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OZET

Yetiskin Erkek Sicanlara Akrilamid Uygulamasinin Kas ve Yag Dokuda Aromataz

Gen Ekspresyonuna Etkisinin Incelenmesi

Amag¢: AKR normalde gidalarda olmayan ancak yiiksek sicaklikta pisirilme
sonucu olusan ve ginliik hayatta sikga maruz kaldigimiz toksik etkileri olan bir
kimyasaldir. CYP19A1 geni tarafindan kodlanan Aromataz, androjenlerin dstrojenlere
doniistimiinii katalize eder. Amacimiz, AKR maruziyetinin yetiskin erkek si¢anlarin kas
ve yag dokularindaki aromataz gen ekspresyonu iizerindeki etkilerini incelemektir.
Ayrica, bu arastirma, E vitamininin AKR’nin erkek iireme {izerinde neden oldugu toksik
etkilere kars1 potansiyel koruyucu etkilerini aragtirmay1 hedeflemistir.

Materyal ve Metot: Bu arastirmada, 48 adet 200 = 20 gr agirhiginda 8 haftalik
erigkin erkek Spraque Dawley rat kullamlmistir. Ratlar 5 gruba ayrilmistir: Grup 1:
Kontrol grubu (8 rat), Grup 2: Misir yagi grubu (8 rat), Grup 3: E vitamini grubu (8 rat),
Grup 4: AKR grubu (12 rat) ve Grup 5: AKR + E vitamini grubu (12 rat). Bu aragtirmada
tedavi grubu ratlara 56 giin boyunca, igme suyu ile AKR uygulanmus, E vitamini ve misir
yagl ise oral gavaj ile verilmistir. Tiim grup ratlarimin ad-libitum beslenerek yem ve suya
sinirsiz erisimi saglamigtir. 56 giliniin sonunda ratlardan kan, kas ve yag doku 6rnekleri
toplanip uygun sartlarda muhafaza edilmisti. Doku Orneklerinden aromataz gen
ekspresyonu, Western Blot yontemi ile analiz edilmistir. Serum numunelerinde ise
testosteron, Ostradiol, FSH ve LH diizeyleri ELISA yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Ayrica
calisma stliresince canli hayvan agirliklan ile siganlarin yem ve su tiiketimleri haftalik
olarak kaydedilmistir.

Bulgular: Analiz sonuglarina gére, AKR’nin kas ve yag aromataz
ekspresyonunda belirgin artiglara sebep oldugu ve testosteronu diisiirerek, FSH salinimini
anlamli derecede arttirdigi ortaya konulmustur. AKR ile E vitamininin birlikte
uygulamasinda E vitamini, AKR kaynakli aromataz artis1 ve testosteron diisiisii lizerinde
sinirl diizeyde bir iyilesme saglayabilmistir.

Sonu¢: Tim bu sonuglar, AKR uygulamasinin kas ve yag dokuda aromataz
aktivitesini artirarak testosteronun Ostradiole doniigiimiinii hizlandirarak erkek iireme
sisteminde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olabilecegini ve bunun sonucunda
da erkek ratlarda AKR kaynakli kisirligin meydana gelebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Akrilamid, Aromataz, Erkek Sican, E Vitamini
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ABSTRACT

Investigation of the effect of acrylamide administration on aromatase gene
expression in muscle and adipose tissues of adult male rats

Aim: ACR is a chemical with toxic effects that is not naturally found in foods but
is frequently encountered in daily life as a result of high-temperature cooking. Aromatase,
encoded by the CYP19AL1 gene, catalyzes the conversion of androgens into estrogens.
Our objective is to investigate the effects of ACR exposure on aromatase gene expression
in the muscle and adipose tissues of adult male rats. Additionally, this research aims to
explore the potential protective effects of vitamin E against the male reproductive health-
damaging impacts caused by ACR.

Material and Method: In this study, 48 adult male Sprague Dawley rats, 8 weeks
old and weighing 200 + 20 g, were used. The rats were divided into 5 groups: Group 1:
Control group (8 rats), Group 2: Corn oil group (8 rats), Group 3: Vitamin E group (8
rats), Group 4: ACR group (12 rats), and Group 5: ACR + Vitamin E group (12 rats). In
the treatment groups, AKR was administered through drinking water, while vitamin E
and corn oil were given via oral gavage for 56 days. The control group was fed ad libitum,
with unlimited access to food and water. At the end of the 56 days, blood, muscle, and
adipose tissue samples were collected and preserved under appropriate conditions.
Aromatase gene expression in tissue samples was analyzed using the Western Blot
method. Serum samples were analyzed for testosterone, ostradiol, FSH, and LH levels
using the ELISA method. Additionally, during the study period, live animal weights and
the rats' food and water consumption were recorded weekly.

Results: The analysis results revealed that acrylamide caused significant increases
in muscle and adipose aromatase expression and significantly increased FSH secretion
while reducing testosterone levels. Treatment with vitamin E partially restored these
parameters toward control levels.

Conclusion: All these findings demonstrate the detrimental effects of ACR
exposure on the male reproductive system at the molecular level and suggest that ACR
may contribute to infertility.

Keywords: Acrylamide, Aromatase, Male Rat, Vitamin E



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi
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Al : Aromataz inhibitorleri
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ANOVA : Analysis of Variance (Varyans Analizi)
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1. GIRIS

Son yillarda ¢evresel toksinlerin insan sagligi tizerindeki etkisine iliskin endiseler
giderek daha fazla 6ne ¢ikmistir. Bu toksinler arasinda AKR, c¢esitli pismis ve islenmis
gidalarda yaygm olarak bulunmasi ve endiistriyel uygulamalari nedeniyle dikkat
cekmektedir. AKR ’nin hormonal dengeye ve iireme fonksiyonuna etki etme potansiyeline
sahip bir endokrin bozucu oldugu tespit edilmistir. Ozellikle endise verici olan,
erkeklerde testosteron ve dstrojen diizeyleri arasindaki dengeyi korumak i¢in hayati dnem
tastyan bir enzim olan aromataz aktivitesi tizerindeki etkisidir (1).

CYP19A1 geni tarafindan kodlanan Aromataz, testosteron gibi androjenlerin basta
Ostradiol olmak {izere Ostrojenlere doniisiimiinii katalize eder. Bu enzimatik siire¢ lireme
fonksiyonunun ve gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Bununla birlikte,
asir1 aromataz aktivitesi, aromatizasyonun hizlanmasina yol agarak seks hormonlarinin
dengesizligine neden olabilir. Erkeklerde bu dengesizlik, kisirlik da dahil olmak iizere
cesitli iireme bozukluklartyla iligkili bir durum olan testosterona kiyasla Ostrojen
seviyelerinin artmasiyla ortaya ¢ikabilir (2-5).

Bu arastirmanin amaci, AKR’ye maruz kalmanin yetiskin erkek sicanlarin kas ve
yag dokularindaki aromataz gen ekspresyonu iizerindeki etkilerini arastirmaktir. Bir
hayvan modeli kullanarak, AKR’ye maruz kalmaya verilen fizyolojik tepkileri simiile
etmeyi ve bunun aromataz aktivitesi TUzerindeki etkisini molekiiler diizeyde
degerlendirmek amaglanmaktadir. AKR’nin aromataz ekspresyonunu nasil etkiledigini
anlamak, onun bir endokrin bozucu olarak potansiyel roliinii ve erkeklerde iireme
fonksiyon bozukluguna olan etkisini agiklamak i¢in ¢ok onemlidir.

Ayrica bu c¢alisma, aromataz ekspresyonunda AKR’nin neden oldugu
degisikliklere karst E vitamininin potansiyel koruyucu etkilerini arastirmayi
amaglamaktadir. Giliglii bir antioksidan olan E vitamininin oksidatif stresi azalttig1 ve
cevresel kirleticilerin toksik etkilerine karst koruma sagladigi gosterilmistir. Bu
calismada AKR’nin olumsuz etkilerini 6nlemede veya tersine ¢evirmede E vitamini
takviyesinin etkinligini degerlendirerek, endokrin bozucu kimyasallara maruz kalmayla
iligkili tireme fonksiyon bozukluklarimi hafifletmeye yonelik yeni koruyucu ve tedavi
edici stratejilerin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Genel olarak, bu arastirmanin gerekgesi, ¢evresel toksinlerin erkek iireme saglig
tizerindeki etkisini ele alma konusundaki acil ihtiyactan kaynaklanmaktadir. Bu

arastirmada, AKR’nin aromataz gen ekspresyonunda meydana getirecegi muhtemel
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degisikliklerin AKR kaynakli reprotoksik etki mekanizmalarindan biri olabilecegi

diistiniilmiis ve AKR uygulamasinin erkek siganlarin kas ve yag dokusu aromataz gen

ekspresyonu nasil etkileyecegi arastirilarak AKRin erkek lireme fonksiyonu tizerindeki

toksik etkilerine karsi koruyucu ve tedavi edici stratejilerin gelistirilmesine katkida

bulunulmas1 amag¢lanmastir.

Arastirma sorulari:

1.

AKR’ye maruz kalma, yetiskin erkek sicanlarin kas ve yag dokularmdaki
aromataz gen ekspresyonunu nasil etkiler?

E vitamini takviyesi AKR’nin aromataz gen ekspresyonu iizerindeki
toksik etkilerini ne dl¢lide onleyebilir veya tersine ¢evirebilir?

AKR uygulamasi sonrasi erkek siganlarda serum testosteron diizeylerinde
meydana gelebilecek ciddi degisikliklerden kaynaklanan reprotoksik

etkiye karsi aromataz inhibitorleri bir tedavi segenegi olabilir mi?

Hipotezler:

1.

AKR uygulamasi, yetiskin erkek siganlarin hem kas hem de yag
dokularinda aromataz gen ekspresyonunu artiracak ve aromataz
aktivitesinin artmasina yol acacaktir

E Vitamini takviyesi, aromataz gen ekspresyonundaki AKR kaynakli
degisiklikleri, ya yukar1 dogru regiilasyonu (up regulation) dnleyerek
ya da etkilerini tersine ¢evirerek zayiflatacaktir.

Yag dokusundaki yiiksek testosteron — Ostrojen doniisiim kapasitesi
nedeniyle AKR, kas dokusuna kiyasla yag dokusu aromataz gen

ekspresyonu lizerinde daha ciddi degisikliklere neden olabilir.

Bu ¢alisma birka¢ nedenden dolay1 biiylik 6nem tagimaktadir:

Beslenme kaynaklar1 ve ¢evresel kirlenme yoluyla AKR’ye yaygin
sekilde maruz kalindig1 g6z Oniine alindiginda, bunun erkek tireme
saglig1 tizerindeki etkisini anlamak, AKR’ye maruz kalmay1 azaltmay1
ve lreme sagligim korumak icin Onleyici tedbirlerin uygulanmasin
amaclayan diizenleyici politikalara bilgi saglayabilir.

Bu calisma, aromataz ekspresyonunda AKR kaynakli degisikliklerin
altinda yatan mekanizmalar1 aciklayarak, endokrin bozulma ve iireme
islev bozuklugunda yer alan molekiiler yollari anlamamiza katkida

bulunabilir.



AKR toksisitesine karsi potansiyel bir koruyucu onlem olarak E
vitamini takviyesinin arastirilmasi, ¢evresel kirleticilerin erkek iireme
fonksiyonu tizerindeki olumsuz etkilerini hafifletmeye yonelik yeni
terapotik stratejiler hakkinda degerli bilgiler saglayabilir.

Erkek infertilitesinde altta yatan nedenlerin ¢ogu bilinse de, bunlarin
bircogunun etkeni ortaya konulamamaktadir. Arastirmamizin sonunda,
sicanlara  AKR uygulamasmin kas ve yag dokuda aromataz
ekspresyonunu artirdiginin tespit edilmesi durumunda:

AKR kaynakli aromataz ekspresyonunda artisin, AKR nin reprotoksik
etki mekanizmalarindan birisi olabilecegi,

Erkeklerde kanda testosteron diizeyinin diismesine bagli kisirligin
sebeplerinden birisinin de asir1 AKR tiiketimi olabilecegi ortaya
konulmus olacak ve AKR kaynakli aromataz artisina bagl kisirliklarin
tedavisinde aromataz inhibitorlerinin tedavi protokolii olarak kullanima
girmesi glindeme gelebilecektir.

Genel olarak bu arastirma hem bilimsel bilgi hem de halk saglig
girisimleri lizerinde Onemli etkiler yaratma ve sonugta ¢evresel
zorluklar karsisinda erkek iireme sagligmin korunmasina katkida
bulunma potansiyeline sahiptir. Ayrica, arastirma sonuglarinin,
uluslararasi kongrelerde sunulmasi ve etki degeri yiiksek uluslararasi
bilimsel dergilerde yayimlanmasi, bu konuyla ilgili literatiirdeki
eksikligin giderilmesine katki saglayacagim ve bu konuyla ilgili daha
ileri diizeyde arastirmalarin yapilmasina Onciiliik edebilecegini

umuyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Akrilamidin Kimyasi

AKR (C3H5NO), CH2=CHCONH2 kimyasal formiiliine sahip kimyasal bir
bilesiktir (Sekil 2.1). Suda oldukca yiiksek oranda ¢Oziiniir, beyaz, kokusuz, kristal bir
kimyasaldir. AKR o6ncelikle endiistriyel uygulamalariyla, 6zellikle de atik su aritma,
kozmetik ve kagit liretimi dahil olmak {izere ¢esitli endiistrilerde uygulamalarda ve bir
polimer olan poliakrilamidin {iretiminde yaygin olarak kullanilir. Ancak AKR, bazi
pismis ve iglenmis gidalarda bulunmasi ve insan sagligini tehdit edici etkileri nedeniyle

bilim insanlarinin dikkatini ¢cekmektedir.
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Sekil 2.1. Akrilamidin kimyasal yapis1

Gidalarda AKR olusumu Maillard reaksiyonu olarak bilinen kimyasal bir
reaksiyonla gergeklesir. Bu reaksiyon, kizartma, firinlama veya kavurma gibi yiiksek
sicaklikta pisirme islemleri sirasinda glukoz ve fruktoz gibi indirgeyici sekerler ile
asparajin amino asidi arasinda meydana gelir. Maillard reaksiyonu gidalarda
kahverengilesmeye ve lezzet olusumuna yol agmakta, ayn1 zamanda AKR dahil olmak

iizere ¢esitli Maillard reaksiyon tiriinlerinin olusumuyla da sonug¢lanmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Akrilamid olusumunda maillard reaksiyonu.



Niikleofilik amino asit grubu, sekerin reaktif karbonil grubu ile reaksiyona girer
ve kahverengi yiyeceklerin karakteristik aromasindan sorumlu olan ¢esitli molekiillerden
olusan karmasik bir karisim olusturur. 120°C'nin iizerindeki sicakliklarda, AKR
olusabilir.

Maillard reaksiyonu sirasinda indirgeyici sekerler amino asitlerle, 6zellikle de
asparajin ile reaksiyona girerek bir dizi ara bilesik olusturur. ( Sekil 2.3) Belirli kosullar
altinda, bu ara {irlinler daha ileri reaksiyonlara girer ve sonugta deaminasyon, dehidrasyon
ve siklizasyon reaksiyonlarini igeren bir yolla AKR olusumuna yol agar. Gidalarda AKR
olusumunun altinda yatan mekanizmalar karmasiktir ve AKR olusumu sicaklik, pH, nem

icerigi ve Onclillerin varlig1 gibi ¢esitli faktorlere baglidir.
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Sekil 2.3. Maillard reaksiyonu ve akrilamid olusum basamaklari

AKR’nin baz1 pismis ve islenmis gidalarda, 6zellikle de patates iiriinleri, ekmek
ve kahve gibi karbonhidrat agisindan zengin gidalarda bulunmasi, potansiyel saglik
riskleri nedeniyle endiselere yol agmustir. Insan ve deneysel hayvan calismalarinda

AKR’nin kanserojen etkileri gosterebildiginin ortaya konulmasi nedeni ile Uluslararasi



Kanser Arastirma Ajanst (IARC) AKR’yi insanlar i¢in olasi bir kanserojen olarak

smiflandirmistir (6-9).

2.2. insanlarda Akrilamid Maruziyeti

Insanlarda AKR’ye maruz kalma, oncelikle diyet alimi, ozellikle de pismis,
kizarmis ve islenmis gidalarin tiiketimi yoluyla meydana gelir. AKR, karbonhidrat ve
amino asit igeren bazi yiyeceklerin 120 °C'nin (248°F) lizerinde kizartma, firinlama veya
kavurma gibi yliksek sicaklikta pisirme islemleri sirasinda olusur. Bu agidan AKR
iceriginin en yiiksek oldugu gidalar arasinda patates iriinleri (6r. patates kizartmasi,
patates cipsi), ekmek, kahvaltilik gevrekler ve kahve yer alir.

Avrupa Birligi (AB) komisyonu c¢esitli gida maddelerindeki AKR igerigi i¢in
2013/647/EU sayili Komisyon Tavsiyesinde “indikatif degerler” belirlemistir (Tablo 2.1).
Bu indikatif degerlerin belirlenmesinde, yiiksek oranda AKR igeren ve insan diyetinde
yogun olarak bulunan gidalara odaklanilmaktadir. Bu tavsiyeye gore; 'indikatif degerler'
giivenlik esikleri olarak degil, yalnizca bir inceleme ihtiyacini gostermek icin
ongorilmiistiir. AB, bir indikatif degerin asilmasi durumunda, yalnizca bu degerin
astlmast nedeniyle degil, durum bazinda yapilan saglam bir risk degerlendirmesine

dayanarak uygulama eylemleri ve/veya hizli uyari yayinlanmasi gerektigini bildirmistir
(10).

Tablo 2.1. AB Komisyonu'nun 2013/647/EU sayili tavsiyesine gore gida maddelerinde
AKR i¢in belirlenen indikatif degerler

Indikatif Deger
Gidalar (ng/kg) :
Hazir kizartilmig patates 600
Taze patates ve patates hamurundan yapilan patates cipsi 1000
Patates bazli krakerler 1000
Yumusak ekmek
- Bugday bazli ekmek 80
- Bugday disindaki ekmekler 150
Kahvaltilik gevrekler (yulaf lapasi haric)
- Kepek tiriinleri ve tam tahil gevrekleri, patlamig tahillar 400
- Bugday ve ¢avdar bazli {iriinler 300
- Mustr, yulaf, spelt (kavuzlu bugday), arpa ve piring bazli iiriinler 200
Biskiiviler ve gofretler 500
Patates bazli krakerler hari¢ krakerler 500




Indikatif Deger

Gidalar (ng/kg)
Citir ekmek 450
Zencefilli kurabiye 1000
Bu kategorideki diger iirlinlere benzer iirtinler 500
Kavrulmus kahve 450
Hazir (¢6ziiniir) kahve 900
Kahve ikameleri

- Tahil bazli kahve ikameleri 2000
- Diger kahve ikameleri 4000
Bebek mamasi, (islenmis tahil bazli bebek mamalanr haric)

- Kuru eriksiz 50
- Kuru erikli 80
Bebekler ve kiiglik ¢ocuklar igin biskiiviler ve peksimetler 200
Bebekler ve kiigiik ¢ocuklar igin islenmis tahil bazli mamalar (biskiiviler ve 50

peksimetler harig)

AKR igeren gidalarin alinmasi sonras1t AKR mide-bagirsak kanalindan emilebilir
ve kan dolasimi yoluyla tiim viicuda dagilr. Insanlarda AKR katabolizmasimn kesin
mekanizmalar1 tam olarak anlagilmamasina ragmen, AKR’nin 6ncelikle karacigerde
sitokrom P450 enzimleri ile, 6zellikle CYP2E1' iceren bir siire¢ yoluyla glisidamid
olusturmak tiizere katabolize edildigi bilinmektedir.  Glisidamid, AKR’nin
genotoksisitesinden ve kanserojenliginden sorumlu olan birincil metabolit olarak kabul
edilir (11)

Insanlarin AKR’ye maruz kalmasi, potansiyel olumsuz saglik etkileri nedeniyle
endiselere yol agmistir. Bu nedenle, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
AKR’yi insan ve hayvanlar i¢in olasi kanserojen simifi kimyasallar katagorisine dahil
etmistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), AKR "nin giivenilir bir sekilde tanimlanabilir bir
etki 'esigl' olmayan kimyasallar grubuna ait oldugunu belirtmektedir. AKR’ye maruz
kalan kemirgenlerde timdr olusumunun gézlenmesi AKR "nin insanlar tizerinde de kanser
yapici etkisinin olabilecegini diigiindiirmiistiir. Ayrica AKR’nin kanserojenligi ile ilgili
olarak, maruziyetin artmastyla riskin arttig1 diistiniilmektedir.

AKR’ye maruz kalma, kanserojen potansiyeline ek olarak insanlarda
norotoksisite, genotoksisite, lireme toksisitesi ve gelisimsel toksisite gibi diger olumsuz
saglik etkileriyle de iliskilendirilmistir. Hayvan ¢alismalarinda, AKR’ye maruz kalmanin

sinir hasar1 ve motor fonksiyon bozuklugu dahil olmak iizere norotoksik etkilerini
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gosterebildigi rapor edilmistir. Yiiksek oranda AKR’ye maruz kalan erkeklerde iireme
sagliginin olumsuz yonde etkilendigini gosteren arastirma sonucglarida bulunmaktadir;
bunun yani sira hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar, AKR’ye maruz kalan hayvanlarda

sperm kalitesinde ve dogurganlikta azalma oldugunu gostermektedir (11- 13).

2.3. Akrilamidin Toksik Etkileri

Ozellikle yiiksek sicaklikta pisirme islemleri sirasinda olusan AKR, bu gidalari
stirekli ve bol miktarda tiikketen insanlarda sagligi bozabilecek derecede onemli toksik
etkiler gostermektedir. Bu toksik etkiler arasinda norotoksisite, genotoksisite,
reprotoksisiteyi sayabiliriz. Bilim insanlari, insanlarin AKR’nin toksik etkilerinden
korunmak i¢in oncelikle bu kimyasala maruz kalmanin en aza indirilmesinin dnemli

oldugunu vurgulamaktadir.

2.3.1. Akrilamidin Sinir Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri (Norotoksisite)

AKR’nin, merkezi ve periferal sinir sistemi dokularinda hasarlar olusturarak
norotoksisiteye neden olabilmektedir. AKR kaynakli ndrotoksisitenin birincil
mekanizmasi, AKR’nin en 6nemli reaktif metaboliti olan glisidamid sinir hiicreleri de
dahil olmak iizere proteinlere kovalent olarak baglanarak gerceklesir. Doku hasar1 ve
fonksiyon bozukluklarina neden olmasidir. AKR ve glisidamidin proteinlere baglanmasi
hiicresel diizeyde hasar ve norotransmisyonun bozulmasina yol acarak merkezi ve
periferal sinir sisteminde fonksiyon bozukluklarina ve doku hasarlarina neden olur (14).

Hayvanlar tizerinde yapilan deneysel caligmalar, AKR’ye maruz kalmanin,
ozellikle periferik sinirlerde aksonal dejenerasyon ve demiyelinizasyon ile karakterize
sinir hasarina yol acabilecegini gostermistir. AKR kaynakli ndrotoksisitenin semptomlari
arasinda uyusma, karincalanma, gii¢stizlilk ve bozulmus koordinasyon gibi duyusal ve
motor eksiklikler bulunabilir. Siddetli AKR nérotoksisitesi vakalari, geri doniisii olmayan
sinir hasarina ve ndropatiye yol agabilir. Insanlar iizerinde yapilan arastirmalar, 6zellikle
poliakrilamid iiretimi gibi AKR nin kullanildig1 endiistrilerde ¢alisanlar arasinda mesleki
olarak AKR’ye maruz kalmayla iligkili norotoksik etkilere dair kanitlar saglamustir.
AKR’ye maruz kalan insanlarda gézlenen AKR norotoksisitesinin semptomlari noropatik
agri, kas zayiflig1 ve duyu bozukluklari seklinde siralanabilir. Genel olarak AKR kaynakli
norotoksisite 6nemli saglik riskleri olusturur. Bilim insanlari sinir sistemi fonksiyonunu
korumak i¢cin AKR’ye maruz kalmanin en aza indirilmesinin en énemli tedbir oldugunu

israrla vurgulamaktadirlar (6).



2.3.2. Akrilamidin DNA Uzerindeki Toksik Etkileri (Genotoksisite)

AKR’nin genotoksisitesi 6ncelikle DNA ile reaksiyona girerek eklentiler (adduct)
olusturabilen metaboliti glisidamidden kaynaklanir. Bu DNA eklentileri, DNA
replikasyonu ve onarim siire¢lerine miidahale ederek mutasyonlara ve genomik
dengesizlige yol agabilir. Deneysel calismalar, AKR’ye maruz kalmanin, in vitro insan
hiicreleri ve in vivo hayvan dokulart dahil olmak iizere gesitli hiicre tiplerinde DNA
hasarina neden olabilecegini gostermistir. AKR’nin genotoksik etkileri karaciger, beyin,
bobrekler ve lireme organlart da dahil olmak {iizere bir¢ok organda gdzlemlenmistir.
AKR’nin genotoksisitesi, potansiyel kanserojen etkileriyle ilgili endiseleri artirmaktadir;
¢iinkii DNA hasar1 ve mutasyonlar, kanserin baslatilmasinda ve ilerlemesinde anahtar
olaylardir (15-17).

AKR’nin, genotoksik etkilerini gdsterebilmesi i¢in viicutta metabolize edilerek
daha reaktif bir bilesik olan glisidamide doniismesi gerekmektedir. Deneysel bir
caligmada, in vitro sistemlerde glisidamide doniisim olmadan AKR’nin genotoksik
etkilerinin diisik oldugu bulunmustur. Ancak, bu doniisimii saglayan enzimler
eklendiginde, AKR’nin genotoksik etkilerinin arttig1 gozlemlenmistir. Bu arastirmanin
sonuglari, AKR’nin genotoksik etkilerini anlamada glisidamid doniisiimiiniin dnemini
vurgulamakta ve bu tiir kimyasallarin laboratuvar ortaminda degerlendirilmesi sirasinda
metabolik siireglerin dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir. Bu bulgular, AKR nin
insan saglig1 tizerindeki risklerini degerlendirmek ve uygun gida giivenligi standartlari
gelistirmek i¢in 6nemli bir temel olusturmaktadir. (18).

Insan lenfositlerinde (beyaz kan hiicreleri) AKR kaynakli genotoksisitenin
incelendigi bir ¢caligmada comet testi, mikroniikleus testi ve DN A-protein ¢apraz baglari
testi gibi biyolojik bazi testler yapilarak elde edilen bulgulara gore,

e AKR’nin belirli konsantrasyonlarda insan lenfositlerinde DNA hasarina yol agtig1
bulunmustur. Bu hasar, alkali-labile bolgelerde (DNA'nin daha duyarli oldugu
bolgeler) yogunlagmistir.

e (Calisma ayrica, AKR’nin DNA-protein ¢apraz baglari olusturabilecegini ve bu
capraz baglarin DNA onarimin etkileyebilecegini gdstermektedir.

e AKR, DNA'da oksidatif hasara neden olabilmekte ve bu da hiicrelerin genetik
materyalini bozabilmektedir.

e Mikroniikleus testi, AKR’nin kromozomal hasara yol agabilecegini ve bu hasarin

hiicrelerin genetik biitiinliigiinii tehdit edebilecegini gdstermistir.



Sonug olarak, AKR insan lenfositlerinde genotoksik etkilere neden olabilecegi ve
bu hasarlarin hiicresel siiregler ilizerinde olumsuz etkileri meydana getirebilecegi
sOylenebilir. AKR kuvvetle muhtemel genotoksik bir kimyasaldir ve insan saglig
iizerinde olumsuz etkiler yaratabilecek potansiyele sahiptir. Buna gore, gidalarda ve
endiistriyel uygulamalarda AKR maruziyetinin potansiyel riskleri vurgulanmakta ve bu

tiir kimyasallarin giivenli kullaniminin saglanmasi gerektigi onerilmektedir (19).

2.3.3. Akrilamidin Ureme Sistemi Uzerindeki Toksik Etkileri (Reprotoksisite)

AKR’ye maruz kalma, {reme sistemi {izerinde olumsuz etkilerle
iliskilendirilmistir; bu durum iireme toksisitesi olarak bilinir. Hayvan c¢alismalari,
AKR’ye maruz kalmanin hem erkeklerde hem de kadinlarda normal iireme fonksiyonunu
ve dogurganligi bozabilecegini gostermistir. Erkeklerde AKR’ye maruz kalma, sperm
kalitesinin diismesi, sperm hareketliliginin azalmast ve sperm fonksiyonunun
bozulmasiyla iliskilendirilmistir. Ek olarak, AKR’nin neden oldugu ndrotoksisite,
hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen diizenlemesini bozarak iireme fonksiyonunu dolayli
olarak etkileyebilir, bu da hormonal dengesizliklere ve testosteron iiretiminin azalmasina
yol acgabilir. Kadinlarda AKR’ye maruz kalma, yumurtalik agirliginda azalma, Gstrus
sikluslarimn bozulmasi ve dogurganligin bozulmasi dahil olmak iizere yumurtalik
fonksiyonundaki degisikliklerle iliskilendirilmistir. AKR kaynakl1 genotoksisite, lireme
organlarinda ve germ hiicrelerinde potansiyel olarak DNA hasarina neden olarak lireme
sagligi a¢isindan da risk olusturabilir. Genel olarak AKR ’nin reprotoksik etkileri 6zellikle
iremenin devamini ve fonksiyonunu bozabilmesi nedeni ile {iremenin Kritik
donemlerinde bu kimyasala maruz kalmanin en aza indirilmesinin Onemini

vurgulamaktadir (20-22).

2.3.4. Akrilamid Kaynakh Oksidatif Stres ve Oksidatif Doku Hasar1

AKR’ye maruz kalma, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile viicudun
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik ile karakterize edilen bir
durum olan oksidatif stresin indiiksiyonu ile iliskilendirilmistir. Oksidatif stres proteinler,
lipitler ve DNA dahil olmak iizere hiicresel bilesenlerde hasara yol agarak oksidatif doku
hasarina neden olmaktadir. AKR’nin neden oldugu oksidatif stres, metabolizmas1 ve
sonraki hiicresel siirecler sirasinda ROS iiretimi nedeniyle ortaya ¢ikar. AKR viicutta

glisidamide metabolize edilir ve bu, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, inflamatuar
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yollarin aktivasyonu ve sitokrom P450 enzimlerinin indiiksiyonu dahil olmak tizere cesitli
mekanizmalar yoluyla ROS iiretimine yol agabilir.

Siiperoksit anyonu (O?), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (*OH) gibi
ROS, hiicresel bilesenlere zarar verebilecek oldukca reaktif molekiillerdir. Normal
fizyolojik kosullar altinda ROS, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimlerin yam sira glutatyon ve C ve E vitaminleri gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar dahil olmak iizere antioksidan savunma mekanizmalar
tarafindan dengelenir. Bununla birlikte, agir1 ROS iiretimi ve/veya antioksidan savunma
kapasitesindeki azalma sonucunda oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stres
lipitlerde, proteinlerde ve DNA'da oksidatif hasara yol agarak oksidatif doku
hasarlanmalarina neden olmaktadir (23-26).

Oksidatif doku hasari, oksidatif stresin hiicresel bilesenlerde neden oldugu yapisal
ve fonksiyonel hasar1 ifade eder. Oksidatif stresin birincil sonuglarindan biri olan lipit
peroksidasyonu, hiicre zarlarim ve hiicresel fonksiyonu bozabilen lipit peroksitlerin ve
diger reaktif aldehitlerin olusumuna yol acar. Amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu
ve protein ¢apraz baglanmasi da dahil olmak {izere protein oksidasyonu, protein islev
bozukluguna ve agregat olusumuna neden olabilir, bu da hiicresel siireclerin bozulmasina
ve protein fonksiyonunun kaybina neden olabilir. ROS tarafindan indiiklenen DNA hasari
mutasyonlara, zincir kopmalarina ve DNA eklenti olusumuna yol agarak genomik
biitiinligii tehlikeye atabilir ve kanser dahil gesitli hastaliklarin gelisimine neden olabilir
(27, 28).

2.3.5. Akrilamidin Diger Toksik Etkileri

Norotoksisite, genotoksisite, reprotoksisite, oksidatif stres ve oksidatif doku
hasarina ek olarak AKR’ye maruz kalmanin insan sagligi lizerinde diger bazi toksik
etkilerle de iliskilendirildigi goriilmiistiir. Gebelik sirasinda AKR’ye maruz kalma, fetal
biiylimenin baskilanmasi ve gelisimsel anormallikler dahil olmak iizere gelisimsel
toksisiteyle de iliskilendirilmistir. Hayvan calismalari, dogum oncesi AKR’ye maruz
kalmanin, yavrularda dogum agirhginin azalmasina, iskelet bozukluklarina ve
davranigsal anormalliklere yol agabilecegini gostermistir. Ayrica AKR, hiicrelerde
programli O6liim (apoptoz) siireglerini tetikleyerek kalp kasi hiicrelerinin normal
gelisimini  engelleyebilir ve kardiyovaskiiler sistemin fonksiyonlarin1 bozabilir.

Genotoksik ozelliklere sahip oldugu i¢in DNA hasarina yol agarak kalp ve damarlarin

11



gelisiminde anomalilere neden olabilir. DNA hasar1 sonucunda dogumsal kalp defektleri
ve damar anomalileri gibi ciddi saglik sorunlari ortaya c¢ikarabilir (4, 5, 16, 26).

AKR’ye maruz kalan hayvanlarda karaciger hasar1 ve islev bozuklugunun
meydana geldigini rapor eden ¢aligmalar, AKR’ye maruz kalmanin hepatotoksisiteye yol
actigim gostermistir. AKR kaynakli hepatotoksisite oksidatif stres, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ve inflamasyonun artmasi sonucunda meydan gelmekte, karaciger
hasarina ve hepatik fonksiyonun bozulmasina neden olabilmektedir

AKR’nin endokrin bozucu etkisini arastirmak iizere yapilan ¢alismalarda AKR
uygulanan hayvanlarda pankreasin alfa ve beta hiicrelerinin hasarlandig1r ve bunun
sonucunda da diyabete zemin olustugu gosterilmistir. Genel olarak AKR’ye maruz kalma
karsinojenez, gelisimsel ve lireme toksisitesi ve hepatotoksisite gelisimi dahil olmak
lizere insan saglig1 {izerinde ¢esitli toksik etkilere neden olabilmektedir. AKR’nin insan
saglig1 tizerindeki bu olumsuz etkilerinde korunmak ve bu etkileri azaltabilmek i¢in AKR
iceren gidalarin tiiketimini kisitlamak ve/veya gida isleme tekniklerinin degistirilmesi

yoluyla AKR olusumunu en aza indirmek gibi 6nlemlerin alinmasi1 oncelikle tavsiye
edilmektedir (29-32).

2.4. Erkeklerde Steroid Hormon Sentezi

Erkeklerde steroid hormon sentezi, erkek lireme saglifinda ve genel fizyolojide
onemli rol oynayan androjenler (testosteron gibi) ve Ostrojenler (Ostradiol gibi) dahil
olmak tizere ¢esitli hormonlarin iiretimini igerir. Testosteron birincil erkek cinsiyet
hormonudur ve agirlikli olarak testislerin Leydig hiicrelerinde sentezlenir. Testosteronun
sentezi, CYP11A1 de dahil olmak iizere gesitli sitokrom P450 enzimlerini i¢eren bir dizi
enzimatik reaksiyon yoluyla kolesteroliin pregnenolon'a donistiiriilmesiyle baslar.
Pregnenolon daha sonra 17 alfa-hidroksilaz/17,20-liyaz (CYP17A1) ve 17B-
hidroksisteroid dehidrojenaz (HSD17B3) gibi enzimleri i¢eren sonraki enzimatik adimlar
yoluyla testosterona doniistiiriiliir. Testosteron sentez ve salinimi, luteinizan hormonun
(LH) testislerde Leydig hiicrelerine baglanmasi, testosteron sentezini baslatmasi ve
salgilanmasini uyarmasi gibi bir dizi reaksiyonlarin hipotalamus-hipofiz-gonadal eksen
tarafindan kontrol edilmesi ile diizenlenir. Testosteron sentezinin tiim sentez basamaklari

Sekil 2.4.’de verilmistir (33, 34).
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Sekil 2.4. Leydig hiicrelerinde kolesterolden androjenlerin sentezi.

Ostradiol de dahil olmak tizere ostrojenler, erkeklerde Oncelikle testosteronun
aromatizasyonu Yyoluyla sentezlenir. NADPH sitokrom P450 rediiktaz enzimi olan
CYPI19AI1 geni tarafindan kodlanan Aromataz, testosteronun ostradiole doniistimiinii
katalize etmekten sorumlu enzimdir. Aromataz erkeklerde testisler, yag dokusu, kemik,
beyin ve deri gibi ¢esitli dokularda eksprese edilir. Aromatizasyona ek olarak dstrojenler,
erkeklerde bir 6ncti hormon olan androstenedionun dstrona doniistiiriilmesi yoluyla da
sentezlenebilir ve bu daha sonra 6stradiole doniistiiriilebilir (35, 36).

Erkeklerde steroid hormon sentezi, hipotalamus ve hipofiz bezinden gelen
hormonal sinyallerin yan sira hedef dokulardaki lokal faktorler de dahil olmak {izere
cesitli faktorler tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. Hipotalamik-hipofiz-gonadal
(HPG) eksen, testosteron iretiminin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar;
hipotalamustan gonadotropin salgilayan hormon (GnRH), hipofizden LH ve folikiil
uyarict hormonun (FSH) salinmasini uyarir. LH, testosteron sentezini uyarmak igin
testislerin Leydig hiicrelerine etki ederken, FSH, spermatogenezi desteklemek i¢in Sertoli

hiicrelerine etki eder (37, 38).
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2.4.1. Erkeklerde Aromatazin Doku Dagilimi

CYPI19A1 geni tarafindan kodlanan Aromataz, testosteron gibi androjenlerin bagta
Ostradiol olmak iizere Ostrojenlere doniistiiriilmesinden sorumlu bir enzimdir. Erkeklerde
aromataz enzimi, ¢esitli dokularda bulunur ve her dokuda farkli oranlarda eksprese edilir.
Aromatazin baslica doku dagilim1 soyledir:

e Testisler: Aromataz, ozellikle Leydig hiicrelerinde ve seminifer tiibiillerde
eksprese edilir. Bu bolgelerde, testosteronun dstrojenlere doniistiiriilmesinde rol
oynar.

e Beyin: Beynin hipotalamus gibi bolgelerinde aromataz aktivitesi vardir ve bu,
cinsel davraniglarin diizenlenmesinde 6nemlidir.

e Yag Dokusu: Yag dokusu, erkeklerde Ostrojen iiretiminin ana kaynaklarindan
biridir.

e Kemik: Aromataz kemik dokusunda da bulunur ve kemik yogunlugunun
korunmasina yardimci olur.

e Deri: Aromataz deri dokusunda da eksprese edilir.

e Kaslar: Viicutta doku aromatizasyonunun sabit oldugu varsayildiginda,
androjenlerin ~ Ostrojenlere  doniismesiyle olusan toplam ekstragonadal
aromatizasyonun %25-30'u kas dokusundan, %210-15'i ise yag dokusundan
kaynaklanmaktadir.

Aromatazin doku dagilimi, lokal Gstrojen seviyelerinin diizenlenmesi ve kemik
sagligi, tireme fonksiyonu ve metabolizma gibi fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesi

icin kritik 6neme sahiptir (39, 40).

2.4.2. Erkeklerde Aromatazin Steroid Hormon Sentezindeki Rolii

Aromataz, testosteronun ostradiole doniisiimiinii katalize ederek erkeklerde
steroid hormon sentezinde 6nemli bir rol oynar. Bu enzimatik siireg, cinsel geligim, ireme
fonksiyonu ve kemik metabolizmast dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik siirecler icin
kritik olan androjen ve Ostrojen seviyeleri arasindaki dengenin korunmasti i¢in gereklidir.
Yag dokusu ve kemik gibi ekstragonadal dokulardaki aromataz aracili dstrojen sentezi,

lokal dstrojen tiretimine katkida bulunur ve dokuya 6zgii fonksiyonlar: diizenler.

14



Aromatazin Rolii:

1. Testosteronun (")strojenlere Doniisiimii: Testosteron, aromataz enzimi
aracilifiyla dstradiole doniistiiriiliir. Bu siireg, erkeklerde Ostrojen liretiminin ana
yoludur.

2. Cinsel Gelisim ve Ureme: Aromataz, cinsel farklilasma ve gelisim icin
onemlidir. Erkeklerde Ostrojen seviyelerinin diizenlenmesi, spermatogenez ve
tireme saglig1 acisindan kritik 6neme sahiptir.

3. Kemik Metabolizmasi: Aromataz, kemik dokusunda Ostrojen iretimini
destekleyerek kemik yogunlugunun korunmasina yardimer olur. Ostrojen, kemik
rezorpsiyonunu azaltarak kemik sagligin korur.

4. Ekstragonadal Ostrojen Sentezi: Yag dokusu, beyin, kemik ve kas gibi
dokularda yerel 0strojen iiretimi, aromataz enzimi aracilifiyla gergeklestirilir. Bu
lokal iiretim, dokuya 6zgii islevlerin diizenlenmesine katkida bulunur.

5. Saghk ve Hastalik Durumlari: Aromataz aktivitesindeki anormallikler, hormon
dengesizliklerine ve buna bagli ¢esitli hastaliklara yol acabilir. Ornegin, fazla
Ostrojen tretimi, jinekomasti gibi durumlara neden olabilir.

Erkeklerde aromatazin rolii, hormon dengesi, lireme sagligi ve genel fizyolojik
stiregler acisindan biiylik 6nem tasir. Bu nedenle, aromatazin diizenlenmesi ve aktivitesi,

saglik acisindan dikkatle izlenmesi gereken bir faktordiir (36, 41, 42).

2.4.3. Aromatazin Erkeklerde Testosteron-Ostrojen Dengesindeki Rolii

Aromataz, erkeklerde testosteronun dstrojene doniisiimiinii saglayan bir enzimdir.
Bu enzim, testosteronu Ostradiole, yani aktif bir 6strojen formuna doniistiiriir. Erkeklerde
aromatazin rolii, viicutta dstrojen liretimini dengelemektir. Aromataz aktivitesi tarafindan
diizenlenen testosteron ve Ostrojen seviyeleri arasindaki denge, erkek iireme sagligi ve
genel refahi i¢in gok onemlidir. Testosteron, erkeklerde birincil cinsiyet hormonu olarak
bilinirken, dstrojen de diisiik miktarda olsa bile erkek saghgi igin gereklidir. Ostrojen,
kemik yogunlugunun korunmasi, cinsel islevler ve sperm {iiretimi gibi ¢esitli fizyolojik
stireclerde rol oynar. Cogunlukla, degisen aromataz aktivitesinden kaynaklanan
testosteron-ostrojen dengesinin diizensizligi hormonal dengesizliklere yol acabilir.
Viicuttaki Ostrojen seviyelerinin asir1 yiiksek olmasi, erkeklerde jinekomasti (gogiis
biiyiimesi), kisirlik, cinsel isteksizlik, sperm tiretiminde azalma ve metabolik bozukluklar
dahil olmak {izere c¢esitli saghk sorunlarina yol agabilir. Ote yandan, aromataz

aktivitesinin diisiik olmasi1 Ostrojen eksikligine, bu da kemik yogunlugunun azalmasina,
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sperm iiretiminin azalmasina, sperm kalitesini diismesine ve diger Ostrojenle ilgili saglik
sorunlarina yol agabilir.

Ozetle, aromataz enzimi, erkeklerde testosteron-Ostrojen  dengesinin
saglanmasinda kritik bir rol oynar. Bu dengenin bozulmasi hem testosteron hem de
Ostrojen seviyelerini etkileyerek c¢esitli saglik sorunlarina yol acabilir. Aromataz
inhibitorleri bazen aromataz artis1 kaynakli erkek kisirligi veya hormona duyarli kanserler

gibi durumlarda 6strojen seviyelerini modiile etmek i¢in kullanilir (43-46).

2.4.4. Erkeklerde Sebebi Bilinemeyen Kisirhkta Aromatazin Rolii

Erkeklerde sebebi bilinemeyen kisirlik (idiyopatik infertilite), belirli bir neden
saptanamayan, ancak sperm iiretimi veya fonksiyonu ile ilgili problemlerden kaynaklanan
bir durumdur. Aromataz enzimi, bu baglamda 6nemli bir rol oynayabilir. Aromataz
enzimi, testosteronu Ostradiole doniistiiren bir enzimdir. Erkeklerde normal diizeyde
Ostrojen, treme sagligi i¢in gereklidir; ancak asir1 aromataz aktivitesi, Ostrojen
seviyelerinin gereginden fazla artmasina yol agabilir. Bu durum, testosteron seviyelerinin
diismesine neden olarak hormonal bir dengesizlik yaratir. Hormonal denge
bozuldugunda, sperm {iretimi ve kalitesi olumsuz etkilenebilir. Artan Gstrojen seviyeleri,
sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisi gibi semen parametrelerinde olumsuz
degisikliklere yol agabilir. Bu da erkeklerde kisirligin nedeni olabilir. Erkeklerde sebebi
bilinmeyen kisirlikta aromatazin roliiniin anlasilmasi, lireme sonuglarini iyilestirmeye

yonelik, hedefe yonelik tedavi protokollerinin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir (47-49).

2.4.5. Erkeklerde Aromataz Kaynakh Kisirhkta Aromataz inhibitérlerinin
Etkisi

Erkeklerde aromataz kaynakli kisirlik, aromataz enziminin agir1 aktivitesine bagh
olarak testosteronun asir1 miktarda ostradiole doniistiiriilmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu
durum, testosteron seviyelerinin diismesine ve Ostrojen seviyelerinin artmasina yol agar,
bu da sperm tiretimini ve kalitesini olumsuz etkileyebilir. Aromataz inhibitorleri (AI), bu
hormonal dengesizligi diizeltmek amaciyla kullanilan bir tedavi yontemidir. Aromataz
inhibitorleri, aromataz enziminin aktivitesini baskilar ve testosteronun Ostradiole
doniisiimiinii azaltir. Bu ilaglar, viicutta testosteron seviyelerini artirirken Ostrojen
seviyelerini diisiiriir, boylece testosteron/dstrojen dengesi yeniden saglanir. Bu dengenin
saglanmasi, sperm iiretimi ve fonksiyonunu iyilestirerek kisirlik tedavisinde etkili

olabilir. Aromataz inhibitorleri, testosteronun daha az Gstradiole doniismesini saglar, bu
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da kan dolasiminda serbest testosteron seviyelerinin artmasina neden olur. Yiiksek
testosteron seviyeleri, spermatogenez siirecini destekler ve sperm iiretimini artirabilir.
Aromataz inhibitorlerinin bir baska etki mekanizmasi ise hipofiz bezinden LH ve FSH
salgilanmasini artirabilir. Ancak bu ilaglarin kullanimi, dikkatli bir sekilde izlenmelidir
ve genellikle bir iiroloji veya endokrinoloji uzmani tarafindan yonlendirilmelidir. Uzun
stireli kullanimda yan etkiler olusabileceginden, tedavi siireci boyunca diizenli olarak

hormon seviyeleri ve semen analizleri yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (44, 49-51).

2.4.6. Akrilamidin Steroid Hormon Sentezi Uzerindeki Etkileri

AKR’ye maruz kalmanin, testosteron ve Ostrojen liretimi de dahil olmak iizere
steroid hormon sentezini bozdugu gosterilmistir. Steroid hormon sentezinde AKR’nin
neden oldugu degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir
ancak AKR’nin hormon iiretimi veya metabolizmasinda yer alan bazi enzimatik
basamaklar1 etkilemesi olabilecegi diisiiniilmektedir. AKR tarafindan steroid hormon
sentezinin diizenlenmesinin bozulmasi, erkeklerde iireme bozukluklarina, kisirliga ve
diger hormonal dengesizliklere neden olabilir.

AKR’nin steroid hormon sentezi iizerindeki etkileri {izerine yapilan ¢aligmalar,
AKR’nin baz1 enzimatik siiregleri bozarak hormon iiretimini baskilayabilecegini
gostermistir. Ozellikle, kolesteroliin steroid hormonlara doniisiimiinde rol oynayan
enzimlerin aktivitesini azaltabilir. Baz1 c¢aligmalar, AKR’nin testosteron seviyelerini
diistirebilecegini gostermektedir. Bu durum, testislerdeki Leydig hiicrelerinin zarar
gormesi veya hormon sentezi ile ilgili enzimlerin inhibisyonu yoluyla olabilir. Diisiik
testosteron seviyeleri, erkek iireme sagligi iizerinde olumsuz etkiler yaratabilir, 6rnegin
sperm iiretimi azalabilir. AKR nin &strojen ve diger steroid hormonlar tizerindeki etkileri
hakkinda daha az ¢alisma olsa da genel olarak steroidogenezi (steroid hormon {iretim
slireci) olumsuz etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum, dstrojen sentezinin ve/veya
hormonal dengenin bozulmasina neden olabilir. AKR’ye maruz kalma, hiicrelerde
oksidatif strese yol acarak hiicresel fonksiyonlart bozabilir, bu da hormon
dengesizliklerine, iireme fonksiyonlarinda bozulmaya ve hatta fetal gelisim sirasinda
hormon diizeylerinde bozulmalara neden olabilir. Bu etkiler, uzun vadeli saglk

sorunlarina neden olabilir (52-55).
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2.4.7. Akrilamidin Aromataz Gen ifadesi Uzerindeki Etkileri

AKR’ye maruz kalma, aromataz gen ekspresyonundaki degisikliklerle
iliskilendirilmistir ve bu da aromataz aktivitesinde ve Gstrojen tiretiminde degisikliklere
yol ag¢maktadir. Aromataz gen ekspresyonunun AKR kaynakli modiilasyonu,
transkripsiyonel (MRNA sentezi) ve/veya translasyonel (mRNA’nin proteine doniisiimii)
seviyede meydana gelebilir ve epigenetik mekanizmalari veya hiicresel sinyal
yollarindaki degisiklikleri icerebilir. AKR’nin aromataz gen ekspresyonu iizerindeki
etkilerinin anlasilmasi, AKR kaynakli lireme toksisitesi ve erkeklerde hormonla iligkili
bozukluklardaki roliiniin aydinlatilmasi i¢in 6nemlidir.

AKR’nin, aromataz gen ifadesi lizerinde dogrudan bir etkisi olabilir. Bu etki,
dokulara bagli olarak degisebilir. Ornegin, baz1 calismalarda AKR’nin aromataz gen
ifadesini baskiladig1 ve bu nedenle dstrojen tiretiminde azalmaya yol agtig1 bildirilmistir.
Bunun aksine, baz1 dokularda AKR’nin aromataz ifadesini artirabilecegi ve bu durumun
Ostrojen seviyelerinde artisa neden olabilecegi de One siiriilmiistiir. AKR’nin aromataz
gen ifadesi lizerindeki etkilerinin altinda yatan biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar
tam olarak anlasilamamistir. Ancak, oksidatif stresin bu siiregte Onemli bir rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. AKR, hiicresel oksidatif stresi artirarak, aromataz
geninin diizenlenmesini etkileyebilir. AKR, aromataz gen ifadesi iizerinde potansiyel
olarak bozucu etkiler yaratabilir ve bu da hormon dengesizliklerine ve lireme sagligi
iizerinde olumsuz sonuglara yol acgabilir. Ancak bu alanda daha fazla aragtirmaya ihtiyag
vardir, ¢iinkii aromataz gen ifadesi ilizerindeki etkiler, dokulara ve bireysel biyolojik
faktorlere bagh olarak degisebilir. Ozellikle gevresel maruziyetin etkilerini anlamak ve

bu bilgileri halk sagligi agisindan degerlendirmek onemlidir (4, 5).

2.5. E Vitamini

Yagda ¢oziinen bir antioksidan olan E vitamini, tokoferoller ve tokotrienolleri
iceren bir bilesik grubudur. E vitamini antioksidan etki ile hiicreleri serbest radikallerin
ve ROS’un neden oldugu oksidatif hasardan korumada ¢ok onemli bir rol oynar. E
vitamini ayrica antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir ve bagisiklik fonksiyonu, cilt sagligi
ve norolojik fonksiyonlarda da rol oynar.

E vitamininin kesfi, yaklasik yiiz y1l once, kolayca oksitlenebilen domuz yagi
iceren gidalarla beslenen gebe siganlarda fetal reabsorbsiyonu dnlemek i¢in, diyetlerine

E vitamini eklenmesiyle gerceklesmistir. insan diyetinde, bitkilerin sentezledigi peroksil

18



radikali siipiiricii olan 8 farkli E vitamini molekiilii bulunur. Ancak insan viicudu
biyolojik aktivite agisindan karacigerde en az yikima ugrayarak viicutta en fazla kalan
formu olan a-tokoferolii tercih eder. Bu tercih a-tokoferol transfer proteininin plazmay1
a-tokoferol acisindan daha da zenginlestirmesi ile o-tokoferol olmayan formlarin
metabolizmasi arasindaki kombinasyona baghdir. Bu sebeple a-tokoferol transfer
proteinindeki herhangi bir genetik defekt insan saglig1 i¢in, E vitamini eksikligi agisindan

hayati 6neme sahiptir (56).

2.5.1. E Vitamininin Kimyasi

E vitamini, dort tokoferol (alfa, beta, gama ve delta) ve dort tokotrienol (alfa, beta,
gama ve delta) dahil olmak iizere, yagda coziinebilen bir grup bilesigi kapsar. Bu
bilesikler bir kromanol halkasi ve bir fitil yan zincirinden olusur. Tokoferoller ve
tokotrienoller arasindaki fark, yan zincirlerinin yapisinda bulunmaktadir: Tokoferoller
doymus bir fitil yan zincirine sahipken, tokotrienoller ii¢ ¢ift baga sahip doymamus bir
izoprenoid yan zincire sahiptir. E vitamininin antioksidan aktivitesi dncelikle hidrojen
atomlarim lipit peroksil radikallerine vermesi, boylece lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonlarin1 sonlandirma ve hiicre zarlarim oksidatif hasardan koruma yetenegine
atfedilir.

Alfa-tokoferol, lipidler oksitlendiginde meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini engelleyen yagda ¢oziinen 6nemli bir antioksidandir. Alfa-tokoferolii bu kadar
etkili bir antioksidan yapan sey, peroksil radikaliyle son derece hizli reaksiyona
girmesidir; o kadar hizhi ki, peroksil radikalinin baska reaksiyonlara girmesine izin
vermez. Alfa-tokoferol, bilinen en giiglii yagda ¢dziinen antioksidandir. E vitamini, lipid
peroksidasyonunda olusan lipid radikalleri ile reaksiyona girerek hiicre zarlarim
oksidasyondan korur. Serbest radikal ara {riinlerini uzaklastirarak oksidasyonun
devamim engeller. Oksitlenmis alfa tokoferoksil radikalleri askorbat (C vitamini) veya
retinol (A vitamini) gibi antioksidanlarla indirgenerek tekrar aktif forma geri
dondiiriilebilir. Bunlarin sonucunda alfa tokoferoliin bir antioksidan olarak islevinin
yansira énemli hiicre sinyalizasyon ozellikler gostererek gen diizenleyici aktivitelere de
sahip oldugu kanisina varilmistir. Diger E vitamini izoformlarina kiyasla alfa-tokoferoliin
en yiiksek biyoyararlanima sahip olmasi, bu biyomolekiiliin nisbeten kapsamli
aragtirmalara konu olmasina neden olmus ve bu durum literatiirde ¢ok sayida referansla
yansitilmistir. Tokoferollerin, tokotrienollerin ve alfa-tokoferoliin kimyasal yapilar ve in

vitro antioksidan aktivite diizeyleri Sekil 2.5’te verilmistir (57, 58).
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Sekil 2.5. Tokoferollerin, tokotrienollerin ve a-tokoferoliin (E vitamini) kimyasal

yapilari ve in vitro rolatif antioksidan aktivite diizeyleri
2.5.2. Akrilamid Kaynakh Toksisitede E Vitamininin Koruyucu Etkileri

AKR, 6zellikle yiiksek sicaklikta pisirilmis gidalarda (6rnegin kizartilmis patates,
kahve, cips) olusabilen potansiyel olarak zararli bir kimyasal bilesiktir. AKR’nin insan

saghgr lizerindeki olumsuz etkileri, sinir sistemi toksisitesi, kanserojenik etkiler ve
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genetik hasar gibi cesitli toksikolojik sonuclari igerir. Bu nedenle, AKR’nin toksik
etkilerini azaltacak veya onleyecek stratejiler gelistirmek biiyiik bir dnem tagimaktadir.

E vitamininin AKR’nin neden oldugu toksisitelere kars1 koruyucu etkilere sahip
oldugu gosterilmistir. AKR’ye maruz kalma, ROS’un olusmasi nedeniyle oksidatif strese
ve oksidatif doku hasarina yol acabilir. Bir antioksidan olarak E vitamini, ROS'u
temizleyebilir ve lipit peroksidasyonunu onleyebilir, bdylece AKR’nin neden oldugu
oksidatif stresi ve oksidatif doku hasarlarim azaltabilir. Ek olarak, E vitamini yiiksek
derecede antiinflamatuar olmasi nedeni ile AKR kaynakli inflamasyonu azaltabilir
ve/veya engelleyebilir. AKR, DNA'ya zarar verebilir ve genetik mutasyonlara yol
acabilir. E vitamini, gen diizenleyici aktivitesi ve antioksidan etkisi ile DNA’nin oksidatif
hasarim1 azaltarak genetik stabilitenin korunmasina yardimci olabilir. Ek olarak E
vitamini AKR’nin oksidatif stres aracili norotoksik etkilerine karsi sinir hiicrelerini
oksidatif stresten koruyarak noroprotektif bir rol oynayabilir.

Deneysel c¢alismalarda, AKR ve metabolitlerinin karaciger ve bobrek hasari
yaptig1 oksidatif stres, inflamasyon ve apoptotik belirteclerdeki degisim analiz edilerek
teyit edilmistir. Bu siirecte E vitamininin AKR’nin neden oldugu hasarlara karsi
potansiyel bir koruyucu ve etkileri hafifletici ajan olarak etki gosterdigi vurgulanmistir.
Hayvan ve hiicre kiiltiirii tizerinde yapilan aragtirmalarda, E vitamininin AKR kaynakli
toksisiteleri azaltmada potansiyel bir koruyucu ajan oldugu gosterilmistir. Ancak, bu
bulgularin insanlar iizerinde de gegerli olup olmadigini belirlemek i¢in daha fazla klinik

calismaya ihtiyag¢ vardir (59, 60).

2.5.3 Akrilamid Kaynakh Reprotoksisitede E Vitaminin Koruyucu Etkileri

Uzun stire AKR’ye maruz kalma, tireme fonksiyonu ve dogurganligin bozulmasi
da dahil olmak {izere reprotoksik etkilerle iliskilendirilmistir. E vitamininin AKR
kaynakli tiremeye karsi koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir. E vitamini, reaktif
oksijen tiirlerini temizleyerek ve oksidatif stresi azaltarak, {lireme organlarinin
biitlinliigliniin korunmasina yardime1 olabilir ve sperm kalitesi, sperm hareketliligi ve
erkek iireme fonksiyonunun diger yonlerinde AKR ’nin neden oldugu hasara kars1 koruma
saglayabilir. Ek olarak, E vitamini inflamatuar yolaklar1 ve hormonal dengeyi
diizenleyerek AKR kaynakli reprotoksisiteye karst koruyucu etkilerini daha da
giiclendirebilir.

AKR’nin hormonal dengeyi bozabilecegi ve bu durumun lireme saglhigi iizerinde

olumsuz etkiler yaratabilecegi bilinmektedir. E vitamini, hiicre zarlari1 ve hormon
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sentezi i¢in gerekli olan enzimleri koruyarak hormonal dengeyi siirdiirebilir ve AKR’nin
bu denge tizerindeki zararli etkilerini hafifletebilir. AKR maruziyetinin, embriyo
gelisimini ve dolayisiyla gebeligi olumsuz etkileyebilecegi bildirilmistir. E vitamini,
embriyo gelisiminde kritik dneme sahip hiicreleri oksidatif strese karsi koruyarak,
gebeligi destekleyebilir ve AKR’nin olumsuz etkilerini azaltabilir.

Cesitli hayvan arastirmalarinda, E vitamininin AKR kaynakli reprotoksisiteye
kars1 koruyucu etkiler gosterdigi rapor edilmistir. Bu caligmalar genellikle sperm
parametreleri, testis agirligi ve histolojik analizler gibi lireme sagligina dair cesitli
Ol¢timler iizerinde yapilmistir. E vitamininin AKR ile tetiklenen oksidatif stres kaynakli
hiicresel ve doku hasarini azalttigi, boylece lireme sagligini koruyabilecegi gosterilmistir

(5, 61-64).

2.5.4. E vitamininin Aromataz Gen ifadesi Uzerindeki Etkileri

Giiclii bir antioksidan olan E vitamininin, steroid hormon sentezinde ve iireme
saglhiginda onemli bir rol oynayan aromataz gen ekspresyonu iizerindeki potansiyel
etkileri arastirllmistir.  Arastirmalar, E vitamininin antioksidan o6zellikleri yoluyla
aromataz gen ekspresyonunu modiile edebilecegini 6ne silirmektedir. Oksidatif stres,
aromataz ekspresyonunu kontrol edenler de dahil olmak iizere gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde yer alan hiicresel sinyal yollarin1 bozabilir. E vitamini, ROS’u
temizleyerek ve oksidatif stresi azaltarak, aromataz gen ekspresyonunun normal
diizenlenmesinin korunmasina yardimci olabilir. Caligmalar, lipid peroksidasyonunun,
insan plasentasindaki aromataz aktivitesini inhibe ettigini ve bunun da dstrojen tiretimini
olumsuz etkiledigini gostermektedir. Bununla birlikte E vitamini lipid peroksidasyonunu
kontrol altina alarak plasentada koruyucu etkiler géstermistir.

Cesitli ¢alismalar, E vitamininin ¢esitli hiicre tipleri ve dokularda aromataz gen
ekspresyonu iizerindeki etkilerini bildirmistir. Ornegin, meme kanseri hiicrelerinde, E
vitamininin aromataz aktivitesini inhibe ettigi ve potansiyel olarak aromataz gen
ifadesinin down regiilasyonu yoluyla dstrojen sentezini azalttig1 gosterilmistir. Ayrica, E
vitamininin anti inflamatuar Ozellikleri de aromataz gen ekspresyonu lizerindeki
etkilerine katkida bulunabilir. Inflamasyon aromataz ekspresyonunu uyararak strojen
sentezinin artmasina neden olabilir. Inflamasyonu baskilayarak, E vitamini dolayli olarak
aromataz gen ekspresyonunu ve dstrojen iiretimini asag1 dogru diizenleyebilir.

Genel olarak, E vitamininin aromataz gen ekspresyonu iizerindeki etkilerinin

altinda yatan kesin mekanizmalar daha fazla arastirmay1 gerektirirken, mevcut kanitlar E
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vitamini takviyesinin aromataz aktivitesini ve Ostrojen seviyelerini diizenlemeye
yardimci olabilecegini ve lireme saglig1 ve hormonla iligkili bozukluklar i¢in potansiyel

etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (5, 65, 66).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Alet ve Geregler

Calismamizin deneysel asamalarinda Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali Aragtirma Laboratuvarinda bulunan alet ve gereclerden yararlanilmistir.
Bunlar; Homojenizator, vorteks, manyetik karistirici, santrifiijler, otomotik pipetler,
hassas terazi, mikropleyt yikayict ve okuyucu, pH metre, su banyosu, -70 °C derin
dondurucu, buz makinasi, SDS-PAGE -elektroforez ve western-blot i¢in kullanilan

gereclerdir.

3.1.2. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Malzemeler

Calismamizda ELISA yontemi kullanilarak yapilan analizler i¢in, Elabscience
marka Rat LH ELISA Kiti, Rat E2 (Ostradiol) ELISA Kiti, Rat Total Testosterone ELISA
Kiti ve Rat FSH ELISA kitleri kullanilmustr.

Western blot analizleri i¢in, Rat Spesifik Aromataz primer antikor, ECL Western
Blotting Substrate, Bisakrilamid, Tris HCI, Tris Base, Glisin, Metanol, Skim milk powder
(yagsiz siit tozu), proteaz inhibitor coctail powder, BCA Protein Assay Kit, PBS Tablet
gibi kimyasallar kullanilmistir.

Siganlara uygulanan kimyasal maddeler; Akrilamid (Sigma A8887) ve E vitamini
(o-Tocopherol; Sigma T3251).

3.1.3. Ratlarin Temini

Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurul Baskanligi’nin
(HADYEK) 2022/14-4 nolu karari ile onaylanan arastirmamiz igin gerekli olan 48 adet
200 +20 gragirh@inda 8 haftalik eriskin Sprague Dawley erkek ratlar, Indnii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden (INUTF-DEHUM)

temin edilmistir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Calisma Grubu ve Ornek Secimi

Gruplar aras1 (Kontrol, Misir yagi, AKR, E-vitamini, AKR + E-vitamini) farklilik
icin %95 giiven diizeyinde (a=0.05) ve %80’lik giic ile (f=0.20) karsilastirilmasi icin etki
biiytikliigii 0,52 olarak degerlendirildiginde her bir grup i¢in minimum dahil edilmesi
gereken rat sayisimn Orneklem biiyiikliigii 8 olarak belirlenmistir. AKR’nin toksik
ozelliginden dolayr AKR uygulanan gruplarda kayip yasanma ihtimali bulunmaktadir.
Arastirma siiresince, bu gruplarda grup basina olmasi gereken 6rneklem biiyiikligiiniin
altina diismemesi icin AKR uygulanan gruplarda rat sayisi1 12 olarak belirlenmistir.

Bu c¢aligmada 48 adet 8 haftalik ve ortalama 200 + 20 gr agirhiginda Sprague
Dawley erkek rat 5 gruba ayrilarak kullanilmistir. Ratlar, INUTF-DEHUM’de, 56 giin
stireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamin saglandig1 ve aspiratorlerle siirekli
havalandirilan 22+ 2°C’lik odalarda tutuldular. Deney siiresi boyunca ad libitum
beslendiler.

Grup 1 (Kontrol grubu: K): Bu gruptaki 8 adet yetiskin erkek rat, her bir kafeste
4 rat olacak sekilde 2 ayri kafese alind1 56 giin boyunca normal yem ve su ile ad-libitum
olarak beslendi. Bu siire sonunda ratlar dekapite edilip kas ve yag dokular ile kan
numuneleri alinarak biyokimyasal analizler i¢in -70 °C derin dondurucuda sakland:.

Grup 2 (Misir yagi grubu: MY): Bu gruptaki 8 adet yetiskin erkek rat, her bir
kafeste 4 rat olacak sekilde 2 ayri kafese alindi 56 giin boyunca 0.5 ml musir yag: oral
gavaj yoluyla uygulandi. Bu siire sonunda ratlar dekapite edilip kas ve yag dokulari ile
kan numuneleri alinarak biyokimyasal analizler i¢in -70 °C derin dondurucuda saklandi.

Grup 3 (AKR grubu: AKR): Bu gruptaki 12 adet yetiskin erkek rat her bir
kafeste 4 rat olacak sekilde 3 ayr kafese alindi 56 giin boyunca 10 mg/kg
konsantrasyonda AKR i¢gme suyu ile uygulandi. Bu siire sonunda ratlar dekapite edilip
kas ve yag dokulari ile kan numuneleri alinarak biyokimyasal analizler igin -70 °C derin
dondurucuda saklandi.

Grup 4 (E vitamini grubu: E Vit.): Bu gruptaki 8 adet yetiskin erkek rat her bir
kafeste 4 rat olacak sekilde 2 ayri kafese alindi 56 giin boyunca giinliik olarak 100 mg/kg
E vitamini, 0.5 ml musir yag: i¢inde ¢oziilerek oral gavaj yoluyla uygulandi. Bu siire
sonunda ratlar dekapite edilip kas ve yag dokulari ile kan numuneleri alinarak

biyokimyasal analizler i¢in -70 °C derin dondurucuda saklandi.
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Grup 5 (AKR + E vitamini grubu: AKR+E Vit.): Bu gruptaki 12 adet yetiskin
erkek rat her bir kafeste 4 rat olacak sekilde 3 ayri kafese alind1 56 giin boyunca 10 mg/kg
konsantrasyonda AKR i¢me suyu ile ve 100 mg/kg E vitamini oral gavajla verildi. Bu
stire sonunda ratlar dekapite edilip kas ve yag dokular ile kan numuneleri alinarak
biyokimyasal analizler igin -70 °C derin dondurucuda saklandu.

56 giiniin sonunda ratlardan kas ve yag doku 6rnekleri toplanarak aromataz gen
ekspresyonu Western Blot yontemi ile analiz edildi. Serum numunelerinde ise testosteron,
ostradiol, FSH ve LH diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iildii.

3.2.2. Hayvan Bakimi, Beslenmesi ve Tartilmasi

INUTF-DEHUM’ den temin edilen 8 haftalik ve ortalama 200 + 20 gr agirliginda
48 adet Sprague Dawley erkek rat 56 giin siireyle aydinlik-karanlik dongiisiine sahip
(12:12 saat) sabit bir sicaklik (22+2°C) ve nem oraninda (%50+%10) barindirildi, standart
kemirgen yemiyle beslenerek suya serbest erisime izin verildi. Deneye baslamadan 6nce
ratlarin giinliik ne kadar su tlikettigi hayvan basina hesaplandi. Hayvanlarin viicut agirligi
tartimlar1 haftalik diizenli olarak yapildi. Deney sonunda kesim giinii gruplardaki tim
hayvanlarin viicut agirliklar 6l¢iilerek kaydedildi. Kontrol ve deney gruplar arasindaki

ortalama viicut agirlig: farki istatiksel olarak hesaplandi.

3.2.3. Hayvanlarin Yem ve Su Tiiketiminin Takibi

Her grupta bulunan ratlarin ne kadar yemle beslendikleri haftalik olarak 6l¢iilerek
ortalama hayvan basina tiikettikleri yem miktar1 hesaplandu.

AKR verilen gruplardaki (AKR ve AKR+E Vit.) hayvanlarin su takibi 3 giinde bir
olacak sekilde yapildi ve AKR 6lgiimleri yeniden hesaplanarak suyu degistirildi. Viicut
agiliklarindaki artis veya azalis su igme miktarini degistireceginden, AKR gruplarina
verilen 10 mg/kg konsantrasyonunu korumak gerektigi i¢in ii¢ giinde bir su tiikketim takibi

yapimustir.

3.2.4. Akrilamid ile E Vitamini Uygulama Yontemi, Dozu ve Siiresi

AKR (Acrylamide; Sigma A8887), ratlara 56 giin boyunca her giin 10 mg/kg canli
agirlik konsantrasyonda olacak sekilde igme suyunda ¢oziilerek uygulandi. 10 mg/kg
dozu, genellikle orta-yiiksek doz olarak kabul edilir ve 06zellikle uzun vadeli
maruziyetlerde toksik etkilere neden olabilecek bir seviyedir. (10, 52, 67). AKR’nin

hayvanlara 56 giin boyunca verilmesi, tireme sistemi tizerindeki etkilerini degerlendirmek
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icin belirli nedenlere dayanir. Bu siire secimi hem hayvanlarin ireme dongiileri hem de
toksik etkilerin ortaya ¢ikma stiresi agisindan 6nemlidir. Ratlarda yaklasik olarak 56 giin
tam bir spermatogenez dongiisiinii kapsar (68).

AKR gruplarindaki ratlarin igme suyu 3 gilinde bir olmak iizere AKR
konsantrasyonu yeniden hesaplanarak tazelendi

E vitamini (a-Tocopherol; Sigma T3251), ratlara 56 giin boyunca her giin 100
mg/kg canli agirlik konsantrasyonda olacak sekilde oral gavaj yolu ile 0.5 ml misir yagi
icinde ¢oziilereck uygulandi. Hayvanlarin kilo takibine gore haftalik E vitamini

konsantrasyonu bozulmayacak sekilde 0.5 ml misir yagi i¢inde ¢oziilerek verilmistir (69)

3.2.5. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

56 giin beslenmenin sonunda ratlara 10 mg ksilazin/40 mg ketamin (i.p) anestezisi
altinda laparatomi yapildi, intrakardiyak yolla kanlar jelli tiiplere alinarak +4°C de 40009
de 10 dk. santrifiij edilip serumlar elde edildi ve daha sonra c¢alisilmak iizere —20 °C de
muhafaza edildi. Bu iglemlerden sonra tiim ratlar dekapite edilip kas (gastrokinemus) ve
yag doku (visseral yag) numuneleri alindi. Numunelerin fazla kam serum fizyolojik ile
temizlendi, kurulandi, paketlenip zaman kaybetmeden sivi azota konuldu ve analiz

giiniine kadar -70 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.6. Kas ve Yag Aromataz Proteini Diizeylerinin Western-Blot ile Analizi

Deney gruplarina ait kas ve yag dokular1 1 mM PMSF ve proteaz inhibitor koktaili
iceren RIPA tamponda homojenize edildi ve BCA kiti (Thermo Scientific Pierce BCA
Protein Assay Kit) ile protein 6l¢iimii yapildi. Western-blot ile analiz edilecek olan her
gruptan Ornekler esit miktarda (~35 upg) protein, SDS-PAGE jelinde kuyucuklara
yiiklendi ve elektriksel gerilim uygulanarak proteinlerin molekiil agirliklarina gore
ayrilmasi saglandi. Daha sonra jeldeki proteinler PVDF membrana transfer edildi ve
aromataz proteini western-blot yontemi ile goriiniir hale getirildi.

Proteinlerin SDS-PAGE elektroforezinde yiiriitiilmesi: Kas ve yag numunelerinin
ekstraksiyonu ile elde edilen protein Ornekleri poliakrilamid jele yiiklendi. Protein
yiiklenmesinden hemen sonra sisteme DC elektrik verildi. Protein bandlarinin jelin
stoklama kisminin sonuna kadar yiiriitiilmesi i¢in 50 Volt gerilim uygulandi. Protein
bandlarinin jelin stoklama (%5 lik) kismindan ayirma (%12 lik jel) kismina gegisi sonrast,
gerilim 100 Volt’a ¢ikarilip 2 saat yiiriitiildii. Brom fenol mavisi ayirma jelinin alt ucuna

ulasinca gerilim kesilip jel tanktan ¢ikartildi.
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Proteinlerin jelden PVDF membrana semi-dry transferi: Transfer i¢in 6nce jel
tanktan ¢ikartild1 ve tarak kisimlart kesilip atildi. Daha sonra jel hazir olarak aldigimiz
membranin iizerine konulup tizeri kapatildi. Ufak rulo ile hava kabarcig1 kalmamasi igin
iizerinden tek yone dogru gecirildi. Daha sonra transfer cihazinin kasetine membran altta
kalacak sekilde yerlestirildi. Trans-Blot turbo cihazi hazir jel kullanimi i¢in uygun
programda calistirildi ve 7-10 dk igerisinde jelden proteinlerin membrana aktarilmasi
gerceklestirildi.

PVDF membranin Bloklanmasi: Proteinlerin jelden PVDF membrana transferi
sonrast membranl.5 saat %5 siit tozu ve %0.1 Tween 20 igeren PBS ¢ozeltiside (bloklama
coOzeltisi) ¢alkalanarak inkiibe edildi. Bloklama isleminin sonunda membran, %0,1 Tween
20 iceren PBS c¢ozeltisi ile 5 dakika siire ile 3 defa yikandi.

PVDF membranin birincil antikor ile inkiibasyonu: Membran, anti-rat aromataz
birincil antikoru igeren bloklama ¢ozeltisine alindi, +4 °C’de bir gece diisiik ¢alkalama
ile inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda membran 3 kez %0.1 Tween 20 iceren PBS
cozeltisi ile 5 dakika yikandi. Yikama sonunda, membrana baglanmamis olan anti-rat
aromataz antikorlar1 uzaklastirilmis oldu.

PVDF membranin ikincil antikor ile inkiibasyonu: Membranin yikanarak
baglanmayan birincil antikorun uzaklastirmasi sonrasi, bloklama ¢ozeltisine ilave edilen
HRP bagl ikincil antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
membran 3 kez %0.1 Tween 20 igeren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika siire ile yikandi ve
baglanmamis olan ikincil antikorlar PVDF membrandan uzaklastirild.

PVDF membranin ECL ile inkiibasyonu ve aromataz bandlarinin goriintiilenmesi:
Ikincil antikora bagli bulunan horseradish peroksidaz enzimi, elektrokemiliiminisans
(ECL) ¢ozeltisi icinde bulunan substrati katalizler. Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan
liiminol 1s1maya yol agar. Bu 1s1ma, DNR Biochemi (DNR Bio-imaging system, Israil)
goriintiileme cihazinda protein bandlart seklinde goriintiilenir. Kaydedilen bantlar,
ImageJ Analysis Software (Version 1.53e, USA) programu ile analiz edilerek protein
yogunluklar1 degerlendirildi. Rélatif degerlendirme B-aktin’e (housekeeping protein)

gore yapilmigtir

3.2.7. Serum Testosteron, Ostradiol, FSH, LH Diizeylerinin Analizi

Serum testosteron, Ostradiol, FSH, LH, diizeyleri, ticari ELISA kitleri
(Elabscience) kullanilarak mikropleyt okuyucu ile (Synergy H1 Hybrid Multi-Mode
Reader, BioTek Instruments, USA) analiz edildi.

28



Testosteron analiz prosediirii

Kuyucuklarin Hazirlanmasi: Dliue edilmis standartlar, kér ve numune igin
kuyucuklar belirlendi. Her kuyucuga standart, kér ve numuneden 50 pL eklendi.
Ardindan, her kuyucuga 50 uL. HRP Konjugat ¢alisma ¢ozeltisi eklendi. Plaka kapatici
ile kapatildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Yikama: Her kuyucuktaki ¢ozelti bosaltildi, her kuyucuk mikroplaka yikayici ile
350 pL. yikama tamponuyla yikandi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandi. Yikama
adimlarindan sonra test seritleri hemen kullanildi.

Substrat Eklenmesi: Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi ve plaka yeni
bir kapatici ile kapatildi. Plaka, 151k gecirmeyen bir ortamda 37°C’de yaklasik 15 dakika
inkiibe edildi. Not: Reaksiyon siiresi renk degisikligine gore kisaltilabilir veya
uzatilabilir, ancak 30 dakikay1 agmamalidir. Mikroplaka okuyucu 6nceden 15 dakika
1isitilmalidir.

Durdurucu Cozelti Eklenmesi: Her kuyucuga 50 pL durdurucu ¢ozeltisi eklendi.

Not: Durdurucu ¢ozeltinin eklenmesi, substrat ¢ozeltisinin eklenme sirasiyla ayni
sekilde yapilmalidir.

Optik Yogunlugun (OD) Olgiilmesi: Kuyucuklarin optik yogunluk degerleri,
mikroplaka okuyucusunda 450 nm dalga boyunda hemen 6l¢iildii.

Testosteron i¢in elde edilen standart egrisi sekil 3.1 de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Testosteron Elisa Standart Egrisi
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Ostradiol analiz prosediirii

Kuyucuklarin Hazirlanmasi: Dilue standartlar, kér ve numune i¢in kuyucuklar
belirlendi. Her kuyucuga, 50 puL standart, kor ve numune ¢6zeltisi eklendi. (Tiim numune
ve standartlarin ¢ift 6rnekle ¢alisiimasi Onerilir. Numune seyreltme oranlar1 6n deneyler
veya teknik destek Onerileri ile belirlenmelidir). Ardindan, her kuyucuga 50 uL. HRP
Konjugat calisma ¢ozeltisi eklendi. Plaka kapaticiyla kapatildi. 37°C'de 60 dakika inkiibe
edildi.

Yikama: Kuyucuklardaki ¢ozeltiler bosaltildi. Her kuyucuk mikroplaka yikayicida
350 pL yikama tamponuyla yikandi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandi. Yikama
adimlarindan sonra test seritleri hemen kullanildi.

Substrat Eklenmesi: Her kuyucuga 90 pL substrat ¢6zeltisi eklendi ve plaka yeni
bir kapaticiyla kapatildi. Plaka, 151k gecirmeyen bir ortamda 37°C'de yaklagik 15 dakika
inkiibe edildi.

Not: Renk degisimine gore reaksiyon stiresi kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak
30 dakikayr agmamalidir. Optik yogunluk oOl¢tiimiinden 6nce mikroplaka okuyucu
yaklagik 15 dakika 1sitilmalidir.

Durdurucu Cozelti Eklenmesi: Her kuyucuga 50 uL durdurucu ¢6zeltisi eklendi.
Not: Durdurucu ¢o6zeltinin eklenmesi, substrat c¢ozeltisinin eklenme sirasina gore
yapimalidir.

Optik Yogunluk (OD) Olgiimii: Her kuyucuk icin optik yogunluk (OD) degeri,
mikroplaka okuyucusunda 450 nm dalga boyunda hemen 6l¢iildii.

Ostradiol icin elde edilen standart egrisi sekil 3.2° de gosterilmistir.

0_2uul
0,000
2,200 |
0,400
0,600+
-0, 8004
oPTiK. 0004
[pANSITE
1,200
1, 400
-1, 6004

-1, 800

2,000 T T T 1
000 50,000 100, 000 150,000 200,000 250 000

E2 KOMNSANTRASYON (pg/mlL)

Sekil 3.2 Ostradiol Elisa Standart Egrisi
30



FSH Analiz Prosediirii

Numunelerin Hazirlanmasi: Dilue standartlar, kor (blank) ve numuneler igin
kullanilacak kuyucuklar belirlenir. Her bir kuyucuga 100 uL standart, kor ve numuneler
eklendi. Standartlar i¢in ¢ift ¢alisma yapildi. Mikro ELISA plakas1 kapatma filmi ile
kapatildi. 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi.

Biotinlenmis Antikor Cozeltisi Eklenmesi: Her kuyucuktaki sivi bosaltildi, ancak
yikama yapilmadi. Ardindan her kuyucuga 100 pL Biotinile Antikor ¢ozeltisi eklendi.
Plaka kapatilip 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Yikama Islemi: Her kuyucuktaki ¢ozelti bosaltildi, her kuyucuk mikroplaka
yikayici ile 350 puL yikama tamponuyla yikandi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandi.
Yikama adimlarindan sonra test seritleri hemen kullanildi.

HRP Konjugati Eklenmesi: Her kuyucuga 100 uL HRP konjugat ¢ozeltisi eklendi.
Plaka yeni bir kapakla kapatildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Yikama (Tekrarlama): kuyucuklar bosaltildi ve 3. adimda oldugu gibi 3 kez
yikama islemi tekrarlandi.

Substrat Reaktifi Eklenmesi: Her kuyucuga 90 uL substrat reaktifi eklendi. Plaka
yeni bir kapakla kapatildi ve 37°C’de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plaka 1siktan
korundu.

Not: Renk degisikligine bagli olarak reaksiyon siiresi 30 dakikay1r ge¢gmemek
sartiyla kisaltilabilir veya uzatilabilir. Optik yogunluk Ol¢iimiinden 6nce mikroplaka
okuyucu yaklasik 15 dakika dnceden 1sittik.

Reaksiyonun Durdurulmasi: Her kuyucuga 50 uLL durdurma soliisyonu eklendi.

Not: Durdurucu ¢ozeltinin eklenmesi, substrat ¢ozeltisinin eklenme sirasiyla aym
sekilde yapilmaldir.

Optik Yogunlugun Olgiilmesi: Mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucuktaki
optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda hemen 6l¢iildii.

FSH i¢in elde edilen standart egrisi sekil 3.3 te gosterilmistir.
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Sekil 3.3 FSH Elisa Standart Egrisi

LH Analiz Prosediirii

Numunelerin Hazirlanmasi: Dilue standartlar, kor (blank) ve numuneler igin
kullanilacak kuyucuklar belirlenir. Her bir kuyucuga 100 pL standart, kor ve numuneler
eklendi. Standartlar icin c¢ift calisma yapildi. Mikro ELISA plakas1 kapatma filmi ile
kapatildi. 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi.

Biotinlenmis Antikor Cozeltisi Eklenmesi: Her kuyucuktaki sivi bosaltildi, ancak
yikama yapilmadi. Ardindan her kuyucuga 100 puL Biotinile Antikor ¢dzeltisi eklendi.
Plaka kapatilip 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakild:.

Yikama Islemi: Her kuyucuktaki ¢ozelti bosaltildi, her kuyucuk mikroplaka
yikayict ile 350 pLL yikama tamponuyla yikandi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandi.
Yikama adimlarindan sonra test seritleri hemen kullanildi.

HRP Konjugati Eklenmesi: Her kuyucuga 100 uL HRP konjugat ¢ozeltisi eklendi.
Plaka yeni bir kapakla kapatildi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Yikama (Tekrarlama): kuyucuklar bosaltildi ve 3. adimda oldugu gibi 3 kez
yikama islemi tekrarlandi.

Substrat Reaktifi Eklenmesi: Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklendi. Plaka
yeni bir kapakla kapatildi ve 37°C’de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Plaka 1siktan
korundu.

Not: Renk degisikligine bagli olarak reaksiyon siiresi 30 dakikay1r gegmemek
sartiyla kisaltilabilir veya uzatilabilir. Optik yogunluk Ol¢iimiinden 6nce mikroplaka
okuyucu yaklasik 15 dakika dnceden 1sittik.
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Reaksiyonun Durdurulmasi: Her kuyucuga 50 pL. durdurma soliisyonu eklendi.

Not: Durdurucu ¢ozeltinin eklenmesi, substrat ¢ozeltisinin eklenme sirastyla aym
sekilde yapilmalidir.

Optik Yogunlugun Olgiilmesi: Mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucuktaki
optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda hemen 6l¢iildii.

LH igin elde edilen standart egrisi sekil 3.4 de gosterilmistir.
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Sekil 3.4 LH Elisa Standart Egrisi

3.2.8. istatistiksel Analizler

Calismada kullanilan sayisal degiskenler aritmetik ortalama + standart sapma veya
ortanca (ceyreklikler arasi genislik) seklinde Ozetlenmistir. Degiskenlerin normal
dagilima uygunluklar1 Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmistir. Bagimsiz gruplarin
karsilastirmalarinda tek-yonlii varyans analizi veya Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Bu
analizler sonrast ikili karsilagtirmalar Conover, Tukey ve Tamhane’s T2 testleri ile
yapilmustir. Tekrarli ol¢iimlerin karsilastirmalar1 ise Friedman testi ile yapilmustir.
Friedman testi sonrasi ikili karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Wilcoxon testi ile
yapilmustir. p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir. Analizlerde
IBM SPSS Statistics 27 yazilimu ile Pyhton 3.12 ‘de pandas, matplotlib, numpy ve scipy

kiitiiphaneleri kullanilmaistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Hayvan Agirhklar:

Deneyin baslangicindan itibaren haftada 1 kere olmak iizere 56 giin boyunca
hayvan agirliklar1 tartildi. Grup bazinda haftalik ortalama canli agirliklar1 ve istatistiki
anlamliliklar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.1” de verildi.

Tablo 4.1°de, kontrol grubunda, ilk haftadan son haftaya kadar siirekli bir artis
goriilmektedir. Bu, kontrol grubunda zamanla diizenli bir biiyiime oldugunu gosterir.
Misir yagi grubunda da benzer sekilde agirlik artis1 gdzlenmektedir; ancak diger gruplara
gore baslangi¢ ve son hafta agirliklari biraz daha yiiksek olabilir. E vitamini verilen grupta
da haftalar ilerledik¢e agirlik artis1 goriilmektedir. Ozellikle son haftalarda agirhik artist
diger gruplarla paraleldir. AKR ve AKR+E gruplari i¢in benzer bir artis egilimi gézlendi,
ancak AKR+E grubunda agirlik artis1 biraz daha yiiksek bulundu. Tiim gruplar i¢in
Friedman testi uygulandi ve sonuglar her bir grup i¢in p <0.001 olarak verildi. Haftalar
arasindaki agirlik degisimleri istatistiksel olarak anlamlidir. Baska bir deyisle, zamanla
agirlik artis1 her grup i¢in istatistiksel olarak belirgin bir fark yaratti. Ancak farkl gruplar

arasinda biiylime hizlarinda bazi farkliliklar olabilecegi diistiniilmelidir.

Tablo 4.1. Viicut agirliklarimin grup bazinda hafta karsilagtirmalari

Grup Hafta P
1 2 3 4 5 6 7 8 9
K 225 241 279 310 325 335 347 363 360 <0.001

1y O 4z @7nH @9 @3 @8 (27 (26)

MY 236 245 278 302 314 321 335 344 343 <0.001
B3 (G2 G349 G4 (33 @EB71H (33 43 ¢y

E Vit. 220 230 272 296 306 317 324 337 336 <0.001
33) (B6) 44 (4 @7 (67 (54 (61) (69

AKR 220 218 249 282 300 315 329 342 358 <0.001

21) (26) (@46) @7 ((31) @6) H0) GO 39
AKR+EVit. 202 209 237 276 296 314 330 344 361 <0.001
a7 a8 (16) @B0) (“44) (59 (56) (53) (61)
Degiskenler ortanca (geyréklikler arast genislik) seklinde ozetlendi. ' ' '

Sekil 4.1°de haftalara gore gruplar arasi viicut agirhgindaki istatistiki anlamlilik
Kruskal-Wallis H ve post hoc Conover testleri ile degerlendirildi (p<0.05).

1., 2. ve 3. haftalarda AKR+E Vit. grubu; K, MY, E Vit. grubuna gére anlaml
olarak diisiik bulundu. 2. hafta’da AKR grubu; MY grubuna gére anlamli olarak diisiik
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bulundu. 3. hafta’da AKR grubu; K, MY, E Vit. grubuna gore anlamh olarak diisiik
bulundu. 4. hafta’da AKR grubu; K grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu. Farklilik

olan haftalar harflendirme ile belirtildi.

360 at —
—eo— AKR T
—~o— AKR+E VIT. ® )
: e °
340{ —e= EVIT. et :
g o (’d o
—o— MY
320 A .
300 |
280
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agirhg (gr)
260 1
240 A
0 ’ 7
@
.<b /
2201 e = /
&
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200 A &
@} @,} ,b,:} @E‘ @? /o? @'> @? @?
I g g g g & g & I
Q\'O \>"0 \2@ \2\’0 ‘2‘0 ‘2‘,0 \2\’0 Q\’b \z\'b

a: AKR+E Vit. grubu; K, MY, E Vit. grubuna gore farklidir.
b: AKR grubu; MY grubuna gore farklidir.

c: AKR grubu; K, MY, E Vit. grubuna gore farklidir.

d: AKR grubu; K grubuna gore farklidir.

Sekil 4.1. Siganlarin ortalama viicut agirlig1.
4.2. Gruplarin Su ve Yem Tiiketimleri

Hayvanlarin yem ve igme suyuna ulagimlari sinirsiz olarak uygulandi. Gruplardaki
biitiin hayvanlar standart kemirgen pellet yemi ile beslendi. Yem ve su tiikketimleri haftada
bir takip edilip kayit altina alinarak hayvanlarin 6-7 hafta boyunca ortalama ne kadar yem

ve su tiikettikleri hesaplanarak tablo haline getirildi (Tablo 4.2 ve 4.3).
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Tablo 4.2. Yem tliketiminin grup bazinda hafta karsilastirmalar1

Grup Hafta p
1 2 3 4 5 6 7
K 27(1) 28(1) 27(0) 29(0) 27(0) 26(2) 26(1) <0.001
MY 26(4) 28() 26(1) 27() 27(1) 25(0) 26(1) <0.001
E Vit. 27(5) 26(1) 25(@2) 26(5 26(1) 25(2) 26@3) 0.716
AKR 196) 234 253) 28(2) 283) 27(1) 252) <0.001

AKR+EVit. 20(6) 24(5) 23(4) 25(0) 272) 25@2) 22(7) <0.001
Degiskenler ortanca (geyrekl'ikler aras1 genislik) séklinde ozetlendi.

Calismada yem tiikketimi, haftalar boyunca farkli gruplarda olgiildii ve veriler
ortanca (¢eyrekler arasi1 genislik) seklinde sunuldu. Istatistiksel analiz Friedman testiyle
yapildi ve gruplar igindeki zamanla degisim anlamlilik diizeyleri degerlendirildi.

K ve MY gruplarinda yem tiiketimi genel olarak istikrarlidir. Bu gruplar deneysel
miidahalelere maruz kalmadigindan, yem tiiketimindeki minimal degisimler normal
biiylime siireclerine baglanabilir.

E vitamini grubunda, Friedman testi sonucuna gore yem tiiketimi degisimi anlaml
degildir (p = 0.716). Bu, E vitamini uygulamasinin yem tiiketimini stabilize edebilecegini
veya degisime neden olmadigini diistindiirebilir. E vitamini verilen gruplarda (E Vit. ve
AKR+E Vit.), yem tiiketiminde genel olarak daha stabil bir egilim gozlendi.

AKR grubunda yem tiiketimi baslangigta diisiiktiir ve haftalar boyunca artis
gosterse de bu artig stabil degildir. Toksik madde, hayvanlarin yem tiiketimini olumsuz
yonde etkilemis olabilir.

Sekil 4.2°de haftalara gore gruplar arasi giinlik rat basmna tiiketilen yem
miktarindaki istatistiki anlamlilik Kruskal-Wallis H ve post hoc Conover testleri ile
degerlendirildi (p<0.05). 1. hafta’da, AKR ve AKR+E.vit. gruplari, K, MY, E vit.
gruplarina gore anlaml olarak diisiik bulundu. 2. hafta’da, AKR ve AKR+E.vit. gruplari,
K, MY, E vit. gruplarina gére anlamli olarak diisiik bulundu. 3. Hafta’da, AKR ve
AKR+E.vit. gruplari, K grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu. 4. hafta’da, AKR+E
vit. grubu, K grubuna gére anlamli olarak diisiik bulundu. 5. hafta’da, AKR grubu, K,
MY, E vit.,, AKR+E vit. gruplarina gore ve AKR+E vit grubu, AKR ve E vit. grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulundu. 6. Hafta’da, AKR grubu, MY, E vit.,, AKR+E vit.

grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu.
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a: AKR grubu; K, MY, E vit. gruplarina gore farklidir.

b: AKR+E.vit grubu; K, MY, E vit. gruplarina gore farklidir.

c: AKR; K grubuna gore farklidir.

d: AKR+E.vit. grubu; K grubuna gore farklidir.

e: AKR grubu; K, MY, E vit.,, AKR+E vit. gruplarina gore farklidur.
f: AKR+E vit grubu; AKR ve E vit. grubuna gore farklidir.

g: AKR grubu; MY, E vit., AKR+E vit. grubuna gore farklidir.

Sekil 4.2. Sican bagina ortalama giinliik yem tiiketimi (gt/ sigan/ giin)

Su tiiketimi, her grup i¢in haftalik olarak 6l¢iildii ve ortanca ile ¢eyrekler arasi
genislik verildi. Istatistiksel analiz Friedman testi ile yapild1 ve gruplar iginde zamanla

degisimin anlamlilik diizeyleri belirlendi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Su tiikketiminin grup bazinda hafta karsilagtirmalari

Grup Hafta p
1 2 3 4 5 6
K 48 (8) 48 (10) 49 (8) 50 (6) 49 (8) 51(8) <0.001
MY 48 (5) 46 (2) 46 (0) 47 (2) 46 (0) 49 (5) 0.007
E 45 (3) 46 (1) 45 (5) 46 (2) 46 (0) 47 (7) 0.321
AKR 40 (6) 44 (9) 48 (8) 51(10) 54(16) 56(16) <0.001

AKR+EVit. 42(16) 41(15) 43(11) 49(1) 50(10) 53(11) <0.001
Degiskenler ortanca (¢eyreklikler arasi genislik) seklinde 6zetlendi.
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K ve MY gruplarinda su tiiketimi nispeten sabit kaldi. Misir yagmin su tiiketimi
izerinde belirgin bir etkisi olmadig1 goriilmektedir.

AKR grubunda su tiiketimi baslangigta 40 (6) gibi diisiik bir seviyededir, ancak
haftalar ilerledikge 56 (16) seviyesine kadar arttigi gozlendi. Friedman testi sonucuna
gore degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p <0.001). Bu durum, toksik maddenin
metabolik stres yaratarak su tiiketimini artirdigini gosterebilir. Toksik etki, hayvanlarin
su ihtiyacint artirmis olabilir.

AKR+E Vit. grubunda su tiiketimi baslangigta 42 (16) olarak basladi ve haftalar
ilerledikge 53 (11) seviyesine kadar yiikseldi. Ancak artiy AKR grubuna kiyasla daha
dengeli goriinmektedir. Friedman testi sonucuna gore degisim anlamlidir (p <0.001),
ancak E vitamini toksik maddenin neden oldugu su tiiketimindeki dalgalanmalar1 bir
miktar dengelemis olabilir. E vitamini verilen gruplarda (E Vit. ve AKR+E Vit.), su
tiikketimi nispeten daha dengeli kaldi. Ozellikle E grubunda degisikliklerin anlamli
olmamasi (p = 0.321), E vitamininin metabolik dengeyi koruyabildigini gostermektedir.

Sekil 4.3 te haftalara gore gruplar arasi giinliik rat basina tiiketilen su miktarindaki
istatistiki anlamlilik Kruskal-Wallis H ve post hoc Conover testleri ile degerlendirildi
(p<0.05). 1.hafta’da AKR ve AKR+E vit. gruplari, K ve MY gruplarina gore anlamli
olarak diisiik bulundu. 3. hafta’da AKR grubu, MY, E vit. ve AKR+E vit. gruplarina gore
anlamli olarak yiiksek bulundu. 4. Hafta’ da AKR grubu, E vit. grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulundu. 6. hafta’da AKR grubu, E vit. grubuna gore anlaml olarak ytiksek

bulundu.
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a: AKR, K ve MY gruplarina gore farklidir.

b: AKR+E vit. K ve MY gruplarina gore farklidir

c: AKR grubu, MY, E vit. ve AKR+E vit. gruplarma gore farklidir.
d: AKR grubu, E vit. grubuna gore farklidir.

Sekil 4.3. Sican basina ortalama giinliik su tiiketimi (ml/ sican/ giin)

4.3. Gruplarin Kas ve Yag Aromataz Proteinin Western-Blot Sonuglari

Gruplarin kas ve yag dokularindan ekstrakte edilen aromataz ve beta aktin
proteinleri western-blot ile analiz edildi ve birbirine oranlanarak Tablo 4.4’teki sonuglar
elde edildi.

Analiz sonuclar, AKR’nin, visseral yag dokusunda aromataz ekspresyonunu
anlaml sekilde arttirdig1 yoniindedir (p = 0.00396). AKR grubu diger biitiin gruplara gore
anlaml olarak artt1 (0.033). E vitamini grubu (0.017), kontrol grubuna (0.008) gore
artmis bir ekspresyon gosterdi. Ancak bu artis AKR grubuna kiyasla daha diistiktiir. AKR
+ E vitamini grubunda aromataz diizeyi (0.014) olarak o6lgiildii ve kontrol seviyesine

kismen ulasti.
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AKR’nin, kas dokusunda da aromataz ekspresyonunu anlamh sekilde arttirdigi
saptand1 (p=0.01545). Degerler incelendiginde, AKR (1.158) ve AKR + E (1.259)
gruplarinin  kas aromataz ekspresyonunda en yiiksek degerlere sahip oldugu
goriilmektedir. K (0.372) ve E vitamini (0.323) gruplart AKR ve AKR+E Vit. gruplarina
gore farklidir. Aromataz ekspresyonunun AKR gruplarinda anlamli derecede arttig1 tespit

edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Visseral yag ve Kas Aromataz/beta aktin protein oranlari

Grup Visseral yag aromataz1*  Kas aromataz™* Test
K 0.008 (0.01) 0.372 (0.856) ™
MY 0.013 (0.016) 0.721 (0.437)
E Vit. 0.017(0.011) ¢ 0.323 (0.449)
AKR 0.033 (0.025) 1.158 (0.579) Kruskal-Wallis H test
AKR+Evit. 0.014 (0.012) 1.259 (1.018)
p 0.00396 0.01545

Degiskenler ortanca, (¢eyreklikler arasi genislik) seklinde 6zetlenmistir.

*: a: AKR+E vit. grubuna gore farklidir, b: E vit. grubuna gore farklidir, c: K grubuna gore farklidir
d: MY grubuna gore farklidir

**: a: MY grubuna gore farklidir, b: E vit. grubuna gore farklidir, c: AKR grubuna gore farklidir,

d: AKR+E vit. grubuna gore farklidir.

Gruplarin kas ve yag doku aromataz ve beta aktin protein bandlar1 Sekil 4.4. ve
4.5.°de verildi.
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kas aromataz/beta aktin protein oranlari
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Sekil 4.4. Gruplarin kas aromatazina ait aromataz/beta aktin oranlar1 ve protein bantlari

(p=0.01545)
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Sekil 4.5. Gruplarin yag aromatazina ait aromataz/beta aktin oranlart ve protein bantlar

(p=0.00396)

4.4. Gruplarm Serum Testosteron, Ostradiol, FSH ve LH Sonuclari

FSH diizeyleri arasinda gruplar arasinda anlaml fark vardir (p<0.001). Kontrol

grubu, misir yagi (MY), E vitamini ve AKR gruplarma gore daha diisiik FSH diizeyine
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sahiptir. AKR grubu en yiiksek FSH diizeyine sahip olup, bu artis AKR’nin toksik
etkisinin bir gostergesi olabilir. AKR grubunda FSH diizeyinin artmasi, bu toksik
maddenin hipofiz-gonad ekseni iizerindeki olumsuz etkisine isaret edebilir. AKR + E
vitamini grubu FSH diizeylerinde bir miktar azalma gosterse de degerler hala kontrol
grubundan yiiksektir. Bu, E vitamininin koruyucu etkisinin sinirli da olsa var oldugunu
distindiirmektedir.

LH diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.

Testosteron diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. AKR
grubunda kontrol grubuna gore testosteron diizeylerinde bir diisme meydana geldi, ancak
bu diisiis istatistiki olarak anlamli degildi. Bu durum, AKR’nin testosteron {iretimini
baskilayarak ya da aromataz aktivitesini artirarak testosteron—dstradiol doniistimiinii
uyardigini  disiindiirmektedir. AKR + E vitamini grubunda AKR grubuna gore,
testosteron seviyelerinde bir artis meydana gelmedi. Bu durum, E vitamini uygulamasinin
AKR kaynakli testosteron diizeylerindeki azalis tizerinde ciddi bir koruyucu etkisinin
olmadigini gostermektedir.

Ostradiol diizeylerinde de gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadur.
Ancak, AKR grubu, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek Ostradiol seviyesine sahiptir.
Bu artis, AKR ’nin hormonal denge iizerinde bozucu bir etki yarattigin1 gésteren bir bulgu
olabilir. AKR + E vitamini grubunda, ostradiol seviyeleri AKR grubuna yakin
seyretmekte olup, bu durum, E vitamini uygulamasinin AKR kaynakli Ostradiol
diizeylerindeki artis tizerinde ciddi bir koruyucu etkisinin olmadigini gostermektedir.

Genel olarak degerlendirmek gerekirse, AKR, o6zellikle FSH seviyelerini
artirirken testosteron diizeylerini diisiirdli, bu durum AKR’nin gonadal fonksiyonlar
kismen etkileyebilecegini diistiindiirmektedir. LH ve Ostradiol diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik bulunmamakla birlikte, AKR grubunda 0Ostradiol
diizeylerinde gozlemlenen artistn  AKR’nin hormon dengesini  bozabilecegini
gostermektedir.

E vitamini, AKR’nin neden oldugu FSH artisin1 bir miktar azaltti, ancak
testosteron diizeylerindeki diisiisii tam olarak engelleyemedi. Bu sonuglar, E vitamininin
bir antioksidan olarak AKR’nin reprotoksik etkilerini tamamen 6nleyemese de kismen
azaltabilecegini gostermektedir. Gruplarda Olgiilen serum FSH, LH, testosteron ve

ostradiol sonuglar1 Tablo 4.5.’de ve grafiksel gosterimi Sekil 4.6.”da verildi.
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Tablo 4.5. Gruplarin Testosteron, Ostradiol, FSH ve LH sonuglari

Grup FSH LH Testosteron Ostradiol
(ng/mL) * (mIU/mL) * (ng/mL) ** (pg/mL) *
K 162.126 = 1427 6956815897  3.488(6.89)  172.01 22902
MY 174774 £17277° 67416+ 18516  2.229 (3.787)  174.434 £28.431
EVit.  169.994+19272° 7864420101 3181 (3.455) 19163 £ 30.785
AKR 205.9+26211 70894+ 18418 1641 (2514)  197.493 £40.362

AKR+EVit. 191.319 +19.576 67.81+10.135 1.68 (1.021) 196.367 £32.038

Test Tek-yonli Tek-yonli Kruskal-Wallis ~ Tek-yonlit ANOVA
ANOVA ANOVA H test
p <0.001 0.67448 0.11139 0.3171

*: Degiskenler 'aritmetik ortalama + standart sapma' seklinde 6zetlendi.
**: Degiskenler ‘ortanca, (¢eyreklikler aras1 genislik) seklinde 6zetlendi.
FSH i¢in; a: MY grubuna gore farklidir, b: E vit. grubuna gore farklidir, c: AKR grubuna gore

d: AKR+E vit. grubuna gore farklidir.

farklidir,
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5. TARTISMA

Infertilite, 12 ay veya daha uzun siire diizenli korunmasiz iliskiden sonra klinik bir
gebelige ulagilamamasi olarak tanimlanan bir hastaliktir. Rapor edilen yayginlik
tahminleri farkli metodolojilere bagl olarak biiyiik farkliliklar gosterse de kiiresel
tahminler 48.5 ila 72.4 milyon ¢iftin infertiliteye sahip oldugunu géstermektedir. WHO’
nun verilerine gore, diinya genelinde her alt1 kisiden biri (yaklasik %17) yasamlar
boyunca infertilite sorunu yasamaktadir (70). Arastirmalar, erkeklerde infertilite
vakalarinin %20-30’unu tek basina olusturdugunu ve ¢iftlerin %50’sinin infertilite
sorunlarinin erkege bagh oldugunu goéstermektedir. Ayrica, ¢iftlerin yaklasik %25'inde
infertilite nedeni agiklanamamaktadir (idiopatik infertilite). Erkek infertilitesiyle iliskili
hastaliklar arasinda obezite, hipogonadotropik hipogonadizm, iireme sistemi
enfeksiyonlar1 ve gesitli sistemik rahatsizliklar 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica, sagliksiz yasam
tarz1 aliskanliklari, 6zellikle sigara icme ve alkol tiikketimi, erkek {ireme saglig1 tizerinde
olumsuz etkiler yaratmaktadir. Cevresel faktorler (gida, su, hava ile alinan toksik
maddeler) de erkek iireme fonksiyonu iizerinde 6nemli rol oynamaktadir. Cevresel
endokrin bozucular, testis hipoplazisi sendromu gibi {ireme fonksiyonunu etkileyen
durumlara neden olabilir ve tireme fonksiyonu hem dogrudan hem de epigenetik
mekanizmalar araciligiyla bozabilir. Bu etkiler, sperm, yumurta ve embriyolarda
hasarlara neden olarak tireme fonksiyonunu bozablir ve sonraki nesillerde uzun vadeli
sorunlara yol agabilir (71, 72).

AKR, belirli sicakliklarda ya da UV 151gimna maruz kaldiginda poliakrilamide
doniisen bir polimerdir ve kozmetik iiriinler, cilt kremleri, gida ambalajlari, kagit tiretimi,
metal isleme ve tekstil sektorii gibi bir¢ok alanda kullamlmaktadir. Ayrica giibrelerde,
titlin trlinlerinde ve plastiklerde bulunabilir. Bir sigara dumanindaki toplam AKR
miktarimin yaklasik 1 pg veya daha fazla oldugu tespit edilmistir. AKR, viicuda cilt temasi
(6rnegin kozmetikler), yutulma veya solunum (6rnegin sigara dumam yoluyla) gibi
yollarla girebilir. Kii¢iik molekiiler yapisi ve hidrofilik 6zellikleri nedeniyle, teorik olarak
tiim dokulara pasif bir sekilde niifuz edebilir ve kanser gelisimini tetikleme potansiyeline
sahiptir. Bunun yam sira, karbonhidrat ve amino asit iceren yiyecekler yiiksek
sicakliklarda iglenmeye maruz kaldiginda da AKR olusabilir. Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi'ne (EFSA) gore, gidalardaki AKR seviyeleri tiriine gore 30 pg/kg ile 4700 pg/kg

arasinda degismektedir. Yiiksek asparajin igeren iriinler, 6rnegin kuskonmaz, kakao
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cekirdekleri ve tahillar, insanlarin AKR’ye maruz kalmasinin baslica kaynaklar1 arasinda
yer almaktadir (4, 73-77).

AKR (ACR, CH2=CH-CONH?2), insan saghigina zararli etkileri nedeniyle grup
2A kanserojen olarak smiflandirilmis bir kimyasaldir. Bu madde, kagit, plastik, tiitiin
iiriinleri ve atik su aritim gibi alanlarda yaygin olarak kullamlir. Isve¢ Ulusal Gida
Idaresi, tahil {iriinleri ve patates gibi gidalarin 120 °C iizerindeki sicakliklarda pisirilmesi
sirasinda yiiksek miktarda AKR olusabildigini rapor etmistir. Insanlar bu maddeye cilt
temasi, solunum veya sindirim yoluyla da maruz kalabilirler. Tiketildiginde, AKR
genellikle gastrointestinal sistemden emilir ve kan yoluyla viicut dokularina tagimir.
Ayrica glutatyon S-transferaz (GST) AKR glutatyonla konjuge ederek veya sitokrom
P450 (CYP450) enzimi tarafindan glisidamide doniistiiriilerek metabolize edilir. AKR
maruziyeti nérotoksisite, genotoksisite, kanserojenite, hepatotoksisite, immiintoksisite ve
tireme toksisitesi ile iligskilendirilmistir (78).

AKR maruziyeti, 6zellikle norotoksik etkileriyle dikkat ceker. Kas gli¢siizliigii,
hareket bozukluklar (ataksi) ve merkezi veya periferik sinir sistemindeki akson hasarlari
bu etkiler arasinda yer alir. AKR’nin kan-beyin bariyerini asabildigi ve kan-testis
bariyerine (BTB) kisa siirede ulastig1 tespit edilmistir. Yiiksek doz maruziyet (100-200
mg/kg) 6liimciil olabilirken, diisiik dozlarin uzun siireli etkileri néropatiye yol acgabilir.
AKR, PIBK/AKT/mTOR yolu ve NF-kB (niikleer faktér kappa B) gibi inflamatuar
mekanizmalar {izerinden karaciger ve bobrek toksisitesine neden olabilir. AKR nin erkek
iireme sistemi lizerinde, oksidatif stres yoluyla sperm sayis1, hareketliligi, morfolojisi ve
kalitesini olumsuz etkiledigi belirlenmistir. AKR’nin hormonal etkileri degiskenlik
gostermektedir.  Arastirmalarda diisiik doz AKR’nin testosteron seviyelerini artirdigi,
ancak daha yiiksek dozlarda hem testosteron hem de FSH ve LH gibi hormon seviyelerini
diistirdiigii gozlenmistir. Kadimlarda progesteron, ostradiol ve FSH gibi hormonlarda
dongiisel dalgalanmalar igeren degisikliklere neden oldugu belirtilmistir. AKR ve
glisidamid, DNA hasari, kromozomal anormallikler ve mikroniikleus olusumuna yol
acabilir. Ancak, E vitamini gibi antioksidanlarin bu hasarlar azaltmada etkili oldugu
gosterilmistir. Antioksidanlar, oksidatif stresin neden oldugu hiicresel zararlar1 azaltarak
sperm fonksiyonlarinin korunmasina yardimer olabilir (10, 14, 58, 79-84).

AKR’nin hayvan iireme sistemi iizerinde meydana getirdigi hasarlayici etkiler
konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmis ve elde edilen sonuglar veri tabanlarinda makale
olarak yaymmlanmustir. Ozellikle erkek siganlarda yapilan deneysel ¢alismalarda,

AKR’nin testikiiler dokuda oksidatif stresin artisina, germ hiicre hasarina, apoptotik
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stireclerin tetiklenmesine ve bdylece spermatogenezde belirgin bozulmalara neden
oldugu rapor edilmistir. Bu durum, testislerin endokrin fonksiyonlari yaninda tireme
potansiyelini de zayiflatmakta, sonu¢ olarak fertilite iizerinde olumsuz bir etki
olusturmaktadir. Bu siiregte, AKR’nin dokusal metabolizma ve sinyal iletim yollarina
miidahale ederek aromataz gibi kilit enzimlerin gen ekspresyonu iizerinde dolayli veya
dogrudan etkilerde bulunulabilir. Boylece, testis, kas ve yag dokusu arasindaki hormonal
denge ve enzimatik aktivitelerin degismesi, erkek lireme sagligimin yam sira genel
metabolik homeostazi da etkileyebilmektedir. Ozellikle son yillarda artan deneysel
veriler, AKR’nin hem endokrin sistem modiilasyonuna hem de iireme hiicrelerinin
yapisal ve islevsel biitiinliigiine zarar verdigini gostermektedir (83, 85).

Aromataz, testosteronu Ostradiole ve androstenedionu Ostrona doniistiiren bir
sitokrom P-450 enzimidir. Aromataz, kadin iireme sistemi ve yag dokusunun yani sira
testis, karaciger ve beyin gibi diger dokularda da bulunur. Aromataz, baslica testislerin
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde lokalizedir ve ayrica germ hiicre tiimdrlerinde de yogun
olarak bulunmaktadir (86).

Memeliler, kuslar, amfibiler, siiriingenler ve baliklarda aromataz, bircok dokuda
ifade edilir ve bu, yerel olarak {iretilen Ostrojenlerin ¢esitli organlarin ve siire¢lerin
farklilasmasinda, diizenlenmesinde ve tireme fonsiyonunun normal isleyisinde hayati bir
rol oynadigini gosterir. Ostradioliin yerel iiretiminin dnemi, aromatazin dokuya 6zgii
ifadesine yol acan evrimsel stratejilerle vurgulanmaktadir. Bu strateji, yerel sinyaller
kullanarak alternatif promotorlar1 zamaninda ve hiicreye 6zgii bir sekilde aktive eder. Bu,
Ostrojen etkilerinin dolagimdaki steroid konsantrasyonunu etkilemeden kiigiik bir hiicre
grubuna smirlandirilmasini saglar. Bu mekanizmalar olmadan, ostradioliin kemik
kiitlesinin korunmasi, sinir dokuyu korumasi, sperm iiretimi ve olgunlagmasi, ndral
plastisite ve adipogenez gibi birbirinden ¢ok farkl: siire¢lerdeki rolii miimkiin olamazdi.
Bu sinyallerin anlasilmas: biiylikk onem tasimaktadir ¢iinkii bu, Ostrojen bagimli
bozukluklarin tedavisi ve Ostrojenin dokuya 6zgii islevlerinin iyilestirilmesi i¢in paha
bicilemez terapotik firsatlar sunar. Ornegin, osteoblastlara 6zgii aromataz
indiikleyicilerinin gelistirilmesi, sistemik yan etkiler olmadan kemik kiitlesini artirmanin
bir yolunu saglayabilir. Benzer stratejiler, beyinde ve testislerde Ostrojen iiretimini
artirmak icin kullanilabilir. Ote yandan, tiimérlerde kullanilan aromataz promotorunun
farmakolojik olarak inhibe edilmesi, Ostradioliin ¢ogalma etkisini sinirlamak ve tiimér
gerilemesini tegvik etmek icin biiylik fayda saglayabilir; bu da steroidin normal

dokulardaki fizyolojik fonksiyonunu etkilemez (39, 87).
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Calismamizda, AKR uygulamasinin erkek siganlarda hormonal dengenin yani sira
kas ve yag dokularindaki aromataz gen ekspresyonu iizerinde anlamli etkiler yarattig
tespit edilmistir. Visseral yag ve kas dokularinda aromataz gen ekspresyonu belirgin bir
artig gostermis, bu da AKR’nin testosteronun Ostrojenlere doniisim hizini1 artirarak
hormonal dengesizliklere neden olabilecegini ortaya koymustur. Bu degisiklik, 6zellikle
hipofiz-gonadal eksenin isleyisi lizerinde bozucu etkilerle iligskilendirilmis ve FSH
diizeylerinde artis ile testosteron seviyelerinde diisiis olarak yansimistir. Bununla birlikte,
LH ve oOstradiol diizeylerinde anlamli bir farklillk goézlenmemis, ancak AKR
uygulamasinin stradiol seviyelerinde bir artig egilimi olusturdugu dikkati ¢ekmistir. Bu
sonuclar, AKR nin 6zellikle testosteron sentezini ve hormonal dengeyi etkileyerek iireme
sagligin1 olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir. E vitamini uygulamasi, AKR’nin
neden oldugu bu toksik etkileri kismen hafifletmistir. VisSeral yag dokusundaki aromataz
ekspresyonu E vitamini ile bir miktar azalirken, testosteron seviyelerindeki diisiisiin
tamamen Onlenemedigi, ancak FSH diizeylerindeki artigin hafifletildigi gozlenmigtir. E
vitamini, 6zellikle metabolik stres ve hormonal bozulma {izerinde dengeleyici bir rol
oynamis, ancak bu etkiler toksik hasar1 tamamen ortadan kaldirmaya yeterli olmamustir.
Bunun yani sira E vitamini yagda ¢6zlinen giiclii bir antioksidan olmasi sebebiyle, AKR
sebebiyle yag dokusunda tespit edilen aromataz ekspresyonundaki artis1 6nemli 6l¢iide
geri ¢evirebilmistir. Bu bulgular, AKR’nin yag dokusunda daha belirgin toksik etkiler
olusturdugunu ve bu dokunun hormonal dengenin diizenlenmesindeki kritik roliinii
vurgulamaktadir. Calismamiz, AKR’nin endokrin lireme sagligi tizerindeki olumsuz
etkilerini ortaya koyarken, E vitamininin koruyucu etkilerinin degerlendirilmesi
gerektigine isaret etmektedir.

Erkek kemirgenlerde yiiksek doz akut AKR maruziyeti, azalmis iireme
performans1 ve baskin 6liimciillikkle sonuglanmaktadir. Ancak, insan maruziyetini daha
1yl yansitan diisiik dozda kronik maruziyetin iireme tizerindeki etkileri hala belirsizdir.
Insanlarin diyetle AKR tiiketimi, viicut agirlig1 basina giinde ortalama 1—4 pg olarak
tahmin edilmektedir. Bu maruziyeti simiile etmek i¢in, Katen ve ark. (88) erkek farelere,
6 ay boyunca igme suyu ile siirekli olarak AKR (1 pg/ml) vermistir; bu, insan dozu olarak
viicut agirligi basmma giinde 10.5 pg’ye esdegerdir. Bu maruziyet protokoli,
spermatozoada DNA hasarini artirmistir, ancak genel dogurganlikta es zamanli bir
azalmaya yol agmamistir. Bununla birlikte, AKR’ye maruz kalan babalarin erkek
yavrularinda, dogrudan toksik maddeye maruz kalmamalarina ragmen spermatozoada

onemli l¢iide artmis DNA hasart tespit edilmistir. Ayrica, AKR’ye maruz kalan farelerde
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ve en Onemlisi onlarin yavrularinda, spermatositlerde CYP2E1 proteininin seviyelerinin
arttigr bulunmustur. Bu 6nemlidir ¢iinkii CYP2E1, AKR’nin zararl1 bir metaboliti olan
glisidamide doniisiimiinden sorumlu olan tek enzimdir. Bu degisen ifade seklinin
epigenetik degisikliklerden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Ek olarak, FO (ilk nesil)
ve F1 (ikinci nesil) farelerin germ hiicrelerinin DNA’sinda oksidatif adductlarin arttigi
gbzlemlenmistir; bunun, artmis CYP2EI seviyelerinin bir yan {iriinii olarak ortaya ¢iktig1
diistiniilmektedir. Bu nedenle, erkek farelerin diisiik doz kronik AKR maruziyeti, yavrular
tizerinde sonuglar dogurmakta ve insan popiilasyonu iizerindeki AKR maruziyetinin
etkileri ile ¢cok nesilli maruziyetlerin birikmis etkileri konusunda endise yaratmaktadir.

AKR igeren gidalarin erkek iireme sistemi lizerindeki toksik etkileri giderek daha
fazla arastirilmaktadir. Wang ve ark. (67) ¢alismasinda, 8 hafta oral yolla 5 mg/kg ve 10
mg/kg dozlarda, AKR maruziyetinin erkek si¢anlarda testis gelisimi, sperm rezervleri ve
testosteron diizeyleri {izerinde olumsuz etkilere yol actig1 gosterilmistir. AKR
uygulamasi, germ hiicrelerinde kayiplara, Leydig hiicrelerinde hiperplaziye ve seminifer
tiibiillerde yapisal bozulmalara neden olmustur. Ayrica sperm rezervlerinde anlamli
azalmalar gozlenirken, bizim bulgularimizin aksine testosteron seviyelerinde artis
kaydetmislerdir. Yiksek testosteron seviyeleri, normal hormon geri besleme
mekanizmasinin bozulduguna ve AKR'nin testis i¢i hiicresel iletisimde aksamalara yol
actigina isaret etmektedir. Seminifer tiibiillerde gozlenen yapisal bozukluklar, kan-testis
bariyerinin biitiinliigiinii zedeleyerek, sperm gelisimi icin gerekli mikro ¢evrenin
dengesini bozmaktadir. Tiim bu mekanizmalar, AKR'nin erkek fertilitesine olan olumsuz
etkilerini birden fazla biyolojik yol {izerinden gerceklestirdigini ortaya koymaktadir. Bu
bulgular, AKR'nin yiiksek sicakliklarda islenmis karbonhidrat igeren gidalarla alimimin
erkek fertilitesi lizerindeki potansiyel risklerini vurgulamaktadir.

Yang ve ark. (89) erkek siganlara dort hafta boyunca sirasiyla 0, 5, 15, 30, 45 veya
60 mg / kg / giin dozlarinda oral gavaj ile AKR uygulamistir. Bu ¢aligmamin sonuglari,
AKR uygulamasimin erkek iireme sistemi iizerinde molekiiler diizeyde toksik etkiler
yarattigim gostermektedir. Testis dokularindaki gen ekspresyon profili degisiklikleri,
AKR’nin sperm iiretimi ve testis fonksiyonlar1 iizerinde ciddi olumsuz etkiler yarattigin
ortaya koymaktadir. AKR, morfolojik sperm kusurlarina ve kauda epididimiste azalmisg
sperm konsantrasyonuna neden olmustur. Serum testosteron seviyesi ve Leydig hiicre
canliligt da doza bagh olarak azalmis ve bu da spermatogenezin azalmasina neden
olmustur. Seminifer tiibiillerde AKR ile indiiklenen ¢ok c¢ekirdekli dev hiicrelerin

olusumu ve vakuolasyon gibi histopatolojik lezyonlar ve ¢ok sayida apoptotik hiicre
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izlenmistir. ¢cDNA mikroarray analizi, AKR uygulanan gruptan (60 mg / kg / giin) elde
edilen testislerde testis fonksiyonlari, apoptoz, hiicresel redoks, hiicre biiylimesi, hiicre
dongiisii ve niikleik asit baglanmasi ile ilgili genlerin yukar1 / asagi regiile oldugunu
ortaya koydu. AKR toksisitesinin, Leydig hiicre oliimiinii arttirdigi ve gen ekspresyon
seviyelerini bozdugu, sperm kusurlarina ve sigcan testisinde apoptoz dahil olmak iizere
cesitli anormal histopatolojik lezyonlara katkida bulundugu goriilmektedir. Bu ¢alismada
serum testosteron seviyeleri 15 mg/kg/giin AKR dozuda dahil, bundan daha yiiksek
dozlarda da anlamli olarak diismeye baslamustir. Bizim ¢alismamizda buna paralel olarak
10 mg/kg/giin dozda AKR uygulamasinda testosteron seviyelerinde genel bir diisme
goriiliir fakat testosteron diizeyindeki bu diisiis istatistiki olarak anlamli degildir. Gen
ekspresyonu agisindan ¢alismamizda, AKR’nin visseral yag ve kasta aromataz gen
ekspresyonunu 6nemli derecede artirdigi ve bunun sonucunda da testosteronun dstradiole
dontisiimiindeki hormonal dengenin bozuldugu ortaya konmustur. Bu, FSH nmin anlamli
olarak artisina ve buna bagli olarak testosteron seviyesinin diisiisii ile 6stradioliin de
artisina neden olmustur.

Mahmood ve ark. (90) yaptig1 arastirmada 8 hafta boyunca siganlara 2, 10 ve 30
mg/kg AKR uygulanmis ve ovaryumda dozla orantisal olarak ovaryan folikiil sayisinda
azalma, atretik folikiil olusumu ve ovaryumda kiiglilme gorilmiistiir. Saleh ve ark. (21)
yaptig1 calismada, diisiik doz (0.4 pg/g, 60 ila 90 giin boyunca) AKR'nin oral yoldan
uygulanmasinin erkek ve disi siganlarda tireme dokularinda yapisal degisiklikler ve
fonksiyon bozukluklarina neden oldugu rapor edilmistir. AKR verilen erkek sicanlarin
testislerinde olgun sperm iceren seminifer tiibiillerin sayisinda azalma ve sperm germ
hiicre katmanlarinda dejeneratif degisiklikler tespit edilmistir. Disi siganlarda ise
AKR’nin, kistik yumurtalik degisikliklerine, zona pellucida, graniilosa hiicreleri ve
oositlerde dejeneratif degisikliklere, implantasyon sonrasi kayiplara, tam siireli fetiis
sayisinda azalmaya, rezorpsiyon bolgelerinde nekrotik fetal doku ve amniyotik
hiicrelerde vakuolizasyona sebebiyet verdigi tespit edilmistir. Bu bulgular, AKR’nin hem
erkek hem de disi lireme sisteminde ciddi toksik etkilere neden oldugunu gostermektedir.

Ma ve ark. (91) yaptig1 deneysel aragtirmada, AKR uygulamasinin siitten kesilmis
erkek sicanlarin iireme sistemi iizerindeki toksikolojik etkilerini degerlendirmislerdir. Bu
arastirmada, AKR'nin 6zellikle gelismekte olan erkek siganlarda neden oldugu tlireme
toksisitesinin mekanizmalar1 aragtirilmistir. Bu ¢alismada, annelerine ¢esitli dozlarda (0,
5, 15 veya 30 mg / kg/glin) AKR uygulanan 3 haftalik siitten kesilen erkek Sprague-

Dawley sican yavrularinda, AKRin iireme toksisitesine neden oldugu goézlenmistir.
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Sonuglar, siitten kesilen erkek siganlarin gida mevcudiyeti ve lireme organi indekslerinin
azaldigini gostermistir. Serumdaki FSH ve testosteron seviyeleri artarken, serumdaki LH
azalmis olarak bulunmustur. AKR uygulamasindan sonra siitten kesilen sicanlarda
histopatolojik lezyonlar ve anormal spermler gdzlenmistir. Arastirmacilar, bulgulara
dayanarak, AKR’nin yetiskin erkek hayvanlarda meydana getirdigi reprotoksisiteden
ziyade, siitten kesilen erkek sicanlar veya insanlar iizerinde yapilacak AKR kaynakli
toksikolojik ¢aligmalara daha fazla yogunlasilmasi gerektigine dikkat cekmislerdir. Bizim
calismamizda AKR grubunda serum testosteron degerleri diisiik, FSH degerleri yliksek
ve LH seviyelerinde ise herhangi bir degisme olmamistir. Bu durum, siitten yeni kesilmis
erkek sicanlar ile yetiskin erkek sicanlar arasindaki cinsel olgunluga ulasma farklari, doz
farkliliklar ile maruziyet siiresine baglanabilir.

Aldawood ve ark. (92) yaptig1 bir calismada, gebelikte AKR uygulamasimin
nesiller arast1 yumurtalik fonksiyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. Deneylerde,
gebelik doneminde (6. giinden doguma kadar) Wistar albino siganlara 2.5, 10 ve 20
mg/kg/giin AKR uygulanmisti. AKR’ye maruz kalan annelerin yavrularinda (AF1),
yumurtaliklarda histopatolojik  degisiklikler, folikiillerde kist olusumu, oosit
vakuolizasyonu ve graniiloza hiicrelerinde pyknoz (yogunlagsma) gibi bozukluklar tespit
edilmistir. Ayrica, hiicre 6liimii (apoptoz) markirlarinin diizeyinin 6énemli oranda arttig1
gozlenmistir. F1 disi yavru farelerde ostradiol ve IGF-1 seviyelerinde belirgin bir azalma
kaydedilmis ve bu durum CYPI9AIl (Aromataz) gen ekspresyonunun ve protein
seviyesinin azalmasiyla iligkilendirilmistir. AKR’ye maruz kalan annelerin ikinci nesil
yavrularinda (AF2), erken yumurtalik yaslanmasi belirtileri saptanmustir. Ostradiol,
progesteron seviyeleri, CYP19AI1 gen ekspresyonunun artisiyla birlikte yilikselmistir.
Calisma, AKR’nin nesiller arasi iireme sagligini olumsuz etkileyebilecegini ve bu
etkilerin ozellikle yumurtalik yaslanmasini hizlandirabilecegini ortaya koymaktadir.
Ayrica bu c¢alisma, endokrin bozucularin nesiller arasi etkilerinde epigenetik
mekanizmalarin énemli bir rol oynayabilecegini 6ne siirmektedir. Ozellikle, CYP19A1
gibi yumurtalik gelisimiyle iliskili biyomarkirlarin, DNA metilasyon durumunun
incelenmesi, gelecekteki aragtirmalar i¢cin dnemli bir odak noktasi olarak belirtilmistir.
Ayrica bu makale AKR’nin aromataz gen ekspresyonuna etkilerinin incelenmesinde ilk
calismalardan biri olmasi agisindan Onemlidir. Bizim c¢aligmamizda da AKR’nin
hormonal denge iizerindeki bozucu etkileri incelenmis olup, Aldawood ve ark. ikinci nesil
sicanlarda ortaya ¢ikan gen ekspresyonundaki degisikliklere paralel sekilde bulgular

ortaya konulmustur. Aldawood ve ark. calismasi nesiller arasi epigenetik etkileri
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inceleyerek, AKR ’nin uzun vadeli sonuglarina dikkat ¢ekmektedir. Bu iki ¢alisma birlikte
degerlendirildiginde, ¢evresel toksinlere karst multidisipliner koruyucu stratejilerin
gelistirilmesi gerekliligi agik¢a goriilmektedir.

Shipa ve ark. (93) Petroselinum crispum (maydanoz) metanolik ekstraktinin erkek
sicanlarda AKR’nin neden oldugu iireme disfonksiyonu {izerindeki koruyucu etkilerini
incelemistir. 40 sican iizerinde yapilan ¢alismada tedavi gruplarina 8 hafta boyunca 10
mg/kg AKR ve 100 mg/kg P. crispum 0ziitii verilmistir. NF-xB, kinesin proteinleri ve
steroidogenez yollarindaki etkiler, inflamasyon ve oksidatif stres incelenmistir. AKR,
testosteron seviyelerini diislirmiis, testislerde MDA seviyelerini artirmis, SOD
aktivitesini azaltmis ve sperm parametrelerini bozmustur. Ancak FSH ve LH seviyelerini
etkilememistir. Ayrica AKR, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) seviyelerinde artisa,
steroidogenezi diizenleyen proteinlerin (STAR ve P450scc) seviyelerinde ise azalmaya
yol agmustir. Histopatolojik incelemeler de AKR ’nin seminifer tiibiiller iizerinde olumsuz
etkiler yarattigin1 gostermistir. Ayrica NF-kB P65 ekspresyonunu artirmis, kinesin motor
proteininin ekspresyonunu ise azaltmistir. P. crispum 06ziitii tedavisi, oksidatif stresin ve
inflamatuar yollarin diizenlenmesine yardimc1 olarak sperm parametrelerini iyilestirmis
ve gen ekspresyonlarim normallestirmistir. Ayrica, testis histolojik parametrelerini
tyilestirerek NF-kB P65 ekspresyonunu ve kinesin seviyelerini normale dondiirmiistiir.
Sonug olarak, P. crispum, AKR kaynakli iireme toksisitesine karst koruyucu etkiler
gosterdigi ortaya konulmustur. Bu sonuglar bizim ¢alismamizla karsilagtirildiginda gen
ekspresyonu acisindan AKR ’nin farkli hedef dokularda bile olsa zararl etkilerini kanitlar
niteliktedir. Bunun yani sira iki calismada da testosteron seviyelerinde azalma
gbzlenmistir. Buna karsin bizim ¢alismada FSH diizeyini anlamli bir sekilde yiikselten
AKR, Shipa ve ark. yaptigi c¢alismada ise FSH diizeyi AKR uygulamasindan
etkilenmemistir. Ancak iki ¢alismada LH seviyelerinde herhangi bir degisiklik tespit
edilmemistir.

AKR ’nin testis dokusunda olusturdugu hasar, 6zellikle spermatogenez ve hormon
salgis1 lizerinde belirgin degisimlere yol agmaktadir. Bu siirecte gonadotropinler arasinda
FSH, testikiiler bozulmalara kars1 daha duyarli ve erken yanit veren bir gosterge niteligi
tasimaktadir. Literatiirde, testis dokusunda olusan yapisal ve fonksiyonel hasarlarin
inhibin B salinimin1 azalttig1, bdylece negatif geri bildirim mekanizmasinin zayiflamasi
nedeniyle hipofiz bezinden FSH salimimminim arttig1 rapor edilmektedir (94). Ozellikle
AKR’nin neden oldugu oksidatif stres, germ hiicre kayb1 ve apoptotik siirecler, testikiiler

homeostazin bozulmasina ve dolayisiyla FSH diizeylerinin yiikselmesine yol
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acabilmektedir. Bu durum, FSH nin testosteron gibi diger hormon parametrelerine gore
daha belirgin ve anlamli bir degisim gostermesine zemin hazirlamaktadir. Dolayisiyla,
calismamizda FSH diizeylerinde saptanan istatistiksel anlamlilik, AKR’nin {ireme
sistemine yoOnelik toksik etkilerinin erken ve hassas bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Nitekim yapilan diger arastirmalar da testikiiler hasarin ilk
asamalarinda FSH seviyelerindeki artisin belirgin oldugunu ortaya koymakta, bu
parametrenin AKR maruziyetinin lireme fonksiyonlar1 iizerindeki olumsuz sonuglarini
yansitmakta énemli bir rol oynadigim vurgulamaktadir (95- 97).

Bhuiyan ve ark. (98) yaptig1 arastirmada 50 erkek fareye 90 giin boyunca AKR, C
vitamini ve 5-ASA (5-aminosalisilik asit) farkli dozlarda uygulanmistir. AKR’ye maruz
kalan erkek farelerde C vitamini ve 5-ASA nin iireme sistemi tizerindeki koruyucu etkileri
incelenmistir. Bu calisma, AKRin erkek tireme sistemi tizerindeki toksik etkilerini
azaltmada antioksidanlarin ve anti-inflamatuar ajanlarin potansiyelini degerlendirmistir.
Bu arastirmada, AKR’ye maruz kalan farelerde serum testosteron seviyesindeki diisiisiin,
AKR’nin hipotalamik-hipofiz-gonadal aks iizerindeki bozucu etkisinden veya AKR
kaynakli ROS iiretimideki artis yoluyla oksidatif strese ve oksidatif doku hasarindan
kaynaklanabilecegine isaret edilmistir. Bununla birlikte, C vitamini ve 5-ASA'nin birlikte
uygulanmast ile testosteron seviyelerinin eski haline donmesini saglamistir. C vitamini ve
5-ASA oksidatif stresi azaltmis, testis dokusundaki hiicresel hasar1 6nlemis ve sperm
kalitesini iyilestirmis ve anti-inflamatuar Ozellikleri sayesinde, AKR kaynakl
inflamasyonu baskilamistir. Bizim ¢alismamizda ise E vitamini, AKR nin yag dokusunda
neden oldugu aromataz ekspresyonunundaki artis1 kismen de olsa tedavi edebilmistir.
Bunun en 6nemli nedeni, E vitamininin yagda ¢oziinen gii¢lii bir antioksidan olmasi
olabilir.

Uremis ve ark. (99) AKR'nin beyindeki miyelin gelisimi iizerindeki toksik
etkilerini molekiiler diizeyde incelemek ve E vitamininin bu zararh etkiye karsi
noroprotektif (sinir koruyucu) etkisini arastirmayi amaglamistir. Arastirma, 40 gebe
sicanin 4 gruba ayrilmasiyla baslamis ve emzirme doneminden sonra her gruptan yavru
sicanlar (disi ve erkek) ile devam edilmistir. AKR uygulamasiin ardindan bilissel
fonksiyonu degerlendirmek icin Su Labirenti testi uygulanmistir. Miyelin yikimi ve
yeniden olugumu seviyelerini degerlendirmek i¢in MBP, MAG ve MOG proteinleri ve
mRNA diizeyleri Olgiilmiistiir. Ayrica, miyelin ve glial hiicre dejenerasyonu
immiinohistokimya ve elektron mikroskobu analizi ile incelenmistir. Sonuglar, AKR

uygulamasinin miyelinle ilgili proteinlerin (MBP, MAG ve MOG) mRNA ve protein
55



seviyelerini azalttigin1 gostermistir. Bu bulgular histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
mikroskobik incelemelerle dogrulanmistir. E vitamini uygulamasinin ise AKR'nin bu
olumsuz etkilerini iyilestirdigi gézlemlenmistir. Bu arastirma, AKR'nin gebelik, emzirme
ve sonrasinda miyelin yikimma neden olarak miyelinle iligkili norodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde rol oynayabilecegini gostermistir. Ayrica, E vitamininin
AKR'nin neden oldugu toksisiteye karsi giiglii bir ndroprotektif vitamin olarak
miyelinizasyonu destekledigi anlasiimistir. Ek olarak ¢aligmada disi ve erkek yavrularin
haftalik canli agirlik, yem ve su tiiketimleri degerlendirilmistir. Hem disi hem de erkek
sicanlarda en yliksek yem ve su tiiketimi, vitamin E gruplarinda gézlemlenmistir. Disi ve
erkek sicanlarda en diisiik yem ve su tiikketimi ise tiim haftalarda AKR grubunda tespit
edildi. AKR + E vitamini grubunda, AKR grubuna kiyasla yem ve su tiiketiminde artis
gbzlemlenmistir.

Bizim ¢alismamizda ise bu bulgularin aksine su tiiketiminde en yiiksek artis hizi
AKR grubunda bulunmustur. Arastirmacilar AKR ’nin sistemik toksisite, norotoksisite ve
kanserojenite potansiyelini vurgularken, oral yolla verilen AKR nin uzun vadede organ
hasarina neden olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir. Akrilamidin bu 6zelliklerinden dolay1
inflamatuar yanmitin 6nemli 6l¢iide arttigr bildirilmistir (10, 100, 101). Bu durum, toksik
maruziyet sonucu olusan viicuttaki metabolik ylikiin 6zellikle su-elektrolit dengesini
bozarak metabolik stresin su tiikketiminde artisa yol agabilecegini diisiindiirmektedir.
Calismamizda AKRin sicanlarda doku ve hormon diizeylerinde toksik etkiler yarattig
tespit edilmistir. Visseral yag ve kas dokularinda, aromataz gen ekspresyonunun anlaml
(p=0.003) sekilde arttig1 (0.033), E vitamini uygulamasinin (0.014), kontrol seviyelerine
(0.008) yaklastirarak simrli bir iyilesme sagladigi gozlenmistir. Bu sonuglar, E
vitamininin hormonal denge iizerinde koruyucu etkiler saglayabilecegini ve AKR’nin
zararll etkilerini hafifletmedeki potansiyel roliinii gostermistir. Ayrica, hormonal
dengenin korunmasinda E vitamininin etkisini vurgulayarak, iireme saghgini
destekleyecek antioksidan stratejiler i¢in yeni perspektifler sunmaktadir.

Bircok obezojen ve endokrin bozucunun, adiposit farklilagsmasini artirma ve
obezite ile iliskili hastaliklara olan etkileri detayli bir sekilde incelenmistir. Ornegin, tipik
bir cevresel hormon ve endokrin bozucu olan bisfenol A'nin (BPA), obeziteyi
indiikleyebildigi ve lipid birikimini artirabildigi bulunmustur (102, 103). Endokrin
bozucularin, viicut agirlhiginin diizenlenmesinde etkili oldugu ve obezojenik ozellikler
tasidigina dair kanitlar artmaktadir. Bu kimyasallar arasinda yer alan AKR, obezojenik

etkileri lizerinde arastirmalar yapilan 6nemli bir bilesiktir (104). AKR, bazi hormonlarin
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normal aktivitelerini bozdugu icin bir endokrin bozucu olarak siniflandirilmistir (105).
Bizde bulgularimiza dayanarak iireme sisteminin kilit enzimlerinden olan aromataz
aktivitesini yukar1 yonde regiile ederek endokrin sistemi bozduguna dair kanitlar elde
ettik. Bir¢ok calisma, fast food ve abur cubur gidalardan kaynaklanan AKR 'nin fetiisler
ve kiiciik cocuklar i¢in 6liimciil olabilecegini, ayrica AKR ile beslenen sicanlarin
serumunda glukoz, kolesterol ve trigliserid seviyelerinin arttig1 rapor etmistir (106, 107).
Ayrica, AKR'nin kansere neden olabilecegi ve sinir sistemini bozabilecegi bilinmektedir
(108, 109). Ancak, AKR'nin obezite iizerindeki etkisi ve etki mekanizmasi heniiz
coziilememistir. Lee ve Pyo (110) yaptig1 calismada, AKR’ nin adipogenez iizerindeki
etkileri arastirilmis ve AKR’nin obeziteyi tesvik eden adiposit farklilagmasim artirdig
tespit edilmistir. Calismada, AKR'nin lipit damlaciklarinin birikimini artirdigir ve
adipogenik transkripsiyon faktorleri olan PPARy, C/EBPa ve C/EBP'nin ekspresyonunu
yukar1 yonde diizenledigi gosterilmistir. Ayrica, AMPK-ACC yolunu baskilarken, MAPK
sinyal yolunu aktive ederek lipit metabolizmasi1 ve adiposit farklilasmasi siireclerini
etkiledigi bildirilmistir. Bu bulgular, AKR'nin ¢evresel bir endokrin bozucu ve obezojen
olarak etki gosterebilecegini disiindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda, AKR'nin
siganlarda visseral yag ve kas dokusunda aromataz gen ekspresyonunu artirarak
testosteron seviyelerini disiirdiigii tespit edilmistir. Lee ve Pyo’nun calismasinda
obeziteye neden olan mekanizmalar arasinda adipogenik transkripsiyon faktorlerinin
diizeyinde artis ve lipit metabolizmasinin bozulmasi 6n plandayken, bizim ¢alismamizda
gen ifadesindeki olumsuz etkilerden kaynakli hormonal dengenin bozulmasi ve bunun
iireme saglhigi lizerindeki etkilerinin ortaya konulmasi 6n planda tutulmustur. Bununla
birlikte, her iki ¢alismada AKR'nin hedef dokularda belirgin hasarlar olusturabilecegi ve
oksidatif stresi artirarak hormonal etki mekanizmalarini1 bozabilecegi sonucuna varmistir.

Uremis ve ark. 2. arastirmasinda (5), AKR’nin iireme sistemi iizerindeki toksik
etkileri ve E vitamininin bu etkileri azaltmadaki roliinii incelemistir. Calisma, AKR'nin
testis dokusunda aromataz gen ekspresyonunu artirarak testosteron seviyelerinde diisiise
ve oksidatif strese neden oldugunu gostermistir. Ayrica, sperm parametrelerinde
bozulmalar, testis ve epididim agirliklarinda azalma gibi reprodiiktif toksisite gostergeleri
tespit edilmistir. E vitamini ise AKR'nin neden oldugu bu olumsuz etkileri dnemli dl¢iide
hafifletmis, sperm morfolojisini iyilestirmis ve hormonal dengeyi restore etmistir. Bizim
calismamizda, bu calismayla uyumlu olarak, AKR'nin sicanlarin visseral yag ve kas
dokularinda aromataz gen ekspresyonunu artirdig1 ve testosteron seviyelerinde belirgin

bir diisiise neden oldugu tespit edilmistir. Her iki ¢alismanin sonuglari, AKR'nin aromataz
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gen ekspresyonunu artirarak testosteronun Ostrojene doniisiimiinii hizlandirdigr ve
hormonal dengesizliklere neden oldugunu gostermektedir. Ancak, Uremis ve ark.
calismasi, testis dokusuna odaklanarak bu mekanizmanin sperm parametreleri ve
testikiiler histopatolojik degisiklikler tizerindeki etkilerini detayli bir sekilde ortaya
koymustur. Her iki ¢calismadan ¢ikan sonu¢ AKR 'nin, aromataz gen ekspresyonunu testis,
karaciger, yag ve kas dokularinda anlamli derecede arttirip, iireme sistemine kesin olarak
zarar verdigini kanitlamistir. Ayrica Uremis ve ark.nin arastirmasi, AKR’ nin aromataz
gen ekspresyonu iizerindeki muhtemel etkilerini arastirmak {izere yapilan ilk arastirma ve
yayimlanan ilk makale olmustur.

Erdemli ve ark. (64) yiiriittiigii bir galismada, 30 gebe rata 8 hafta boyunca 10 mg/
kg/ gin AKR, 100 mg/ kg/giin E vitamini uygulanmistir. Amag, hamilelik sirasinda AKR
maruziyetinin erkek yavrularin testisleri iizerindeki olumsuz etkilerini degerlendirmek ve
bu etkilerin E vitamini kullanilarak 6nlenip 6nlenemeyecegini arastirmaktir. Annelerine
AKR uygulanmis 8 haftalik yavru siganlardan elde edilen veriler, AKR uygulanan grupta
diger gruplara kiyasla MDA, TOS ve E2 seviyelerinde istatistiki olarak anlamli bir artis,
GSH, TAS, SOD, CAT, NO, testosteron, progesteron, FSH ve LH seviyelerinde ise
istatistiki olarak anlamli bir azalma oldugunu gdstermistir. Ancak, Vitamin E uygulanan
grubun testis dokularinda, kontrol grubuna kiyasla GSH, SOD, CAT, TAS, NO,
testosteron, progesteron, FSH ve LH seviyelerinde istatistiki olarak anlamli bir artis
gozlenmistir. AKR grubunda artan MDA, TOS ve E2 seviyelerinin AKR + E grubunda
daha disiik oldugu ve AKR grubunda azalan SOD, CAT, GSH, TAS, testosteron,
progesteron, FSH ve LH seviyelerinin AKR + E grubunda daha yiiksek oldugu, kontrol
grubuna yakin degerlere ulastigi bulunmustur. Sonug olarak, AKR ’nin toksik etkilerinin,
ozellikle tireme sisteminde oksidatif stres ve hiicresel hasar yoluyla ortaya ¢iktigi
vurgulanmigtir. Bu sonuglara paralel olarak bizde AKR’nin gen ekspresyonunu
etkileyerek tireme sistemi hormonlarinin diizeyini ve dengesini bozdugu sonucuna
ulastik. Buna karsin bizim arastirmamizda AKR uygulanan grupta, FSH seviyeleri
anlamli olarak artarken, Erdemli ve ark. Calismasinda ise FSH diizeyi diisiikk
bulunmustur. Testosteron seviyelerinin ise her iki ¢alismada da azaldigi tespit edilmistir.
Ayrica giiglii bir antioksidan olan E vitamininin AKR kaynakli oksidatif stres {izerinde
azaltict etki gosterdigi vurgulanmistir. iki ¢alismada da E vitamininin AKR kaynakl
hasar1 kismen Onleyebildigini gosterilmistir. Bunun nedeni, E vitamininin serbest
radikalleri etkisiz hale getirebilme yetenegidir. Ancak E vitamininin koruyucu etkisinin

siirlt olmasi nedeni ile AKR kaynakli hasarlar tam olarak giderilemez, bu nedenle AKR
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kaynakli hasarlar1 tamamen Onleyebilecek ve tedavi edebilecek yeni tedavi stratejilerine
ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmistir.

Bu c¢alismanin birkag &nemli smirlilig bulunmaktadir. Oncelikle, arastirma
yalnizca erigkin erkek Sprague-Dawley ratlar {izerinde yiiriitiilmiis olup, elde edilen
sonuglarin insan fizyolojisine dogrudan genellenmesi giigtiir. Bu durum, tiirler arasi
fizyolojik farklar ve metabolik parametrelerin farklilik gostermesi nedeniyle, verilerin
klinik uygulamalara aktarilmasinda temkinli yaklagilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
Bunun yam sira, calismada belirli bir doz ve siire boyunca AKR ve E vitamini
uygulamalar1 incelenmis olup, farkli dozlarin, maruziyet siirelerinin veya diger
besinsel/diyet faktorlerinin etkileri kapsam disinda birakilmistir. Ayrica, elde edilen
bulgular endokrin sistemin gen ekspresyonu ve hormon diizeyleri ile ilgili temel veriler
sunmakla birlikte, AKR’nin aromataz gen ekspresyonunu hangi spesifik hiicresel
mekanizmalar araciligiyla etkiledigini tam olarak aydmlatmamaktadir. Ornegin, noral,
immiin veya vaskiiler sistemle etkilesimler ya da hiicre i¢i sinyal yolaklarinin detayh
incelenmesi bu calisma kapsaminda miimkiin olmamistir. Bu faktorlerin Gtesinde,
deneysel kosullarin kontrollii laboratuvar ortaminda saglanmis olmasi, ¢evresel ve
davranissal degiskenlerin etkilerinin arastirilmasi agisindan kisithiliklar dogurmaktadir.
Son olarak, ¢aligma popiilasyonunun nispeten simirlt sayida denekle yiiriitiilmiis olmast,
istatistiksel giic ve etki biiyiikliiklerinin daha genis kapsamli genellemeler yapilmasin
siirlandirmaktadir. Bu smirliliklarin farkinda olarak, gelecekte daha genis 6rneklem
gruplari, farkli doz ve siire uygulamalari, ¢ok yonlii biyokimyasal, molekiiler ve
fizyolojik analizler, insan verileriyle karsilastirma ve uzun donem takip calismalariyla
elde edilen sonuglarin daha kapsamli bir temelde yorumlanmasi hedeflenmelidir.
Boylelikle, bu calismadan elde edilen bulgularin translasyonel degeri artacak, AKR ’nin
endokrin sistem tizerindeki etkilerinin daha biitiinciil bir yaklagimla anlasilmasi

saglanabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma, yetigkin erkek sicanlarda uzun siireli AKR maruziyetinin lireme
endokrin dengesi ve aromataz gen ekspresyonu tiizerindeki etkilerini detayli bi¢cimde
ortaya koymustur. Aragtirma bulgular, AKR’nin visseral yag ve kas dokularinda
aromataz gen ekspresyonunu belirgin bigimde artirdigini, bu artigin da serum testosteron
seviyelerinde azalmaya, FSH diizeylerinde ise artigsa neden olabilecegini gdstermektedir.
Bu durum, AKR’nin iireme ekseninde kritik bir yere sahip olan hormonlarin iiretim,
salgilanma ve metabolizma siireclerini olumsuz yonde etkiledigini, dolayisiyla erkek
ireme fizyolojisine yonelik potansiyel bir risk faktorii olarak degerlendirilebilecegini
diistindiirmektedir.

Arastirmamizin sonuglari, AKR uygulamasinin yag ve kas dokularinda aromataz
gen ekspresyonunu arttirarak erkek tireme hormonlarinin sentezini ve dengesini, iireme
sagligin1 olumsuz yonde etkileyebilecegini, E vitamininin ise bu siirecte sinirli bir
iyilestirici etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, ¢evresel ve besinsel
yoldan aliman AKR’nin olast endokrin bozucu etkilerinin kapsamli bir bigimde
degerlendirilmesi gerektigini vurgulamaktadir. Aym zamanda arastirmamizin sonuglari
gerek deneysel tasarimin genisletilmesi gerek insan verileriyle korelasyon kurulmasi
gerekse farkli doz, siire ve beslenme aligkanliklarinin incelenmesiyle daha zengin bir veri
tabani olusturmay1 tesvik etmektedir. Bizim bu arastirmamiz, AKR’nin erkek iireme
fizyolojisi tlizerindeki olas1 bozucu etkilerinin daha iyi anlasilabilmesine, olasi etkili
koruyucu ve tedavi edici stratejilerin gelistirilmesine ve gelecekte gerceklestirilecek
calismalara zemin hazirlamistir. Bu konuda yapilacak olan daha kapsamli arastirmalarin
sonuglarimin, AKR ’nin lireme saglhig iizerindeki potansiyel toksik etki ve tehditlerinin
mekanizma/mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasini, etkili koruyucu ve tedavi edici
stratejilerin  gelistirilmesini ve insan sagligina yonelik politikalarin olusturulmasini

saglayabilecegini diisiiniiyoruz.
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