik %30'unun idiyopatik olarak
nitelendirilir (Fainberg ve Kashanian, 2019). Yasam siiresi boyunca dogurganlik oranini
azaltan mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamistir. Yaslanma siirecinde morfolojik
ve fonksiyonel degisimler testisi etkiler ve sperm morfolojisi ve konsantrasyonundaki
degisiklikler meydana gelir, boylece sperm motilitesi azilir ve semen kalitesi diiser
(Almeida vd., 2017). Sperm hiicrelerinde molekiiler seviyelerde DNA hasarinin yani sira
kromatin yapisindaki degisiklikler meydana gelir ve bu nedenle hem spermatozoa hem
de seminal plazmadaki epigenetik faktorlerin serbestlestirilmesi embriyonik gelisimi

etkileyebilir (Jenkins, Aston, Meyer ve Carrell, 2015; Paoli vd., 2019).

Plastik ambalajlarin {iretiminde kullanilan bisfenol A, ftalat gibi bir dizi zararl
kimyasallar igerisinde bulundurduklar1 gida maddelerine karigmaktadir (Jambeck, Moss
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ve Dubay, 2020; Rashtian, Chavkin ve Merhi, 2019). Bu kimyasallar, gida triinleri
tiiketilmesi ile viicuda alinarak hormonal sistemleri etkiler, ¢ocuk yastaki bireylerin beyin
gelisimine zarar verebilir ve kanser riskini artirabilir (Coffee ve Diaz, 2022). Bu ¢evresel
kirleticiler, endojen steroid hormonlarin aktivitesini taklit ederek ve farkhi
mekanizmalarla endokrin fonksiyonlarini etkileyerek, endokrin sistemin bozulmasinda
rol oynayabilmektedirler (Santoro vd., 2021; Domingo ve Nadal, 2019; Li, Li, Meng, Sun
ve Wu, 2017). Ayrica olusturduklari oksidatif stres nedeniyle doku hasarina neden
olurlar. Bunun sonucunda meydana gelen apoptoz, zayif gamet kalitesi, gelisimsel
anormallikler, norotoksisite, metabolik bozukluklar veya epigenetik bozulmalar maruz
kalma sonucu goriilen toksik etkilerden bazilaridir (Santoro vd, 2021; Domigo ve Nadal,
2019; Li vd., 2017).

Uzun siireler boyunca infertilitenin kadinsal faktorlerden kaynaklandig: diistintilmiis
ancak infertilitenin erkek faktorlerinden de kaynaklanabilecegi anlasilmistir. Son yillarda
erkeklerdeki semen Kkalitesinin diismesiyle beraber infertilite oranlarinda artiglar
gozlenmistir (Andersson vd., 2008). Erkeklerde infertilitenin temelinin azalan semen
hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayist ve sperm hareketliligi gibi
parametreler ile iliskilidir (Fainberg ve Kashanian, 2019). Spermatozoa, erkegin zaman
boyunca maruz kaldigi hem gevresel faktorlere hem de yasam tarzina oldukca duyarli bir
epigenetik yapiya sahiptir. Bu nedenle erken embriyo gelisimini ve yavru sagligini
etkileyebildigi goriilmistir (Chianese vd., 2017). Cevresel kirleticilere maruz kalan
erkeklerde sperm kalitesinin diistiigii ve bu nedenle cevresel kirleticilerin erkeklerde
sperm Kkalitesini etkileyen Onemli faktorlerden biri oldugu diisiiniilmektedir (Vecoli,
Montano ve Andreassi, 2016; Pizzol vd., 2021). Ayn1 zamanda, kadin hijyen firiinleri ve
deterjanlar gibi temizlik malzemelerinin benzer kimyasallar igermesi nedeniyle
kadinlarda goriilen Gireme bozukluklarinin ve infertilite problemlerinin, bu malzemelere
siklikla maruz kaldiklarindan dolayr meydana gelebilecegi diistiniilmektedir (Rashtian,
Chavkin ve Merhi, 2019).

Her gecen yilizyll infertile oraninda goriilen artis gbz Oniine alindiginda, plastik
tirevlerinin ve plastik tiretiminde kullanilan kimyasallarin infertile iizerine etkisi
diisiindiiriiciidiir. Ozellikle MP’lerin ve NP’lerin ekolojik cevrede artis1 nedeniyle

insanlarla etkilesimi daha da artmistir. Insanlar da dahil olmak iizere cogu organizmaya
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aliabilen bu nano boyuttaki pargaciklar tireme bozukluklar1 ve infertilite problemleri
neden olabilir. PET-NP’lerin sperm veya testis lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
caligma literatiirde mevcut olmadigindan, PET nanoplastiklere maruziyetin meydana
getirecegi etkiler bilinmemektedir. Literatiirdeki bu eksiklik yapilacak ¢alismalar ile hem
PET-NP’lerin etkisinin anlagilmasinda hem de infertilitedeki artisinin 6niine ge¢ilmesine

yardimc1 olacaktir.
2.4 Testis Morfolojisi

Memelilerde, mayoz boliinme gegiren germ hiicreleri sayesinde fonksiyonel gamet
hiicreleri olusur ve olgun sperm hiicrelerinin kok hiicrelerden tiiretildigi bu siirece
gametogenez adi verilir (Griswold, 2016). Erkeklerde mayoz, postnatal evreden sonra
baglar ve her giin milyonlarca gamet hiicresi olusturulur. (Feng, Bowles ve Koopman,
2014). Memelilerin ¢ogunda sperm iiretmek i¢in gereken siire yaklagik olarak 30-40 giin
arasinda siirmektedir ve bu siire¢ seminifer tiibiillerde korunan bu bdlgesinde gergeklesir
(Clermont, 1972).

Sekil 1. Saglikli bir farenin testis morfolojisi (Bernardino vd.,2019)

Testis en distan ice dogru tunika vajinalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa'nin

katmanlarmdan olusur (Brook, 2007). Insanlarda, testisinin peritiibiiler yapisi son derece
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uzun, ince, diiz kas benzeri bir yapidadir (Mayerhofer, 2013). Testis gelismekte olan germ
hiicreleri ile sertoli hiicrelerinin yakin etkilesim i¢inde oldugu seminifer tiibiillerden
olusan bir dokudur (Schulze ve Rehder, 1984). Spermatogenezin desteklenmesinde, 6zel
bir morfolojik ve islevsellige sahip somatik hiicreler olan sertoli hiicreleri rol oynar.
Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda bir kan testis bariyeri olusturarak seminifer epitelin
biitiinliiglinii saglar ve biyokimyasal olarak destek olurlar (Naidu, Olojede, Lawal, Rennie
ve Azu, 2021). Seminifer tiibiillere yakin olan Leydig hiicreleri testosteron tiretir ve kan
damarlarina salgilayarak dokularin hiicresel organizasyonu saglar (Svechnikov vd.,
2010). Kan-testis bariyeri oksidatif strese karsi koruyucu bir 6zellige sahiptir (Zhao,
Nelson, Betsholtz ve Zlokovic, 2015; Mital, Hinton ve Dufour, 2011). Mayozun ardindan
epididime tasinan spermatid hiicreleri, epididimde farklilasarak spermatozoa olarak

limene salinir (O'Donnell ve O'Bryan, 2014).
2.5 Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogoniyal kok hiicrelerin seminifer tiibiillerin bazal membrant
boyunca ¢ogalmasiyla ve oldukg¢a 6zellesmis spermatozoaya farklilasmasiyla sonuglanan
karmasik bir molekiiler olaylar dizisidir (Cannarella, Condorelli, Mongioi, La Vignera ve
Calogero, 2020). Sperm iiretimi bireyin Oomrii boyunca devam eden bir siiretir.
Spermatogonial hiicre proliferasyonu ve bunlarin olgun spermatozoaya farklilagsmasi, bir
hiicresel olgunlasma siirecidir ve bu siiregte meydana gelen degisiklikler infertiliteye
neden olur (Larose vd., 2019).

Spermatogoniyal kok hiicrelerin boliinerek spermatozoaya evrilmeleri 74 giinliik bir
slireg igerisinde seminifer tiibiillerde meydana gelen mitoz boliinme, mayoz bdliinme ve
spermiyogenezi iceren ii¢ farkli faz1 igerir (Cannarella vd., 2020). Spermatogenezin
basarili bir bicimde sonuclanmasi i¢in Sertoli hiicreleri, germ hiicreleri, epitelyal tiibiil
hiicreleri ve kan-testis-bariyerinin arasinda diizenli etkilesimleri gerekir (Wu, Yan, Ge ve
Cheng, 2020). 11k spermatogenez siireci ergenlikten hemen dnce gerceklesir ve olusan ilk
spermatositlerin 6nemli bir kismi ise apoptoz gegirir (Miki vd., 2004; Yoshida vd., 2006;
Mori vd., 1997). Spermatogenezisin baslamasi i¢in hipotalamustan salgilanmaya
baslayan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) sayesinde 6n hipofizden folikiil uyarici

hormon (FSH) ve liiteinizan hormon (LH) salinimi ile testesteron salinimi indiiklenir
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(Desai, Ludgin, Sharma ve Agarwal, 2013). Testesteronla birlikte spermatogonia kok
hiicreleri mitoz bolinmeler gegirmesi ile beraber tip A spermatogonyumlar ve tip B
spermatogonyumlar meydana gelir (Cannarella, Condorelli, Duca, La Vignera ve
Calogero, 2019). Tip A spermatogonyumlar mitoz bolinmeler ile siirekli olarak
yenilenirler ve ardindan Tip B spermatogonyumlara doniiserek, bir germ hiicresi olan
primer spermatositlere farklilasir. Olusan primer spermatositler indirgenme bdliinmesi
olan mayoz boliinmenin profaz evresine girer. Bu evrede mayotik rekombinasyon yoluyla
homolog kromozomlar eslesir ve kromozomlarin genis alanlar1 ¢aprazlanarak degistirilir
(Marston ve Amon, 2004; Kota ve Feil, 2010). ilk mayoz boliinmenin ardindan
kromozom sayis1 yartya indirilmis olan sekonder spermatositler meydana gelir ve mayoz
boliinmenin tamamlanmasi ile beraber bu hiicreler spermatidleri olusturur (Eroschenko
ve di Fiore, 2013). Spermatidler akrozom, sperm boynu olusumu, kuyruk olusumu ve
hareketlilik kazanmasi i¢in spermiyogenezis gegirerek farklilagirlar. Olusan hiicreler

haploid yapidaki sperm (spermatozoa) hiicreleridir.

Sperm hiicrelerinin gelisimi; sperm hiicreleri, sperm hiicrelerinin somatik destek hiicreleri
ve endokrin sistem ile karsilikli etkilesimleri nedeniyle karmasik bir siirectir. Sperm,
reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasara karsi oldukc¢a duyarli olmasi nedeniyle,
antioksidan dengenin bozulmasina yol agan tiim ¢evresel faktorlerden etkilenir ve sperm
fertilizasyon kapasitesi etkilenebilir (Duca, Calogero, Cannarella, Condorelli ve La
Vignera, 2019; Calogero, Condorelli, Russo ve La Vignera, 2017). Sperm hiicrelerinin
uygun gelisimi, erkek dogurganligi ic¢in sarttir. Bu siirecin anlasilmas: erkek

infertilitesinin potansiyel olarak teshis edilmesi ve tedavisi i¢in biiyiik bir dnem arz eder.
2.6 Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisinin dogru bir bigimde degerlendirilememesi ve dogurganliktaki
etkisinin anlasilamamasi, infertilite tanis1 konan c¢iftler i¢in gereksiz tedavilere ve
maliyetlere yol agmaktadir. Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi ile ilgili gliniimiize
kadar detayl analizler yapilmistir (Menkveld, 2010). Sperm morfolojisi nesiller arasinda
incelendiginde, yillar igerisinde morfolojide 6nemli bir degisim oldugunu goriilmiistiir

(Horte, Vierula, Toppari ve Suominen, 2001).
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Spermatogenez, yogun hiicre boliinmesi ve morfolojik degisiklikler iceren bir siiregtir
(Jung, Eberl ve Schill, 2001; Selit vd., 2013). Insan spermatogenezi sirasinda tiim
erkekler kusurlu spermatozoa tretirler ve bu bireylerin kusurlu hiicre sayist kritik bir
diizeye ulastiginda infertilite riski baslar (McLachlan ve de Kretser, 2001). Erkek
infertilitesinde, spermatozoanin islevselligi ve yapisal bitlinliigli biiyilk bir rol
oynamaktadir. Spermlerde goriilen kopmus bas, kopmus kampet ya da sperm bast
anormallikleri infertilitenin artmasindaki en 6nemli parametrelerden birkagidir (Ray vd.,
2017; Chemes vd., 1987; Perotti, Giarola ve Gioria, 1981).

/\ / a1 - 20 pm

Sekil 2. Sperm morfolojisi bozukluklularina 6rnekler- polistiren nanopartikiillerin sub-
kronik oral uygulamasi sonrasi sperm morfolojisine etkisi (a-b, normal morfolojiye
sahip spermler; c-f, bas kisminda anomaliye sahip olan spermler; g-j, boyun bolgesi

hasarli spermler; k-1, kuyruk hasir1 olan spermler) (Zhou vd., 2022).

Bir sperm hiicresi bag, kuyruk ve boyun béliimlerinde ¢esitli morfolojik anormalliklere
sahip olabilir veya hiicreler yogun miktarda sitoplazmaya sahip olabilir (Netherton vd.,

2020). Sperm morfolojisinde en yaygin morfolojik anormallik, sperm basimin sekliyle

15



ilgili iliskilidir. Sperm basi, spermin niikleusunda bulunan kromatini, DNA’sin1 ve sperm
niikleer protaminlerini siki bir sekilde tutar. Ayni zamanda sperm basinin ve sperm
niikleozunun korunumu, sperm genomunun oksidasyon veya sicaklik yiikselmesi gibi dig
streslerden korumasinda 6nem arz eder (Kosower, Katayose ve Yanagimachi, 1992).
Spermatogenezis agamasinda sperm bas morfolojisinin ve niikleus yapisinin korunmasi
sperm morfolojisinden kaynaklanabilecek infertiliteyi etkindir (Zini vd., 2009). Bas
morfolojisindeki degisiklikler DNA'nin kalitesi ve paketlenmesi ile iliskilendirilir
(Auger, Jouannet ve Eustache, 2016). Spermatogenezis sirasinda, spermatidden
spermatozoaya gecisinde ¢ekirdegin boyutunda kii¢iilme meydana gelir (Clermont, 1972;
Champroux, Torres-Carreira, Gharagozloo, Drevet ve Kocer, 2016). DNAnin bu sekilde
sikistirilmasi ¢evresel faktorlerden kritik bir sekilde korunmasini saglar ve hareketlilik
icin 6nem tasir (Netherton vd., 2020). Bu sikistirma sirasinda kromatin sikismasinin
dogru sekilde gergeklesmemesi infertilite ile iliskilendirilebilmektedir (Netherton vd.,
2020).

2.7 DNA iplik Kiriklar:

Sperm DNA’smin biitlinligii fertilizasyon siireci, implantasyon, olusan embriyo kalitesi,
embriyonun gelisimi ve saglikli bir gebelik siireci i¢in olduk¢a Onemlidir (Evgeni,
Charalabopoulos ve Asimakopoulos, 2014; Simon vd., 2014). Fertilizasyonun sonrasinda
transkripsiyon baslar (Lee, Bonneau ve Giraldez, 2014) ve bu nedenle sperm DNA
anormalliklerinin varlig1 embriyo gelisimini biiyiik 6l¢iide etkiler. DNA hasarina bagh
olarak gelisecek olumsuzluklar implantasyonun basarisizlik ile sonuglanmasina neden
olabilir (Barroso vd.,2009). Niikleer DNA fragmantasyonlari, DNA sarmalini etkileyerek
tek veya c¢ift sarmalli DNA kiriklarina neden olabilir (Garcia-Rodriguez, Gosalvez,

Agarwal, Roy ve Johnston, 2018).

Erkek gamet hiicrelerindeki DNA hasari, {ireme yardimcr tedavilerin kotii
sonuglanmasina, infertilitenin diistik ile sonu¢lanmasina ve yavrularda dogum kusurlarina
neden olur (Esteves, Sharma, Gosalvez ve Agarwal, 2014; Aitken, De luliis ve
McLachlan, 2009). ROS, sperm DNA fragmantasyonun olusmasindaki en biiyilik
nedendir. Semen orneklerinde ROS miktari, sperm DNA fragmantasyonu ile dogrudan

iligkilidir. Farkli ajanlar potansiyel olarak sperm DNA hasari olusturabilir, bu etkinin
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kaynagi ise antioksidan ve oksidan oraninin dengesizliginden kaynaklanan oksidatif
strestin olusmasidir (Ribas-Maynou ve Benet, 2019). Gergeklestirilen ¢aligmalarda, farkli
yapidaki mikro veya nanoplastiklerinin ROT olusumuna neden oldugu gosterilmistir (Liu
vd., 2022; He vd., 2022). Bu nedenle PET-NP maruziyetinin de ROT iiretimine neden

olarak sperm hiicrelerinde DNA kiriklarina yol agabilecegini diisiindiirmektedir.

Tek sarmalli DNA kiriklart, genomun tamaminda ¢oklu kirtlmalar ile gozlenir fakat, ¢ift
sarmalli DNA kiriklar1 ise ¢ogunlukla lokalizedir ve ¢ok az kirilma noktas1 olarak sperm
niikleer matrisine baglanir (Ribas-Maynou ve Benet, 2019). Sperm hiicrelerinde goriilen
tek ve c¢ift sarmalli DNA kiriklar1 daha yiiksek diisiik yapma riskine, diisiik embriyo
kalitesine ve implantasyon basarisizlig1 riskinin artisinda, erkek infertilitesinde dogrudan

etkisi bulunmaktadir.
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3. YONTEM

Calismanmizda kullamlan bes haftalik erkek Balb-C fareler Maltepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden temin edildi. Hayvan bakimi ve PET-
NP’lere maruziyet 25+4°C sicaklik, %5045 bagil nem, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
fotoperiyoda sahip ortam kosullarda, paslanmaz ¢elik kapakli plastik kafeslerde (her kafeste
3’er hayvan olacak sekilde) gergeklestirildi. Su ve yem ad libitum olarak saglandi.

Bes haftalik 18 adet fare rastgele secilerek kontrol grubu, diisiik doz PET-NP ve yiiksek
doz PET-NP uygulama gruplari olarak ii¢ gruba ayrildi (n=6). Uygulama gruplarina 28 giin
boyunca, her giin oral gavaj yontemiyle 100’er pL serum fizyolojikte hazirlanan 1 mg/mL
ve 5 mg/mL PET-NP ¢ozeltileri (diisiik doz: 0.1 mg/giin; yiiksek doz: 0.5 mg/giin), kontrol
grubuna ise sadece serum fizyolojik verildi. PET-NP’lerin hem besinlerde hem de gevrede
bulunan konsantrasyonlar1 hakkinda bilgi bulunmadigindan ¢alismada kullanilan PET-NP
konsantrasyonlar1 ayni yas grubunun ve uygulama siirelerinin kullanildig1 fare modelinde
PS-NP veya MP’ler ile gergeklestirilen ¢alismalar temel alinarak belirlenmistir (Deng vd.,
2017; Jeong vd., 2022; Nie vd., 2021). PET-NP’leri veya serum fizyolojigi farelere oral
gavaj ile vermek icin, gavaj ignesi orofaringeal bolgeden gectikten sonra ignenin 6zofagusa
girdigi diisliniilerek gavaj yapildi. Bu esnada farenin soluk alip verdiginin teyit edilmesi
icin gdgiis hareketleri izlendi. Solunumun normal oldugu anlasildiginda, gavaj ignesinin

solunum yoluna degil, sindirim kanalina girdigi anlasildiginda ve gavaj islemi tamamlandi.

28 giinliik uygulama siiresinin sonunda tiim fareler tartildi ve 10 mg/kg ksilazin ve 90
mg/kg ketamin ile anestezi altina alindi. Kalpten tiim kan toplanarak sakrifiye edilen

hayvanlarin epididimleri, sag ve sol testisleri disekte edildi.
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Tablo 1.

PET-NP Uygulama Protokolleri

1 2 3 4 5 6 7
% 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
% 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
% 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 %0,9 % 0,9 % 0,9
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
% 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9
NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl
1 2 3 4 5 6 7
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
1 2 3 4 5 6 7
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET- mg/PET-
NP NP NP NP NP NP NP




3.1 Arastirma Modeli

Calismanmiz Maltepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan
Maltepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezinde (MUDEHAM) prospektif
calisma olarak gerceklestirildi. Deneklerin bakim ve tedavileri MUDEHAM da yapild.
Calisma sonrasinda alinan doku ornekleri Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesi Temel

Bilimler laboratuvarinda incelendi.
3.2 Evren ve Orneklem

Deney modelinde, her biri yaklasik 25-40 gr agirliginda, 12-14 haftalik, 18 adet Balb-C
k1 erkek fare kullanildi. Fareler her gruptan rastgele 6 fare olacak sekilde 3 gruba
ayrilarak; kontrol grubu diisiik doz (0.1 mg/giin) PET-NP grubu ve yiiksek doz (0.5
mg/giin) PET-NP grubu olacak sekilde isimlendirildi. 28 giinliik deney siirecinde her giin

tabloda belirtilen PET-NP’ler, oral gavaj uygulamasi ile deneklere verildi.
3.3 Veriler ve Toplanmasi

Testis dokusundan alinan 6rnekle ile rutin histolojik takip sonrasi, hazirlanan preparatlar
151k mikroskobunda incelendi. Sperm bas ve kuyruk morfolojisindeki degisimler, Burruel
ve arkadaslarinin ve Sekine ve arkadaglarinin fare igin tanimladigi kategorilere gore
belirlendi (Burruel, Yanagimachi ve Whitten, 1996; Sekine, Yokota ve Oshio, 2021). Tek
hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen COMET analizi, DNA’da olusan hem tek ve hem
de ¢ift iplik kiriklarinin tespit edilmesi igin ¢alismamizda kullanildi (Lu, Liu ve Yang,
2017). Hicre analizler CometScore programi ile gergeklestirildi. Testislerin
histopatolojik incelemesi Johnsen skorlamast ile yapilarak tiim kesitler 1s1k mikroskobu

altinda incelenerek fotograflandi (Johnsen, 1970).
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3.4 Verilerin Coziimlenmesi ve Yorumlanmasi
3.4.1 PET nanoplastiklerinin karakterizasyonu

Deneylerde kullanilan PET nanoplastikleri, Rodriguez-Hernandez ve arkadaslarmin
yontemi temel alinarak diliisyon-presipitasyon yontemi ile tretilmistir (Rodriguez-
Hernandez ve ark., 2019). PET nanoplastiklerinin boyut, ¢oklu dagilim endeksi ve zeta
potansiyeli dl¢timleri Atomika Teknik Cihazlar firmasinin test laboratuvarlarinda Malvern

Zetasizer Nano ZS cihazi ile gergeklestirilmis olup Tablo 1’°de verilmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan PET nanoplastiklerine ait hidrodinamik ¢ap, ¢oklu

dagilim endeksi ve zeta potansiyali degerleri.

Hidrodinamik Cap 91.11 nm
Coklu Dagilim Endeksi (PDI) 0.2803
Zeta Potansiyeli -29.1 mV

3.4.2 Testis indeksinin hesaplanmasi

Deneklerin 28 giinliik gavaj uygulamasinin ardindan her bir denek tartilarak agirliklar:
not edildi. Sakrifikasyonun ardindan testis dokular1 nester yardimiyla yag ve epididimden
ayrildi. Toplanan testis dokular1 hassas terazide tartilarak not edildi. Toplanan veriler
testis indeksinin hesaplanmasi igin testis agirligi, viicut agirligina boliinerek tablo
seklinde veriler toplandi. Her bir grup igin testis indeksi hesaplandi ve ortalamalari

karsilastirildi.
3.4.3 Sperm sayimi ve morfolojik agidan incelenmesi

Her bir fareden alinan epididimis, 1 mL global medyum igeren steril petri kabina alindi.
Bu medyumda nester yardimiyla epididimler kiigiik parcalara ayrildi. Epididimisin
parcalanmasi sonras1 6rnekler ependorflara alindi ve spermlerin yiizerek ayrilmasi igin 20
dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan her &rnekten
10’ar pL alinarak Makler lami altinda goriintiilendi, mililitredeki total sperm sayisi

hesaplandi.
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Spermlerin morfolojik analizi i¢in Diff-Quick boyamasi, iireticinin 6nerdigi prosediire
gore gergeklestirildi. Oncelikle global medyum igerisinde bulunan 6rnekten yaklasik 50
uL’lik bir hacim lama yayilarak hava ile kurutuldu. Sonrasinda lamlar sirasiyla kit
igerisindeki soliisyon 1 ile 10 saniye, soliisyon 2 ile 8 saniye ve sollisyon 3 ile 8 saniye
muamele edildikten sonra 1 dakika siire ile distile suda yikandi ve hava ile kurutuldu.
Kuruyan lamlardaki entellan ile kapatildi. Ardindan 151k mikroskobu altinda morfolojik
inceleme gerceklestirildi. Sperm bas morfolojisindeki degisimler, Burruel ve
arkadaslarinin fare igin tanimladig1 kategorilere gore belirlendi (Burruel, Yanagimachi ve
Whitten, 1996; Trivedi, Kushwaha, Tripathi ve Jena, 2010). Bu siniflandirmaya gore her
fareye ait en az 500 sperm: normal (morfolojik agidan degisim gézlenmeyen bas yapisi),
yart normal (akrozomun rostral kismi ve/veya postakrozomal bdlgenin posterolateral
bolgesi eksik olan, deforme olmus akrozomal kapaklar1 olan ve anormal konturlar1 olan
kafalar) ve anormal (iiggen, parcali, kalikiilat, dev, ¢eki¢ sekilli veya ciddi deformasyona
sahip akrozom kapaklarina sahip kafalar) olmak iizere ii¢ kategoride siniflandirildi ve
%’lik olarak normal, yari normal ve anormal sperm oranlar1 belirlendi. Kuyruk
morfolojisindeki degisimler ise Sekine ve arkadaslarinin (Sekine, Yokota ve Oshio, 2021)
siiflandirmasi temel alinarak belirlendi ve her fareye ait en az 500 sperm hiicresi normal
ve anormal (sa¢ tokasi kivrigi, sarmal kivrik, kisa kuyruk ve ¢ift kuyruk) kuyruk seklinde
gruplandirildu.

3.4.4 Testis dokusundan histolojik Kesitlerin hazirlanmasi ve spermatogenezisin

jonhsen skorlamasi ile degerlendirilmesi

Histopatolojik inceleme igin dokular %10 nétral formalin igerisinde fikse edildi. Fikse
edilen dokular, %70 alkolde 1 saat, %80 alkolde 1 saat, iki ayr1 %96 alkolde 1’er saat ve
yine iki ayr1 %100 alkolde 1’er saat dehidrate edildi. Gegis ortami igin ksilol kullanilacak,
dokular iki ayr1 ksilolde 1’er saat bekletildi. Ardindan dokular 58°C etiiviin i¢erisinde
50:50 parafin-ksilol karisiminda 1 saat, sonrasinda parafinde 1 saat bekletilecektir. Son
olarak parafin degistirilerek dokular gece boyu 58°C’de bekletildi ve ertesi giin bloklandi.
Her bloktan mikrotom ile 5 pm kalinliginda seri kesitler alinarak albumin mayer
soliisyonu ile lamlara yapistirildi. Kesitlerden hematoksilen ve eosin boyamast
gerceklestirildi. Boyama asamasina gegmeden o6nce lamlar 58°C’lik etiivde 1 saat

bekletildi. Ardindan iki ayr ksilolde 10’ar dakika bekletilerek deparafinize edildi ve
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strastyla %100, %96, %80, %70 alkol ve distile suda 5’er dakika bekletilerek dehidrate
edildi. Bu asamadan sonra hematoksilen ve eozin boyamasi yapilacak lamlar 2 dakika
hematoksilende bekletilerek suyun rengi seffaflasincaya kadar ¢cesme suyunda yikandi ve
distile sudan gegirildi. Ardindan 2 dakika eozinde bekletilerek ikiser kez sirasiyla 5’er
dakika %70, %80, %96 ve %100 alkole alind1. iki ayr1 ksilolde 5’er dakika bekletilen
lamlarin {izerine entellan damlatilarak lamel kapatildi. Numunenin Johnsen skorunu
hesaplamak igin tiim kesitler 151k mikroskobu altinda incelenerek fotograflandi. Her bir
denekten 100 adet tiibiil sayilarak Johnsen skorlamasi asagidaki gibi yapilmustir (Johnsen,
1970):

1) Tiim spermatogenizin varligi goriilenler tiibiiller 10 puan

2) Bol spermatozoa bulunan fakat spermatogenezde bozuklugu olan tiibiiller 9 puan
3) Cok az miktarda Spermatozoa bulunan tiibiiller 8 puan

4) Spermatozoanin az bulundugu ve ¢ok sayida spermatid bulunan tiibiiller 7 puan
5) Cok az sayida spermatid bulunan tiibtiller 6 puan

6) Spermatozoa ve spermatid bulunmayan, bol spermatosit bulunan tiibtiller 5 puan
7) Cok miktarda spermatosit bulunan tiibiiller 4 puan

8) Yalniz spermatogonyum bulunan tiibiiller 3 puan

9) Germ hiicresi bulunmayan ve yalnizca sertoli hiicresi bulunan tiibiiller 2 puan
10) Hiicre bulunmayan tiibiiller 1 puan

Her bir denege ait 100 adet tiibiiliin yukaridaki kriterlere gore skorlanmasinin ardindan
ortalamalar1 alinarak her hayvan i¢in Johnsen skoru belirlendi. Sonrasinda kontrol ve

uygulama gruplarinin ayr1 ayri ortalamalar1 alinarak veriler tablo haline getirildi.
3.4.5 DNA iplik kiriklarinin alkali COMET analizi ile belirlenmesi

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen COMET analizi, DNA’da olusan hem tek ve

hem de ¢ift iplik kiriklarinin tespit edilmesi igin ¢alismamizda kullanild: (Lu, Liu ve
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Yang, 2017). Dondurulmus dokulardan gergeklestirilen COMET analizi i¢in, dokular
analizden hemen 6nce dondurucudan ¢ikartilarak su banyosunda 37°C’de 2-3 dakika
boyunca ¢6ziinmesi saglandi ve dondurma sivisi atildi. Sperm 6rnekleri tekil hiicreler
icerdigi icin bir ayristirma yontemi uygulanmadi, G-MOB soliisyonunda siispanse halde
bulunan hiicrelerden direkt 15 pL alinarak agaroz ile karigtirildi. Sperm ornekleri ise
farkli icerikli soliisyonlarda iki asamali lizis islemine tabi tutuldu. Lamlarin birinci lizis
soliisyonunda (2.5M NaCl, 100mM EDTA,10mM Tris—HCI,1% Triton X-100 ve 40mM
dithiothreitol, pH=10.0) 24 saatlik inkiibasyonu takiben, bu soliisyona 0.1 mg/m
Proteinaz K ilavesi ile 37°C’de 1.5 saatlik ikinci bir inkiibasyon uygulandi. Lizis
asamasinin ardindan DNA sarmalinin ¢oziilmesi igin lamlar taze hazirlanarak soguk
alkali elektroforez soliisyonunda (1 mM EDTA ve 300 mM NaOH, pH> 13) 10 dakika
inkiibe edildi. Sonrasinda lamlar COMET elektroforez tankina (Clever Scientific)
yerlestirilerek 24 V (0.7 V/cm) ve 330 mA akimda 10 dakika siire ile 4°C sicaklikta
elektroforez gergeklestirildi. Elektroforezin sonunda lamlar 5’er dakika siire ile 3’er kez
notralizasyon sollisyonuna (0.4 mM Tris, pH= 7.4) alinacaktir ve boylece elektroforez
soliisyonundan kalan alkali notrlendi. Ardindan lamlar 20 pg/mL Etidyum Bromiir (EtBr)
ile boyanarak floresan mikroskop altinda goriintiilendi. Her 6rnekten en az 100 niikleus
(her lamdan en az 50’ser adet) fotograflandi. Bu fotograflar iizerinden CometScore
programi (CometScore, TriTek) araciligiyla, kuyruk uzunlugu (um), kuyruk momenti

(um) ve % kuyruk yogunlugu (% kuyruk DNA) hesapland.
3.4.6 Istatistiksel Analiz

Testis indeksleri, sperm sayilar1 ve sperm morfolojilerinin yiizdelik dagilimlari, Johnsen
skorlar1 ve alkali COMET analizi sonucu DNA iplik kiriklarini ifade eden % kuyruk DNA
degerleri her denek igin ayr1 ayr1 hesaplandi (n=5-6). Kontrol grubu, 0.1 mg/giin PET-NP
grubu ve 0.5 mg/giin PET-NP gruplarinin ortalamalari alind1 ve standart sapmalari ile
beraber bulgular kisminda verildi. Ikili gruplar arasi farkliliklar student t-test ile analiz
edildi ve P degerinin 0.05’den kiigiik olmasi durumu (p<0.05) istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bulgular
4.1.1 Testis agirhklarmin degerlendirilmesi

Yirmi sekiz giinliik uygulamanin ardindan, fareler diseksiyondan hemen 6nce, testisler
ise diseksiyondan hemen sonra tartildi ve agirliklar: testis indeksleri ile beraber Tablo
3’de verildi. Ortalama viicut agirliklar1 kontrol grubu i¢in 23,16 g, 0.1 mg/giin PET-NP
grubu i¢in 24,8 g ve 0.5 mg/giin PET-NP grubu i¢in 23,6 g olarak belirlendi.

Tablo 3. 28 giinliik deney sonunda deneklerin ortalama viicut agirliklari, ortalama testis

agirliklar ve ortalama testis indeksleri ve standart sapmalar1 (n=6).

Ortalama Viicut Ortalama Testis Ortalama Testis
Agiliklar: Agirhiklar: Indeksi
Kontrol 23,16+3,17 0,16+0,04 0,70875827+0,15
0.1 mg/gﬁn PET-NP 24,8+2,37 0,175833333+0,02 0,70975025+0,07
0.5 mg/giin PET-NP 23,56666667+1,29 0,165833333+0,01 0,70267661+0,05

Hem diisiik hem de yiiksek dozda 28 giinliik PET-NP maruziyetinin hayvanlarin viicut
agirhiginda anlaml bir degisime neden olmadigr goriildii (p>0.05). Kontrol grubu i¢in
testis indeksi 0,70875827 olarak belirlendi 0.1 mg/giin PET-NP uygulanan grup igin ise
ortalama testis indeksi 0,70975025 olarak belirlendi ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlam bulunamadi (P = 0.1650). 0.5 mg/giin PET-
NP uygulama grubunun ortalama testis indeksi 0,70267661’dir ve bu deger de kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli degildir (P = 0.09998). Benzer bir sekilde 0.1 mg/giin
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ve 0.5 mg/giin PET-NP’lere maruz kalan hayvanlarin da testis indeksleri

karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmedi (P = 0.1165).

3.4.2 Sperm sayisinin denekler arasinda degerlendirilmesi

Sperm sayimi taze Ornekten yapilabilmesi i¢in deneklerin sakrifikasyonunun hemen
ardindan epididimleri alindi. Alinan epididimler bos bir petri kabinda nester yardimi ile
parcalandi. Toplanan epidimlerden ¢ikan semen pipet yardimi ile ependorflara alindi ve
37°C’de 10-15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra PBS ile seyreltilerek

Makler laminda sayim yapildi. Mililitredeki ortalama sperm sayilart Tablo 4’de verildi.

Tablo 4. Deneklerin mililitredeki sperm sayisi degerlerinin ortalamasi ve standart

sapmalar1 (n=6).

Kontrol Grubu 0.1 mg/giin PET-NP 0.5 mg/giin PET-NP
X Grubu Grubu
Mililitredeki Ortalama
Sperm Saysi + sd
18.000.000 + 12.833.333+52236641,04 | 8.166.666,7+14719601
26832816
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Mililitredeki Sperm Sayisi
200000000

180000000
160000000
140000000
120000000

100000000

kksk

80000000

60000000

40000000

20000000

Sekil 3. 28 giin siire ile 0.1 mg/giin, 0.5 mg/giin PET-NP’lere maruz kalan ve kontrol
grubuna ait farelerin mililitredeki ortalama sperm sayilar1 ve standart sapmalar1 (n=6;

p<0.05*, p<0.001***).

Denekler arasi sperm sayilarinin ortalamasi alindiginda kontrol grubuna kiyasla yari
yariya bir azalma goriildii. Kontrol grubu ve 0.1 mg/giin PET-NP grubu arasinda ortalama
sperm sayilarinda anlamli diizeyde (P<0.05, P=0.0102225878) bir azalma oldugu
goriildii. Kontrol grubu ve 0.5 mg/giin PET-NP grubu bakildiginda ise ¢ok anlamli
(P<0.001, P=0,00001358550492) bir azalmanin oldugu goriildii. 0.1 mg/giin PET-NP ve
0.5 mg/giin PET-NP grubunda ise anlamli bir sonu¢ (P>0.05, P = 0,330396506)
goriilmedi. Sperm sayilarindaki bu azalma, akut uygulamada yiiksek ve diisiik dozda

PET-NP maruziyetinin infertilitede etkili olabilecegini diisiindiirtmektedir.
3.4.3 Sperm morfolojisi

Diff-Quick boyamasi ile spermlerin morfolojik analizi i¢in her bir denekten en az 500
adet sperm hiicresi goriintiilenerek morfolojik agidan degerlendirildi ve morfolojik
degisimler Tablo 5’de belirtildi. Bununla beraber, her bir denege ait sperm drneklerinden
temsili fotograflar alindi ve Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6’°da verildi. Kontrol grubunun sperm

morfolojisi genel olarak normal yapiya sahiptir (Sekil 4). Kontrol grubu farelerinin
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spermleri genel olarak kancali bir sperm basi, biitiinliigli korunmus bir sperm boynu ve

hareketlilik i¢in uzun bir kuyruga sahiptir.

Tablo 3'de de belirtildigi gibi, kontrol grubu deneklerinin normal morfolojiye sahip sperm
yiizdesi oldukga yiiksek olup bu deger %80,57 olarak belirlendi. Bununla beraber,
morfolojik inceleme sirasinda oran olarak olduk¢a az da olsa sadece sperm baslari
gozlendi (%6,12) ve sperm kuyruklarinda kiriklarina rastlandi (%7,21). Morfolojik
acidan anormal spermlerin toplam oranmin ise oldukga disiik diizeylerde oldugu
goriilmektedir (%19,42).
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Sekil 4. Kontrol grubu deneklerinin sperm morfolojisi. Sperm hiicreleri morfolojik
acidan uygun bir yapidadir. A. Kontrol grubunun 4 numarali denegin sperm morfolojisi.

B. Kontrol grubunun 5 numarali denegin sperm morfolojisi (Diff-Quick, x400).

0.1 mg/giin PET-NP uygulanan deneklerin sperm morfolojileri incelemeleri de Tablo 5°de
verildi. Morfolojik olarak normal sperm ortalamalar1 (%70,61) kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, yaklagik %10 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gorildi (P<0.05, P= 0,0360167). Spermlerin bas morfolojisindeki anomalileri oraninda
(%7,16) ise kontrol grubundakine (%4,61) kiyasla anlamli bir artis oldugu gériildii (P<0.05,
P =0,02990036). Ayn1 zamanda, boyun anomalileri oranlarinda (%0,60) kontrol grubuna
oranla anlaml bir artig goriildii (P<0.01, P =0,00382999). Diger parametreler kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlamli degisim gozlenmedi. 0.1 mg/giin PET-NP grubunda

gbzlenen bazi sperm anomalileri Sekil 5’de 6rnek olarak verildi.
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Sekil 5. 0.1 mg/giin PET-NP uygulanan denek grubunun sperm morfolojisi. A. Sperm
bas morfolojisinde ve akrozomal yapidaki bozulmalar. B. Sperm boyun bdlgesindeki

hasarlanma ve yine bir bagka sperm basindaki anormal yap1 (Diff-Quick, x400).

0.5 mg/giin PET-NP grubunun sperm morfolojilerindeki degisimler Tablo 5.’de verilmistir.
Bu gruba ait normal sperm morfolojisinin oran1 %68,06 olup, kontrol grubu ile
kargilastirildiginda  (%80,57) %12,50 oraninda azalmasi ile anlamli bir degisim
gortilmektedir (P<0.01, P = 0.0013605). Morfolojik incelemede goriilen kuyrugunu ve
boyun kisimlar1 bulunmayan, sadece bas kisimlar1 bulunan sperm oranlarinda (%10,47)
kontrole kiyasla (%4,35) anlamli bir artis oldugu goriildii (P<0.05, P = 0.0313789).
Bununla beraber, 0.5 mg/giin PET-NP grubunun boyun anomalileri oranlarinda da (%0,2)
kontrol grubuna oranla anlamli bir artis goériilmiistir (P<0.01, P = 0.0011717). Aym
zamanda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kiit basli sperm (%4) oranlari incelendiginde
anlamli bir degisim goriildii (P<0.001, P = 0.000249). Diger parametrelerde ise anlaml1 bir
degisim goriilmedi (P>0.05). Sperm morfolojilerinde goriilen degisimler Sekil 6°de 6rnek

olarak verildi.

0.1 mg/giin PET-NP diisiik doz alan grubu denekleri ve 0.5 mg/giin PET-NP grubu yiiksek
doz alan denekler arasindaki tiim parametreler karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir degisim goriilmedi (P>0.05).
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Tablo 5. 28 giin siire ile 0.1 mg/giin ve 0.5 mg/giin PET-NP’lere maruz kalan ve

kontrol grubuna ait farelerin spermlerin morfolojik yapilarinin oranlari ve standart

sapmalar1 (n=6).

Normal Sperm 80,57279+ 4,66 70,61656+8,81 68,06667+5,19
6,121088+2,28 8,070055+4,98 10,46667+3,58
Sadece Sperm Bagi Bulunanlar
7,215646+2,57 9,769255+2,93 8,366667+2,37
Sperm Kuyrugu Kirigi
0,066667+0,16 9,769255+0,19 0,2+0,25
Cift Basli veya Cift Kuyruklu
0,603401+0,52 2,574037+1,17 3,766667+1,64
Boyun Hasari/Anomalisi
4,617007+0,88 7,16983+2,30 8,6+1,52
Kiit Bash Sperm
0,803401+0,81 1,633333+1,94 0,533333+0,56
Kuyruksuz/ Boyun-Bas Kismindan
Olusan Spermler

““ 2 S '-' A
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Sekil 6. 0.5 mg/giin PET-NP’e maruz birakilan deneklerin sperm morfolojisi. A. Sperm
basinda goriilen anormallikler. B. Boyun hasar1 ve sperm bas morfolojisinde goriilen

anormallikler. C. Bas morfolojisinde degisim (Diff-Quick, x400).
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Sekil 7. 28 giin boyunca 0.1 mg/giin ve 0.5 mg/giin PET-NP’lere maruz kalan ve
kontrol grubuna ait farelerin ortalama normal ve anormal sperm yiizdeleri ile standart
sapmalari (n=6; * p<0.05; ** p<0.01).

3.4.4 Sperm hiicrelerinin COMET analizi ile DNA kiriklariin incelenmesi

Sperm hiicrelerinde goriilen tek ve ¢ift sarmalli DNA kiriklar1 daha yiiksek diisiik yapma
riskine, diisiik embriyo kalitesine ve implantasyon basarisizlig1 riskinin artisinda, erkek
infertilitesinde dogrudan etkisi bulunur. Bu nedenle sperm hiicrelerinde PET-NP
maruziyetinden kaynakli DNA hasarmin olup olmadigini belirlemek olduk¢a 6nemlidir.
Calismamizda tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen COMET analizi araciligiyla,
DNA’da olusan hem tek ve hem de ¢ift iplik kiriklarinin tespiti gergeklestirildi. Her bir
denekten toplanan sperm hiicrelerinin DNA kiriklariin tespiti i¢in preperatlar hazirlandi,
elektroforez gergeklestirildi ve floresan mikroskop altinda goriintiilendi. Her 6rnekten en
az 100 niikleus (her lamdan en az 50’ser adet) fotograflandi. Bu fotograflar {izerinden
CometScore programi (CometScore, TriTek) araciligiyla, % kuyruk DNA hesaplandi ve
ortalamalari standart hata ile beraber grafiklendi (Sekil 8).
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Sekil 8. 28 giin boyunca 0.1 mg/giin ve 0.5 mg/giin PET-NP’lere maruz kalan ve
kontrol farelerinin COMET analizi ile hesaplanan ortalama % kuyruk DNA oranlar ile

standart sapmalar1 (n=5; * p<0.05).

Kontrol grubuna ait sperm hiicrelerinde meydana gelen DNA kiriklar1 Sekil 9°da
gosterildi ve %kuyruk DNA miktarlart %19,48 olarak hesaplandi. Kontrol grubunda
meydana gelen bu DNA kiriklar1 hem COMET uygulamasinda DNA sarmalinin
¢Oziimlenmesi asamasindan hem de Orneklerin dondurulup ¢oziilmesinden
kaynaklanmakta olup normal olarak yorumlanmaktadir. 0.1 mg/giin PET-NP grubunda
ise % kuyruk DNA oran1 %29,79 olarak hesaplandi ve DNA kiriklarmin goriintiisti Sekil
9’de wverildi. 0.1 mg/giin grubunun %kuyruk DNA miktar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (P<0.05, P =
0.04260). 0.5 mg/giin PET-NP grubunun ise COMET analizi goriintiileri Sekil 8’de
verilmis olup % kuyruk DNA miktarlar1 %36,24 olarak hesaplandi. Kontrol grubu ve 0.5
mg/giin PET-NP grubuna ait bu oranlar karsilastirildiginda, sperm DNA kiriklarinda
anlaml bir artis goriildi (P<0.05, P =0.04556). Diisiik doz PET-NP ve yiiksek doz PET-
NP alan iki grup karsilastirildiginda ise anlamli bir fark goriilmedi (P>0.05, P = 0.34930).
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Analiz sonucunda testisteki ROS artis1 ile paralel sekilde sperm DNA iplik kiriklarinda

da bir artig goriilmiistiir.

Sekil 9. COMET analizi gergeklestirilen sperm hiicrelerinin DNA kiriklarinin

goriintlisii. Sekil A. ve sekil B. Kontrol grubuna ait spermlerdir. Sekil C. ve sekil D. 0.1
mg/glin grubuna ait spermlerdir. Sekil E. ve sekil F. ise 0.5 mg/giin grubuna ait

spermler gortilmektedir (EtBr, x400).
3.4.5 Spermatogenezin Johnsen skorlamasi ile incelenmesi

Deneklerin testis numunelerinden Johnsen skorunu hesaplamak i¢in her bir denek igin
5’er preparat hazirlandi. Her bir denekten 100 adet tiibiil sayilarak skorlamasi yapildi ve

ortalama degerleri standart hata degerleri ile beraber Tablo 6’da verildi.

Kontrol grubuna ait hayvanlarin Johnsen skoru 9,616 olarak belirlendi ve histolojik kesiti
Sekil 9°da gosterildi. 0.1 mg/giin PET-NP gruplarinin skoru ise 9,51 olarak belirlendi ve
bu deger kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
olmadigr belirlendi (P>0.05, P = 0.18506534). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
bir fark olmamasina ragmen, 0.1 mg/giin PET-NP grubunda siklikla gozlenen degisimler
spermatogenezin son asamalarinda olusan spermatozoa sayisinda azalmalar belirlendi. 0.1
mg/giin PET-NP’lere maruz kalar farelerin testislerinin histolojik yapis1 da Sekil 10°da

gosterildi. 0.5 mg/giin PET-NP grubunda, Johnsen skoru 9,008 olarak belirlendi ve kontrol
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grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigr goriildi (P<0.001,
P=0,00069352). Bununla beraber, 0.5 mg/giin konsantrasyonunda PET-NP’e maruz kalan
deneklerde spermatogenez dongiisiiniin bozuldugu ve tiibiillerdeki gozlenmesi beklenen
germ hiicre asamalarina rastlanmadigi gozlendi (Sekil 10). Ayni zamanda 0.1 mg/giin PET-
NP ve 0.5 mg/giin PET-NP gruplari arasinda da anlamli bir degisim goriildii (P<0.01, P =
0.00114046).

Tablo 6. Kontrol ve uygulama gruplarinin Johnsen skorlarinin ortalamalari ve standart

hatalar1

Johnsen skoru 9,616+0.12 9,50666667+0,13 9,008+0.22
(ortalama +standart
hata)

Sekil 10. Johnsen skorlamasi ile spermatogenezin incelendigi farelere ait testislerin
tiibiil yapilari. Sekil A. kontrol gruba ait bir tiibiil yapisi. Sekil B. 0.1 mg/giin grubuna
ait tiibiil yapist. Sekil C. 0.5 mg/giin grubuna ait tiibiil yapis1 (H&E, x400).

4.2 Tartisma

Cevresel kirleticilere maruziyet, erkeklerde sperm Kkalitesinin diisiirmektedir ve bu
yiizden gevresel kirleticiler erkek tireme sagliginin etkilenmesinde 6nemli faktorlerden
biridir (Vecoli, Montano ve Andreassi, 2016; Pizzol vd., 2021). Bu g¢evresel
Kirleticilerden biri olan PET yapili plastikler, ekosistemlerde yiiksek oranda plastik atik
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olarak birikerek, biiyiikk oranda ¢evresel bir yiike neden olur (Wallace vd., 2020; Prata,
Costa, Joao, da Costa Duarte ve Rocha-Santos, 2018; Chen, Han, Ko, Liu ve Guo, 2018).
Plastiklerin igeriginde yer alan ¢esitli kimyasallarin ve farkli plastik ¢esitlerinin tireme
saglig1 acisinda negatif yonlii bir etkisinin oldugu bildirilmistir (Hlisnikova ve ark.,
2020). Ayn1 zamanda plastik ve tiirevleri sperm ve testis histolojisindeki etkileri ¢esitli
aragtirmalar ile bildirilmistir, hatta NP ve MP’lerin kan-testis bariyerini asarak testis
dokusunda birikebildigi ortaya konmustur (Sun vd., 2023; Jin vd., 2021).

Mikro ve nanoplastikler ile yapilan ¢alismalarda bu kKirleticilerin erkek fertilitesinde
onemli bir problem oldugu ortaya konarak spermler ve testis iizerindeki etkisini
gostermistir (D’Angelo ve Meccariello, 2021; O’Neill ve Lawler, 2021). Literatiirde
plastik tiirevlerinin erkek infertilitesi ile iliskilendirildigi c¢alismalar oldukg¢a sinirh

sayidadir ve daha fazla arastirma gerektirmektedir.

Calismamizda 5 haftalik Balb-C fareleri 28 giin boyunca PET-NP’lere maruz birakilarak
PET-NP’lerinin erkek lireme sagligi {izerindeki etkileri incelendi. Testis organ indeksleri
karsilastirildiginda hem diigiik hem de yiiksek doz PET-NP’e maruz kalan gruplarinin,
kontrol grubununkine kiyasla anlamli bir degisimin gostermedigi belirlendi (Tablo 1).
Testis agirliklarinda ve testis yapisi gozle goriilebilir bir oranda hasar tespit
edilememistir. Foster ve arkadaslarinin plastik {iretiminde yaygin olarak kullanilan
ftalatlar esterleri ile gergeklestirdigi ¢calismada hamilelik siiresi boyunca ftalat esterleri
maruziyetinin erkek farelerde testis agirliklarin1 azalttigi goriildii (Foster vd., 2001).
Huang ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada emzirme dénemindeki farelerin polistiren
nanopartikiillere maruz kalmasi sonucunda testis agirliklarinda bir azalma oldugu goriildii
(Huang vd., 2022). Calismamiz ile literatiir karsilastirildiginda testis agirliklarindaki
anlaml bir fark goriillmemesi, gelisim doneminde plastik {irlinlerine maruziyetin testis
agirhgini diisiirdiigii fakat yetiskinlik donemindeki maruziyetin testis agirligina dogrudan

bir etkisinin olmadigin diigiindiirmektedir.

Calismamizda taze sperm Ornekleri kullanilarak gruplar arasinda karsilastirilmali sperm
saymmi yapildi. Sonuglar, uygulanan PET-NP konsantrasyonunun artigina bagli olarak
sperm sayilarinin anlamli bir sekilde azaldigimi gostermektedir (P<0.05). Sperm
sayilarindaki anlamli azalma, fertilizasyonu dogrudan etkileyecek bir durumdur.

Sonuglarimiza benzer bir sekilde, polistren nano ve mikro plastikleri ile gergeklestirilen
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onceki ¢alismalarda da bu pargaciklara maruziyetin sperm sayisinda ve hareketliliginde
onemli miktarda azalma ve hatta sperm morfolojilerinde bozulmalara neden oldugu
bildirilmistir (Amereh vd., 2020; Zhou vd., 2022 Huang vd., 2022). Li ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi bir ¢alismada insan testisleri incelendiginde, plastik tiirevleri ve
ftalatlarin seminifer tiibiillerde degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Li vd., 2017).
Zhao ve arkadaslariin gergeklestirdigi benzer bir ¢aligmasinda oral yolla 4 hafta boyunca
ftalat maruziyetinin, fare testis dokularinda kan-testis bariyer fonksiyon bozuklugunu
tetikledigini bildirmislerdir (Zhao vd., 2023). Sonuglarimiz, farkli mikro veya nanoplastik
tiirleri ile gergeklestirilen ¢aligmalarla tutarlt olup, bu ¢alisma ile PET nanoplastiklerinin

doza bagli olarak sperm sayisini azalttigi ilk kez ortaya konmaktadir.

Sperm morfolojileri incelendiginde ise PET-NP’e maruz birakilan deneklerin 6zellikle
sperm bas morfolojisinde ve kuyruk yapisinda hasarlanmalarin arttigi goriildii. Morfolojik
olarak normal sperm oranlarinin hem diisiik hem de yiiksek doz PET-NP’e maruz kalan
gruplarda anlaml bir sekilde azaldig1 gozlendi (p<0.05). Anormaliler arasinda ise kiit baglh
spermlerin, diger bag morfolojisindeki anormalliklerin, sperm boynundaki hasarlar ve diger
boyun anomalilerin oranlarinda anlamli bir artis oldugu belirlendi (P<0.05). Bunlara
ilaveten, yiiksek doz PET-NP’lere maruz kalan grupta kuyruk ve boyun kisimlari olmayan
sperm baslarinin sayisinda anlamli bir artisin oldugu da goriildi (P<0.05). Jin ve
arkadaslar1 fareler ile gerceklestirdigi ¢alismasinda igme suyuna karistirilan farkli
konsantrasyonlardaki (0.5 um, 4 um ve 10 pm) polistiren mikroplastiklere maruz
kalmanin sperm canliligini azalttigin1 ve spermlerde morfolojisinde bozulma oranini
artirdigint ortaya ¢ikardi (Jin vd., 2022). Li ve arkadaglarimin gerceklestirdigi bir
calismada 90 gilin boyunca polistiren mikroplastikler ile beslenen Wistar si¢anlarinda,
spermatojenik hiicrelerde apoptozu ile arttirdigi, spermlerde anormalligini artirirken ayni
zamanda sperm hareketliligini ve konsantrasyonunu azalttigin1 gériilmiistiir (Li vd., 2020).
Sperm bag hasarlari, spermlerin penetrasyonunu etkilerken, sperm kuyruklarindaki
hasarlanmalar ise spermlerin spiral hareketini etkiler. Bu durum spermlerin fertilizasyon
basaris1 etkileyerek tlireme sagliginda bir tehdit olusturur (Gatimel vd., 2017).
Calismamizla ortaya koydugumuz sperm morfoloji bozukluklarindaki artis, onceki
calismalarda gosterilen hasarlar ile tutarli olup, mikro ve nanoplastiklerin sperm

morfolojisini etkileyerek infertiliteye neden olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Calismamizda sperm hiicrelerinde meydana gelen tek ve ¢ift iplik kiriklari alkali COMET
analizi ile belirlendi ve % kuyruk DNA oranlar1 hesaplandi. Hem diisiik doz hem de
yiiksek doz PET-NP uygulanan gruplarda DNA iplik kiriklarinin kontrole gore anlaml
bir sekilde artig gosterdigi belirlendi (p<0.05). Diisiik doz PET-NP ve yiiksek doz PET-
NP alan iki grup karsilastirildiginda ise DNA iplik kiriklar1 arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (P>0.05, P = 0.34930). Zhang ve arkadaslar1 erkek farelerde gerceklestirdigi
bir ¢alismada, bir plastik katkis1 olan Di(2-etilheksil) ftalatlar 1 g/kg/d oraninda 60 giin
boyuna intragastrik olarak uygulanmasinin ardindan, sperm DNA hasarinda artis
gozlediklerini bildirilmistir (Zhang vd., 2022). Erkek gamet hiicrelerindeki DNA hasari,
ciftler arasinda tireme yardimci tedavilerin etkiler, infertilitenin diisiik ile sonu¢lanmasina
ve yavrularda dogum kusurlarina neden olabilecegi bilinmektedir (Aitken, De luliis ve
McLachlan, 2009; Esteves vd., 2014). Bu calismada, PET-NP’lere maruziyetin DNA
hasarina neden oldugu DNA cift iplik kiriklari tizerinden ilk kez gosterilmesi, PET
nanoplastiklerinin neden olabilecegi infertilitenin DNA  hasar1 iizerinden

gerceklesebilecegini de diisiindlirmektedir.

Testiste meydana gelen spermatogenez Johnsen skorlamasi ile degerlendirildiginde,
ozellikle yiiksek doz PET-NP’lere maruz birakilan farelerde kontrol grubuna oranla anlamli
bir degisimin oldugu goriildii (P<0.001). Bu grupta testis tiibiilleri incelendiginde
spermatid, spermatozoa gibi spermatogenez asamalarinda ortaya c¢ikan hiicrelerin
varliginda gozle goriilebilir bir azalma oldugu belirlendi. Her ne kadar Johnsen skorundaki
degisim kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da, diisiik doz PET-
NP’lere maruz kalan farelerde de tiibiilerdeki spermatogenez siirecinde bozulmalar ve
spermatozoa bulunmayan tiibiil sayilarinda artis gibi bulgular ortaya konmustur (p>0.05).
Amereh ve arkadaglarinin fareleri bes hafta boyunca polistiren nanoplastiklere maruz
biraktig1 c¢alismasinda testislerde spermatogenez asamalarinda diizensizlikler, bazal
membranlarda diizensizlikler ve bozulmus yapilar, seminifer tiibiil dejenerasyonu
g6zlenmistir (Amereh vd., 2020). Ayni zamanda ¢alismamizla benzer sekilde spermatid ve

spermatozoa sayilarinda azalmalar ve sertoli hiicrelerinde histolojik lezyonlar goriilmiistiir.

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, plastige maruz kalan farelerde mililitredeki
sperm sayilarinda yiiksek oranda bir azalma ve morfolojik agidan bozulmalar tespit edildi.

Incelemelerde morfolojik agidan yogunlukla sperm bag morfolojisinde bozulmalar goriildii.
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Ayni zamanda Sperm hiicreleri COMET analizi ile incelendiginde plastik maruziyetinin
sperm DNA iplik kiriklarini arttirdig tespit edildi. Testislerden alian kesitler incelendi ve
plastige maruz kalan farelerin tiibiil yapilarinda bozulmalar oldugu goriildii. Tiim sonuglari
beraber degerlendirdigimizde vardigimiz kani, PET nanoplastiklerinin testislerdeki
tiibiilleri etkilemesi ile birlikte spermatogenez asamalarimi dogrudan etkileyerek sperm
sayisinda azalmalara, sperm morfolojisinde bozulmalara ve spermlerdeki DNA kiriklarini
arttirarak erkek tireme sagligina negatif yonde etki edecegi yoniindedir. PET-NP’lerin
tireme sagligindaki negatif etkisi ¢alismamizda literatiirde ilk kez gosterildi. PET-NP’ler
tizerine daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekmekte ve erkek infertilitesi tizerine daha

kapsamli ¢caligmalar gerektirmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Gergeklestirilen ¢alismamizda PET-NP’lere maruz kalan Balb-C farelerin sperm
hiicrelerinde sayisal ve morfolojik degisimler ile beraber DNA hasari, testis dokusunda
ise organ indeksi ve spermatogeneze etkisi arastirildi. PET-NP’lerin testis agirliklarinda
anlamli bir degisime neden olmadigi, sperm sayilarinda 6nemli oranda azalmalara neden
oldugu, testis histolojisinde doku yapisinin bozulmasina ve spermatogenezi etkiledigi ve
spermlerde DNA iplik kiriklarina neden oldugu gosterildi. Tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde PET nanoplastiklerine maruziyetin erkek ireme sagligina dogrudan

etki ederek infertiliteye neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Mikro ve nanoplastiklerin insan ve ¢evre sagligina olumsuz etkileri giiniimiizde bir¢ok
yayin ile ortaya konmus olup, yaygin kullanilan ¢ogu plastik hammaddesinin mikro veya
nano boyutta toksisitesi farkli organizmalar ve farkli yontemlerle incelenmistir. Tiim
calismalar birlikte degerlendirildiginde mikro ve nanoplastiklere maruziyetin insan
saghigini olumsuz etkiledigi yoniinde siiphe yoktur. Bununla beraber, literatiirde plastik
maruziyetinin erkek infertilitesi ile iliskilendirildigi ¢alismalar oldukg¢a sinirli sayida olup
PET mikro veya nanoplastiklerinin erkek infertilitesine etkisini ortaya koyan arastirma
mevcut degildir. Bu ¢alisama ile, PET nanoplastik maruziyetinin erkek infertilitesi ile
iligkilisi ilk kez ortaya konulmustur. Elde edilen veriler, diger plastik tiirlerine kiyasla
daha sik maruz kalman PET plastiklerinin toksisitesinin anlasilmasina katki
saglayacaktir. Ayrica, literatlirde PET-NP’lerin iireme sistemi {izerindeki etkilerinin
arastirlldiglt bir hayvan c¢aligmasi bulunmadigindan, bu tez calismasinda kullanilan
modelleme, kullanilan deney hayvani, hayvanin yasi, PET-NP dozu ve uygulama siiresi
ile ileriki calismalar i¢cin model olusturma potansiyeline sahiptir. Son olarak, tez
caligmasindan elde edilen tiim bu veriler 28 giinliik sub-kronik maruziyet ile elde edilmis
olup, kronik maruziyetin etkilerini a¢iklamak i¢in daha uzun siireli ¢aligsmalara ihtiyag
vardir. PET-NP’lerinin erkek ilireme sagligma etkisinin daha kapsamli ve detayli

incelenmesi i¢in kronik maruziyetin de ele alinacagi ileriki ¢alismalar 6nerilmektedir.

Amag: Infertilite bircok c¢iftte ¢ocuk sahibi olmasi yolundaki biiyiik bir engeldir.

Dogrudan veya dolayl olarak ¢evresel etmenlerin infertiliteye neden oldugu bilinmekte
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ve nesiller arasinda infertil ¢iftlerin sayis1 giderek artmaktadir. Plastikler daha kiigiik
yapilara pargalanarak nanoplastiklere doniisebilmektedir ve bu nanoplastikler yiyecekler,
icecekler, solunum gibi ¢esitli yollar ile insan viicuduna alinmaktadir. Bu caligmada
amaclanan sindirim yolu araciligiyla viicuda aliman PET-NP’lerin erkek iireme

sagligindaki etkisini arastirmak olmustur.

Materyal ve Metot: 5 haftalik Balb-C tiirii fareler (n=18) rastegele olarak her grupta 6
hayvan olacak sekilde kontrol grubu, 0.1 mg/giin PET-NP grubu ve 0.5 mg/giin PET-NP
grubu olarak 3 gruba ayrildi. PET-NP’ler 100’er uL serum fizolojikte hazirlanarak, diistik
doz PET-NP alan gruba 28 giin boyunca giinde 0.1 mg/giin PET-NP olarak ve yiiksek doz
PET-NP alacak olan gruba ise 0.5 mg/giin PET-NP olarak oral gavaj yontemi ile mideye

verildi.

Bulgular: Gruplar karsilagtirildiginda testislerin organ indekslerinde anlamli bir degisim
goriilmedi. Kontrol grubu ve PET-NP gruplan karsilagtirildiginda, sperm sayilarinda
diisiik doz grubunda (p<0.05) ve yiiksek doz grubunda (p<0.001) anlamli bir azalma
goriildi. 0.1 mg/glin PET-NP grubundaki normal sperm sayis1 kontrol grubundakilere
oranla anlaml1 bir diisiis oldugunu gosterdi (P<0.05, P=0,0360167). Kontrol grubu ile 0.5
mg/giin PET-NP grubu karsilastirildiginda normal sperm morfolojisinde anlamli bir azalis
gorildii (P<0.01, P=0.0013605). Sperm morfolojisinden PET-NP’lerin olumsuz yonde bir
etkisi oldugu goriildii. Kontrol grubuna kiyasla 0.5 mg/giin PET-NP grubunda tiibiil
yapisinda anlamli bir degisim oldugu gériildii (P<0.001).

Sonug: Calismamizda PET-NP’lerin testis ve sperm iizerindeki etkilerine bagli olarak
erkek infertilitesindeki rolii incelendi. PET plastigine maruziyetin mililitredeki sperm
sayilarinda yiiksek oranda bir azalmaya neden oldugu ve sperm morfolojisinde bozulmalar
tespit edildi. Sperm hiicrelerinin COMET analizlerinde plastik maruziyetinin sperm DNA
iplik kiriklarm arttirdigr tespit edildi. Testis tiibiil yapilarinda bozulmalar oldugu ve
spermatogenez asamalarinda diizensizliklerin arttig1 tespit edildi. Elde edilen sonuglarda

PET-NP’ler erkek lireme saglig1 acisindan oldukca tehdit edici bir unsur olarak gorildii.
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EKLER

Ek 1: Etik Onay Formu

“Bu belge, Yiiksekogretim Kurulu tarafindan 19.01.2021 tarihli “Lisansiistii Tezlerin
Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yénerge”

ile bildirilen 6698 Sayili Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu kapsaminda gizlenmistir.
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Ek 2: Deney hayvanlar1 kullanim sertifikasi

“Bu belge, Yiiksekogretim Kurulu tarafindan 19.01.2021 tarihli “Lisansiistii Tezlerin
Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge”

ile bildirilen 6698 Sayil1 Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu kapsaminda gizlenmistir.
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