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OZET

Ratlarda Bisfenol A ile Olusturulan Testikiiler Toksikasyon Uzerine
Hesperidinin EtKkisinin Arastirilmasi

Amag: Bisfenol A (BPA) epoksi reginelerinden tiim plastiklere kadar yaygin kullanima sahip
bir ksenodstrojendir. Kalp, Karaciger, testis ve beyin gibi birgok doku ve organda hasara yol actig1 iyi
bilinmektedir. Calismamizda BPA ile olusturulan testis hasarinda antioksidan, antiinflamatuar,

antiapoptotik gibi 6zellikleri bilinen Hesperidinin koruyucu roliinii arastirdik.

Materyal Metod: Bu g¢alismada toplam 52 Spraque-Dawley irki erkek rat kullanildi.
Hayvanlar 4 esit grubu random olarak dagitildi. Gruplar; Grupl: Kontrol, Grup2:
Hesperidin(50mg/kg-ig/giin), Grup3: Bisfenol A(100mg/kg-ig/giin), Grup4: Bisfenol A(100mg/kg-
ig/giin) + Hesperidin(50mg/kg-ig/giin) olarak belirlendi. Deneysel siire¢ 14 giin boyunca devam etti.
Deneyler sonunda ratlardan alinan doku orneklerinden histopatolojik, immunohistokimyasal ve
ELISA yontemi kullanilarak analizler yapildi. Ratlardan alinan sperm &rneklerinde motilite,
yogunluk, 6li ve anormal sperm oranlari belirlendi. Serum 6rneklerinde ise ELISA yontemi

kullanilarak analizler tamamlandi.

Bulgular: Deney sonunda BPA uygulanan ratlardan alinan testis dokularindan ELISA
yontemiyle yapilan analizlerde oksidatif stres ile ilgili olarak MDA diizeyinin yiiksek oldugu, SOD,
Katalaz, GSH ve GPx diizeylerinin ise diisiik oldugunu tespit ettik. inflamasyon ile ilgili olarak ise
IL-1B, TNF-a, IL-6 ve COX-2 diizeylerinin yiiksek oldugu, IL-10 diizeyinin ise diigiik oldugunu
gordiik. Yine Apoptozis ile ilgili olarak p38 MAPK ve p53 diizeylerinin yiiksek oldugunu belirledik.
Testosteron sentezinde gorevi bulunan p450scc, 178-HSD3 ve StAR enzimlerinin diizeylerinde
azalma oldugunu gordiikk. BPA uygulanan ratlarin serumlarinda ise FSH, LH ve Testosteron
seviyesinin diigiik oldugu goriildi. Testis dokusundaki 8-OHdG, Bax ve Kaspaz 3 diizeyinin arttigi,
Bcl-2 diizeyinin ise diistiigii immunohistokimyasal yontemle gozlendi. Grup 4’te Hesperidinin;
oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis ve steroidojenik enzimler ile ilgili degerleri, BPA nin
olumsuz etkisinden korudugu ve ortaya ¢ikan verilerin kontrol ve hesperidin gruplariyla benzer

oldugu tespit edildi.

Sonuglar: BPA uygulanan ratlarda olusan testis hasarinda Oksidatif Stres, Inflamasyon,
Apoptozis ve Streoidojenik enzimler iizerine Hesperidinin koruyucu etkilerinin oldugu ve bu

parametrelerin fizyolojik diizeylerde kalmasinda 6nemli bir rol oynadigini tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: Apopotisis, bisfenol A, inflamasyon, steroidojenik enzimler, oksidatif

stres, testis
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ABSTRACT

Investigation of the Effect of Hesperidin on Testicular Toxication induced by
Bisphenol A in Rats

Aim: Bisphenol A (BPA) is a widely used xenoestrogen from epoxy resins to all
plastics. It is well known to cause damage to many tissues and organs, such as the heart, liver,
testicles, and brain. In our study, we investigated the protective role of Hesperidin, which is
known to have antioxidant, anti-inflammatory, and anti-apoptotic properties, in testicular
damage induced by BPA.

Material and Method: A total of 52 Spraque-Dawley male rats were used in this study.
Animals were randomly divided into four equal groups. Groups; Groupl: Control, Group2:
Hesperidin(50mg/kg-ig/day), Group3: Bisphenol A(100mg/kg-ig/day), Group4: Bisphenol
A(100mg/kg-ig/day) + Hesperidin(50mg/kg -ig/day) was determined. The experimental process
continued for 14 days. At the end of the experiments, histopathological, immunohistochemical,
and ELISA analyzes were made from the tissue samples taken from the rats. Motility, density,
dead and abnormal sperm rates were determined in sperm samples taken from rats. Analyzes of
serum samples were completed using the ELISA method.

Results: At the end of the experiment, we found that the MDA levels were high and the
SOD, Catalase, GSH, and GPx levels were low about oxidative stress in the analyzes performed
by the ELISA method from testicular tissues taken from the rats, which were administered BPA.
Regarding inflammation, we found that IL-18, TNF-a, IL-6, and COX-2 levels were high, while
IL-10 levels were low. Again, we determined that p38 MAPK and p53 levels were high in
apoptosis. We observed a decrease in the levels of p450scc, 17p-HSD3, and StAR enzymes,
which have a role in testosterone synthesis. FSH, LH, and Testosterone levels were found to be
low in the serum of rats administered BPA. It was observed by the immunohistochemical
method that 8-OHdG, Bax, and Caspase 3 levels increased, and Bcl-2 levels decreased in
testicular tissue. Hesperidin in Group 4 determined that the values related to oxidative stress,
inflammation, apoptosis, and steroidogenic enzymes were protected from the harmful effects of
BPA and the resulting data were similar to the control and hesperidin groups.

Conclusions: We found that Hesperidin has protective effects on Oxidative Stress,
Inflammation, Apoptosis, and Streoidogenic enzymes in testicular damage in BPA-treated rats

and plays a vital role in maintaining these parameters at physiological levels.

Key Words: Apoptosis, bisphenol A, inflammation, steroidogenic enzymes, oxidative
stress, testis
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1. GIRIS

Sentetik ksenodstrojenler (endokrin bozucu kimyasallar) arasinda Bisfenol A
(BPA), yillik iiretimi 3,8 milyon tonu asan énemli insan yapimi bilesiklerden biridir.*

BPA, epoksi regineleri, polikarbonat plastikler ve diger polimer materyallerin
sentezinde genis bir sekilde kullanilan endistriyel bir komponentdir. BPA'dan yapilan
polikarbonat plastikler; iyi mukavemet ve sertlik, termal kararlilik ve asit ile yaglara
kars1 diren¢ dahil olmak iizere miikemmel kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahiptir.
BPA, yukaridaki malzemelerde, plastik siselerde ve bebek biberonlari gibi yiyecek ve
icecek kaplarinda ve ayrica oyuncak, gozlik ve CD'lerde yaygm olarak kullanilir.
Epoksi regine, temel olarak metal iriinlere astar tiretmek igin kullanilir. Dis dolgu
macunlar1 ve termal kagit iiretiminde de bilesen olarak kullaniimaktadir.*

BPA, sindirim sistemi, solunum yolu ve cilt emilimi yoluyla organizmaya
girebilir; bununla birlikte sindirim sistemi en biiylik emilim kaynagidir ve viicuda giris
yoludur.®

BPA’ya maruz kalma yollar1 arasinda en baskin olan yol gastrointestinal
sistemdir, bunu solunum ve dermal yol izler. Genel popiilasyonda BPA maruziyetinin
en biiyiik nedeni; diyet yoluyla alinan BPA ile bulasik yiyecek ve su, ardindan solunum
yoluyla alinan hava ve tozdur. Termal kagit ve dis materyalleri maruziyetinin roli
kiictiktlir. Mesleki BPA maruziyeti, BPA ile ilgili iiriinler iireten kasiyerlere ve is¢ilere
odaklanmaktadir. BPA insan viicuduna girdikten sonra; kan, idrar, tiikiiriik, sa¢ vb.
dahil olmak iizere gesitli biyolojik numunelerde tespit edilebilir.®

BPA'nin farmakokinetigi ile ilgili bircok c¢aligma, BPA'min gastrointestinal
sistemden hizla emildigini ve daha sonra bagirsak ve karacigerde UDP-glukuronik asit
ile konjlige edilerek BPA-glukan metabolize oldugunu gosterir. Konjugasyon

reaksiyonuna, iiridin difosfat-glukuronil transferaz (UGT) aracilik eder. Sonug olarak,
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BPA ve metabolitleri idrar veya diski yoluyla atilir ve BPA'nin yar1 6mrii 6 saatten
azdir.” BPA-glukanin yam1 sira, BPA uygulamasmin daha yiksek dozlari
glukuronidasyon yolunda doygunluk meydana getireceg§inden dolayr BPA'nin diger
kiiciik metabolitleri olusabilmektedir.®

BPA, o0strojen ve androjen reseptorlerinin yami sira endokrin sisteminin
hormonlar1 ve viicudun diger sistemleri ile iligkili aril hidrokarbon reseptorii ve
peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptdr dahil olmak tizere gesitli reseptorlere
baglanabilir.® Endokrin bozucu aktivitesi, oksidatif ve mutajenik potansiyelin yan1 sira
hipometilasyon kabiliyeti nedeniyle BPA, hayvanlarda ve muhtemelen insanlarda ¢ok
yonlii toksik etkilere neden olabilmektedir.’® BPA'nin seks hormonlari, leptin, insiilin ve
tiroksin gibi ¢esitli hormonlarin islevini bozdugu ve hepatotoksik, immiinotoksik,
mutajenik ve kanserojen etkilere neden oldugu kanitlanmustir.!* Son veriler ayrica,
insanlarda BPA'ya maruz kalmanin obezite, diyabet ve kalp hastaligi riskini artirdigini
gdstermistir.1?

BPA'nin erkek iireme fonksiyonu iizerindeki zararli etkileri kemirgenler gibi
laboratuvar hayvanlarinda yaygin olarak arastirilmigtir. Vom Saal ve arkadaslar erkek
fareler iizerinde prenatal BPA maruziyetini arastirmis ve prepusiyal bezlerin boyutunun
arttigin1 ve epididimis boyutlarinin ise azaldigini ortaya koymuslardir. Bunun yani sira
sperm iiretiminin etkinliginin de azaldigmi bulmuslardir.® Testikiiler Leydig
hiicrelerinde Testosteron inhibisyonu, muhtemelen; BPA’nin steroidojenik proteinler
tizerine baskilayic1 etkisiyle gergeklesmektedir. Daha Once yapilan arastirmalarda
BPA’nin, steroidogenic acute regulatory protein (StAR) proteininin  ve
17-B-hidroksisteroid dehidrojenaz 3 (17p-HSD3) enziminin ekspresyonunu inhibe

ederek bu etkisini gosterdigi bildirilmektedir.** °

17



BPA antisteroidojenik etkisini, Leydig tiimor hiicrelerinde in vitro olarak LH
(luteinize edici hormon) reseptoriine adenilat siklazin baglanmasini1 dnleyerek gosterir
ve bu etki cAMP olusumu inhibe eder, bu testislerde testosteron sentezini engelleyen
onemli  mekanizmalardan  biridir.!* BPA  maruziyeti ile plazma FSH
konsantrasyonundaki azalma arasinda bir iliskinin oldugu ve BPA’nin FSH salinmasini
inhibe ettigi diisiiniilmektedir.*>

Polifenoller; patojenlere, radyasyona ve toksinlere karsi koruma saglayan farkli
bitki parcalarina renk ve lezzet veren biyolojik olarak aktif maddelerdir. Flavonoidler en
yaygin polifenollerden biridir ve bu bilesikler serbest durumda veya glikozitler olarak
faydali etkileri acisindan degerlendirilmislerdir. Hesperidin, bir disakkarite bagl flavon
aglikon hesperetin iceren bir glikozittir.'®

Hesperidin  (hesperetin-7-O-rutinosid)  flavanon, hesperetin'in ~ B-glikozit
formudur ve neredeyse sadece narenciye meyvelerinde, 6zellikle portakalda bulunur.®
Tath portakal suyu 487-584 mg hesperidin / 1 igerir.2’ Hesperidin ve aglikon hesperetin,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz, obezite ve diyabet gibi bir¢ok
dejeneratif hastaliga kars1 gesitli yararh saglik etkileri gosterdigi 6ne siiriilmiistiir.12®
Ek olarak, hesperetin metabolitleri icin protein kinazlar®®  gibi cesitli anahtar

i24—27

proteinlerle etkilesimler ve hiicresel fonksiyonlarla ilgili spesifik genlerin

indiiksiyonu veya azaltilmas1 yoluyla faydali saglik etkileri bildirilmistir.?8-3

Oral alimdan sonra, hesperidin ve aglikon hesperetin, bagirsak ve karaciger
dokusunda yogun bir sekilde metabolize edilir ve hesperetin, ¢ogunlukla sistemik
dolasimda konjuge formlarda bulunur.31-3*
Agiz yoluyla alinan hesperidin, ince bagirsakta P-glukozidazlar ile hidrolize

edilemezler, ancak kolon i¢ine girdiklerinde kolondaki enterositlere absorbe edilmeden

once kolonik mikrobiyota tarafindan hesperetin aglikonuna hidrolize edilir.
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Hesperetin'in kolonik mikrobiyotan salmimi, emilim igin hiz sinirlayict adimdir.®*
Hesperidinin aksine, hesperetin aglikonu pasif diflizyon ile dogrudan ince bagirsak
enterositine alnabilir.®?> Emilen hesperetin incebagirsak, kolon ve karacigerde; UDP-
glukuronosil transferazlar ve siilfotransferazlar tarafindan metabolize edilir.®® Insan
idrarinda mono-konjiigat ve di-konjiigatlar dahil olmak iizere bir¢cok hesperetin
metaboliti tanimlanmistir, bu da mono-konjiigatlarin daha fazla konjiigasyon gecirdigini
gosterir, 3% 33 36

Hesperidin dokularda meydana gelen oksidatif hasara ve inflamasyona karsi
koruyucu etkilere sahiptir. Dokudaki inflamatuar markirlarin miktarinda azalma
meydana getirir. Pro-inflamatuar sitokinlerin ve inflamatuar enzimleri baskilama
ozellikleri vardir. Ayn1 zamanda anti-inflamatuar markirlarin seviyesinde de artma
meydana getirir.%’

Hesperidin anti-apoptotik markirlarin  seviyesini artirirken, pro-apoptotik
markirlarm seviyelerinde azalma meydana getirmektedir.

Hesperidin ayn1 zamanda oksidatif DNA hasarmi ve lipit peroksidasyonunu
azaltmaktadir.*

Calismamizda, BPA ile olusturulan testikiiler toksikasyonda oksidadif stres,
inflamasyon, apoptozis ve steroidojenik enzimler tizerine hesperidinin koruyucu etkileri

arastirildi.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi; testis, epididimis, vas deferens, ejakulatorik kanallar,

iiretra, aksesuar cinsiyet bezleri ve penisi i¢ine alan doku ve organlardan olugmaktadir

(Sekil 2.1.).40

ens ¢

Vas defe

Sekil 2.1. Erkek Ureme Sisteminin Anatomisi.

2.1.1. Testislerin Yapis1 ve Fonksiyonel Organizasyonu

Testisler, erkek gametleri ve erkek cinsiyet hormonlarini1 (androjenler) iiretir.
Gamet {iretimi spermatogenez terimi ile ifade edilirken, erkek steroid hormonlarinin
tiretimi ise Steroidogenez terimi ile ifade edilir. Spermatogenez ve Steroidogenez,
morfolojik ve fonksiyonel olarak birbirinden ayirt edilebilen iki boliimde gergeklesir.
Bunlar seminifer tiibiil (tubuli seminiferi) ve seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel
kompartmanlardir. Anatomik olarak ayri1 olmasina ragmen, her iki bélme de birbiriyle
yakindan baglantilidir. Kantitatif ve kalitatif olarak normal sperm tiretimi i¢in her iki
kompartmanin de biitiinliigii gereklidir.*® Testisin genel yapis1 Sekil 2.2.°de

gosterilmigtir.**
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Sekil 2.2. Testis ve Spermatogenezis. (A) Testisin genel yapisi. (B) seminifer
tubuliin kesit alani. (C) Spermatogenezisin asamalari. (D) spermatit. (E) spermiyum.

Intersitisyel kompartmanin en énemli hiicreleri Leydig hiicreleridir. Bu hiicreler
testis kaynakli testosteronun ve insiilin benzeri faktor 3'iin kaynagini olusturmaktadir.
Leydig hiicrelerinin yan1 sira, interstisyel alan ayrica bagisiklik hiicreleri, kan ve lenf
damarlar, sinirler, fibroblastlar ve gevsek bag dokusu igerir. Leydig hiicreleri ilk olarak
1850'de Franz Leydig (1821-1908) tarafindan tanimlanmistir. Leydig hiicrelerinin en
onemli gorevi erkek cinsel hormonu olan testosteronu iiretmesi ve salgilamasidir. Her
10-50 Leydig hiicresi igin bir makrofaj bulunur. Makrofajlar muhtemelen Leydig
hiicrelerinin islevini ve steroid iretimini etkilemektedir. Proinflamatuar sitokinler,
Reaktif oksijen tirleri (ROS), nitrik oksit ve prostaglandinler, Leydig hiicre
fonksiyonunu  etkileyen diger unsurlardir.*? Leydig hiicre fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde katekolaminlerin de roliiniin olabilecegi ifade edilmektedir.*®

Spermatogenez; testislerin tiibiiller kompartmaninda gergeklesmektedir. Bu
bolge, toplam testis hacminin yaklasik %60-80'ini olusturur. Seminifer tiibiillerin yapis1

Sekil 2.3.de gosterilmistir.*
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Sekil 2.3. Seminifer tubiillerin yapist.

Testisin yapisinda germ hiicreleri ve iki farkli tipte somatik hiicre (peritiibiiler
hiicreler ve Sertoli hiicreleri) bulunmaktadir. Testis, bag dokusu septasi ile yaklagik
250-300 lobiile béliiniir. Genel olarak, bir testis yaklasik 600 seminifer tiibiil icerir.*°

Seminifer tiibiiller, bir bazal membran, bir kolajen tabakasi ve peritiibiiler
hiicrelerden (miyofibroblastlar) olusan bir lamina propria ile kaplidir. Peritiibiiler
hiicreler, hiicresel kontraktilite ile ilgili panaktin, desmin, gelsolin, diiz kas miyozini ve
aktin iiretir. Bu hiicreler ayrica hiicre dis1 matriksi ve tipik olarak bag dokusu hiicreleri
tarafindan eksprese edilen kolajen, laminin, vimentin, fibronektin, bliylime faktorleri,
fibroblast proteini ve adhezyon molekiilleri faktorlerlerini de salgilarlar.
Miyofibroblastlar, kendiliginden kasilma kapasitesine sahip, zayif sekilde farklilagmis
miyositlerdir. Olgun sperm, bu hiicrelerin kasilmasi ile seminifer tiibiillerin ¢ikisina
dogru taginir.*

Sertoli hiicreleri, germinal epitel iginde bulunan somatik hiicrelerdir. Bu hiicreler
bazal membran iizerinde bulunur ve seminifer tubulus liimenine kadar uzanir ve genis
anlamda germinal epitelin destekleyici yapisi olarak diistintilebilir. Sertoli hiicreleri ¢ok

cesitli faktorleri sentezler ve salgilar. Bunlara 6rnek olarak proteinler, sitokinler,
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bliylime faktorleri, opioidler, steroidler, prostaglandinler, hiicre boliinmesi modiilatorleri
sayilabilir. Sertoli hiicrelerinin morfolojisi, ¢esitli fizyolojik islevleriyle siki sekilde
iliskilidir. Sitoplazmasinda; endoplazmik retikulum, golgi cihazi, lizozomal graniiller ve
ayrica mikrotiibiiller ve ara filamentler bulunur. Genel olarak Sertoli hiicrelerinin
spermatojenik siireci topografik ve fonksiyonel olarak koordine ettigi varsayilir.*°

2.1.1.1. Spermatogenezis

Testislerde spermatozoonlarin olusumuna spermatogenezis denir.
Spermatogenezis testis dokusunda tubuli seminiferi kontorti denilen yapilar iginde
gerceklesir.  Spermatogenezisin  ilk asamasinda (¢ogalma evresi), A tipi
spermatogonyumlar ¢cogalarak ve doniiserek B tipi spermatogonyumlari olusturur. Bu
spermatogonyumlardan bir tanesi seminifer tiibiillerin bazal membraninda kalarak
spermatogonyumlarin siirekliligini saglar. Diger tip spermatogonyum ise Sertoli
hiicreleri  boyunca  seminifer tiibiillerin  bosluguna  dogru ilerlemektedir.
Spermatogenezisin ikinci agamasinda (biliylime evresi) ise; B tipi spermatogonyumlar
biiyiir, gelisir ve primer spermatositlere doniisiir. Bu degisimler sirasinda 2n kromozom
sayist degismez. Bundan sonra primer spermatositler olgunlasma evresine girer ve
mayoz | gecirerek sekonder spermatositleri olusturur. Primer spermatositlerden daha
kiiciik olan bu sekonder spermatositler bu boliinme sirasinda ¢ekirdeklerinde bulunan
kromozom sayis1 yariya diiger. Bunun nedeni ise her ¢ift kromozomun ayri ayri
sekonder spermatosite ge¢mesinden kaynaklanmaktadir. Bu olusan sekonder
spermatositler yine limene dogru hareket ederler ve etraflarim1 Sertoli hiicreleri
sarmaktadir. Her sekonder spermatosit, spermatit olusturmak tizere majoz II gegirir ve 4
esit spermatit olusur.*

Bu olusan spermatitler, tiire 6zgii olan kromozom sayisinin yarisina sahiptir.

Spermatitlerin sitoplazmalar1 boldur ve ¢ekirdekleri yuvarlaktir. Sitoplazmalarinda,
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cekirdegin hemen bitisiginde 1yi gelismis bir golgi aygiti ve ¢ok sayida mitotokondri
bulunmaktadir. insanlarda her spermatit ¢ekirdeginde 23 adet eslesmemis kromozom
mevcuttur. Spermatitler gergek anlamda haploittirler, yani kromozomlarinda yalnizca
bir tane kromatin bulunur.**

Spermatitlerin ¢ekirdekleri sekillendiginde bu kromozomlar kromatine doniisiir.
Seminifer tiibiil limeninin yakininda bulunan bu spermatitler baskalasim evresine
girerler ve Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma oyuklar1 denilen bolgelerine
gomiiliirler. Burada olgunlagma islemi tamamlanan spermatozoonlar seminifer tubiil
liimeni boyunca hareket ederler.**

Bu spermatitlerin spermatozoonlara doniisiim siirecine Spermiyogenezis
denilmektedir. Spermatitlerin ¢ekirdeginde de koklii degisiklikler meydana gelir. RNA,
su ve glikojen kaybolur, sitoplazma yavas yavas c¢ekirdegin big¢imini alarak uzar.
Spermatozoonlarda spermatitlerden farkli olarak golgi aygitinda graniiller gelistigi ve
bu graniillerin ise akrozom denilen kese iginde birlestigi goriilmektedir.**

Spermatozoonlarin, Sertoli hiicrelerinden uzaklasarak seminifer tiibiil liimenine
atilmasi olayma spermiasyon denilmektedir. Lumene atilan spermatozoonlar, rete
testise, oradan da eferent kanalciklar yoluyla epididimise gegmektedir.*

2.1.2. Epididimis

Epididimis, testislere bitisik ve baglantili, virgiil seklinde ve testis boyunca
uzanan bir kisimdir. Epididimisler sikica sarilmis bir tiip olan duktus epididimis igerir.
Epididimiste sperm olgunlagsmasi tamamlanir ve ejakulasyon anina kadar saklanir.
Ejakulasyon sirasinda, epididimisi ¢evreleyen diiz kaslar kasilir ve olgun sperm bir
sonraki tiip olan duktus deferensi gegmeye calisir. Duktus epididimisin duvarlari,

spermi besleyen stereosilya ad1 verilen mikrovilli igerir.*°
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2.1.3. Duktus Deferens veya Vas Deferens

Duktus deferens, epididimisten sonra gelen kanaldir. Sperm epididimisten
ayrildiktan sonra buradan geger. Ductus deferens karin bosluguna girer, mesane
etrafindan geger ve seminal vezikiilden gelen kanalla birlikte ejakiilatuar kanala
baglanir. Ejakulasyon kanalina girmeden 6nce duktus deferens genisleyerek ampulla adi
verilen bir bolge olusturur. Duktusu cevreleyen diiz kaslarin peristaltik kasilmalari
ejakiilasyon sirasinda spermin one dogru ilerlemesini saglar. Spermler bu ana kadar
duktus deferens'de depolanir.*°

2.1.4. Ejakiilator kanallar ve Uretra

Uretra, idrar ve meni i¢in gecis yoludur. Uretranm ii¢ bélgesi bulunur:

* Prostatik iiretra; prostat bezinden gecer.

* Membrandz iiretra; lirogenital diyaframdan gecer.

» Siingerimsi iiretra; penisten geger.

Uretra, penisin iiretral agiklik diye ifade edilen u¢ kisiminda sonlanir.*°

2.1.5. Eklenti bezleri ve Penis

Aksesuar cinsiyet bezleri olarak da tanimlanan eklenti bezleri, spermi tasiyan
gecis yollarina gesitli salgilar birakarak meninin s1vi kismina katkida bulunurlar.

Seminal vezikiiller hem sagda hem de sol tarafta ductus deferensin ampullasina
acilan kivrimli ve uzun bir kesedir. Cok fazla dallanma gosteren tubulo-alveolar bir
bezdir. Bezin epitelleri ise tek katl1 olup prizmatiktir.*

Seminal vezikiiller, vajinadaki asidi nétralize eden; alkali bir siviy1, sperm i¢in
enerji saglayan; fruktozu ve sperm canliligini artiran, spermin rahime girmesine

yardimct olan ve uterus kasilmalarini uyaran; prostaglandinleri salgilarlar.*°
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Seminal vezikiiller ayrica; testosteron denetiminde gorevini yerine getirirler.
Testislerin ¢ikarilmasin sonucu kiiglildiigi goriilen bezin, testosteron enjeksiyonu
sonrasi tekrar bilyiidiigii gozlenmistir.**

Seminal vezikiiller salgilarmi ductus ejakulatoryus denilen bir kanalla prostat
igerisinden iiretraya aktarirlar.

Prostat bezi, idrar kesesinin hemen altinda bulunan, 25-50 lobcuktan olusan
tubulo-alveolar yapiya sahip bir bezdir. Bezin tam ortasinda idrar kesesinden ¢ikan
iiretra gegmektedir. Prostat ise salgisin1 20 kadar kiiciik kanalcik vasitasiyla bu kanala
dokmektedir. Salgi hiicreleri; sitrik asit, kalsiyum, asit fosfataz ve fibrinolizin
icermektedir. Bu salgi siit goriiniimiindedir ve alkali 6zellik tagimaktadir. Fibrinolizin
disi iireme yollarinda pihtilasmis olan spermay sivilastirir ve akici olmasini saglar.**

Bulboiiretral bez, penisin hemen baslangicinda kok kisminda bulunmaktadir.
Uretra prostat bezini gectikten sonra bu beze ulasmaktadir. Berrak, alkali 6zellige sahip,
koyu kivamda yapiskan ve miikiis iceren bir salgiya sahiptir. Salgilarii iiretraya
vermektedir. Bu salgi ejakulasyon sirasinda iretrayr kaygan bir hale getirir. Bu
kayganlik sayesinde spermatozoonlarin {retraya yapigmasit engellenir. Ayrica
spermatozoonlarin gegisi dncesi asidik durumda olan kanalin hem nétiirlesmesini hem
de temizlenmesini saglamaktadir.**

Penis hem idrarin disar1 ¢ikarilmasinda hem de spermanin disi genital organa
aktarilmasinda onemli gorevi bulunmaktadir. Kok, govde ve bas olmak iizere 3
kisimdan olusmaktadir. Kok kismi viicut i¢ginde bulunur. Penis atardamari arteria
penistir. Penisi distan scrotum denilen ince bir deri kaplar. Deri altinda ince bir diiz kas
tabakas1 bulunur ve ereksiyon sirasinda kas telleri tonusunu yitirir, deri uzar ve genisler.

Deri altinda tunika albuginea da denilen sert bir bag dokusu bulunmaktadir. Bu

bag doku igerisinde bol miktarda kollojen iplikler bulunmaktadir. Tunika albuginea
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penis yumusak oldugu durumda kalinlasir, ereksiyon sirasinda ise incelir. Tunika
albuginea’dan ayrilan diizensiz bdlmeler (septumlar) ve bolmecikler (trabekiiller)
penisin i¢ kisimlarina dagilir. Bu septumlar ve trabekiiller; penisin asil yapisini
olusturdugu bilinen korpus kavernosumlardaki bosluklarin  duvarimi meydana
getirmektedir.*

2.1.6 Testis Fonksiyonun Kontrolii

Testisler, spermatozoa ve androjenik hormonlar {irettikleri i¢in {ireme ve
endokrin sisteminin 6nemli bir parcasidir. Her iki testis fonksiyonu da hipotalamik-
hipofiz ekseninin karmasik ve hassas bir sekilde diizenlenmis kontrolii altindadir.

2.1.6.1 Hipotalamo-Hipofiz-Testis Ekseninin Fonksiyonel Organizasyonu

Hipotalamus, talamusun hemen altinda ve ara beynin tabaninda bulunur.
Hipotalamus ile hipofiz bezi arasinda ¢ok siki bir iliski mevcuttur. Hipofiz, hipofiz sap1
ile hipotalamusa baglidir. Bu baglanti bolgesinden hem sinir telleri hem de kan
damarlar1 gegmektedir. Portal kan damarlar1 6n hipofizle baglanti kurarken, sinir telleri
ise arka hipofizle baglanti halindedir. Hipotalamusta kortikotropin salgilatici hormon
(CRH), tirotiropin salgilatict hormon (TRH), biiyiime hormon salgilatict hormon
(GHRH), biiyiime hormonu salmimmini kisitlayict hormon (GHRIH), gonodotropin
salgilatict hormon (GnRH), prolaktin salgilatict hormon (PRH), prolaktin salinimini
kisitlayict hormon (PIH), melanosit uyaricti hormon salinimii kisitlayict hormon
(MSHIH) ve melanosit uyarict hormon salgilatict hormon (MSHRH) sentezlenir ve
salgilanir.** GnRH hipotalamusta bulunan preoptik alan ve arkuat ¢ekirdekten salgilanr.
GnRH hipotalamo-hipofizer portal sistem yoluyla 6n hipofize ulagir. Daha sonra GnRH,
on hipofizde bulunan endokrin hiicrelere (gonadotropik hiicreler) luteinize edici hormon
(LH) ve folikiil uyarict hormonu (FSH) sentez ettirir. Kan yoluyla testislere ulasan LH,

seks hormonlarinin, 6zellikle testosteron, dihidrotestosteron (DHT) ve daha kiigiik
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miktarlarda estradioliin iiretimini ve salgilanmasini aktive etmek igin Leydig
hiicrelerinde eksprese edilen spesifik reseptorlere baglanir. FSH, spermatogenezi
desteklemek igin Sertoli hiicrelerinde bulunan reseptérlerine baglanir.

Hipofiz gonadotroplar1 gonad fonksiyonunu kontrol eden merkezi yapilardir.
GnRH salgilanmasi ise hipotalamusta bulunan GnRH néronlarinin yiizeyinde bulunan
GPR54 reseptoriiniin Kisspeptin adi verilen bir néromediyatorle aktive edilmesine
baglidir. Hipofiz islevi, ayrica aktivitesini hem dogrudan hem de hipotalamus
vasitastyla etkileyen gonadal steroidlerin ve peptitlerin kontrolii altindadir. Cok siki
anatomik ve fonksiyonel baglantilar1 nedeniyle, hipotalamus ve hipofiz bezi benzersiz
bir fonksiyonel birim olarak diisiiniilebilir.4°

FSH, biylik molekiillii bir glikoprotein yapisina sahip hormondur. FSH,
testislerde hedef hiicre zariin dis membranindaki reseptorlere baglanarak hiicre i¢inde
adenilat siklazi aktive eder. Etkin duruma gecen adenilat siklaz ise ATP’yi siklik
AMP’ye (cAMP) doniistiiriir. cAMP ise steroid yapidaki hormonlarin sentezini
uyarmaktadir.**

FSH, spermatogenezin gerceklesmesinde ¢ok Onemli role sahiptir. FSH,
seminifer tiibiillerde daginik halde bulunan Sertoli hiicrelerini uyarir ve
spermatogonyumlardan spermatozoon olusumunu baslatir. Ancak; spermatozoon
olusumunun tamamlanmasi testosteron etkisiyle meydana gelmektedir.*

LH, glikoprotein yapisina sahiptir. GnRH, 6n hipofizde bulunan gonodotropik
hiicrelere baglanir ve hiicre zarmin dis membranindaki reseptorlere baglanarak hiicre
icinde adenilat siklaz1 aktive eder. Etkin duruma gegen adenilat siklaz ise ATP’yi
cAMP’ye déniistiiriir. ;cAMP ise hiicre i¢inde LH iiretimini uyarmaktadir.**

LH testislerde bulunan Leydig hiicreleri iizerine etkisini gostererek testosteron

tretimini  saglamaktadir. Leydig hiicrelerinden salinan testosteronun bir bdolimii
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seminifer tiiblilde bulunan epiteli besler ve Sertoli hiicrelerine spermatozoon olusumu
icin gerekli olan testosteronu saglar. Boylece FSH nin spermatojenik etkisini testosteron
tamamlar. Seminifer tiibiillerde bulunan Sertoli hiicreleri inhibin adi verilen bir hormon
salgilar. Inhibin ise negatif feedback mekanizmasi yoluyla 6n hipofizden FSH
salinimin1 baskilayarak spermatogenez siirecini kontrol etmeye katkida bulunur. 44
Testosteron, testislerde bulunan Leydig hiicrelerinde kolesterol iizerinden
sentezlenmektedir. Testosteronun sentezinde gorevli olan Star ve P450scc,
kolesterolden pregnenolon sentezinde gorevli enzimlerdir.*® 17B-hydroxysteroid

dehydrogenases (17p-HSDs), androstenone’den testosteron sentezinde gorevli bir enzim

grubudur.*® Bu mekanizma asagida Sekil 2.4. te gosterilmisgtir.*®

Cholesterol
* StAR
* cypiial
3B-HSD cyp21 cypt1
Pregnenolone e Progesterone —— 11-Deoxycorticosterone ———m corticosterone
cyp17 + cyp17
3B-HSD cyp21 cyp11
17-OH Pregnenolone ——p= 17-OH Progesterone ———pm 11-Deoxycortisol — Cortisol
cyp17 *Cypﬂ “11 -HSD
* i 3B-HSD Aro b
DHEA —  Androstenedione = ——#= Estrone Cortisone
H 17B-HSD HﬁB-Hso H 17B-HSD
4 3B-HSD Aro
Androstenediol —_— Testosterone —® Estradiol
5a-R
Dihydrotestosterone
Sekil 2.4. Testosteron sentez asamalart.
2.2. Bisfenol A

Sentetik ksenoostrojenler arasinda bulunan Bisfenol A (BPA), yillik {iretimi 3,8
milyon tonu asan dnemli insan yapimi Kimyasal bilesiklerden biridir.!3

BPA, epoksi regineleri, polikarbonat plastikler ve diger polimer materyallerin
sentezinde genis bir sekilde kullanilan endiistriyel bir komponentdir. BPA'dan yapilan
polikarbonat plastikler; iyi mukavemet ve sertlik, termal kararlilik ve asit ile yaglara

kars1 direng dahil olmak {izere miikemmel kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahiptir.
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BPA; giinliik hayatimizda kullandigimiz plastik siseler (su, meyve suyu, siv1 yag siseleri
gibi.), plastik bardak ve tabaklar, plastik gida saklama kaplar1 ve bebek biberonlar1 gibi
yiyecek ve icecek kaplarinda, oyuncak, gozliikk ve CD gibi birgok tiriinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Epoksi regineleri, temel olarak metal {iriinlere astar liretmek igin de
kullanilir. Dis dolgu macunlari ve termal kagit iiretiminde de bilesen olarak

kullanilmaktadir.*” BPA nin kimyasal yapis1 Sekil 2.5. de gosterilmistir.*®

il

|
CH,
BPA
Sekil 2.5. BPA’nin kimyasal yapisi.

2.2.1. Bisfenol A’min Viicuda Girisi ve Farmakokinetigi

BPA’nin organizmaya en 6nemli giris yolu sindirim sistemidir. Bununla birlikte
solunum ve deri yoluyla da organizmaya gecebilir. Genel popiilasyonda BPA
maruziyetinin en biiyiikk nedeni; plastik kaplarda tutulan yiyecek ve igeceklerle bulasik
BPA’nin gidalarla birlikte tiiketilmesi sonucu sindirim sistemi iizerinden viicuda
girisidir. BPA’nin etkin olarak viicuda giris yollarindan biri de solunum yoluyla alinan
hava ve tozlarla olan maruziyetidir. Deri ve mukoza iizerinden termal kagit ve dis

materyalleri ile maruziyetinin rolii kiigtiktiir.
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Mukozal Bolge Senasal Bolge
Bisfenol &
_q- e | 15 T2 A
Bigtenol A Transporte
""'--,..__‘_‘_ uaT Bisfanol & ransportes
-1.-'_]-._'_.-.-._.' Glukoronid
Glukoronid
Wenoz Bolge Sinbdzoidal Bélge
Bisfenol &
Bisfeno A transporterg WGT ‘_,_vﬁmenﬂ A trensporter
. —* Glukoronid
Glukoronid
Glukononid
fSulfat

~Sekil 2.6. BPA’ nin bagirsakta ve karacigerde dagilimi ve metabolizmasi. (A)
Ince bagirsak mukoza hiicrelerinde BPA’nin dagilimi ve metabolizmasi. (B)
Hepatositlerde BPA’nin dagilimi ve metabolizmasi.

BPA'nin farmakokinetigi ile ilgili bircok c¢alisma, BPA'nin gastrointestinal
sistemden aktif transport yoluyla hizla emildigini ve daha sonra bagirsak ve karacigerde
UDP-glukuronik asit ile konjiige edilereck BPA-glukuronide (BPA-glukan) metabolize
oldugunu gosterir. Konjugasyon reaksiyonuna, tridin difosfat-glukuronil transferaz
(UGT) aracilik eder. Sonug olarak, BPA ve metabolitleri (BPA siilfat, BPA glukan,
konjuge olmayan BPA) idrar veya diski yoluyla atilir. BPA insan viicuduna girdikten

sonra; kan, idrar, tiikiiriik, sa¢ dahil olmak iizere cesitli biyolojik numunelerde tespit

edilebilir.*’ Bu olay dongiisii Sekil 2.7°de gosterilmistir.*’
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BPA Maruziyet Kaynaklari
o
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Sekil 2.7. Insanlarda BPA'ya maruz kalma yollar1 ve kaynaklari, BPA tespiti i¢in
biyolojik ornekler.

2.2.2. Bisfenol A’nin Organizmaya Olan Etkileri

Yapilan ¢alismalar ile BPA'nin sinir sistemi, bagisiklik sistemi ve lireme sistemi
dahil olmak tiizere farkli sistemler ve organlar ilizerinde zararh etkileri olabilecegi
belirlenmistir.*’ Lipofilik dzelliginden dolay1 kan-plasenta ve kan-beyin bariyerlerini
kolaylikla gegebilir. Bir¢ok calisma, BPA'nin endokrin sistemi ve beyin fonksiyonlarin
kontrol eden ndronal aglarin gelisimine miidahale edebilecegini gdstermistir.*® Ayrica;
Xu ve ark. (2016)*° da yapmus olduklar1 bir ¢alismada bagisiklik sistemi ile ilgili
hiicrelerin ve fonksiyonlarin BPA maruziyetine bagli olarak degistigini gérmiislerdir.

BPA antisteroidojenik etkiye sahiptir. BPA, etkisini Leydig hiicrelerinde
luteinize edici hormon (LH) reseptoriine adenilat siklazin baglanmasini 6nleyerek
gosterir. Bu etki cAMP olusumunu inhibe ederek testislerde Testosteron sentezini
engelleyen énemli mekanizmalardan biri olarak degerlendirilir.*® BPA hipofiz bezindeki
dstrojen reseptorlerine baglanarak FSH salinimini inhibe etmektedir.®* BPA uygulanmus
perinatal ratlarin F1 ve F2 erkek yavrularinin testis fonksiyonlar1 iizerine yapilan bir
calismada serum FSH, LH ve Testosteron seviyelerinde bir azalma meydana geldigi

tespit edilmistir.'® Yine baska bir calismada ise BPA maruziyetine bagl olarak FSH
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miktarinin azaldigi, LH miktarinin ise arttig1 bildirilmektedir. S6z konusu ¢alismada bu
durumun olusmasina azalan testosteron ve inhibinin neden oldugu bildirilmektedir.>
Bunun yaninda BPA maruziyeti sonucunda LH diizeylerinde onemli degisikligin
olmadigmni ifade eden calismalarm da olduguna literatiirde rastlanilmistir.>® Bu farkl
bildirimler yapilan ¢alismalarin metodolojisi ile ilgili olarak degerlendirilmektedir.
BPA'nin erkek genital sistem {izerine olan zararli etkileri deney hayvanlar
lizerinde yaygin olarak arastirlmistir. Erkek fareler {lizerinde yapilan bir ¢alismada
prenatal BPA maruziyetinin prepusyal bezlerin boyutlarinda artmaya ve epididimis
boyutunda ise azalmaya neden oldugu bildirilmistir. S6z konusu ¢alismada BPA’nin
spermatogenezisi negatif yonde etkiledigi ve BPA’ya maruz kalan ratlarda sperm
sayisinin dnemli diizeyde azaldig tespit edilmistir.>* BPA uygulamasi serum testosteron
seviyelerinde ciddi diizeyde azalmalara sebep olmaktadir. Testosteron sentezinde
gorevli olan steroidojenik proteinler BPA tarafindan baskilanarak testosteron sentezinin

engellendigi ifade edilmektedir. BPA uygulamasinm, StAR proteininin ve 17-B-

hidroksisteroid dehidrojenaz 3 enziminin (17p-HSD3) ekspresyonunu inhibe ettigi rapor
edilmistir.}4 1°

Redoks dengesinin diizenlenmesi hiicre i¢in hayati neme sahiptir. Aslinda hiicre
fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretir. ROS, sadece radikal ve radikal
olmayan oksijen tiirevlerini degil ayni zamanda; reaktif nitrojen tiirlerini (RNS)’de
kapsamaktadir. BPA, antioksidan enzimlerin seviyesinin azalmasi, ROS ve RNS
mediyatdrlerin artmasi yoluyla hiicre icinde oksidatif hasara yol agmaktadir.>®

BPA, oksidatif strese ek olarak inflamasyonu da uyarmaktadir. Oksidatif stres ile

inflamasyon arasinda bir iliski bulunmaktadir. ROS, Nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells (NF-«xB) iizerinden inflamasyonu indiiklemektedir. *°
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BPA’nin testikiiler Leydig hiicrelerinde p38 Mitogen activated protein kinase
(p38-MAPK) ve p53 aktivasyonunu indiikleyebildigi bildirilmistir. BPA'min bu
uyarimimin ise Leydig hiicrelerinde, benzer sekilde Sertoli ve germ hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi bildirilmektedir.5-58

2.3. Serbest Radikaller, Oksidatif Stres

Serbest radikaller atomik orbitalde eslenmemis elektronlar (e-) tasiyan
molekiiller olarak tanimlanabilir.>*%! Bu tamim hidrojen atomunu (eslestirilmemis e-),
gecis metallerini ve oksijen molekiiliinii icerir.®! Serbest radikallerin ¢ogu,
eslestirilmemis elektronlar nedeniyle diger molekiillere elektron verebilecegi gibi
onlardan elektron alabildigi igin yiiksek reaktiviteye sahiptirler.®? Bu nedenle, bir
indirgeyici veya oksidan gorevi gorebilirler.>®®! Serbest radikaller ilk olarak Gomberg
tarafindan 1900 yilinda kesfedilmistir. Bu molekiiller viicutta siirekli olarak olusur ve
antioksidan savunma sistemi ile yok edilir. Bu dengenin serbest radikal yoniinde
bozulmasi, hiicre hasarlarina yol acar. Bu durum oksidatif stres olarak tanimlanir.
Oksidatif stres, yetersiz bir antioksidan savunma mekanizmasiyla veya ¢esitli
durumlarda artan serbest radikallerden kaynaklanir. Sonug¢ olarak hiicrede; DNA,
proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve enzimler zarar gorebilir.5%6°

2.3.1. Serbest Radikallerin Tipleri

2.3.1.1. Siiperoksit Radikali

Siiperoksit radikali (O27), hiicrenin metabolik fonksiyonlarinda veya patolojik bir
durumda, bir elektron (O2 + e+ O27) almasi ve oksijenin indirgenmesi sonucu olusur.
Molekiiler oksijen ilk ara iirlindiir. Alinan oksijenin yiizde 2'si viicutta siiperoksit
radikallerine doniistiiriilir. Bu siiperoksit radikalleri, oksidasyon reaksiyonlart ve

fagositik olaylar sirasinda olusur ve DNA’ ya zarar verebilir.%6-%8
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2.3.1.2. Hidrojen Peroksit
Hidrojen peroksit (H20.), iki elektron alarak veya siiperoksit radikalinin
dismutasyonu (kimyasal bir reaksiyon sonucu ayni maddeden 2 farkli iiriin ortaya
¢ikmasina verilen bir addir) sirasinda oksijen molekiiliiniin indirgenmesiyle hiicredeki
birgok reaksiyon sirasinda tiretilir. Makrofaj aktiviteleri ve tiroid hormonu biyosentezi
gibi birgok hiicresel metabolik fonksiyonda rol oynayan hidrojen peroksit, 6zellikle
mitokondride oksidatif elektron taginmasi sirasinda iiretilir ve ayrica hiicrelerde ¢ok az
miktarda bulunur. Hidrojen peroksit, radikal olmasa da oksitleyici bir ajandir. Demir ve
bakir gibi gegis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ile hidroksil radikali
olusumuna da neden olur. Hidrojen peroksit, katalaz ve peroksidaz ile suya
doniistiiriilerek detoksifiye edilir.67-°
2.3.1.3. Hidroksil Radikali
Hidroksil radikali (OH'), oksijen radikalleri arasindaki en reaktif radikaldir.
Yiizden fazla DNA modifikasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir.
Hidroksil radikali temel olarak ti¢ farkli mekanizma tarafindan tiretilir:
1) Su ayrigsmasina neden olan iyonlastirici radyasyon,
2H,O0 —» H20 * + e + HyO Reaksiyon hidroksil radikali olusumu ile
sonuglanir. H,O*— H. + OH.
2) Alkil hidroperoksitlerin fotolitik ayrismasi
3) Fenton reaksiyonuna gore, metallerin katalizinde H2O2'nin ayrismasi sonucu
olusur.%% 67
2.3.1.4. Peroksil Radikali
Peroksil radikali (ROO’) hidroperoksil radikalinin konjugat asitidir. Lipid
peroksidasyonunu baslatir, proteinlerin modifikasyonuna neden olur. Siiperoksit radikali

ile sinerjistik bir etkiye neden olarak DNA'ya zarar verebilir.5 70 71
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2.3.1.5. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO), organizmada yaygin olarak bulunan, bir¢ok hiicre ve dokuda
dogal olarak sentezlenen, Omrii saniyelerle ifade edilen, eslesmemis bir elektron igeren
serbest radikal bir gazdir.

Nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan, 6zellikle vaskiiler endotelyal hiicrelerde
uiretilir. Nitrik oksit sentaz enzimi bilinen {i¢ izoforma sahiptir, noronal, endotel ve
indiiklenebilir. Nitrik oksit, oksidatif stres altinda apoptozu, sitotoksisiteyi, mutajenezi
ve DNA hasarm arttirir ve ayrica lipit oksidasyonuna neden olur.5% 2

2.3.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikaller, organizmadaki metabolik aktivitenin bir sonucu olarak veya
cesitli dis faktorlerle ortaya cikan oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlari sirasinda
meydana gelir.” 7

2.3.2.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Plazma membranlar1 hem serbest radikal olusumu hem de serbest radikalleri
hedef alan zincir reaksiyonlari ve ayrica lipit peroksidasyonunun gerceklestigi yer
nedeniyle biiyiik dneme sahiptir. ROS, viicutta lipooksijenaz, siklooksijenaz, ksantin
oksidaz, miyeloperoksidaz ve sitokrom p-450 gibi bir¢ok enzimin aktivitesinin bir
sonucu olarak tretilmektedir. Prostaglandin sentezinde, siklooksijenaz enzimleri
tarafindan katalize edilen arasidonik asidin oksidasyonu sirasinda hidroksil radikalleri
olusur.

Enzimler, serbest radikallerin hem olusumuna hem de detoksifiye edilmesine
aracilik edebilirler.”® Otooxidasyon reaksiyonlar sirasinda da yine siiperoksit radikalleri
olusmaktadir.® " Hem Proteinlerinin, serbest radikaller igin bir kaynak olabilecegi

gosterilmistir.”” "® Mitokondriyal elektron tasinmasi sirasinda da serbest radikaller

olusmaktadir.”® Hiicre i¢i oksidatif solunum zincirinde mitokondri tarafindan oksijen
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radikallerinin olusumu mitokondriyal proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar verir.8% 8! E.

coli iizerinde vyapilan c¢alismalar, bazi sitozolik enzimlerin siiperoksit radikali
olusturdugunu, ancak ana siiperoksit radikali kaynaginin elektron tasima zinciri
oldugunu gostermistir.%? Peroksizomlar, hiicrede bulunan hidrojen peroksitin &nemli
kaynaklandir, ¢iinkii yiiksek konsantrasyonlarda oksidaz igerirler ve hidrojen peroksitin
onciisii olan siiperoksit radikallerini olusturduklari gosterilmistir.®®

Gegcis metalleri, 6zellikle demir ve bakir, fizyolojik kosullarda cesitli oksidasyon
asamalarinda gorev alirlar. Oksidasyon asamalari sirasindaki elektron degisimi;
oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlari ile meydana gelmektedir.

Fe** + e « Fe?*

Cu**+e < Cu'

Gegis metalleri bu 6zelliklerden dolay: serbest radikal reaksiyonlarii hizlandirir
ve reaksiyonu katalize ederler. Gegis metalleri Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari ile
de hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikalinin sentezini katalize edebilirler.5®
62, 74

Fe?* + H,0,— Fe* + HO + OH" (Fenton Reaksiyonu)

02" + H,O2 — 02+ HO' + OH™ (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2.3.2.2. Eksojen Serbest Radikal Kaynaklari

Ekzojen serbest radikal kaynaklar: arasinda radyasyon, dogal gaz, sudaki klor ve
ozon gibi ¢evresel kirleticiler, sigara dumanindaki nitrik oksit ve aldehitler ayrica ilaglar
ve diger ksenobiyotikler bulunur.’®-8

2.3.3. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest radikaller proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara, niikleik asitlere ve
DNA'ya zarar verme Kkapasitesine sahiptir. Hicre i¢i antioksidan savunma

mekanizmalar1, serbest radikallerin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin asir1 yiikselmesi
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sonucunda yetersiz kalabilir. Hiicre i¢i bilesenlerle reaksiyona girebilir, bununla birlikte
metabolik ve hiicresel bozukluklara neden olabilirler. Oksidatif stres hiicrenin tipine,
strese ve maruziyetin siddetine baglidir.”® 48

Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri: Serbest radikallerin DNA {izerinde de
zararli etkileri vardir.%® Ozellikle iyonlastirici radyasyona maruz birakilarak olusan
serbest radikaller DNA'y1 etkiler ve hiicrelerde mutasyonlara ve dliimlere neden olur.
Aktif notrofillerden salinan hidrojen peroksit, zarlardan kolayca hiicre cekirdegine
yayilarak DNA hasarina, hiicre fonksiyon bozukluguna ve sonunda hiicre 6liimiine
neden olur. Hidroksil radikali yine deoksiriboz ve bazlar ile reaksiyona girerek hasara
neden olmaktadir. Bu nedenle DNA, serbest radikaller tarafindan kolayca zarar
gorebilen onemli bir hedeftir.8" 8

Proteinler Uzerindeki Etkileri: Proteinlerin serbest radikal hasarina duyarliligs,
amino asit bilesimine, protein aktivasyonundan veya yapisal diizenlemeden sorumlu
amino asitlerin konumuna ve hasarli proteinin onarilabilirligine baglidir.?° Reaktif
oksijen tiirleri, peptit baglar1 veya amino asit yan zincirleri ile reaksiyona girer. Bu
reaksiyonlar ayrica demir ve bakir gibi katyonlardan da etkilenir. Oksidatif olarak
hasara ugramis proteinler ya diisiik molekiil agirlikli lirtinlere ayrilir veya c¢apraz baglh
yiiksek molekiil agirlikli {irinler olusturur.®® Doymamis ve kiikiirt igeren molekiiller
serbest radikallere kars1 yiiksek bir reaktiviteye sahip oldugundan, triptofan, tirozin,
fenilalanin ve sistein gibi amino asitler iceren proteinler serbest radikallerden kolayca
etkilenir. Ozellikle, kiikiirt ve karbon merkezli radikaller olusur. Bu reaksiyonlarmn bir
sonucu olarak, ¢ok sayida distilfiir bagi iceren proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur.
Bu nedenle, proteinler normal islevlerini yerine getiremezler.%: %2

Karbonhidratlar Uzerindeki FEtkileri: Serbest radikallerin karbonhidratlar

tizerinde de 6nemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin 0z-oksidasyonunun sonucu olarak;

38



yapilarinda H2O2, peroksitler ve oksoaldehit iiriinleri olusur. Diyabet, kanser ve sigara
ile iliskili kronik hastaliklar gibi patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar. Oksoaldehitler
DNA, RNA ve proteinlere baglanma ve aralarinda capraz baglantilar olusturma
yeteneklerinden dolay1 antimitotik etkilere sahiptir. Bunun kanser ve yaslanmada bir rol
oynadig1 diisiiniilmektedir.%

Membran Lipidler Uzerindeki Etkileri: Biyolojik membranlar ve hiicre igi
organeller (mitokondri, endoplazmik retikulum), membran fosfolipitlerinde ¢oklu
doymamig yag asitlerinin varligindan dolay1 oksidatif saldirilara agiktir. Bu nedenle,
serbest radikallerin saldirilarinin bir sonucu olarak lipit peroksidasyonu adi verilen bir
dizi reaksiyon baglatilir. Lipid peroksidasyonu, membran lipitlerinin oksidatif hasarinin
bir sonucu olarak hiicre zar1 yapisinin bozulmasidir. Hiicre zarlarmin biitiinliigii ve
akiskanlig1 hiicrenin devamlilig icin 6nemlidir.%?

2.3.4. Antioxidant Savunma Sistemi

Serbest radikallerin  olusum hizi ve c¢evreden wuzaklastirilma oranlari,
metabolizmada oksidatif denge adi verilen homeostatik mekanizmalarla sabit
tutulmaktadir. Bu oksidatif denge kuruldugu siirece, organizma serbest radikallerden
etkilenmez. Organizmada meydana gelen serbest radikal artig1 veya serbest radikallerin
ortamdan uzaklastirilmasinda meydana gelen aksakliklar, bu oksidatif dengenin
bozulmasina neden olacaktir. Buna ‘oksidatif stres' denir. Oksidatif stres, serbest
radikallerin olusumu ve antioksidan savunma sistemi arasinda bir dengesizlik ile
sonuclanir ve doku hasarma yol acar.®* Metabolizmadaki doku hasarlar1 ve serbest
radikal reaksiyonlari; kronik kalp hastaliklari, arterioskleroz, diyabet, inme,
norodejeneratif bozukluklar, alzheimer, katarakt, kanser gibi bir¢ok hastaliga neden
olur.® % Serbest radikal tiirlerinin neden oldugu bu zararlart onlemek icin

metabolizmada savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bu mekanizmalara antioksidan
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savunma sistemleri olarak adlandirilir. Antioksidan savunma sisteminde gorev alan
molekiillere de antioksidanlar denir.®” ®® Antioksidan savunma sistemleri organizmada
iiretilen serbest radikallerin dengede kalmasini saglayarak bunlarin neden oldugu
zararlar1 ortadan kaldirilmasini saglar ve oksidatif stresi yok etmeye calisir.
Antioksidanlar, metabolizmadaki hiicrelere zarar vermeden serbest radikal tirlerini
stabilize eden ve verebilecekleri hasar1 en aza indiren molekiillerdir.®’

Iyi bir antioksidan;

- Ozellikle serbest radikallerin etkinligini ortadan kaldirabilmeli,

- redoks metalleri ile selat olusturabilmeli,

- doku ve viicut sivilarinda uygun seviyelerde bulunmali,

- emilmesi kolay olmali,

-hem s1v1 ortamlarda hem de membranlarda kolayca calisabilmelidir.%

Cesitli ozelliklerde serbest radikaller i¢in hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara
ithtiya¢ vardir. Hidrofilik antioksidanlar sitosol ve hiicre dis1 sivilarda bulunur ve
lipofilikler ise membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur.}®®  Antioksidanlarin
smiflandirilmasi farkli sekillerde yapilabilir. Metabolizma ve isleyis yerlerine gore,
plazma antioksidanlar1 (beta-karoten, askorbik asit, tirik asit, seruloplazmin, vb.), hiicre
zarinda bulunan antioksidanlar (alfa-tokoferol,) ve hiicre i¢i antioksidanlar (siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz vb.) veya yapilarina ve aktivitelerine gore
enzimatik  antioksidanlar ve  enzimatik olmayan  antioksidanlar  olarak
siniflandirilabilirler. Enzimatik antioksidanlar glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit
dismutaz gibi enzimleri igerirken, enzimatik olmayan antioksidanlar karotenoidler,
tokoferoller, askorbik asit, fenolik bilesikler gibi genel doga kaynakli besinler igerisinde
bulunur. Fenolik bilesikler gibi metabolik kokenli antioksidanlar albiimin, bilirubin ve

seruloplazmin seklinde smiflandirilabilir.%® 10t
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2.3.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.3.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, oksijenin metabolize oldugu hiicrelerde bulunan en 6nemli antioksidan
enzimlerden biridir.l%2 1939'da Mann ve Keilin, hemokuprein adi verilen sigir
eritrositlerinden bakir igeren mavi bir protein izole ettiler, ancak bu kristalize proteinin
enzimatik aktivitesi belirlenemedi. Daha sonra, hemokupreine benzer baska bir bakir
igeren protein, insan eritrositlerinden katalize edildi ve eritrokuprein olarak adlandirildi.
Ancak bu molekiilde de herhangi bir enzim aktivitesi tespit edilemedi. Daha sonra
yapilan bir caligmalarda goriildi ki hem hemokupreinde hem de eritrokupreinde
enzimatik aktivite bulunmaktadir. Basit bir saflastirma ydntemiyle SOD enziminin
varhg tespit edildi.!®® SOD, antioksidanlarin savunmasinda ilk adim olan siiperoksit
anyonlarin hidrojen peroksite katalize edilmesini saglamaktadir.?%4 10

202 +2H"+ SOD — 0 + H.0»

Enzimatik dismutasyon reaksiyonunda, siiperoksit anyonlardan bir tanesi ilk
once enzimdeki guanido arginin grubuna baglanir. Bu baglanma sirasinda, bir elektron
vererek Cu*?yi Cu*e doniistiiriir. Superoksit anyonu bu sekilde molekiiler oksijene
dontisiir. Diger siiperoksit anyonu, ortamdaki elektronlar1 ve protonlari alir ve hidrojen
peroksit olusumunu saglar. Boylece, dismutasyon reaksiyonu tamamlanmistir. Bu
reksiyonlar1 asagidaki gibi genelleyebiliriz.

M™D*-S0D + O, — M™-SOD + O;

M™-SOD + O + 2H* — M(™Y*-SOD + 0H,0;

M = Cu (n=1); Mn (n=2); Fe (n=2); Ni (n=2).
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2.3.4.1.2. Glutatyon peroksidaz1 (GSH-Px)

GSH-Px enzimi ilk olarak 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan dokusunda
kesfedildi. Genellikle daha yiiksek bitki ve bakterilerde bulunmasina ragmen, bazi alg
ve mantarlarda da bulundugu bildirilmistir.5% 106

Bu enzimin iki ana tipi tanimlanmistir. Bu tiplerden biri, selenyuma bagimli
GSH-Px (Se-GSH-Px)’dir. Se-GSH-Px, H202'in oksidasyonu dahil olmak tizere gesitli
hidroperoksitleri katalize eder. Oksitlenmis glutatyon (GSSG), GSH-Rd enzimi ile
tekrar GSH'ye indirgenir.®2

H202 (ROOH) + 2GSH — GSSG + 2H20 (ROH)

GSSG + NADPH + H+ GSH-Rd + —— 2GSH + NADP*

GSH-Px ‘in diger tiirii ise, selenyuma bagimli olmayan proteinlerden olusur ve
H202'ye karst ihmal edilebilir aktivite gosterir. Bu enzim grubuna GST denir ve
GSH'nin elektrofilik bilesiklerle konjugasyonunu katalize eden proteinler olarak
tanimlanr,% 107

Se-GSH-Px, her birimin aktif bdlgesinde bir atomik Se igeren dort protein alt
biriminden olusur. Molekiil agirlig: yaklasik 85,000 dalton’dur. Sitosol ve mitokondride
bulunur. Se, selenosistein formundadir ve normal sistein i¢indeki siilfiir yerine Se
bulunur (R-SH yerine R-SeH).

2.3.4.1.3. Malondialdehit (MDA)

Kontrolii yapilamayan oksidatif stresin sonuglarindan biri (prooksidan ve
antioksidan seviyeleri arasinda prooksidanlar lehine dengesizlik), oksidatif hasarin
neden oldugu hiicre, doku ve organ hasaridir. Endojen ROS iiretiminin birincil
kaynaklari, enzimatik reaksiyonlar, katekolaminler ve hidrokinon gibi ¢esitli bilesiklerin
otooksidasyonu dahil olmak iizere cesitli mekanizmalar yoluyla mitokondri, plazma

zar1, endoplazmik retikulum ve peroksizomlardir. Iyonlastirici radyasyon, ultraviyole
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1sinlar, titiin dumani, patojen enfeksiyonlar, cevresel toksinler ve herbisit/bocek
oldirticiiler gibi farkli uyaranlar ise in vivo ROS firetiminin digsal kaynaklaridir.
Yiiksek diizeyde serbest radikallerin veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), lipidlere
dogrudan zarar verebilecegi uzun zamandir bilinmektedir.'%

Lipid peroksidasyonu, genel olarak, serbest radikaller veya radikal olmayan
tirler gibi oksidanlarin, karbon-karbon ¢ift baglar1 igeren lipitlere saldirmasi olarak
tanimlanir. Lipitler ayrica lipoksijenazlar, siklooksijenazlar ve sitokrom P450 gibi
enzimler tarafindan oksitlenebilir. Membran lipid peroksidasyonuna yanit olarak ve
spesifik hiicresel metabolik kosullara ve onarim kapasitelerine gore hiicreler, hiicrenin
hayatta kalmasini tesvik edebilir veya hiicre 6liimiinti indiikleyebilir. Fizyolojik veya
diisiik diizeyde lipid peroksidasyonu sekillendiginde, hiicreler, yapisal antioksidan
savunma sistemleriyle veya antioksidan proteinlerinin artmasi yoluyla hayatta kalmalari
saglanir. Buna karsilik, orta veya yiiksek lipid peroksidasyonu sekillendiginde oksidatif
hasarin boyutu onarim kapasitesini asar ve hiicrelerde apoptozu indiiklenir.1%8

Lipid peroksidasyonu, ¢ok c¢esitli oksidasyon firiinleri iretir. Lipid
peroksidasyonunun basglica birincil iriinleri lipid hidroperoksitleridir (LOOH). Lipid

peroksidasyonu sirasinda ikincil tiriinler olarak olusabilen maddelerden birisi ise

MDA’ dir. MDA nin molekiiler yapisi asagida gosterilmistir, %

H H
i i
Sekil 2.8. MDA nin molekiiler yapisi.
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MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile kolay reaksiyona girmesi nedeniyle omega-3
ve omega-6 yag asitlerinin lipid peroksidasyonu i¢in uygun bir biyobelirte¢ olarak uzun
yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. MDA, Klinik durumlarda oksidatif stresi
belirleyen en popiiler ve en giivenilir belirteglerden biri oldugu i¢in ve MDA'nin yiiksek
reaktivitesi ve toksisitesi nedeniyle bu molekiiliin ¢alisma siklig1 oldukea fazladir.'%

2.3.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.3.4.2.1. Glutatyon (GSH)

GSH, L-glutamik asit, L-sistein ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikli bir
tripeptittir. Hiicrede ¢ogunlukla sitosol, mitokondri ve ¢ekirdekte bulunur. Hiicre ici
glutatyonun ¢ogunlugu tiyol (azaltilmis glutatyon, GSH) seklinde ve daha az siklikla
disiilfid (okside glutatyon, GSSG) seklinde bulunur.®?

Giglii bir niikleofilik 6zelligi olan GSH, detoksifikasyonu saglamak igin
elektrofilik bilesiklerle konjugasyona girer. Bu reaksiyon, tioeter (merkapturik asit ve
N-asetil-sistein tiirevleri) olusumu ile sona erer ve ortaya ¢ikan {iriinler de idrarla atilir.
GSH'nin elektrofilik bilesik ile konjugasyonu, GST enzimi ile olmaktadir.?

GSH, Se-GSH-Px ve dehidroaskorbat rediiktaz enzimlerinin bir substratidir.
GSH cesitli peroksitler ve serbest radikaller i¢in bir indirgeyici maddedir. Serbest
radikallerin hiicre iginden temizlenmesi enzimatik olmayan bir sekilde gergeklesirken,
peroksitlerin temizlenmesi GSH-Px ile saglanir. Hidroperoksitler ve H202'in GSH-Px
ile metabolizmasi GSH'nin oksidasyonu ile ilgilidir. GSSG, GSH-Rd ile azaltilir ve
GSH, NADPH varliginda yeniden olusturulur.5?

H202 (ROOH) + 2 GSH — GSSG + 2H20 (ROH)

GSH ile GSSG arasindaki denge, GSH-Rd ve GSH-Px enzimleri tarafindan

dizenlenir.
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GSH ayrica membran gecirgenligi, DNA sentezi, protein ve enzim aktivitesinin
diizenlenmesi gibi gorevlerle de ilgilidir.1%°

2.3.4.2.2. Katalaz (KAT)

Katalaz Sumner ve Dounce tarafindan 1937'de sigir karacigerinden elde
edilmistir. Molekil agirligi 240,000 g/mol civarindadir. KAT'lar dort protein alt
biriminden olusur. Her alt birim ayrica enzimi, substrat H>Oz'e kars1 koruyan, molekiilii
indirgenmis bir NADPH igerir. Doku veya hiicrelelerin depolanmasi, dondurularak
kurutulmas, asit ve alkalilerle maruziyeti KAT’1n alt birimlerinin ayrilmasina ve enzim
aktivitesinin kaybolmasina yol a¢ar. KAT hayvanlardaki tiim organlarda bulunur, ancak
esas olarak karaciger ve kirmizi kan hiicrelerinde bulunur. Ayni zamanda hiicre igindeki
peroksizomlarda ve mitokondri ve endoplazmik retikulumda da bulunurlar.t

2 H202 + KAT — 02+ 2H20

KAT, SOD'a benzer bir dismutasyon reaksiyon mekanizmasi ile H202'yi O2 ve
H.0' ye ayirarak biyolojik sistemlere zararli olan H2O2'ye kars1 koruma saglar.®2

KAT’mn ayrica in vitro kosullar altinda nitrit (NO2)'i nitrat (NOz")’a, elementer
civayi da civa IT'ye (Hg?") oksitleyebilecegi ileri siiriilmiistiir. !

2.4. inflamasyon

2.4.1. interlokin 1p

Interlokin-1 (IL-1), bagisiklik ve inflamasyon icin olduk¢a 6nemlidir. IL-1
ailesinin, agonist aktiviteye sahip 7 ligand (IL-1 o ve IL-1 B, IL-18, IL-33, IL-36q, IL-
36, IL-367y), 3 reseptor antagonisti (IL-1Ra, IL-36Ra, 1L-38) ve 1 anti-enflamatuar
sitokin (IL-37) olmak tizere 11 iiyesi bulunmaktadir. IL-1o ve IL-1B, farkli genler
tarafindan kodlanmasina ragmen, ayn reseptore (IL-1R1) baglanir ve benzer biyolojik
ozelliklere sahiptir. Bununla birlikte, bagisiklik, inflamasyon ve kanser iizerine farkli

etkilerinin bulunabilecegi bildirilmistir. IL-1a prekiirsorii, tiim gastrointestinal sistem,
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akciger, karaciger, bobrek, endotelyal hiicreler ve astrositlerin epitel katmanlarinda
yapisal olarak mevcuttur. Miyokardiyal enfarktiis, felg, akut bobrek yetmezligi ve timor
nekrozu gibi iskemik hastaliklarda meydana geldigi gibi nekroz yoluyla hiicre 6liimii
sirasinda, IL-la prekiirsori salinir. IL-1B prekiirsoriiniin aksine, IL-la prekiirsorii
tamamen aktiftir ve inflamasyon sirasinda bir dizi inflamatuar sitokin ve kemokin
kaskadim1 hizl1 bir sekilde baslatarak bir "alarm" olarak islev goriir.**?

Buna karsilik IL-1pB, IL-1 ve diger sitokinler (TNF-a gibi) tarafindan tetiklenerek
kan monositleri, doku makrofajlari, deri dendritik hiicreleri ve beyin mikroglias1 gibi
hematopoietik hiicrelerde tretilir. IL-1o prekiirsoriiniin aksine, IL-1p prekiirsorii aktif
degildir. Ancak kaspaz-1 tarafindan aktif sitokin haline déntstiiriilir ve hiicre dis
bosluga salinir. Kaspaz-1 hematopoietik hiicrelerde bol miktarda bulunmasina ragmen,
prokaspaz-1’in ilk olarak inflammasom’dan ayrilmasi gerekmektedir. Bu inflammasom
kompleksinin anahtar bileseni, Kriyopirin olarak da adlandirilan protein-niikleotid
baglama alan1 ve 16sin acisindan zengin pirin igeren protein-3'tiir (NLRP3). Kaspaz 1,
kendisi bu kompleks yapidan, 6nce ayrilir daha sonra aktiflesir. IL-1p prekiirsorii aktive
edilmis kaspaz 1 tarafindan IL-1p’a doniistiiriiliir ve bu doniisen IL-1’1ar hiicre disina

Y2 |L_-1B immun reaksiyonlar icin amplifikatér olarak gérev yapar. Inflamatuvar

salinir.
hastaliklarin  belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. IL-1p eksik farelerde
inflamasyonun azaldigi, inflamasyon sekillenen durumlarda ise miktarinin arttig
gdzlemlenmistir. !

2.4.2. TNF-alfa

1975'te timor nekroz faktoriiniin (TNF) tanimlanmasindan ve 1984'teki
izolasyonundan bu yana, bu molekiiliin 17 kDa olarak salgilanan formu, bir dizi farkli

hiicre tipinde sayisiz fonksiyona sahip ve gii¢lii bir enflamatuar sitokin oldugu tespit

edilmistir. TNF-a, esas olarak monositler/makrofajlar tarafindan iiretilir, ancak T ve B

46



lenfositleri, mast hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler, nétrofiller, fibroblastlar ve
osteoklastlar gibi hiicrelerde daha kiigiik miktarlarda da olsa TNF-a salgilayabilir.
TNF-a ilk olarak hiicre yiizeyinde eksprese edilebilen transmembran proteini
(MTNF-a) olarak firetilir, burada ya kalmaya devam eder ya da TNF doniistiiren enzim
tarafindan aktif olarak boliinerek ¢oziniir ve sSTNF-a formuna donistirilir; STNF-o
daha sonra dolasima salinir ve kan plazmasinda saptanabilir hale gelir. MTNF-o ve
STNF-a 'min her ikisi de iki reseptoriinden birinin aracilik ettigi hiicresel islevleri yerine
getirir, tim dokularda bulunabilen TNFR1’nin aksine; TNFR2 birincil olarak bagisiklik
hiicrelerinde, noronlarda ve endotel hiicrelerinde bulunmaktadir. mTNF-a, hiicreden
hiicreye etkilesimleri ileten bir ligand olarak islev goriir ve TNFR2'ye (birincil biyolojik
hedefi) baglandiginda, sTNF-o'dan daha giiglii bir yanit1 indiikleyebilir; ilging bir
sekilde, mTNF-o'nin ayrica hiicrede disaridan igeriye sinyalizasyonu baglatarak bir
reseptOr olarak islev gordiigii de gosterilmistir. TNFR1 ve TNFR2’de, mTNF-a ve
STNF-o’nin hiicre disindaki baglanma bolgeleri birbirine benzesede, reseptorlerin hiicre
icinde kalan bolgeleri birbirinden farklidir. TNFR1’in sitoplazmik kuyrugu bir 6liim
alan1 (DD) igerir ve bu TNFRI1 ile iligkili DD (TRADD) olarak isimlendirilirken, ote
yandan TNFR2, bir hiicre i¢i DD'ye sahip degildir. Hem TNFR1 hem de TNFR2 sinyal
yolaklar1 NF-kB aktivasyonuna ve bir hiicrenin hayatta kalma tepkisinin uyarilmasina
yol agabilse de TNFR1 ayni1 zamanda fizyolojik kosullara bagli olarak bir hiicre 6liimii
tepkisini de indiikleyebilir; bununla birlikte, her iki TNFR'nin diizenlenmesi hiicresel
ortama baglidir. TNF-a bu yolak iizerinden hiicrede inflamasyonun uyarilmasinda
gorevli olup, hiicre i¢inde inflamasyon sekillenip sekillenmediginin belirlenmesinde

biyobelirteg olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir 14
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2.4.3. Interlokin 6

IL-6; inflamasyon sirasinda birgok hiicre tipi tarafindan salgilanabilen, 184
amino asitlik dort helikal sarmalli bir sitokindir. IL-6, Toll benzeri reseptorlerin
(TLR'ler) lipopolisakaritler (LPS) ile baglanmasindan sonra monositler ve makrofajlar
tarafindan, IL-1 uyarimindan sonra fibroblastlar, keratinositler, astrositler ve endotelyal
hiicreler tarafindan ve aktif B hiicreleri ve T hiicrelerinin alt kiimeleri ve viral
enfeksiyonlardan sonra mikroglial hiicreler tarafindan salgilanirlar.  IL-6, hiicre
yiizeyinde bulunan IL-6R’ye baglanarak hiicre i¢inde glikoprotein 130’u aktiflestirir ve
hiicre i¢i sinyalizasyon kaskadini baglatir ve sonu¢ olarak ¢ekirdek iizerinden
transkripsiyon baslatilmis olur. Genel olarak IL-6, immiin hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinin yani sira metabolik fonksiyonlar1 ve diizensiz aktiviteye bagl
proinflamatuar eylemleri igceren homeostatik fonksiyonlarda gérevi bulunmaktadir. Bu
nedenle, ciddi uzun vadeli yan etkilerden kaginmak i¢in IL-6'nin homeostatik
fonksiyonlarmi  korumak ¢ok Onemlidir. Aksine, IL-6'min pro-enflamatuar
aktivitelerinin, siklikla artmis oldugu bazi hastaliklar i¢in inhibe edilmesi gerekir.!*®

2.4.4. interlokin 10

IL-10, bagisiklik iizerinde hem dogrudan hem de dolayli olarak genis bir etki
yelpazesine sahip giiclii bir anti-inflamatuar bagisiklik bastirict sitokindir. Inflamatuar
tepkilerin azaltilmasinda onemlidir. Birka¢ hiicre tipi IL-10 {iretebilir ancak birgok
enfeksiyon igin en 6nemli in vivo kaynaklar; monositler ve makrofajlardir. Ozellikle
makrofajlar, enfeksiyon sirasinda kontrolsiiz inflamatuar sitokin tiretimini azaltmak i¢in
negatif ve pozitif bir geri besleme dongiisiinde IL-10 tretir. IL-10 ekspresyonu, IFN-y
ve IL-10'un kendisi tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Ek olarak, IFN-y, 1L-10
tiretim yoluna miidahale edebilir ve bunun iretimini fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)

yoluyla bloke edebilir.
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2.4.5. COX-2

Siklooksijenaz (COX) enzimleri, arasidonik asitten prostaglandin {retimini
katalize eder. Prostaglandinler, viicuttaki inflamasyon aracilar1 ve modiilatorleri olarak
islev gorir. COX enzimleri iki alt tiptedir, yani COX-1 ve COX-2. COX1,
prostaglandin  olusumunu katalize eder ve dolayisiyla koruyucu gorevleri
bulunmaktadir. COX-2 enzimi, inflamasyona ve agriya neden olan prostaglandinleri
tretir. COX-2 {iretimi, interlokin-I, TNF-o, doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve
lipopolisakarit (LPS) gibi birkag proinflamatuar sitokin tarafindan indiiklenir.!’

2.4.6. Niikleer Faktor-Kappa B

Niikleer Faktor-Kappa B (NF-kB) proteinleri, transkripsiyon faktorler
ailelerinden birisidir. Inflamasyon ve bagisiklikta merkezi &neme sahiptir. NF-kB
transkripsiyon faktorleri ayrica hiicre biliylimesini, farklilagmasini, gelisimini ve
apoptozu diizenlemede rol alan yiizlerce genin ekspresyonunu diizenler. NF-xB
proteinleri ailesi, 5 farkli {iyeye sahiptir. Bu aile iiyelerinin timii, DNA’ya baglanmasi
ve dimerizasyonu i¢in gerekli olan bir Rel-homoloji (RHD) bélgesine sahiptir. Ailenin
tic Rel iiyesi, RelA (p65 olarak da bilinir), RelB ve cRel, gen ekspresyonunu pozitif
olarak diizenlemeye hizmet eden bir c-terminal transkripsiyon aktivasyon alanina
sahiptir. Diger iki memeli NF-xB proteini (NF-xB1, NF-kB2) ise Rel proteinlerinden
biri ile bir heterodimer olarak eslestirilmedikce genellikle transkripsiyonu aktive etmez.
Bu c¢esitlilik goz Oniine alindiginda, NF-xB homo- ve hetero-dimerlerinin DNA
baglanma aktivitesini diizenlemek i¢in ¢ok cesitli mekanizmalarin ortaya c¢ikmasi
sasirtict degildir. Genel olarak, NF-xB aktivitesi, genellikle DNA baglanmasini inhibe
eden Inhibitor of nuclear factor kappa B (IkB) proteinleri tarafindan diizenlenir. Bu
proteinlerden tigli "tipik" IkBs'ler, yani IkBa, IkBB ve IkBe’dur. Bu proteinler, NF-xB

proteinlerine baglanir ve DNA baglanma alanlarini maskeler. Ayrica, giiglii niikleer
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sinyallere sahiptirler ve genellikle NF-kB proteinlerini ¢ekirdekten ¢ikarirlar ve bu
nedenle bir¢ok yolla inhibe edicidirler. NF-xB 'yi aktive etmenin bir¢ok yolu olmasina
ragmen, NF-«xB hedef genlerinin aktivasyonuna yol acgan iki ana sinyal yolu tarif
edilmistir. Bunlara kanonik (veya klasik) ve kanonik olmayan (veya alternatif) yollar
ad1 verilir. Kanonik NF-«B yolu, ¢ogunlukla TNF Reseptor siiper ailesi, TLR'ler ve
Interlokinler igin sitokin reseptdrleri gibi proinflamatuar reseptdrlerin uyarilmasiyla
aktive edilir. Ayn1 zamanda genotoksik ajanlar tarafindan da aktive edilir. Kanonik
olmayan NF-xB aktivasyonu, TRAF2 ve TRAF3'in goérevlendirilmesi yoluyla sinyal
veren spesifik TNF reseptor ailesi tiyeleri tarafindan uyarilir. NF-xB, tiim bu yolaklar
tizerinden inflamasyonun sekillenmesinde merkezi bir rol oynar. Bir¢cok calismada bu
yolagin  aktivasyonu yoluyla inflamasyonun sekillendigi veya baskilandig
goriilmektedir.

2.5. Apoptozis

Apoptozis, hiicre Oliimiiniin  programlanmis bir seklidir ve memeli
spermatogenezisi sirasinda germ hiicre farklilagmasina yol agan olaylarda énemli bir rol
oynar. Bazi igsel ve digsal faktorler, apoptozun artmasina yol acar, bu da infertilite ile
iligkili sperm tiretiminin azalmasina neden olur.

Apoptoz, bircok gen tarafindan diizenlenen aktif ve programlanmis bir hiicre
Oliim siirecidir. Apoptoz, eksojen veya endojen sinyal molekiilleri tarafindan tetiklenir.
Ekstrinsik yol, hiicreye 6liim reseptorleri yoluyla iletilebilir. intrinsik apoptotik yolda,
mitokondri etkilenir, Bax (Bcl-2-associated X protein) ve Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)
aktiflestirilir, mitokondriyal membran gegcirgenliginde degisikliklere neden olunur ve
kaspaz-9'u daha sonra kaspaz-3'i aktive edilir. Kaspaz-3, en kritik apoptoz yliriitme

proteini olarak gorev yapar.!®
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Bcl-2 ailesi, mitokondriyal apoptotik yolakta onemli bir rol oynar. Bcl-2,
mitokondriden sitozole sitokrom ¢ salinimini geciktiren Bcl-2 ailesinin antiapoptotik bir
iiyesidir, Bax ise Bcl-2 ailesinin proapoptotik iiyesidir ve mitokondriden sitozole
sitokrom salmimini uyararak Bcl-2'nin sitoprotektif etkisine kars1 koyar. '

En Onemli oksijensiz radikal olan hidroksil radikalinin, guanin gibi DNA
zincirinin niikleobazlar1 ile etkilesimi 8-OHdG (8-hydroxy-2' -deoxyguanosine)
olusumuna yol acar. Oksijen radikalleri tarafindan 8-OHdG olusumu ilk olarak 1984
yilinda Kasai ve Nishimura tarafindan bildirilmistir. 8-OHdG, en c¢ok incelenen
oksitlenmis metabolitlerden biridir ve DNA'nin oksidatif hasari1 i¢in bir biyobelirteg
olarak kabul edilir. 8-OHdG seviyeleri sigara, yaslanma veya mesleki olarak fiziksel,
kimyasal veya biyolojik maddelere maruz kalma nedeniyle artar.'?°

Cogu hiicre dis1 uyaran, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal
yollarinin aktivasyonu yoluyla spesifik hiicresel tepkiler olusturabilir. MAPK'lar, hem
sitoplazmik hem de niikleer hedefleri fosforile edebilen serin/treonin protein
kinazlardir.'?!

MAPK’larin iiyelerinden birisi olan P38 MAPK'lar, inflamasyon tepkisinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan IL-1 ve TNF-a gibi iltihaplanma 6ncesi sitokinler
tarafindan giiclii bir sekilde aktive edilir.'?*

Tiimor baskilayicilar doku homeostazini siirdiirmek, yani bir organizma igindeki
belirli bir dokudaki hiicrelerin sayisin1 ve davranigini kontrol etmek i¢in hareket eder.
Bunu yapmak icin, genellikle anormal ¢ogalmay1 onleyen bir veya daha fazla siireci
diizenlerler. p53, en kapsamli olarak incelenen tiimor baskilayicidir ve ¢esitli hiicre
cogalmasini Onleyici siireclere aracilik etmek ic¢in ¢esitli hiicresel stres formlarina yanit
olarak etki eder. Bu nedenle p53, hiicre dongiisii kontrol noktalarini, DNA onarimini,

hiicresel yaslanmay1 ve apoptozu tesvik etmek i¢in DNA hasari, hipoksi veya anormal
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onkojen ekspresyonu ile aktive edilebilir. Sonu¢ olarak, p53 islevinin bozulmasi,
kontrol noktas1 kusurlarini, genomik istikrarsizligi ve uygun olmayan hayatta kalmay1
tesvik ederek hasarl hiicrelerin siirekli ¢ogalmasina ve evrimine izin verir.?

2.6. Hesperidin

Polifenoller, patojenlere, radyasyona ve toksinlere karsi koruma saglayan farkli
bitki pargalarina renk ve lezzet veren biyolojik olarak aktif maddelerdir. Flavonoidler en
yaygin polifenollerden biridir ve bu bilesikler serbest durumda veya glikozitler olarak
faydali etkileri acisindan degerlendirilmislerdir. Hesperidin, bir disakkarite bagl flavon

aglikon hesperetin igeren bir glikozittir.’® Hesperidinin kimyasal yapis1 Sekil 2.9. de

gosterilmistir.}?
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Sekil 2.9. Hesperidin’in kimyasal yapisi.

Hesperidin (hesperetin-7-O-rutinosid) flavanon, hesperetinin -glikozit formudur
ve neredeyse sadece narenciye meyvelerinde, 6zellikle portakalda bulunur.!® Tath
portakal suyu 487-584 mg Hesperidin/L igerir.?’ Hesperidin ve aglikon hesperetinin,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz, obezite ve diyabet gibi bircok
dejeneratif hastaliklara kars1 faydal etkilerinin olabildigi 6ne siiriilmiistiir.?*23
2.6.1 Hesperidinin Metabolizmasi
Oral alimdan sonra, hesperidin ve aglikon hesperetin, bagirsak ve karaciger

dokusunda yogun bir sekilde metabolize edilir ve hesperetin, ¢ogunlukla sistemik

dolasimda konjuge formlarda bulunur.®** Agiz yoluyla alman hesperidin, ince
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bagirsakta B-glukozidazlar ile hidrolize edilemezler, ancak kolon i¢ine girdiklerinde
kolondaki enterositlere absorbe edilmeden Once kolonik mikrobiyota tarafindan
hesperetin aglikonuna hidrolize edilir.> Hesperetinin salimi, emilim i¢in hiz simirlayict
adimdir.3* Hesperidinin aksine, hesperetin aglikonu pasif difiizyon ile dogrudan ince
bagirsak enterositine alinabilir.®? Emilen hesperetin incebagirsak, kolon ve karacigerde;
UDP-glukuronosil transferazlar ve siilfotransferazlar tarafindan metabolize edilir.*®
Insan idrarinda mono-konjiigat ve di-konjiigatlar dahil olmak iizere birgok hesperetin
metaboliti tantmlanmistir, 3% 3336

2.6.2. Hesperidinin Koruyucu Etkileri

Hesperidin dokularda meydana gelen oksidatif hasara ve inflamasyona karsi
koruyucu etkilere sahiptir. Dokudaki inflamatuar markirlarin miktarinda azalma
meydana getirir. Hesperidinin antiinflamatuar etkisini pro-inflamatuar sitokinleri ve
inflamatuar enzimleri baskilayarak gosterdigi ifade edilmektedir.'®

Retenone ile indiiklenen oksidatif stres ve apoptozis iizerine Hesperidinin
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada Hesperidin anti-apoptotik markirlarin seviyesini
artirirken, pro-apoptotik markirlarin  seviyelerinde azalma meydana getirdigi
bildirilmistir.®® Hesperidinin ayn1 zamanda oksidatif DNA hasarim ve lipit
peroksidasyonunu azalttig: ifade edilmektedir.®

Yapilan literatiir incelemelerinde, ratlarda BPA ile indiiklenen testis
toksikasyonunda oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis, DNA ve doku hasar1 {izerine
Hesperidinin etkileri ile alakali arastirmaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismada ratlarda
BPA ile indiiklenen testikiiler toksikasyon sonucu, testis dokusunda olusabilecek

oksidatif stres, inflamasyon, apoptozis, DNA ve doku hasar1 iizerine Hesperidinin

etkilerinin arastirilmasi ve literatiirdeki boslugun giderilmesi amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmamiz, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nde gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma Atatiirk Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 29.05.2020 tarih ve 36643897-000-E.2000125579
sayil1 yazisinda belirtilen 88 no’lu karartyla onaylanmustir.

3.1. Deneylerde Kullanillan Hayvanlar, Kimyasallar ve Yapilan
Uygulamalar

Deneylerde kullanilan deney hayvanlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Calismamizda 240-260 ¢
agirh@inda 52 adet erkek eriskin (2,5- 3 aylik) Sprague-Dawley cinsi rat kullanilmustir.
Deney gruplart Tablo 3.1.’deki gibi olusturulmustur. Deney gruplarindaki hayvanlarin
giinliik beslenme ve su ihtiyaglar1 ad-libitum olarak karsilanmistir. Calisma siiresince
deney hayvanlarinin bulundugu ortamin sicakligi 25°C, nemi %60 + 10, 151k periyodu
12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi.

HESP (Cas No: 520-26-3), BPA (Cas No: 80-05-7) ve diger tiim kimyasallar
Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, Missouri, ABD) satin alinmistir. P450scc digindaki tim
ELISA kitleri SunRedBio'dan satin alinmustir. P450scc ELISA kiti MyBioSource'tan
satin alinmistir. Tiim antikorlar Santa Cruz'dan elde edildi.

Yapilan calismada Bisfenol A’nin zeytin yaginda c¢oziindirilmis %2,5’luk
¢ozeltisinden 100mg/kg’lik dozu, Hesperidin distile su igerisinde ¢6ziindiiriilmiis
%1,25°1ik ¢ozeltisinden 50mg/kg’lik dozu kullanildi. Oral gavaj yontemiyle yapilacak
olan kimyasal ve etken madde uygulamalarinda gruplar arasinda olusacak muhtemel
stres farkini elemine etmek amaciyla 1.Grup (Kontrol)’e Bisfenol A’nin ¢oziiciisii
olarak kullandigimiz zeytin yag1 1ml verilmistir. 2. Grup (Hesperidin)’ye %5°lik distile

su’da ¢oziindiirilmis 50 mg/kg Hesperidin uygulandi. 3. Grup (Bisfenol A)’e zeytin

54



yaginda ¢Oziindirilmiis 100 mg/kg Bisfenol A uygulandi. 4. Grup (Bisfenol
A+Hesperidin)’e 100 mg/kg Bisfenol A ve 50 mg/kg Hesperidin uygulamasi birlikte
yapildi. S6z konusu uygulamalar 14 giin boyunca her sabah saat 09:00 ‘da

gergeklestirildi.

Tablo 3.1. Arastirmada uygulanan deney gruplari, gruplardaki hayvan sayilari ve

uygulama stireleri

Grup Sayis1 Gruplar Hayvan sayis1 Uygulama siiresi
1.Grup Kontrol 13 14 giin
2.Grup Hesperidin (50mg/kg) 13 14 giin
3.Grup Bisfenol A (100mg/kg) 13 14 giin
4.Grup Bisfenol A (100mg/kg) + Hesperidin (50mg/kg) 13 14 giin

Ratlar 14 giinliik uygulamalarin sonunda sevofluran ile inhalasyon anestezisi
altina alindi. Anestezi altina alinan ratlardan intrakardiak olarak 1-2 ml kan 6rnegi
toplandi. Anestezi altindaki ratlardan testis dokulari da alindiktan sonra hayvanlara
yiiksek dozda sevofluran verilerek 6tenazi olusturuldu.

3.2. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda ratlardan elde edilen testis dokularindan; oksidan ve antioksidan
parametreler spektrofotometrik yontemle belirlendi. Testis dokusundan elde edilen
sipernatantlarda TNF-a, NF-«B, IL-6, IL-1f, IL-10, COX-2 inflamasyon markirlari da
ELISA yontem araciligiyla analiz edildi. Bununla Dbirlikte testis dokusu
stipernatantlarinda apoptozis ile ilgili olan p38-MAPK ve p53 diizeyleri ile
steroidojenik enzimler olan StAR, P450scc ve 17B-HSD ELISA yontemiyle 6l¢iildii.

Ratlardan intrakardiyak olarak alinan kan ornekleri klot faktér bulunan jelli
tiplere aktarilarak +4°C’de sogutmali santrifiijde 3500-4000 rpm devirde 10 dakika

santrifiij edildi. Elde edilen serum Ornekleri aligotlanarak analizler yapilana kadar -
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20°C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi. Analizler ELISA yontemi kullanilarak
gergeklestirildi. Serumda FSH, LH ve Testosteron diizeyleri 6l¢iildii.

3.3. ELISA Yéntemiyle ilgili Parametrelerin Olciimii

3.3.1. Testis doku d6rneklerin Hazirlanmasi

-20°C derecede muhafaza edilen testis dokularindan kiiglik bir Kesit, bistiiri
yardimi ile kesilerek kalan kisim hizli bir sekilde derin dondurucuya geri konuldu.
Alian parga MagNA lyser tiiplerine konuldu ve iizerine 1,5ml pH 7.4 olan PBS ve
celik bilye eklendi. Daha sonra MagNA lyser cihazina yerlestirilen 6rnek 6000 devirde
40 sn boyunca homojenize edildi. Homojenizasyon isleminden sonra sogutmali santrifiij
cithazinda 3000 devirde 20 dk boyunca santrifiij edildi. Elde edilen silipernatantlar ayri
bir tiipe aktarildi. Daha sonra ticari olarak satin alinan ELISA kitinin protokoliine gore
asagidaki adimlar izlendi.

3.3.2. Standart hazirlama

Tablo 3.2. Standart Hazirlama Tablosu.

Miktar Isim Yapilan islem

80ng/ml Standart No 5 120 pl Orijinal Standart + 120 pl Standart Diliient
40ng/ml Standart No 4 120 pl Orijinal Standart No 5 + 120 pl Standart Diliient
20ng/ml Standart No 3 120 pl Orijinal Standart No 4 + 120 pl Standart Diliient
10ng/ml Standart No 2 120 pl Orijinal Standart No 3 + 120 pl Standart Diliient
5ng/ml Standart No 1 120 pl Orijinal Standart No 2 + 120 pl Standart Diliient

Tablo 3.2.’¢ gore ELISA Kkitlerinin iginden ¢ikan standart diluent soliisyonu 5
farkli tiipe 120 mikrolitre olarak eklendi. Daha sonra Standart No 5 isimli tiipe 120
mikrolitre elisa kitinde bulunan standartdan ekleme yapildi. Bu soliisyon vortekslenip
igerisinden 120 mikrolitre alinip Standart No 4 tiipiine eklendi ve vortekslenip 120
mikrolitesi standart No 3 tiipiine eklendi bu islem bu sekilde devam edildi ve en son

olarak standart No 2 tiipiinden 120 mikrolitre alind1 ve Standart No 1 tiipiine ekleme
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yapildig1 zaman islem tamamlanmis oldu. Bu sekilde 5 farkli tiipte birbirinin yarisi
kadar konsantrasyonda standart hazirlanmis oldu. Bunlar plate tizerinde 10 farkli
kuyucuga her standarttan 2 adet olmak tizere 50 mikrolitre olarak yiiklendi. Daha sonra
standart kuyucuklarina 50 mikrolitre Streptavidin-HRP eklendi. Standart kuyucuklarinin
disinda blank dedigimiz 1 adet bos kuyucuk ayrildi. Blank kuyucuklari iizerine de
sadece kromojen soliisyonu A, B ve stop soltisyonu eklendi. Not: Yukarida Tablo 3.2.”
de verilen miktar kismi kitlere gore degismektedir. Ornek olarak verilmistir.

3.3.3. Orneklerin Yiiklenmesi

Hazirlanan siipernatantlardan 40 mikrolitre ayarlanacak sekilde bos kuyucuklara
yiikleme yapildi. Daha sonra bu kuyucuklara 10 mikrolitre antibody ve 50 mikrolitre
streptavidin-HRP eklendi. Daha sonra plate’nin tizeri kit icerisinden ¢ikan bir
membranase ile kapatildi ve hafif sekilde kimyasallarin karismasi igin calkalandi ve
37°C de 1 saat inkiibe edildi.

3.3.4. Yikama Prosediirii

Inkiibasyon periyodundan sonra plate iizerindeki sivi kisim dokiildii ve 5 kez
PBS ile yikama gerceklestirildi.

3.3.5. Kromojen A ve B yiiklenmesi

Yikama islemi tamamlandiktan sonra kromojen A 50 mikrolitre olarak tiim
kuyucuklara eklendi. Daha sonra karanlik ortamda kromojen B 50 mikrolitre olarak tiim
kuyucuklara eklendi, lizeri membran ile kapatildiktan sonra 10 dk. 37°C de inkiibe
edildi. Mavi renk olusumu goriildiikten sonra 50 mikrolitre stop soliisyonundan eklendi
ve mavi rengin sari renge doniistiigii goriildi.

3.3.6. Okutma Asamasi

Okuma agamasina hazir hale getirilen playt Biotech 2 cihazina yerlestirildi. 450

nm dalgaboyunda 6l¢iim yapildi ve daha sonra sonuglar Excel izerinden hesaplandi.
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3.4. Histopatolojik incelemeler

Ratlardan alinan doku 6rnekleri %10°luk formaldehit soliisyonunda tespit edildi.
Fikzasyon sonrasi dokular dereceli alkol ve ksilen serilerinden gegirilerek parafin
bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Alinan
kesitlere hemotoksilen eosin boyamasi yapilarak histopatolojik degisiklikler
degerlendirildi.

3.5. Immunohistokimyasal (IHC) Incelemeler

Immunperoksidaz inceleme amaciyla adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alinan
tim kesitler, ksilol ve alkol serilerinden gegirilerek, deparafinize ve dehidre edildi.
Daha sonra distile suda 5 dk yikandi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH 7.2) ile 5dk
yikanip, %3’liikk H2O> de 10 dk tutularak, endojen peroksidaz inaktive edildi. PBS de 5-
10 dk yikandiktan sonra, nonspesifik zemin boyanmasini 6nlemek i¢in tiim primer ve
sekonder antikorlarla uyumlu olan protein blok ile 5 dk inkubasyona birakildi.
Inkubasyon sonunda doku Kkesitleri iizerinde kalan blok solusyonunun fazlasi
dokiildiikten sonra yikanma yapilmadan primer antikorlara (Kaspaz-3, 8 OHdG, Bax ve
Bcl-2) ve kontrol grubunda PBS damlatildi. Primer antikora uygun olarak 1 saat oda
sicakliginda ya da 1 gece +4°C’de bekletildi. PBS ile 2 kez 5’er dk yikanip, biotinize
sekonder antikor ile oda sicakliginda 10-30 dk. inkube edildi. PBS ile tekrar yikanan
kesitler, streptavidin-peroksidaz da 10-30 dk. bekletildikten sonra PBS ile ayn1 sekilde
yikandi. Yikama isleminden sonra kesitlere 3-3° Diaminobenzidine (DAB) kromojen,
damlatilarak kromojeni almasmna gore 5-10 dk. bekletildi. Zemin boyanmasi igin
Mayer’s hematoksilende 1-2 dk. tutulduktan sonra musluk suyunda yikandi. Daha sonra
alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek lamelle kapatildi ve 151k mikroskobu (Leica DM
1000) ile incelendi. Kesitler immun pozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve

siddetli (+++) olarak degerlendirildi.
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3.6. Sperma Analizleri

Deney sonunda Otenazi edilen ratlarin testisleri alinarak yag ve g¢evresel bag
dokularindan temizlendikten sonra agirlik tartimlar1 yapildi. Kauda epididimislerden
rastgele secilen bir tanesi alinarak 5 ml serum fizyolojik igeren petri kabi igerisinde
bistiiri yardimi ile trim yapilarak kauda epididimiste depo edilen spermatozoonlarin
serum fizyolojiye go¢ etmesi i¢in 5 dakika beklendi. Bu siire sonunda elde edilen sivi,
sperma 6rnegi olarak kullanildi.

Spermatozoonlarin motilite tayini 1sitk mikroskobunda gerceklestirildi. Taze
sperma orneginden 1 damla alinarak lam iizerine damlatilip lamelle kapatildi.
Hazirlanan  preparat  mikroskobun  1sitmali  tablast  {izerine  yerlestirildi.
Spermatozoonlarin hareketleri 1s1k mikroskobu altinda en az 2 farkli sahada
gozlemlenerek hareketli spermatozoonlarin yiizde orani tespit edilip bu 2 sahanin
aritmetik ortalamas1 alinarak belirlendi.

Sperma yogunlugu i¢in 10 mikrolitre sperma Ornegi 990 mikrolitre serum
fizyolojik igeren tiiplere alinarak 1/100 oraninda sulandirilmasi saglandi. Daha sonra
tiipler vortekslendikten sonra icerisinden 20 mikrolitre sperma 6rnek alinarak Thoma
lamma aktarildi ve Thoma lamindaki iki biiyiik karedeki spermatozoonlarin sayisinin
aritmetik ortalamasi alinarak 1 ml’deki spermatozoon sayisi hesaplandi. Hesaplama
yapilirken su formiil kullanilds;

ESY=SSS (aritmetik ortalama) X SO (500) X TLD (10) X K (1000)

- ESY: Epididimal Sperm Yogunlugu

- SSS: Sayilan Spermatozoon Sayisi

- SO: Sulandirma Orani

- TLD: Thoma Laminin Derinligi
K: 0,1 mm¥ii 1 ml’e cevirme degeri

Spermatozoonlarin 6lii/canli ve morfolojik muayenesinin yapilmasi i¢in 1 damla

eosin 1 damla nigrosin boyas1 ve 1 damla sperma 6rnegi lam {izerine damlatilarak stirme
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froti gekilerek 1s1 kaynagi oniinde (55-60 °C) hizli kurumasi saglandi. Daha sonra froti
mikroskop altinda x100’lik biiyiitme ile incelenerek 200 adet spermatozoon 6lii/canli
ve morfolojik agidan incelenerek spermatozoonlarin bas kisminin boya alma durumuna
gore Olii/canli oran (%) ve anormal spermatozoon yapilarinin orani (%) hesaplandi.

3.7. Istatistiksel Analiz:

Calismalar sonunda elde edilen kantitatif degerler SPSS 20.00 istatistik veri
programinda ikiden fazla bagimsiz gruplarin istatistiksel analizinde kullanilan one-way

ANOVA sonrasi Tukey testi uygulanarak degerlendirildi.

60



4. BULGULAR

Ratlarda Bisfenol A ile deneysel olarak olusturulan testis toksikasyonunda
hesperidin uygulamasinin etkileri ile ilgili olarak elde ettigimiz bulgular asagida
sunulmustur. Calismamizda Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP seklinde 4 deney
grubu olusturulmustur. S6z konusu deney gruplarinda oksidatif stres parametrelerinin
(SOD, GSH, GPx, KAT, MDA), inflamatuar markirlarin (IL-1B, 1L-6, IL-10, TNF-a,
NF-kB, COX-2), apoptozis parametrelerinin (p53, p38 MAPK), hormon (FSH, LH,
Testosteron) diizeylerinin, steroidojenik enzimlerin (StAR, p450scc, 173-HSD3), testis
dokusu agirliklarinin, sperm muayenelerinin (motilite, yogunluk, anormal sperm ve 6l
sperm), histopatolojik ve immunohistokimyasal parametrelerin (Bcl-2, Bax, Kaspaz-3,
8-OHdG) analizleri gergeklestirildi. Elde edilen veriler deney gruplari arasindaki
farkliliklar1 gostermek amaciyla istatistiksel degerlendirmeleri ile beraber grafik, tablo

ve sekil halinde verildi.
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4.1. Deney Gruplarinda Testis Dokusu Oksidatif Stres Parametreleri
Yaptigimiz ¢alismada testis dokusundan elde edilen oksidatif stres parametreleri
(SOD, GSH, GPx, KAT ve MDA) sirastyla Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve

Sekil 4.5°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Testis Dokusunda SOD Enzimi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de SOD Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. #° p<0.01; n=13)

Testis dokusunda oksidatif stresin belirteclerinden birisi olan SOD enziminin
diizeyi, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarinda benzerdi. S6z konusu gruplarda
farkin anlamli olmadigi gorildii (p>0.05). BPA grubunda ise elde edilen degerlerin

Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplaria gore belirgin bir sekilde daha diisiik oldugu

ve bu gruplarla arasinda farkin anlamli oldugu gozlendi (p<0.01).
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Sekil 4.2. Testis Dokusunda GSH Enzimi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de GSH Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. #° p<0.01; n=13)

GSH enziminin, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde edilen
degerleri birbirine yakindi ve bu gruplar arasinda farkin istatistiksel anlamda anlamli
olmadig1 gozlendi (p>0.05). BPA grubunda ise bu degerler Kontrol, HESP ve
BPA-+HESP gruplarina gore ciddi bir sekilde daha diisiik oldugu ve bu gruplarla

arasinda farkin anlamda anlamli oldugu gorildii (p<0.01).
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Sekil 4.3. Testis Dokusunda GPx Enzimi. Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de GPx
Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
olarak farkliliklar bulunmaktadir. ° p<0.01; n=13)

GPx enzim seviyesinin, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplar arasinda elde
edilen degerleri birbirine yakindi ve bu gruplar arasinda farkin istatistiksel anlamda

anlamli olmadig1 belirlendi (p>0.05). BPA grubunda GPx seviyesinin Kontrol, HESP ve

BPA+HESP gruplarina gore ciddi bir bicimde azaldig1 ve bu gruplarla arasinda farkin

anlamli oldugu goriildii (p<0.01).
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Sekil 4.4. Testis Dokusunda Katalaz Enzim Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de Katalaz Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. #° p<0.01; n=13)

Katalaz enzim seviyelerinin Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplar1 arasinda
elde edilen degerleri birbirine yakindi ve bu gruplar arasinda farkin istatistiksel anlamda
anlamli olmadig1 gorildi (p>0.05). BPA grubunda ise katalaz seviyesinin Kontrol,
HESP ve BPA+HESP gruplarina gore ciddi bir sekilde azaldig1 ve bu gruplarla arasinda

farkin anlamli oldugu goriildii (p<0.01).
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Sekil 4.5. Testis Dokusunda MDA Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de MDA Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. ¢ ¢ p<0.01; n=13)

Lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri Kontrol ve HESP
gruplarinda benzer sonuglar verdi ve elde edilen sonuglar bu iki grup arasinda
karsilagtirildiginda farkin istatistiksel anlamda anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05).
Kontrol ve HESP gruplarindan elde edilen degerlere gore BPA grubundan elde edilen
degerler oldukga yiiksek bulundu ve bu gruplar arasinda farkin istatistiksel anlamda
anlaml1 oldugu belirlendi (p<0.01). Kontrol ve HESP gruplarindan elde edilen degerler
BPA+HESP grubundan elde edilen veriler ile karsilastirildigi zaman BPA+HESP
grubundaki verilerin yiiksek oldugu, bu farkliligin ise istatistiksel anlamda anlamli
oldugu goézlendi (p<0.01). BPA grubundan elde edilen degerlerin ise BPA+HESP
grubundan elde edilenlere gore yiiksek oldugu ve gruplar arasinda farkin anlamda

anlamli diizeyde oldugu belirlendi (p<0.01).
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4.2. Deney Gruplarinda Testis Dokusu Inflamasyon Parametreleri
Yapmis oldugumuz deneysel ¢alisma sonunda testis dokusunda inflamasyonun
belirlemek amaciyla IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a, NF-kB ve COX-2 diizeyleri belirlendi

ve elde ettigimiz bulgular sirasiyla Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10

ve Sekil 4.11.’de sunuldu.
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Sekil 4.6. Testis Dokusunda IL-1f Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de IL-1B Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. °p<0.01; n=13)

Yaptigimiz ¢alismada IL-1B sonuglarinin Kontrol, HESP ve BPA+HESP
gruplarinda benzer sonuclar gosterdigi ve bu gruplar arasinda yapilan istatistiksel
degerlendirmede farkin anlamli diizeyde bulunmadigi gézlendi (p>0.05). BPA grubunda

ise IL-1B verileri Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarina gore belirgin bir sekilde

yiiksekti ve bu gruplarla BPA grup verileri arasinda farkin anlamli oldugu goézlendi

(p<0.01).

67



IL-6

40—
b
30— a
a a
| -
E 204 ‘
(=]
o
104
0- | T
> K v R
&Y &
x
v.
&

Sekil 4.7. Testis Dokusunda IL-6 Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de IL-6 Enzim Diizeyi. Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. 2°p<0.01; n=13)

IL-6 enzim diizeyleri, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarinda birbirlerine
yakindi1 ve bu gruplardan elde edilen sonuclarda istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde
fark belirlenmedi (p>0.05). BPA grubunda ise elde edilen IL-6 enzim diizeyleri ile

Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde edilen IL-6 enzim diizeyleri

karsilastirildiginda farkin aralarinda anlaml diizeyde oldugu gozlendi (p<0.01).
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Sekil 4.8. Testis Dokusunda IL-10 Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de IL10 Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gdsterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. °p<0.01; n=13)

Bir anti-inflamatuar olan IL-10’nun, Kontrol, HESP ve BPA+HESP
gruplarindan elde edilen sonuglar1 birbirine ¢ok yakindi ve istatistiksel olarak anlamli
bir farkin gruplar arasinda anlamli diizeyde bulunmadigi gozlendi (p>0.05). BPA

grubunda ise IL-10 enzim diizeyi belirgin bir sekilde daha disiik oldugu ve Kontrol,

HESP ve BPA+HESP gruplar ile aralarinda farkin anlamda anlamli oldugu gozlendi
(p<0.01).
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Sekil 4.9. Testis Dokusunda TNF-a Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de Hesp’de TNF-o Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. *®p<0.01;
n=13)

TNF-a enzim diizeyinin, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde
edilen sonuglar1 birbirleriyle karsilastirildi ve farkin istatistiksel anlamda anlamli bir
diizeyde olmadig: belirlendi (p>0.05). BPA grubunda ise TNF-a diizeyinin belirgin bir
sekilde Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarina gore arttigi ve bu gruplar ile BPA

grubu arasinda farkin anlamda anlamli oldugu gozlendi (p<0.01).
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Sekil 4.10. Testis Dokusunda NF-«xB Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de NF-«B Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. °p<0.01; n=13)

NF-xB enzim diizeyinin, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindaki
sonuglarinin benzer oldugu ve bu degerlerin istatistiksel olarak fark olusturmadigi
gozlendi (p>0.05). BPA grubunda ise NF-kB enzim diizeyinin belirgin bir sekilde daha
yiiksek oldugu ve Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde edilen NF-«xB
enzim diizeyleri ile BPA grubundan elde edilen degerler karsilastirildiginda farkin

anlamda anlamli oldugu belirlendi (p<0.01).
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Sekil 4.11. Testis Dokusunda COX-2 Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de COX-2 Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gdsterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. #® &% 5€p<0.01; n=13)

COX-2 enzim diizeyinin, Kontrol ve HESP gruplarindan elde edilen verileri
degerlendirildiginde, degerlerin birbirine yakin oldugu ve farkin istatistiksel anlamda
anlamli bulunmadig1 gozlendi (p>0.05). BPA grubundaki COX-2 degerleri ile Kontrol
ve HESP gruplarindaki COX-2 degerleri karsilastirildiginda BPA grubundaki degerlerin
daha yiiksek oldugu ve aralarinda olarak fark meydana geldigi goriildii (p<0.01). BPA
grubu ile BPA+HESP grubu arasinda COX-2 enzim diizeyi karsilastirildiginda
BPA+HESP grubunun daha diisiik oldugu ve istatistiksel olarak farkin anlamli diizeyde
meydana geldigi gorildi (p<0.01). Kontrol ve HESP gruplarindan elde edilen COX-2
degerlerinin, BPA+HESP grubundan elde edilen COX-2 degerlerine gore daha diisiik

oldugu ve birbirleri arasinda farkin anlaml diizeyde oldugu tespit edildi (p<0.01).
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4.3. Deney Gruplarinda Testis Dokusu Apoptozis Parametreleri
Yapmis oldugumuz deneysel calisma sonunda elde ettigimiz testis dokularinda

apoptozis parametreleri olan p38MAPK ve p53 diizeyi ELISA yontemi kullanilarak

belirlendi ve Sekil 4.12 ve Sekil 4.13 de gosterildi.
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Sekil 4.12. Testis Dokusunda p53 Diizeyi. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA-+HESP’de p53 Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkl harflerle gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. #°p<0.01; n=13)

Calismamizda p53 enzim diizeylerinin, Kontrol, HESP ve BPA+HESP
gruplarindan elde edilen sonuglarinin birbirine yakin oldugu ve bu verilerin aralarinda
farkin bulunmadig: tespit edildi (p>0.05). BPA grubunda ise elde edilen degerlerin diger
tim gruplarda elde edilen degerlere gore daha yliksek oldugu ve bu gruplar ile BPA

grubu arasinda elde edilen veriler agisindan farkin anlamli oldugu goriildii (p<0.01).
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Sekil 4.13. Testis Dokusunda Apoptozis Parametreleri. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de p38 MAPK Enzim Diizeyi. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. °p<0.01; n=13)

Diger bir apoptozis parametresi olan p-38MAPK’nin Kontrol, HESP ve
BPA-+HESP gruplarindan elde edilen degerleri birbirine yakindi ve aralarinda farkin
anlamda 6nemli olmadigi bulundu (p>0.05). BPA grubundan elde edilen p-38MAPK
degerlerinin Kontrol, HESP ve BPA-+HESP gruplarindan elde edilen p-38MAPK
degerlerinden yiiksek oldugu ve BPA grubu ile diger gruplar arasinda elde edilen

degerler acisindan farkin anlamli oldugu gézlendi (p<<0.01).
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4.4. Deney Gruplarinda Serumda FSH, LH ve Testosteron Parametreleri
Deneysel asamanin sonunda ratlardan alinan kan o6rneklerinden elde edilen
serumlarda FSH, LH ve Testosteron diizeyleri belirlendi ve elde edilen sonuglar Sekil

4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16 da gosterildi.
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Sekil 4.14. Serumda FSH Diizeyleri Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de
serum FSH Enzim Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. #° p<0.01; n=13)

Serum FSH diizeyleri, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarinda birbirlerine
yakindi ve elde edilen sonuglar arasinda yapilan degerlendirmede anlamli bir farklilik
tespit edilmedi (p>0.05). BPA grubunda ise elde edilen sonuglar Kontrol, HESP ve
BPA-+HESP gruplarindan elden edilen sonuglar ile karsilastirildiginda BPA grubundaki
degerlerin daha diisiik oldugu ve BPA grubu ile diger gruplar arasinda farkin anlamh

oldugu gozlendi (p<0.01).
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Sekil 4.15. Serumda LH Diizeyleri Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de
Serum LH Enzim Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler
arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. *° p<0.01; n=13)
Serum LH diizeylerinde, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarinda benzer
sonuglar verdigi ve bu verilerin birbiri arasinda fark olusturmadig gozlendi (p>0.05).
BPA grubunda ise LH diizeyinin diger 3 gruba gore belirgin bir sekilde daha diisiik

oldugu ve Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarn ile BPA grubu arasinda farkin

anlamli oldugu goriildii (p<0.01).
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Sekil 4.16. Serumda Testosteron Diizeyleri. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de Serum Testosteron Enzim Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. *° p<0.01;
n=13)

Serum Testosteron diizeylerinde ise Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan
elde edilen sonuglar birbirlerine yakindi ve bu veriler s6z konusu gruplar arasinda
yapilan analizlerde bir farklilik gostermedi (p>0.05). BPA grubunda ise Testosteron
diizeyinin belirgin bir sekilde Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarina gore daha

diisiik oldugu ve bu gruplar ile BPA grubu arasinda farkin anlamda anlamli oldugu

gozlendi (p<0.01).
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4.5. Deney Gruplarinda Testis Dokusu Steroidojenik Enzimler
Deneysel siirecin tamamlanmasindan sonra ratlardan alinan testis dokusunda
bazi steroidojenik enzimlerin diizeyleri ELISA yontemiyle belirlendi ve Sekil 4.17,

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19 da gosterildi.
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Sekil 4.17. Testis Dokusunda StAR Diizeyleri. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de StAR Enzim Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. ® p<0.01;n=13)

StAR enzim diizeyleri, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarinda birbirlerine
yakin degerler olarak belirlendi ve s6z konusu gruplar arasinda farkin anlamli olmadig1
gozlendi (p>0.05). BPA grubunda ise StAR enzim diizeyinin belirgin bir sekilde daha
diisiik oldugu ve Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde edilen StAR enzim

diizeyleri ile BPA grubundan elde edilen degerler karsilastirildiginda farkin anlamli

oldugu gozlendi (p<0.01).
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Sekil 4.18. Testis Dokusunda p450scc Diizeyleri. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de p450scc Enzim Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen
degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. ® p<0.01;n=13)

p450scc enzim diizeylerinde, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde
edilen veriler birbirleriyle karsilastirildi ve gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olmadig: belirlendi (p>0.05). BPA grubunda ise P450scc diizeyinin belirgin bir sekilde
Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarina gore azaldigi ve bu gruplar ile BPA grubu

arasinda farkin anlamli oldugu belirlendi (p<0.01).
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Sekil 4.19. Testis Dokusunda 173-HSD3 Diizeyleri. Kontrol, HESP, BPA ve
BPA+HESP’de 173-HSD3 Enzim Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. **
p<0.01;n=13)

17B-HSD3 enzim diizeylerinde, Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan
elde edilen bulgularin birbirine yakin oldugu ve bu verilerin aralarinda anlamli bir
farkin bulunmadig tespit edildi (p>0.05). BPA grubundan elde edilen degerlerin diger

tim gruplardan elde edilen degerlere gore daha diisiik oldugu ve bu gruplar ile BPA

grubu arasinda yapilan karsilagtirmada farkin anlamli oldugu goriildii (p<0.01).
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4.6. Deney Gruplarinda Ortalama Testis ve Viicut Agirhklar:
BPA uygulanan ratlarin ortalama testis ve viicut agirliklar1 tartilmis ve elde

edilen sonuclar Tablo 4.1. de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deneyin baslangicinda ve sonunda ratlarin canli agirliklar1 ve deney
sonundaki testis agirliklari.

Kontrol HESP BPA BPA+HESP

Baslangi¢ Viicut

251,4345,56% 250,29+6,072 252,0045,002 253,86+4,88%
Agirligi (g)
Final Viicut

280,57+28,182 293,14+30,712 273,57+17,962 274,86+12,328
Agirligi (g)
Ortalama Testis

1,58+0,132 1,62+0,172 1,54+0,122 1,57+0,052

Agirligi (g)

2 Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de ortalama testis ve viicut agirligi (Ayni satirdaki gruplar
arasinda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. n=13)

Ortalama testis agirliklarinda Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP gruplarindan
elde edilen veriler arasinda belirgin bir farklilik tespit edilemedi. Istatistiksel olarak
yapilan analizlerde de s6z konusu gruplar arasinda anlamli bir farkliligin olugsmadigi
gozlendi (p>0.05).

Deneylere baslamadan once deney gruplari olusturulurken kullanilan deney
hayvanlarimin ortalama viicut agirliklar1 biitlin deney gruplarinda birbirlerine denk
olacak sekilde ayarlandi. Denemeler siirecinde hi¢bir grupta, deney hayvanlarindan 6len
olmadi. Denemelerin devam ettigi silire igerisinde hayvanlarin canli agirlik artiglar
deney gruplar1t arasinda bir farklilik gostermedi. Denemeler sonucunda deney
gruplarindaki hayvanlarin ortalama viicut agirliklarinin gruplar arasinda farkin anlamda

olmadig1 goriildi (p>0.05).
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4.7. Sperm Parametreleri

Deney sonunda ratlarin cauda epididimislerinden alinan sperm orneklerinde tiim
gruplarin, sperm motilitesi, sperm yogunlugu, o6lii ve anormal sperm yoniinden
analizleri yapilip degerlendirmeleri Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23. de

sunulmustur.

Sperm Motilitesi (%)
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Sekil 4.20. Sperm Motilitesi. Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de Sperm
Motilite Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. ¥°p<0.01;n=13)

Sperm hareketliligi olarak da bilinen motilite degerleri; Kontrol, HESP ve
BPA+HESP gruplarinda birbirlerine yakindi ve elde edilen sonuclar arasinda yapilan
istatistiksel degerlendirmede anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). BPA
grubunda ise elde edilen sonuglar Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elden
edilen sonugclar ile karsilastirildiginda BPA grubunda degerlerin daha diisiik oldugu ve

BPA grubu ile diger gruplar arasinda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlendi

(p<0.01).
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Sperm Yogunlugu (x1 06)
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Sekil 4.21. Sperm Yogunlugu. Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de Sperm
Yogunlugu Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. *°p<0.01;n=13)

Sperm yogunlugu 1 ml spermadaki sperm sayisi olarak degerlendirildi ve sperm
yogunluklarinin Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarindan elde edilen degerlerinin
birbirlerine yakin oldugu ve bu verilerin s6z konusu gruplar arasinda yapilan
istatistiksel analizlerde anlamli bir farklilik gostermedigi gozlendi (p>0.05). BPA
grubunda ise sperm yogunlugunun belirgin bir sekilde Kontrol, HESP ve BPA+HESP

gruplarindaki degerlere gore daha diisiik oldugu ve bu gruplar ile BPA grubu arasinda

farkin istatistiksel analizde anlamli oldugu gériildi (p<0.01).
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Sekil 4.22. Anormal Sperm. Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de Anormal
Sperm Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda
istatistiksel olarak farkliliklar bulunmaktadir. *°p<0.01;n=13)

Anormal Sperm yiizdesi; Kontrol, HESP ve BPA+HESP gruplarinda birbirine
yakin sonuglar elde edildi ve bu verilerin birbiri arasinda farkin istatistiksel anlamda
anlamli bir fark meydana getirmedigi gézlendi (p>0.05). BPA grubunda ise anormal
sperm diizeyinin diger {i¢ gruba gore belirgin bir sekilde arttig1 ve Kontrol, HESP ve

BPA-+HESP gruplari ile BPA grubu arasinda farkin istatistiksel anlamda 6nemli oldugu

goriildii (p<0.01).
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Sekil 4.23. Olii Sperm. Kontrol, HESP, BPA ve BPA+HESP’de Olii Sperm
Diizeyleri. (Gruplar arasinda farkli harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
olarak farkliliklar bulunmaktadir. °p<0.01;n=13)

Alman sperma 6rneginde 6lii sperm yiizdesinin Kontrol, HESP ve BPA+HESP
gruplarindan elde edilen degerlerin birbirine yakin oldugu bu verilerin birbiri arasinda
istatistiksel anlamda anlamli olusturmadigi gézlendi (p>0.05). Olii sperm diizeyinin
BPA grubunda, diger ii¢ gruba gore belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu ve Kontrol,

HESP ve BPA+HESP gruplari ile BPA grubu arasinda farkin istatistiksel anlamda farkli

oldugu goriildii (p<0.01).

85



4.8. Histopatolojik Bulgular

Kontrol grup: Testis dokulari histopatolojik olarak incelendiginde, normal
histolojik goriiniimde oldugu gozlendi (Sekil 4.24).

HESP grup: Testis dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, paransim ve
seroza kisimlarmin normal histolojik yapida oldugu belirlendi (Sekil 4.25).

BPA grup: Testis dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, interstisyel
araliklarda siddetli diizeyde 6dem, interstisyel damarlarda siddetli diizeyde hiperemi,
spermatositlerde siddetli diizeyde dejenerasyon ve nekroza bagli olarak tubulus
duvarinda siddetli diizeyde bir incelme oldugu gozlendi (Sekil 4.26).

BPA+HESP grup: Testis dokularmin histopatolojik olarak incelenmesinde,
intertubuler araliklarda hafif diizeyde 6dem ve damarlarda orta diizeyde hiperemi,
spermatositlerde hafif diizeyde dejenerasyon oldugu tespit edildi (Sekil 4.27).
Histopatolojik bulgular BPA grubuyla kiyaslandiginda farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugu belirlendi (p<0,05). Histopatolojik bulgular Tablo 4.2°de 6zetlendi.

-

Sekil 4.24. Kontrol grup: testis dokusu, histolojik gériiniim (normal), H&E,
Bar:20 pm.

86



. ' : » ’ . 3 __
P : ‘ : 2 Sy
g »
L —_— - B ~c. Ao ‘ 7 . - e

Sekil 4.25. HESP grup: testis dokusu, histolojik gortiniim (normal), H&E, Bar:20 um.

Sekil 4.26. BPA grup: testis dokusu, intertubuler araliklarda siddetli 6dem,
spermatositlerde siddetli dejenerasyon ve nekroz, tubulus duvarinda incelme, H&E,
Bar:20 um.
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Sekil 4.27. BPA+HESP grup: testis dokusu, intertubuler araliklarda hafif diizeyde
0dem, spermatositlerde hafif diizeyde dejenerasyon, H&E, Bar:20 um.

4.9. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol grup: Testis dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde, 8
OHJG ekspresyonlar1 negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.28).

HESP grup: Testis dokulart immunohistokimyasal olarak incelendiginde, 8
OHJG ekspresyonu negatif olarak kabul edildi (Sekil 4.29).

BPA grup: Testis dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
spermatositlerde siddetli diizeyde sitoplazmik 8 OHdG ekspresyonu gozlendi (Sekil
4.30).

BPA+HESP grup: Testis dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde,
seminifer tubuluslarda ve spermatositlerde hafif diizeyde sitoplazmik 8 OHAG
ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.31). Immunohistokimyasal bulgular BPA grubuyla
kiyaslandiginda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilldi (p<0,05).

Immunohistokimyasal bulgular Tablo 4.2’de &zetlendi.
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8 OHdG ekspresyonu (negatif), IHC-P, Bar:20

pm.

Sekil 4.28. Kontrol grup: testis dokusu

Sekil 4.29. HESP grup: testis dokusu, 8 OHdG ekspresyonu (negatif), IHC-P,

Bar:20 um.
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Sekll 4.30. BPA grup: testis dokusu, seminifer tubulus duvarlarinda
spermatositlerde siddetli diizeyde 8 OHdG ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 um.

fb

2

Sekil 4.31. BPA+HESP grup: testis dokusu, spermatositlerde hafif diizeyde
sitoplazmik 8 OHdG ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 pum.
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Kontrol grup: Testis dokulari Bax ekspresyonlar1 negatif olarak degerlendirildi
(Sekil 4.32).

HESP grup: Testis dokulart immunohistokimyasal olarak incelendiginde, Bax
ekspresyonlari negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.33).

BPA grup: Testis dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
seminifer tubuluslarda ve spermatositlerde siddetli diizeyde sitoplazmik Bax
ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.34).

BPA+HESP grup: Testis dokulari immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
spermatositlerde hafif diizeyde sitoplazmik Bax ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.35). Bu
grupta bulunan rat testis dokularindaki immunohistokimyasal bulgular BPA grubuyla

kiyaslandiginda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05).

Immunohistokimyasal bulgular Tablo 4.2°de dzetlendi.
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Sekil 4.32. Kontrol grup: testis dokusu, Bax ekspresyonu (negatif), IHC-P,
Bar:20 um.
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Sekil 4.33. HESP grup: testis dokusu, Bax ekspresyonu (negatif), IHC-P, Bar:20
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Sekil 4.34. BPA grup: testis dokusu, seminifer tubulus duvarlarinda ve
spermatositlerde siddetli diizeyde Bax ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 um.
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Sekil 4.35. BPA+HESP grup: testis dokusu, Spermatositlerde hafif diizeyde stoplazmik
Bax ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 pm.

Kontrol grup: Testis dokularindaki Bcl-2 ekspresyonlart immunohistokimyasal
olarak analiz edildiginde, negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.36).

HESP grup: Testis dokularindaki Bcl-2 ekspresyonlart immunohistokimyasal
olarak analiz edildiginde, negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.37).

BPA grup: Testis dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
seminifer tubuluslarda ve spermatositlerde hafif diizeyde sitoplazmik Bcl-2 ekspresyonu
gozlendi (Sekil 4.38).

BPA+HESP grup: Testis dokulart immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
spermatositlerde siddetli diizeyde Bcl-2 ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.39). Testis
dokularindaki immunohistokimyasal bulgular BPA grubuyla kiyaslandiginda farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Immunohistokimyasal bulgular

Tablo 4.2’de 6zetlendi.
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Sekil 4.37. HESP grup: testis dokusu, negatif Bcl-2 ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 um.
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Sekil 4.38. BPA grup: testis dokusu, spermatositlerde hafif diizeyde Bcl-2
ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 um.
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Sekil 4.39. BPA+HESP grup: testis dokusu, spermatositlerde siddetli diizeyde
sitoplazmik Bcl-2 ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 um.
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Kontrol grup: Testis dokulart immunohistokimyasal olarak analiz edildiginde,
Kaspaz 3 ekspresyonlart negatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.40).

HES grup: Testis dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde, negatif
Kaspaz 3 ekspresyonlar1 belirlendi (Sekil 4.41).

BPA grup: Testis dokular1 immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
spermatositlerde siddetli diizeyde sitoplazmik Kaspaz 3 ekspresyonu gozlendi (Sekil
4.42).

BPA+HES grup: Testis dokulart immunohistokimyasal olarak incelendiginde,
seminifer tubullerde spermatositlerde hafif diizeyde sitoplazmik Kaspaz 3
ekspresyonlar1 belirlendi (Sekil 4.43). Bu grupta bulunan rat testis dokularindaki
immunohistokimyasal bulgular BPA grubuyla kiyaslandiginda farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05). Immunohistokimyasal bulgular Tablo 4.2°de

Ozetlendi.
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Sekil 4.40. Kontrol grup: testis dokusu, Kaspaz-3 ekspresyonu (negatif), IHC-P, Bar:20
pm.
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Sekil 4.41. HESP grup: testis dokusu, negatif Kaspaz 3 ekspresyonu (negatif), IHC-P,
Bar:20 um.
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Sekil 4.42. BPA grup: testis dokusu, spermatositlerde siddetli diizeyde Kaspaz 3
ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 pm.
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Sekil 4.43. BPA+HESP grup: testis dokusu, seminifer tubulus duvarlarinda
spermatositlerde hafif diizeyde sitoplazmik Kaspaz 3 ekspresyonu, IHC-P, Bar:20 um.

Tablo 4.2. Testis dokularinda histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin

skorlanmasi.
Kontrol HESP BPA  BPA+HESP

Spermatositlerde dejenerasyon ve nekroz - - +++ +
Seminifer tubulus duvarinda incelme - - +++ +
Intertubuler araliklarda 6dem - - +++ +

- - +++ ++
Damarlarda hiperemi

- - +++ +
8-OHdG ekspresyonu

- - +++ +
Bax ekspresyonu

- - + +++
Bcl-2 ekspresyonu

- - +++ +

Kaspaz 3 ekspresyonu

Yok (-), Hafif (+), Orta (++), Siddetli (+++)
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5. TARTISMA

Bisfenol A polikarbonat plastiklerde, dis dolgu macunlarinda ve giinliik
hayatimizda kulllandigimiz daha pekgok iiriiniin igerisinde bulunan sentetik bir
kimyasaldir.'®* Tiim tiiketim iiriinlerinde yaygin olarak bulunmasi BPA’ya olan
maruziyeti kolaylastirmaktadir. BPA maruziyeti ile ilgili Amerika Birlesik
Devletleri’nde yapilan bir ¢alismada, ¢alismaya katilan kisilerin idrar 6rneklerinde BPA
konsantrasyonu arastirilmis ve elde edilen bulgular belirlenen limitlerin {izerinde oldugu
goriilmiistiir.1>>?" BPA potansiyel olarak endokrin sistem bozucu niteliginden dolayi
giderek daha biiylik endise kaynagi olmaya baslamistir. Yapilan in vitro ¢aligmalar,
konjuge olmamis BPA’nin Ostrojen reseptorleri o ve B’ya baglanarak zayif Ostrojenik
aktiviteye neden oldugunu gostermistir. 28 12°

Bir¢ok ¢alisma BPA maruziyeti ile endokrin sistem bozucu aktiviteler arasinda
baglanti oldugunu gdstermistir. Bu baglamda Wistar ratlarinda yapilan bir ¢alismada
BPA maruziyetinin spermatozoalarin canliliginda ve motilitesinde bir azalmaya neden
oldugunu gostermistir.'® Sarwat ve ark. (2015)'% yaptig1 bir calismada ise BPA’nin
spermatogania, primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatit sayilarinda bir

)32 yaptiklar1  bir

azalmaya neden oldugunu gostermistir. Karnam ve ark. (2015
calismada doza bagimlhi olarak BPA uygulamasinin total sperm sayisinda ve
motilitesinde belirgin bir azalmaya neden oldugu, olii sperm, kafa ve kuyruk
anomalisine sahip sperm sayisinda belirgin bir artis meydana geldigini rapor etmislerdir.
Bizim calismamizda ise Sekil 4.7. de gosterildigi gibi yalmizca BPA uygulanan
gruplarda spermlerin hem motilitesinde hemde belirgin bir diisiis oldugu goriildi. Ayni
zamanda BPA uygulamasmin Sekil 4.7. de gosterildigi gibi 6lii ve anormal sperm

sayisinda artisa neden oldugu belirlendi. Bu durum 6zellikle BPA’nin spermlerin hem

tiretim asamasini olumsuz yonde etkiledigini hemde spermlerde anomalilere neden
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oldugunu gosterdi. BPA+Hesp uygulanan gruplarda ise ratlarin spermlerinin
yogunluklarinda, motilitesinde, 6lii ve anormal sperm sayilarinda kontrol grubundaki
ratlardan elde edilen degerlere benzer veriler elde edilmistir.

Yapilan arastirmalarda BPA’nin hem erkeklerde hem de disilerde reprodiiktif
hasara neden oldugu ifade edilmektedir. BPA’nin neden oldugu reprodiiktif hasarla
ilgili mekanizmalarin tam anlasilabilmesi i¢in giiniimiizde arastirmalar devam
etmektedir. BPA’nin hiicre diizeyinde hasarlara neden oldugu ve hiicrenin antioksidan
ve oksidan mekanizmalarini bozdugunu ve bunu hiicre igerisinde reaktif oksijen
tirlerinin Uiretimini artirarak yaptig1 bildirilmektedir. Artan ROS miktarinin gen
ekspresyonlarinin degisimine neden oldugu ve gamatogenezisi bozdugu Quan ve ark.
(2017)'* tarafindan bildirildi. ROS, normalde viicutta smirli miktarda iiretilir ve denge
halinde tutulmaya ¢alisilir. ROS, hiicre homeostazinin, sinyal iletiminin, gen
ekspresyonunun ve reseptorlerin aktivasyonu gibi fonksiyonlarin korunmasini igeren
siireglerin diizenlenmesinde yer alan 6nemli bilesiklerdir.!** ROS’un hiicrede normal
degerlerinin iizerine ¢ikmasi durumunda, doku hiicrelerinde antioksidan savunma
sistemi devreye girmekte ve hiicre homeostazisi saglanmaya c¢alisilmaktadir. Testislerin
normal fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirmesinde pro-oksidan ve antioksidanlarin
dengesinin rolii biiyiiktiir. ROS {iretimi ise antioksidanlar tarafindan dengelemektedir.
Bazi ¢evresel faktorler antioksidan savunma sisteminin bozulmasina ve ROS iiretiminin
artisina neden olmaktadir. Bu durum testislerde normal fonksiyonlarin yerine
getirilmesini engellemektedir.!®* Khalaf ve ark. (2019)*3 yaptiklar1 bir calismada BPA
uygulamasinin testislerde oksidatif hasara neden oldugunu gostermistir. BPA uygulanan
ratlarda katalaz ve GSH aktivitesinde bir azalmaya neden oldugunu, bir lipit
peroksidasyonunu gdostergesi olan MDA diizeyinde ise artmaya neden oldugunu rapor

etmislerdir. Yine Sohelia ve ark. (2019)**" yaptig1 bir ¢alismada 30 giin boyunca 50
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mg/kg dozunda BPA uygulamasi yapilmis ve Naringinin farkli dozlarinin BPA
uygulanan ratlarin testislerdeki etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada BPA’nin SOD,
katalaz, GSH ve GPx seviyesinde bir azalmaya neden oldugunu, BPA ile birlikte
Naringin uygulamasinin s6z konusu antioksidan seviyelerini saglikli kontrol grubundaki
ratlarin antioksidan seviyelerine getirdigini gozlemlediler. BPA testislerde total
antioksidan seviyesinde bir azalmaya neden olurken, MDA diizeyinde bir artmaya
neden olmaktadir. Ozay ve ark. (2019)™*® vyaptiklari bir ¢alismada ise BPA
uygulamasina bagli olarak MDA diizeyinde bir artma oldugunu goézlemlediler. Bizim
calismamizda ise BPA uygulamasina bagli olarak Sekil 4.1. de goriildiigii gibi giiclii
antioksidanlardan olan GSH, Katalaz, GPx ve SOD diizeyleri belirgin bir azalma
goriilirken, MDA diizeyinde belirgin bir artig belirlendi. Giliglii bir antioksidan
aktiviteye sahip olan Hesperidinin farkli organ ve dokularda hasara neden olan
maddelere karsi koruyucu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ansar ve ark. (2018)*3°
¢inko oksit nanopartikiilleriyle olusturdugu karaciger hasarinda Hesperidinin koruyucu
etkilerini arastirdilar. Elde edilen sonuglarda c¢inko oksit nanopartikiilleri SOD
aktivitesinde azalmaya neden olurken, MDA seviyesinde belirgin bir artisga neden
olmustur. Cinko oksit nanopartikiilleri uygulanan ratlarda meydana gelen SOD
aktivitesindeki azalmalar ve artan MDA seviyeleri hesperidin ile birlikte ¢inko
nanopartikiilleri uygulanan ratlarda gozlemlenmemis ve s6z konusu degerler kontrol
grubundan elde edilen degerlere benzer degerler oldugu ifade edilmistir. Hazayen ve
ark. (2012)1° yaptig1 bir ¢alismada doksorubusin ile olusturulan testis hasarinda
Hesperidinin koruyucu etkilerinin oldugunu rapor etmistir. Kaya ve ark. (2015)'*
yaptiklar1 calismada 7mg/kg dozunda tek doz i.p sisplatin uygulamasinin neden oldugu
testis hasarina kars1 50 mg/kg dozunda 14 giin boyunca hesperidinin koruyucu etkilerini

arastirdilar. Bu arastirmada GSH, Katalaz, GPx, GSH aktiviteleri ve sperm
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parametreleri degerlendirilmis ve elde edilen sonuglarda Hesperidinin bu parametreler
tizerinde koruyucu etkilerinin oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise BPA
uygulamasina karsin Hesperidinin 50mg/kg dozunda 14 giin boyunca gergeklestirilen
uygulamas1 sonucu antioksidan savunma sisteminin gii¢clendigi ve antioksidanlarin
miktarinda belirgin bir artisin meydana geldigi goriilmiistiir. BPA uygulamasina bagl
olarak azalan GSH, GPx, Katalaz ve SOD aktivitelerinde Hesperidinin koruyucu rol
iistlendigi ve GSH, GPx, Katalaz ve SOD degerlerini korudugu belirlenmistir. Sekil 4.1.
de goriildiigii gibi BPA uygulamasina bagli olarak MDA diizeyinde artis gdzlenmistir.
BPA ile birlikte Hesperidin uygulanan grupta ise MDA diizeyinin kontrol grubuyla
karsilastirildiginda normal degerlerde kaldig1 goriilmiistir.

Hiicrelerde ve dokularda ROS’un asir1 {iretimi ve antioksidan savunma
sisteminin yeterince ¢alisgamamasi oksidatif hasara neden olmaktadir. Bununla birlikte
reaktif nitrojen tiirleri de (RNS) hiicre i¢inde reaktiflerin yogun olarak olusmasina
neden olmaktadir. Hiicrelerin koruyucu mekanizmalarinin yeterince calisgamamasi
durumunda hiicre igindeki DNA, protein ve lipitler hasara ugramaktadir. Oksidatif
metabolizma siirecinde iiretilen asirt ROS/RNS ve bazi dogal veya yapay kimyasallar
gibi cesitli inflamatuar uyaranlarin, inflamatuar siireci baglatarak proinflamatuar
sitokinlerin sentezi ve salgilanmasina neden oldugu bilinmektedir. inflamasyon
patojenlere karst dogal bir savunma sistemidir. Inflamasyon mikrobiyal ve viral
enfeksiyonlar, alerjenlere maruz kalma, radyasyon ve toksik kimyasallar, otoimmiin ve
kronik hastaliklar, obezite, alkol tiiketimi, tiitiin kullanim1 ve yiiksek kalorili diyet gibi
bircok patojenik hastalik ile iliskilidir.1#2

Transkripsiyon faktorii NF-xB, dogustan gelen ve adaptif immiin fonksiyonlarin
bir¢ok yOniinii diizenler ve inflamatuar yanitlarin 6nemli bir aracis1 olarak hizmet eder.

NF-xB, sitokinleri ve kemokinleri kodlayanlar da dahil olmak {izere g¢esitli pro-
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inflamatuar genlerin ekspresyonunu indiikler ve ayrica inflamatuar regiilasyona katilir.
Ek olarak, NF-kB, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinin ve enflamatuar T hiicrelerinin
hayatta kalmasini, aktivasyonunu ve farklilasmasini diizenlemede kritik bir rol oynar.'#3
Meng ve ark. (2018)'** yaptiklar1 bir ¢alismada BPA uygulamasina bagl olarak NF-«xB
diizeyinde belirgin bir artisin oldugunu ifade etmektedirler. Noha ve ark. (2020)'%°
yaptiklari bir ¢alismada valproik asit verilen ratlarda sekillenen karaciger hasarinda NF-
kB miktarinin arttigi ifade edilmektedir. Yine baska bir ¢aligmada kursun maruziyetine
tabi tutulan ratlarda meydana gelen testis hasarinda NF-xB diizeyinin arttigi
gosterilmistir.}*® Bizim ¢alismamizda Sekil 4.2. de goriildiigii gibi testis dokularinda
analiz edilen NF-xB diizeylerinde, kontrol grubuna gére BPA uygulanan grupta ciddi
diizeyde artis belirlendi. Hany ve ark. (2016)'*" yaptig1 bir calismada sisplatin ile
uyarilan karaciger hasarinda NF-xB diizeyinde bir artis oldugu, Hesperidin
uygulamasinin ise NF-kB degerlerinin fizyolojik seviyelerde kalmasini sagladigini
gostermiglerdir. Bizim caligmamizda da BPA uygulamasina bagli olarak artan NF-xB
diizeyi, BPA ile birlikte Hesperidin uygulanan ratlarda kontrol gruplarindaki gibi
normal fizyolojik degerlerinde kalmistir.

TNF-o; inflamasyon olaylarinda, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasinda ve
apoptoz sirasinda bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynayan giiglii bir proinflamatuar
sitokindir.*® Makrofajlar ve T hiicrelerinin TNF-a'nin ana iireticileri oldugu diisiiniilse
de ornegin; B hiicreleri, NK hiicreleri, notrofiller, mast hiicreleri, endotelyal hiicreler,
diiz kas hiicreleri, kardiyomiyositler, fibroblastlar, osteoklastlar, osteoblastlar,
astrositler, dendritik hiicreler, mikroglial hiicreler, keratinositler, adipositler,
adrenokortikal hiicreler ve glomeriiler mezanjiyal hiicreler gibi diger hiicreler de bu

sitokini iiretebilmektedirler. 24915
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TNF-o biyolojik etkilerini iki farkli reseptdre baglanarak gosterir: TNFR1
(CD120a, p55) ve TNFR2 (CD120b, p75).1%21% TNFRI'in ligand kaynakli aktivasyonu,
iki temel yolakla saglanir, (a) hiicre sagkalimimnin uyarilmasi ve proinflamatuar genlerin
ekspresyonu veya (b) apoptoz ve hiicre 6liimii.'® TNFR2 stimiilasyonu tarafindan
baglatilan sinyal yollari, TNFR1'inkinden daha az arastirilmistir. TNFRI1
stimiilasyonunun inflamatuar veya apoptotik tepkilere yol agabilecegi gibi, TNFR2'nin
ozellikle hiicre aktivasyonunu, gociinii ve cogalmasini destekledigi bildirilmektedir.14°

TNF-a yukarida belirtilen yolaklar tizerinden inflamasyonu uyarmaktadir. Robert
ve ark. (2013)*®" yaptiklar1 bir caligmada karbon tetrakloriir ile olusturulan karaciger
hasarinda inflamasyonun sekillendigi ve TNF-a diizeyinin arttig1 gosterilmistir. Yapilan
baska bir ¢alismada da bakir nanopartikiillerinin ratlara uygulanmasi sonucu testislerde
hasar olustugu ve TNF-a diizeyinin ciddi bir bicimde arttigi goriildigli ifade
edilmektedir.’®® Bizim ¢aligmamizda da Sekil 4.2. goriildiigii gibi BPA uygulamasinin
TNF-a diizeyini artirdig tespit edilmistir. Hesperidinin inflamasyon belirteci olan TNF-
o diizeyleri iizerine etkileri oldugu ifade edilmektedir. Bu konuda Belhan ve ark.
(2017)1° yaptiklar1 arastirmada metotreksat ile olusturulan testis hasarinda TNF-a
diizeyinde belirgin bir artisin meydana geldigi ve Hesperidin uygulamasinin metotreksat
ile uyarilan testis hasarinda TNF-a diizeylerinin normal fizyolojik simnirlar icerisinde
kalmasini sagladigini rapor etmislerdir. Calismamizda BPA uygulamasi sonucu TNF-a
diizeylerinde ciddi artis meydana gelmistir. BPA ile birlikte Hesperidin uygulanmasi
TNF-o’nin kontrol grubunda oldugu gibi fizyolojik diizeylerde kalmasini saglamistir.

IL-1B, normal organizmada beslenme, uyku ve sicakligin diizenlenmesi gibi
onemli homeostatik fonksiyonlara sahiptir. 1L-1f, keratinositler, fibroblastlar,
sinoviyositler, endotel hiicreleri, néronlar, makrofajlar ve mast hiicreleri, Schwann

hiicreleri, mikroglia ve astrositlerden salgilanabilir. Bununla birlikte, IL-1B'nin asiri
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iiretimine, romatoid artrit, noropatik agri, inflamatuar bagirsak hastaligi, osteoartrit,
vaskiiler hastalik, multiple skleroz ve Alzheimer hastalig1 gibi hastalik durumlarinda
meydana gelen patofizyolojik degisiklikler neden olur.*®® Koliikcii ve ark. (2021)
yaptiklar1 bir ¢alismada iskemi reperfiizyon yontemiyle olusturulan testis hasarinda IL-
1B diizeylerinin yiikseldigini bildirmektedirler. Bizim c¢alismamizda Sekil 4.2. de
goriildiigii gibi BPA uygulanan ratlarda IL-1 diizeyinin arttigi belirlenmistir. Daha
once yapilan bir ¢alismada da metotreksat ile olusturulan testis hasarinda IL-1P
diizeyinin belirgin bir sekilde arttigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada Metotreksat ve
Hesperidinin birlikte uygulamasinin IL-1p diizeyinin kontrol gruplarinda oldugu gibi
fizyolojik sinirlar igerisinde kaldigi gosterilmistir.’® Yaptigimiz calismada BPA ile
birlikte uygulanan Hesperidin maruziyetinin sonucunda IL-13 diizeylerinin kontrol
grubunda oldugu gibi fizyolojik sinirlar icerisinde kaldig1 goriilmiistiir.

IL-6, inflamasyon, immiin yanit ve hematopoez iizerinde pleiotropik etkiye sahip
¢Oziinlir bir mediatordiir. IL-6, inflamasyonun ilk asamasinda lokal bir lezyonda
sentezlendikten sonra, kan dolagimi yoluyla karacigere hareket eder, ardindan C-reaktif
protein (CRP), serum amiloid A (SAA), fibrinojen, haptoglobin ve 1-antikimotripsin
gibi ¢ok ¢esitli akut faz proteinlerinin hizla indiiklenmesini saglar. 1L-6, organizmada
meydana gelen bazi akut olaylarin ilgili sistemlere bildirilmesinde bir arabulucu
olarakta islev goriir. IL-6, dejeneratif lezyonlarda ve doku hasari durumunda tiretilir ve
tiim viicuda bir uyar1 sinyali génderir.1®2> Amr ve ark. (2020)!%® tarafindan yapilan bir
calismada kadmiyum ile indiiklenen testikiiler toksisitede inflamasyon sekillendigi ve
bununla iligkili olarak IL-6 diizeylerinde bir artisin oldugu ifade edilmistir. Yine bagka
bir ¢alismada ise farelerin igme sularina belirli dozlarda sodyum florid katilmasi yoluyla
testis toksikasyonu olusturulmus ve testislerde inflamasyonla iligkili olarak IL-6

diizeyinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.'®* Bizim ¢alismamizda ise BPA uygulamasi
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sonucu bu c¢alismalara benzer bir sekilde IL-6 diizeyinin yiiksek oldugu goriildii. Erding
ve ark. (2018)'% yaptiklar1 bir ¢calismada sodyum arsenit verilen ratlarda karaciger ve
bobrek hasar1 olustugu ve IL-6 diizeylerinin arttig1 ifade edilmektedir. Ayni1 caligmada
Hesperidin uygulamasinin IL-6 diizeyini azalttigit ve inflamasyonu diizenledigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da BPA uygulamasi sonucu olusturulan testis dokusu
hasarinda IL-6 diizeyleri yiiksek bulunmustur. BPA ile beraber Hesperidin uygulanan
gruplarda ise IL-6 diizeyinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda normal smirlar
icerisinde oldugu goriilmiistiir.

IL-10 anti-inflamatuar 6zelliklere sahip bir sitokindir. IL-10 dokuda meydana
gelen inflamasyonun ve otoimmun cevabin kontrol altina alinmasinda gorevi
bulunmaktadir.’®® Mohammad ve ark. (2017)%7 yaptiklar1 bir ¢alismada ratlara yapilan
kursun uygulamasi sonucunda olusan bobrek ve testis hasarinda IL-10 diizeyinin
azaldigini, ayni ¢alismada kursun maruziyeti ile beraber VitD uygulamasinin sonucunda
ise IL-10 diizeyinin degismedigini ve kontrole yakin degerler elde edildigini ifade
etmektedirler. Wen ve ark. (2020)'%® vyaptiklar1 bir calismada ise kadmiyum ile
olusturulan testis hasarmnda IL-10 diizeyinin azaldigi goriilmiistiir. Oluwatobi ve ark.
(2020)*®° tarafindan yapilan bir ¢alismada etilen glikol monometil eter kullanilarak
meydana getirilen testikiiler toksikasyonunda doza bagimli olarak IL-10 degerlerinde
azalma gozlemlenmistir. Yapmis oldugumuz c¢alismada, BPA uygulamasi ile
olusturulan testis doku hasarinda IL-10 diizeylerinin azaldigi goriilmiistiir. Riham ve
ark. (2020)'7° tarafindan yapilan bir ¢aligmada iyonize radyasyon verilerek olusturulan
testis hasarinda IL-10 diizeyinin azaldigin1 gdstermislerdir. Iyonize radyasyon ile
birlikte Hesperidin uygulamasmin IL-10 diizeylerinde kontrol gruplarina gore bir
degisiklik yaratmadigi ifade edilmistir. Calismamizda Hesperidinin yukarida bahsi

gecen calismalardaki gibi IL-10 diizeyleri iizerinde koruyucu etkilerinin oldugu
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belirlenmistir.

Prostaglandinlerin iiretiminde hiz sinirlayici enzim olan siklooksijenaz, COX-1
ve COX-2 olmak iizere iki izoformda bulunur. COX-1, homeostatik islevlerde yer
alirken, COX-2, inflamasyon ve kanser gibi cesitli patolojik siireclerde rol oynar.*’* NF-
kB , COX-2 gibi proinflamatuar mediatorlerin diizenleyicisidir; bu nedenle; NF-kB
aracili COX-2 ekspresyonu, inflamasyon siirecinde 6nemli bir mekanizma olarak
diisiiniilebilir.1’> Zhang ve ark. (2013)'"® tarafindan yapilan bir ¢alismada ratlarda flor
ile olusturulan testis hasarinda doza bagimli olarak COX-2 diizeyinin arttigi
gozlemlenmistir. Ileritiirk ve ark. (2021)'7* yaptiklar1 bir ¢alismada ise kursun asetat
verilen ratlarda testis hasari olusturulmus ve bu ratlarda COX-2 diizeylerinin arttigi
tespit edilmistir. Calismamizda BPA maruziyeti ile olusturulan testis toksikasyonunda
COX-2 diizeylerinin kontrol grubu hayvanlarina gére daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Shimaa ve ark. (2018)'"° yaptiklar1 bir galismada soguk stres yontemiyle diyabetik
ratlarda gastrik ilser olusturmus ve bu ratlardan elde edilen mide dokusu 6rneklerinde
COX-2 diizeylerinin yiikseldigi goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada Hesperidinin gastik tilser
olusturulmus ratlarda COX-2 diizeylerinin normal degerlerde kalmasimi sagladigi
goriilmistiir. Bizim ¢alismamizda ise BPA+HESP grubunda COX-2 diizeyinin kontrol
gruplariyla benzerlik gosterdigi, BPA uygulanan grupta ise COX-2 diizeyinin kontrol
grubu degerlerine gore yiikseldigi gdzlemlenmistir.

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), hiicre farklilasmasi,
¢ogalmasi ve hiicrenin hayatta kalmasi dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel siireglerde yer
alan bir serin/treonin protein kinaz ailesidir. Hiicre dig1 uyaranlarla aktivasyonun
ardindan, MAPK'ler, hiicre zarindan ¢ekirdege sinyallerin iletilmesinden sorumludur.
Genel olarak MAPK'nin ii¢ alt grubu tarif edilmistir: 1) c-Jun NH2-terminal kinazi

(JNK), 2) hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ve 3) p38 MAPK. p38 MAPK,
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protein kinazlar, fosfatazlar, hiicre dongiisii diizenleyicileri ve transkripsiyon faktorleri
dahil olmak tiizere gesitli hedeflere etki yapma 6zelligine sahiptir. p38 MAPK hiicre
icinde olusan stres ve inflamasyonun disinda, hiicre igindeki diizenlenmis hiicre
oliimlerinde de gorev almaktadir.!’® p38 MAPK ’nin bu roliinii degerlendirmek amaciyla
Iman ve ark. (2014)Y7 sisplatin ile olusturulan testis toksikasyonunda p38 MAPK
diizeylerini 6lgmiisler ve kontrol gruplarina gore daha yiiksek degerler tespit etmislerdir.
Yine benzer bir sekilde Xiaoman ve ark. (2019)!® yaptiklar1 calismada polistiren
mikroplastikleri verilen farelerde testis hasari olusturmuslar ve yapilan doku
analizlerinde p38 MAPK diizeylerinin yiikseldigini belirlemislerdir. BPA ile
olusturdugumuz testis hasarinda yukarida belirtilen ¢aligmalarla uyumlu olarak p38
MAPK diizeyinin kontrol grubuna goére yiiksek oldugunu miisahede ettik. Afzal ve ark.
(2020)*"° yaptiklar1 bir ¢alismada ise N,N-dimetilhidrazin verilen ratlarda olusturulan
kolon hasarinda p38 MAPK diizeyinin yiiksek oldugunu tespit etmisler ve Hesperidinin
ise p38 MAPK diizeyi iizerine koruyucu etkilerinin oldugunu go6zlenmislerdir.
Calismamizda BPA ile olusturdugumuz testis hasarli ratlarin p38 MAPK diizeylerinde
literatiirle uyumlu bir sekilde artis belirlenmistir. BPA+Hesp uygulanan grupta p38
MAPK diizeyinin kontrol grubundaki p38 MAPK diizeyleriyle benzer oldugu
bulunmustur (Sekil 4.3).

p53 hiicrede apoptozisin uyarilmasinda kilit rol oynamaktadir. p53 hiicrede,
BIM, PUMA ve NOXA fiizerine etki yaparak apoptozisin uyarilmasina neden olur. Ayni
zamanda p53, antiapoptotik etkileri bulunan BCL-XL, MCL-1, BCL-2, BAX ve BAK
izerine baskilayici etkiye sahiptir. Bu baskilamayi takiben mitokontride sitokrom c
salmimi1 meydana gelir ve bu da hiicre iginde apoptozisin baglamasina neden olur. p53
diizeyi hiicre i¢inde apoptozisin sekillenip sekillenmedigi hakkinda bilgi vermektedir.'®

Bu bilgiler 1s131da Albeer ve ark. (2020)8! yaptiklar1 bir ¢alismada sipermetrin verilen
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ratlarda olusan testis hasarinda p53 diizeyinin arttigin1 gézlemlemislerdir. Asgharzadeh
ve ark. (2021)% yaptiklar1 ¢alismada morfin ile in vivo ve in vitro olarak olusturduklari
testis hasarinda p53 diizeyinin arttigini gozlemlemisler. Bizde ¢alismamizda BPA’nin
testislerde olusturdugu hasar1 gostermek amaciyla bir apopototik markir olan p53
diizeyini arastirdik ve kontrol grubuna gore yapilan analizlerde p53 diizeyinin yiiksek
oldugunu belirledik. Caglayan ve ark. (2021)'®® yaptiklar1 ¢alismada ise sodyum florid
verilen ratlarda olusturulan bobrek ve karaciger hasarinda p53 diizeyinin arttigini
gozlemlemislerdir. Ayni ¢alismada sodyum florid ile olusturulan bobrek ve karaciger
hasarinda hesperidinin koruyucu etkilerinin oldugunun ve p53 diizeyinin hesperidin
uygulanan grupta normal degerlere yakin oldugu tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada
BPA ile olusturulan testis hasarinda p53 degerleri ylikselmistir. BPA+Hesp grubunda
ise p53 degerleri kontrol grubunun p53 degerleri ile uyumlu bulunmustur.

Ureme faaliyeti, hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) ekseninde islevsel olan
hormonlar tarafindan kontrol edilir. Erkekte, LH ve FSH testikiiler testosteron
iiretiminin ve spermatogenezin siirdiiriilmesi ile ilgilidir. LH'nin testis hedef hiicreleri,
interstisyel boslukta bulunan Leydig hiicreleridir ve FSH'minkiler ise seminifer
tiibiillerde bulunan Sertoli hiicreleridir. LH, Leydig hiicrelerinde Testosteron iiretimini
uyarirken FSH, Sertoli hiicrelerinde spermatogenezisin siirdiiriilmesi igin gerekli
diizenleyici molekiillerin ve besleyici materyallerin {iretimini uyarir.’®* Bu diizenleyici
hormonlarin diizeylerinde testislerde meydana gelen hasarlara bagl olarak degisiklikler
meydana gelmektedir. Uzun ve ark. (2009)*®° yaptiklar1 calismada malatyon ile uyarilan
testis dokusu hasarinda FSH diizeyinin azaldiginm1 gozlemlemislerdir. Yine baska bir
calismada ise Ayinde ve ark. (2012)!% kursun verilen albino ratlarda olusturulan testis
hasarinda FSH diizeyinin azaldigimi tespit etmislerdir. Calismamizda BPA ile

olusturulan testis dokusu hasarinda serum FSH diizeylerinin azaldig: tespit edilmistir.
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Tousson ve ark. (2014)*" yaptigi bir ¢alismada ise sisplatin uygulanarak ratlarda
olusturulan testis hasarinda serum LH diizeylerinin azaldigimi tespit etmislerdir.
Yaptigimiz c¢alismamizda BPA ile olusturulan testis hasarli ratlarin serum LH
diizeylerinin azaldig1 belirlenmistir. Bununla beraber Fattahi ve ark. (2009)* yaptiklar:
calismada farelerde diazinon ile olusturduklar testis doku hasarinda serum LH
degerlerinde bir artisin meydana geldigini gostermislerdir. ilgili ¢alismada azalan
spematogenezis ve Sertoli hiicrelerindeki hasara bagli olarak diisen testosteron
diizeyinin, serum LH diizeyindeki artisa sebep oldugu disiiniilmektedir. Chandra ve ark.
(2010)*®° yaptiklar1 bir calismada vanadium uygulamasina bagl olarak olusan testis
toksikasyonunda  serum  testosteron  diizeylerinin  azaldigt = gdzlemlenmistir.
Calismamizda BPA uygulanarak olusturulan testis hasarinda serum testosteron
diizeyinin azaldigi tespit edilmistir. Testis fonksiyonlarinin diizenlenmesinde dogal bir
flavanoid olan Hesperidinin roliiniin oldugu ifade edilmektedir.?®® Calismamizda BPA
ile birlikte hesperidin uygulanan grupta serum FSH, LH ve Testosteron diizeylerinin
kontrol gruplarindaki verilerle benzerlik gosterdigini tespit ettik.

Steroidogenez, kolesterolii nihai steroid hormon f{iriinlerine doniistiiren ¢ok
adimli bir siirectir. Leydig hiicresinin testosteron iiretimi, LH'nin hipofiz bezi tarafindan
periferik dolagima pulsatil salgilanmasina baghdir. LH, Leydig hiicre steroidogenezinde
iki temel rol oynar: (1) steroidojenik enzimlerin optimal seviyelerinin korunmasi ve (2)
kolesteroliin mobilizasyonu ve i¢ mitokondriyal membrana taginmasi. LH, G proteinine
bagl reseptorlere baglanir ve bunlar1 aktive eder, bu da adenilat siklazin aktivasyonu
yoluyla hiicre i¢i cAMP olusumunun artmasini ve protein kinaz A (PKA) yoluyla
proteinlerin cAMP'ye bagl fosforilasyonunu gerceklestirir. Bu fosforilasyon sonucunda
aktive edilen StAR, sitoplazmadan mitokondriye kolesterol transferini gergeklestirir.

Mitotokontri igine tasman kolesterol, sitokrom P450 enzimi (CYP11Al) tarafindan
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pregnenolon'a doniistiiriiliir. Pregnenolon daha sonra diiz endoplazmik retikulumda 3-
hidroksisteroid dehidrojenaz (3p-HSD; HSD3p), p450scc ve 17B-HSD3 tarafindan
testosterona metabolize edilir.!®® Cao ve ark. (2017)!*? yaptiklar1 bir calismada
aflatoksin B1 uygulamasi yapilmis farelerde ve olusan testis hasarinda testosteron
sentezinde gorevli olan; StAR, p450scc ve 17B-HSD3 enzimlerinin diizeylerinin
azaldigi tespit etmislerdir. Yine Abdelhamid ve ark. (2020)**3 yaptiklar1 bir ¢alismada
kursun asetat verilerek testis hasari olusturulmus ratlarda, hasara bagl olarak StAR,
p450scc ve 17B-HSD3 enzimlerinin diizeylerinin azaldigini  gdzlemlemislerdir.
Calismamizda ise bu sonuglara benzer bir sekilde ratlarda BPA ile olusturulan testis
doku hasarinda StAR, p450scc ve 17p3-HSD3 enzimlerinin azaldig belirlenmistir. BPA
ile birlikte Hesperidin uygulanan grupta Testosteron diizeylerinin kontrol grubundaki
testosteron seviyesine yakin oldugu ayni zamanda leydig hiicrelerinde testosteron
sentezinde gorevli olan StAR, p450scc ve 173-HSD3 enzimlerinin diizeylerinin normal
fizyolojik degerlerini korudugu belirlenmistir.

BPA uyguladigimiz ratlarin testislerinde yapilan histopatolojik muayenelerde
intersitisyel araliklarda siddetli diizeyde 6dem ve hiperemi gozlendi. Ayrica
spermatositlerde siddetli diizeyde bir dejenerasyon sekillendigi ve nekroza bagli olarak
tubulus duvarlarinda bir incelme oldugu belirlendi. Ceylan ve ark. (2020)!%* yaptiklari
bir c¢alismada tek doz sisplatin verdikleri ratlarda testis hasar1 olustugunu ve
spermatogenik hiicre serilerini bozdugunu, bazal membranlarda kayiplara neden
oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢alismamiza benzer bir sekilde Gules ve ark. (2019)**
yaptiklar1 bir ¢alismada BPA uygulanan ratlarda testis hasarinin olustugu gozlenmistir.
Bu calismada testislerde vakuolasyon ve hiicresel lezyonlarin belirgin oldugu gozlendi.
BPA uygulanan grupta tunika albuginea’nin kalinliginda ve seminifer tubul ¢apinda bir

azalma oldugu gozlenirken, intersitisyel aralikta bir artma oldugu gozlendi.
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Calismamizda BPA ile birlikte uygulanan hesperidinin intertubuler araliklardaki 6demi
ve damarlarda meydana gelen hiperemiyi azalttig1 belirlendi. Spermatositlerde meydana
gelen dejenerasyonun ise BPA uygulanan gruba gore daha diisiik diizeyde oldugu
gortldi.

Hiicre iginde DNA hasarinin gostergesi olan 8-OHAG ekspresyonu BPA
uygulanan grupta yapilan IHC analizlerinde siddetli diizeyde oldugu gézlendi. Sahu ve
ark. (2020)!% yaptiklar1 bir ¢alismada bizim calismamizla uyumlu olarak BPA
uygulamasina bagli testikular 8-OHdG diizeyinin kontrole gore belirgin bir sekilde
yiiksek oldugu gozlendi. Ancak BPA uygulanan ¢inko yetersiz ratlarda bu diizeyin daha
yikksek oldugu gozlendi. Bizim c¢alismamizda ise BPA uygulamasiyla beraber
hesperidin uygulamasinin, seminifer tubullerde ve spermatositlerde sitoplazmik 8-
OHJG diizeyinde kontrole yakin degerler elde edilmesine yardim ettigi belirlendi.

Anti-apoptotik Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax hiicrelerde apoptozisin sekillenip
sekillenmedigi hakkkinda bize bilgi vermektedir. Calismamizda BPA uygulamasina
bagli olarak Bax diizeyinin belirgin bir sekilde kontrole gore daha yiiksek oldugu
gozlendi. Anti-apoptotik 6zellige sahip olan Bcl-2 diizeyinin BPA uygulamasina baglh
olarak azaldig1 goriildii. Geng ve ark. (2015)!°® yaptiklar1 bir galismada malatyon
verdikleri ratlarda testis hasarinin olustugunu ve buna bagli olarak anti-apoptotik Bcl-2
diizeyinin azaldigi, proapoptotik Bax diizeyinin ise arttigini gozlemlediler. BPA ile
birlikte hesperidin uygulanan ratlarda ise Bax ve Bcl-2 diizeyinin kontrole yakin
diizeylerde kaldig1 ve kontrol ile aralarinda istatistiksel olarak fark bulunmadig: yapilan
IHC analizlerinde belirlendi.

Kaspazlar, apoptozun Onemli aracilaridir. Bunlar, pro-enzimler olarak
sentezlenir ve i¢/dis uyaranlar tarafindan aktive edilir.!®” Kaspaz -3, kaspazlarin en

kritik efektorleridir ve apoptozun ayirt edici bir isaretleri olarak kabul edilir.?%® % Bu
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yaptigimiz ¢alismada BPA ile olusturulan testis hasarinda kaspaz-3 aktivitesinin arttig1
ve bu yolla hiicrelerde apoptozun indiiklendigi belirlendi. Akhigbe ve ark. (2020)?%®
yaptiklar1 bir ¢alismada 6 hafta boyunca kodein verdikleri tavsanlarin testis dokularinda
apopotozun uyarildigini ve kaspaz-3 seviyesinin kontrole gore daha yiiksek oldugu
gozlemlediler. Calismamizda ise BPA ile artan testiskiiler kaspaz-3 seviyesinin

hesperidin uygulanan grupta kontrole yakin seyrettigi ve apoptozu engellendigi goriildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Ratlarda Bisfenol A ile indiiklenen testis hasarinda hesperidinin koruyucu
etkileri, testis ve serumda analizini yaptigimiz enzimlerle, IHC ve histopatolojik
bulgularla ve spermler iizerine yaptigimiz analizlerle belirlenmistir.

Bisfenol A uygulanan ratlarin epididimislerinden alinan sperm o6rneklerinde;
motilite ve yogunluk degerlerinin azaldigi, 6lii ve anormal sperm miktarinin ise
yiikseldigi goriildi. Bisfenol A ile birlikte Hesperidin uygulanan ratlarda bahsi gegen
sperm parametrelerinin fizyolojik degerlerde kaldigi ve kontrole yakin sonuglar elde
edildigi gorildii.

Bisfenol A uygulanan ratlarin testis dokularinda yapilan ELISA analizlerinde
MDA diizeyinin kontrole gore yliksek oldugu, SOD, Katalaz, GSH ve GPx diizeylerinin
kontrole gore daha diisiik oldugu gozlendi. Bisfenol A ile birlikte Hesperidin uygulanan
ratlarda ise bu diizeylerin kontrol seviyesine yakin seyrettigi ve Hesperidinin oksidatif
stres ile ilgili bu parametreler lizerine koruyucu etkilerinin oldugunu belirlendi.

Bisfenol A uygulanan ratlarin testislerinde inflamasyon ile iligkili olarak IL-1p,
TNF-0, IL-6 ve COX-2 diizeylerinin yiiksek oldugu, anti-inflamatuar olan IL-10
diizeyinin ise diisiikk oldugu goriildii. BPA ile birlikte Hesperidin uygulanan ratlarda bu
diizeylerin kontrol seviyesinde kaldigi ve hesperidinin bu diizeyler iizerine koruyucu
etkilerinin oldugu gdzlendi.

Bisfenol A uygulanan ratlarin testislerinde apoptozis ile ilgili olarak p38 MAPK
ve p53 diizeylerinin kontrole gore yiiksek oldugunu tespit edildi. BPA ile birlikte
Hesperidin uygulanan ratlarda apoptotik bu parametrelerin diizeylerinin Kkontrol
seviyesinde kaldigi ve hesperidinin anti-apoptotik etkisinin oldugu belirlendi.

Bisfenol A uygulanan ratlarin serumlarinda FSH, LH ve Testosteron

seviyelerinde azalma oldugu, testislerindeki leydig hiicrelerinde ise Testosteron
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sentezinde gorevi bulunan StAR, P450scc ve 17B-HSD3 enzimlerin seviyesinin
kontrole gore diisiik oldugu goriildii. Yine BPA ile birlikte Hesperidin uygulanan
ratlarda, bu seviyeler lizerine koruyucu etki gosterip ilgili parametrelerin fizyolojik
diizeylerde kalmasina yardime1 oldugu goézlendi.

Bisfenol A uygulanan ratlarin testislerinde apoptozis ile ilgili olarak kaspaz-3 ve
Bax diizeyinin yiiksek, Bcl-2 diizeyinin ise diisiik oldugu ve DNA hasarinin gostergesi
olan 8-OHdG diizeyinin BPA uygulanan grupta kontrol seviyesinin iizerinde oldugu
yapilan IHC analizleriyle belirlendi. BPA ile birlikte Hesperidin uygulanan gruplarda
ise bu seviyelerin kontrole yakin oldugu ve Hesperidinin anti-apoptotik 6zellige sahip
oldugu gozlendi.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar bu alanda yapilan ¢alismalara ve bundan
sonra yapilacak olan daha ileri arastirmalara 151k tutucagi umudunu tagimaktayiz. Ayrica
BPA ile olusturulan testis hasarinda endoplazmik retikulum ve mitokontrial stres olusup
olusmadig1 ve Hesperidinin ise bu diizeyde bir etkisinin olup olmadigi1 daha derin analiz

ve yontemlerle belirlenebilir.
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EK-2. ETiK BIiLDIiRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU!

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi Samet TEKIN
Ogrencinin Numarasi

Ana Bilim Dali Veterinerlik Fizyolojisi
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Tiirii = Doktora

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama
sonucunda elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru

oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklar1 kabul ve beyan ederiz.

Boliimler Benzerlik Oramm  Maksimum Benzerlik Oranlari
l. Giris %5 %15
I1. Genel Bilgiler %24 %35
I11. Materyal ve Metod %29 %35
V. Bulgular %14 %15
V. Tartisma %6 %20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Bashk, Kaynakcga, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve
Ekler kusimlari tarama disi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir
kaynaktan olan benzerlik oranlarinin %)5 'den biiyiik olmamasi gerekir.

‘ Tez Yazar1 (Ogrenci) ‘ Tez Danismani

 Samet TEKIN | Prof. Dr. Fikret CELEBI
[ 25.1.2023 | 25.1.2023

‘ Imza: ‘ Imza:

1 Bu form bilgisayar ortaminda doldurulmali, ¢iktis1 imzalamip Tez Savunmast Jiiri Oneri Formu’yla birlikte Ana Bilim
Dali Bagkanlig1 araciligiyla UBYS {izerinden Enstitiiye iletilmelidir.
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EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Rektorliik

Say1 : 75296309-050.01.04-E.2000135094 01.06.2020
Konu: HADYEK Karari.

VETERINER FAKULTESI DEKANLIGINA

Ilgi : 20.05.2020 tarihli ve 36643897-000-E.2000125579 sayili belge.

ilgide kayitli yaziniz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulumuzun
29.05.2020 tarih ve 5 sayili Oturumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu
ve ekli belgeleri, gerek¢e, amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve
asagiya ¢ikarilan 88 no’lu karari ile sézkonusu doktora tez ¢aligmasimin yiriitiilmesinin, etik
kurallarina uygun olduguna, mevcut oy birligi ile karar verilmis olup, calismanin Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda
yiiriitiilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine gore ¢alismada kullanilan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanhgi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel
Miidiirliigiintin, Hayvanlari Koruma Bilgi Sistemi (HAYBIS)’ne girilebilmesi igin ekte
sunulan “HADYEK Sonu¢ Raporu”nun Baskanligimiza génderilmesi hususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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TOPLANTI TARIHI :29.05.2020
TOPLANTI SAYISI :5

KARAR N0 88: Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanlig1, Veteriner
Hekimligi Temel Bilimileri Boliimii, Fizyoloji Anabilim Dali 6gretim tiyesi Prof.Dr.Fikret
CELEBI nin yiiriitiiciiligiinde, Atatiirk Universitesi T1bbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarinda ytiritiilecek olan “Ratlarda Bisfenol A ile
Olusturulan Testikiiler Toksikasyon Uzerine Hesperidinin Etkisinin Arastirilmas1”
isimli doktora tez ¢aligmasi ile ilgili Veteriner Fakiiltesi Dekanliginin 20.05.2020 tarihli ve
36643897-000-E.2000125579 sayili yazisi ile ekleri goriisiildii.

Yapilan gorigmelerden sonra; ad1 gegen doktora tez ¢aligmasinin yiiriitiilmesinin etik
kurallarma uygun olduguna, taahhiitname hiikiimleri geregince calisma sonucunun
Bagkanligimiza bildirilmesine, mevcut oy birligi ile kabuliine; (Yonetmeligin 8. maddesinin
8/h bendi geregince, Prof.Dr.Fikret CELEBI, gioriismeye katilmadi ve oy
kullanmad). karar verildi.

Ek : Sonug Raporu. 1 Adet.
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EK-4. DIGER FORMLAR

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi Miidiirliigii (ATADEM)

Sayr  :236643897-000-EBYS 15.05.2020
Konu : ATADEM’de Caligma izni.

Saymn Prof.Dr. Fikret CELEBI

Hayvan Deneyleri Etik Kurullarimin Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik’in 1. (1)
Maddesinde belirtildigi iizere, “Deney hayvanlari ile yapilacak olan bilimsel arastirma, test, egitim,
Ogretim gibi temel etkinliklerde kullamlan yontem ve materyaller ile ilgili kabul edilebilir etik
standartlarin belirlenmesine, hayvan deneyleri merkezi etik kurulu ve hayvan deneyleri yerel etik
kurullarmin kurulug ve ¢aligmalarina, yapilmasi planlanan iglemlerin sunulmasina, aragtirma ve
caligma Gnerilerinin incelenmesi ve izin verilmesine, uygulamalarin izlenmesine, deney hayvanlari
iizerinde yapilan biitiin prosediirlerin kayit altina alinmalarina ve bu prosediirlerin aninda ya da geriye
dogru izlenebilmelerine, biitiin islemlerin denetlenebilirliginin saglanmasina ve ilgili iglemlerin
gerektiginde sonlandirnlmalarina iliskin esaslari belirlemektir.” maddesi geregince tarafimizdan
yapilacak olan “Ratlarda Bisfenol A ile olusturulan testikiiler toksikasyon iizerine Hesperidinin
etkilerinin aragtirilmasi” isimli ¢aligmada 52 adet sigan kullanilacak olup, ¢alismamzin ATADEM
Laboratuarlarinda yapilmasi Miidiirliigiimiizce uygun goriilmiistiir.

Geregini bilgilerinize rica ederim.
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T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU

Veteriner Fakiiltesi Dekanhig
Klinik Oncesi Bilimleri Boliimii Bagkanlig
Veterinerlik Patolojisi Ana Bilim Dali Baskanlig:

Sayr : 36643897-000-E.2000127710 22.05.2020
Konu : Laboratuvar Izni Hk.

KLINIK ONCESI BILIMLERI BOLUMU BASKANLIGINA

Fakiiltemizin Veteriner Hekimligi Temel Bilimleri B6liimii, Fizyoloji Anabilim Dali
ogretim iiyelerinden Prof.Dr. Fikret CELEBI'nin danismanlhiginda yiiriitiillecek olan ve
Arastirma Gorevlisi Samet TEKIN'in doktora tez ¢alismasi olarak planlanan "Ratlarda
Bisfenol A ile Olusturulan Testikiiler Toksikasyon Uzerine Hesperidinin Etkisinin
Arastirilmas1" konulu ¢aligmanin histopatolojik ve immunohistokiyasal ¢aligmalarinin
Anabilim Dali'miz Laboratuvarlarinda yapilmas1 uygun goriilmiistiir.

Geregini arz ederim.
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ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
Veteriner Fakiiltesi Dekanlig
Klinik Bilimler Boliimii Bagkanlig:
Délerme ve Suni Tohumlama Ana Bilim Dali
Bagkanlig

Sayt : 36643897-000-E.2000127055 21.05.2020
Konu : Laboratuvarda Calisma izni.

KLINIK BILIMLER BOLUM SEKRETERLIGINE

Ilgi : 21.05.2020 tarihli ve 36643897-000-E.2000126970 sayili belge.

Fakiiltemiz Veteriner Hekimligi Temel Bilimler Boliimii Veterinerlik Fizyolojisi Ana
Bilim Dali Ogretim Uyelerinden Prof.Dr. Fikret CELEBI'nin danigmanhginda yiiriitillecek
Arastirma Gorevlisi Samet TEKIN'in tez ¢alismasi olarak planlanan "Ratlarda Bisfenol A ile
Olusturulan Testikiiler Toksikasyon Uzerine Hesperidinin Etkisinin Arastirilmasi” konulu
calismanin sperma analizleri ¢aliymalarmm Anabilim Dalimiz laboratuvarlarinda yapilmasi
uygundur.

Geregini arz ederim.
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