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OZET

Giliniimiizde ytiksek fruktoz igerikli gida tiiketiminin ve endokrin bozucu olarak bilinen
kimyasal maddelere cevresel ve oral yollarla etkin kalmanin artisina paralel olarak
metabolik sendrom (MetS) ve iliskili klinik durumlarin goriilme sikligindaki artis dikkat
cekmektedir. Son donemlerde fruktozun beslenmedeki yeri artmig ve yiiksek fruktoz
tilketimi ile ilgili olarak, dislipidemi, insiilin direnci, hipertansiyon ve hiperiirisemi de artis
goriilmistiir. BPA’ nin 6strojen benzeri aktivite gostererek iireme organlarinda toksisiteye
neden oldugu, spermatogenezi baskiladigi, sperm iiretimi ve fertilite oranimi diistirdiigii
cesitli caligmalarla gosterilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, c¢alismamizda Sprague
Dawley cinsi 42 tane, erigkin, erkek sigan kullanildi ve 7 gruba ayrildi. Grup 1: (n=6)
Kontrol, Grup 2: (n=6) Fruktoz uygulanan grup, Grup 3: (n=6) BPA uygulanan grup, Grup
4: (n=6) Fruktoz ve BPA’nin eszamanli uygulandigi grup, Grup 5: (n=6) Fruktoz ve
Melatonin uygulanan grup, Grup 6: (n=6) BPA ve Melatonin uygulanan grup, Grup 7:
(n=6) Fruktoz+BPA+Melatonin uygulanan grup seklinde diizenlendi. Deney sonunda
alman epididimis dokusu histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak; sperm ornekleri
ise sayim, motilite ve canlilik tayin yontemleri ile incelendi ve gii¢lii bir antioksidan
oldugu bilinen melatoninin bu deneysel siirece olan etkileri arastirildi. BPA, Fruktoz ve her
ikisinin eszamanli uygulamasinin epididimis dokusunda ve sperm orneklerinde hasara yol
actig1, melatonin uygulamasinin ise bu hasari1 énlemede kismen de olsa basarili oldugu

gorilmiistir.
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ABSTRACT

Nowadays, it is notable that the increase in the incidence of metabolic syndrome (MetS)
and related clinical cases correlated with the increased of fructose rich food consumption
and environmental and oral exposure to chemical substances known as endocrine
disruptors. Fructose feed has recently increased and higher fructose consumption has
associated with the increased of diseases such as dyslipidemia, insulin resistance,
hypertension and hyperuricemia. BPA exhibits estrogen-like activity that cause toxicity in
reproductive organs suppresses spermatogenesis, decreases sperm production and fertility
rates. According to information given above, we used 42 adults, male Sprague Dawley rats
that were divided into 7 groups. The groups were arranged as follows, Group 1: (n=6)
Control, Group 2: (n=6) Rats were treated with fructose, Group 3: (n=6) Rats were treated
with BPA, Group 4: (n=6) Rats were treated with fructose and BPA contemporaneously,
Group 5: (n=6) Rats were treated with fructose and Melatonin, Group 6: (n=6) Rats were
treated with BPA and Melatonin, Group 7: (n=6) Rats were treated with fructose and BPA
and melatonin. At the end of the experiment, epididymal tissue was removed and analyzed
by using histochemical and immunohistochemical procedure. Sperm samples were counted
and sperm motility and viability were investigated. Furthermore, we examined the effects
of strong antioxidant melatonin on this experimental process. @ We found that
administration of BPA, fructose, and concurrently both of these causes damaged to
epididymal tissue and sperm samples on the other hand melatonin was partially successful
in preventing this damage.
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1. GIRIS

Metabolik sendrom genetik ve gevresel faktorler arasindaki etkilesim sonucu olusan,
insiilin direnci, visseral yaglanma, aterojenik dislipidemi, endotel disfonksiyon ve yiiksek
kan basinci, hiperkoagiilasyon ve kronik stres gibi ¢esitli faktorleri iceren bir sendromdur
[1]. Toplumda giderek artan sekilde yayginlasmasi ve igerdigi sistemik bozukluklar nedeni
ile literatiirde hizla artis gosteren arastirmalarla her gecen giin daha fazla Onem

kazanmaktadir [2].

Obezite ve insiilin direncinin yani sira yaslanma, proinflamatuar durum, hormonal
degisiklikler gibi diger faktorler metabolik sendromun nedeni olarak ifade edilse de

metabolik sendromun mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir [3].

Fakat giinlimiizde yiiksek fruktoz igerikli gida tiiketiminin ve yani sira endokrin bozucu
olarak bilinen kimyasal maddelere ¢evresel ve oral yollarla etkin kalmanin artisina paralel
olarak Mets ve iliskili klinik durumlarin goériilme sikligindaki artis dikkat ¢cekmektedir. Bu
endokrin bozucularin basinda ise son yillarda yapilan arastirmalarda, insan saglig tizerine

olumsuz etkilerinden dolay1 ilgi odagi haline gelen bisfenol A (BPA) gelmektedir [4, 5].

BPA iiretimi, endiistriyel kullanim alanlari ve miktar1 tiim diinyada her gecen giin
artmaktadir. Polivinil karbonattan, pedodontiye, metal konserve kutularinin i¢ yiizeyinden,
oyuncak, biberon ve emzikler gibi bebek iirlinlerine, CD, DVD ve elektronik cihazlari
iceren plastiklerde, endiistride kopiik ve paketleme sistemlerinde, kozmetik ve hatta dis

macunu gibi kigisel bakim iiriinlerinde BPA sik¢a kullanilmaktadir [6-9].

BPA’ nin endokrin sistem fonksiyonu iizerindeki etkileri, Ostrojen-17-f estrodiole benzer
ksenoostrojenik bir bilesik olmasi ile ilgilidir. Klasik niikleer, non- klasik membran
Ostrojen reseptorlerine baglanarak ya da non-genomik yolaklara entegre olarak beyin,
ovaryum, meme bezi gibi Ostrojen ile iligkili organlarda degisikliklere yol agmakta ve
endokrin sistem tizerinde etki gostermektedir. Bunun yani sira oksidatif strese neden olarak
mitokondriyonel fonksiyonu ve antioksidan enzimleri olumsuz yonde etkiledigi de
bilinmektedir [10]. Ostrojen benzeri aktivite gdstererek iireme organlarinda toksisiteye
neden oldugu, testosteron sentezini inhibe ettigi ve ratlarda yapilan ¢alismalarda

spermatogenezi baskiladigi, testikiiler ve epididimal agirliklarda azalmaya neden oldugu,



sperm iiretimi ve fertilite oranin1 diistirdiigii ¢esitli calismalarla gosterilmistir [11]. Mesleki
olarak BPA’ ya etkin kalan erkeklerde, yiiksek iiriner BPA diizeyi ile iliskili sperm sayisi

ve motilitesinde azalma gozlemlenmistir [12, 13].

Fruktoz, yapisal olarak 6 karbona sahip, agirlikli olarak meyve ve az miktarda sebze
iceriginde de yer alan bir polihidroksikentondur [14, 15]. Son ddonemlerde fruktozun
beslenmedeki yeri artmis ve yiiksek fruktoz tiikketimi ile ilgili olarak, dislipidemi, insiilin
direnci, hipertansiyon ve hiperiirisemi de artis gériilmiistiir [16, 17]. Arastirmalarda asiri
fruktoz tiikketiminin MetS ve etkileri yoluyla erkek iireme sistemini olumsuz etkiledigi
gosterilmistir. [18, 19]. MetS bilesenlerinden obezitenin hipotalamik-pituiter- gonadal aks1
bozarak skrotal sicakligi artirdigi ve sperm gelisimini, morfolojisi ve fonksiyonunu
etkiledigi bildirilmistir [20]. Insiilin direnci endokrin fonksiyonuna etki ederek semen

parametrelerinin degisimine ve erektil disfonksiyona yol agmaktadir [21, 22].

Melatonin  epifiz tarafindan iretilen, sirkadiyen ritmin dizenlenmesi, kemik
metabolizmasi, lireme, mevsimsel degisimlerin modiilasyonu, gida alimi, retina fizyolojisi
ve immiin sistem regiilasyonunu da iceren bir¢cok fizyolojik role sahip; antioksidan,

onkostatik, antienflamatuar ve antikonviilsan etkileri bulunan bir biyomolekiildiir [23-28].

Literatiirde melatoninin farkli yolaklar ile erkek iireme sistemini etkiledigi, gonadotropin
ve testosteron sekresyonuna etki ederek sperm kalitesini artirdigina yonelik ¢esitli bilgiler
mevcuttur [29]. Son ¢aligmalarda, melatoninin Bisfenol A ile indiiklenmis oksidatif
toksisiteye karsi testis ve sperm kalitesini apoptosis siirecini kontrol ederek korudugu
bildirilmektedir. Fakat literaturde BPA ve fruktoz es zamanli uygulanmasi ve melatonin
arasindaki iliskinin, duktus epididimis ve sperm iizerindeki etkileri agiklanmamustir [30,
31].

Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismamizda erkek sicanlara oral yolla yliksek doz fruktoz ve
BPA uygulanmis, bu maddelerin duktus epididimis dokusuna ve sperm morfolojisine olan
etkileri degerlendirilerek, melatoninin bu siirecteki olas1 etkilerinin saptanmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Erkek Genital Sistem

Erkek genital sistem spermatozoa veya sperm iretiminden, beslenmesinden,
depolanmasindan, androjenlerin sentez ve sekresyonundan sorumlu olan, kompleks bir
sistemdir. Topografik ve gelisimsel olarak i¢ ve dis genital organlar olmak iizere iki

boliimde incelenir [32]. Erkek iireme sistemini olusturan yapilar:

e Testis

e Testis i¢i genital kanallar
-Tubuli rekti

-Rete testis

e Dis genital kanallar
-Duktuli efferentes testis
-Duktus epididimis

-Duktus deferens

-Ductus ejaculatorius
-Uretra

e Yardimci bezler
-Vezikula seminalis
-Prostat

-Bulboiiretral bez (Cowper bezleri)

e Penis

2.2.Testis Gelisimi, Anatomisi ve Histolojisi

2.2.1. Testis gelisimi

Embriyonun cinsiyeti genetik agidan dollenme siirecinde belirlenmis olmasina ragmen,
gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar erkek veya disi morfolojik &zellikleri agisindan

farklilik gostermezler ve farklanmamig gonad olarak isimlendirilirler [33, 34].



Testisler, karin arka duvarinit déseyen mezotel, altinda bulunan mezengim (embriyonik bag
dokusu) ve ilkel germ hiicreleri (ilkel cins hiicreleri) olarak 3 farkli kaynaktan kdken alir

[33, 34].

Gonad gelisimi embriyonal gelisimin 5. haftasinda mezonefrozun medialinde mezotelin
kalinlagsmasi ile baslar. Mezodermal epitelin proliferasyonu ile birlikte altindaki mezengim
cogalarak yogunlasir, sagda ve solda mezonefrozun medialinde genital veya gonadal sirt

bicimlenir [33, 34].

Gonadlarin over ve testise farklanmasinda indiikleyici etkiye sahip olan ve epiblastan
koken alan primordiyal germ hiicreleri (PGH), embriyonun katlanmasiyla birlikte
epiblastan primitif ¢izgi boyunca go¢ ederek 3. haftada yolk kesesinin allantoise yakin
duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasimna yerlesirler. 4. hafta ile son bagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca gé¢ etmeye devam ederler ve 5. haftanin baginda primitif
gonadlara ulasip, 6. haftada genital sirtlara yerlesirler. Primordial germ hiicrelerinin bu
gocli ve ¢ogalmast c-kit reseptorii ile hiicre membran ligandi olan kok hiicre faktoriiniin

etkilesimine baglidir [33-35].

Gonadlarin erkek ya da disi yoniinde farklilagmalar1 XX ve XY kromozom kompleksine
baghdir ve embriyonal gelisimin 7. haftasinda belli olmaktadir. XY kromozomuna sahip
embriyoda, Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki cinsiyet belirleyici bolgesinde bulunan
SRY (sex-determining region Y) geninin kodladigi testis belirleyici faktér (TDF)
tarafindan kontrol edilerek; medulla testise farklanirken, korteksi bir takim kalintilar
disinda tamamen dejenere olmaktadir. Primer seks kordonlari, ¢ogalmaya devam ederek
medullanin derinlerine dogru ilerlerler ve testis veya medullar kordonlari yaparlar [34].
Kordonlar gonadlarin hilusuna dogru ag seklinde birbirleri ile anastomoz yaparak, rete
testis tiibiillerini olustururlar. Daha ileri evrelerde primer seks kordonlarinin yiizey epiteli
ile olan baglantisi tunica albuginea denilen kalin fibréz kapsiiliin araya girmesi ile son

bulur [33, 34].

Gelisimin 12. haftasinda testis kordonlar1 at nali seklini alir ve uglan birleserek, ince bir
kanal olan tubuli rektiye, tubuli rektilerde rete testise agilir. Testis kordonlar1 sadece
primordiyal germ hiicreleri ve testisin yiizey epitelinden gelisen Sertoli hiicrelerini (destek

hiicreleri) igerirler [34]. Testis kordonlar1 arasinda, genital sirtin mezensiminden koéken



alan interstisiyel Leydig hiicreleri bulunur. Embriyonik gelisimin 8. haftasinda, testosteron
hormonu etkisiyle sekillenirler. Wolff kanali testis i¢i genital kanallar yoniinde
farklanirken (duktus epididimis, duktus deferens, vesicula seminalis), dis genital organlar

dihidrotestosteron etkisiyle siniis iirogenitalisten gelisirler [33, 34].

Puberteye kadar testis kordonlar1 kapali (solid) halde iken, puberte ile birlikte kordonlarin
ltimenleri agilir ve seminifer tiibiiller bicimlenir. Kanalize olan seminifer tiibiiller rete testis
tiibiilleriyle birlesir duktuli rekti ve duktuli efferenteslere agilirlar. Bunlar da tek bir kanal

olan duktus epididimis ile duktus deferensle birlesirler.

Testisler gestasyonun yaklasik 12. haftasinda inguinal bolgeye gelmekte, inguinal kanaldan

28. haftada gegmekte ve skrotuma 33. haftada ulasmaktadir.

2.2.2. Testis anatomisi

Sperm ve androjenlerin iiretiminden sorumlu olan testisler, ilk olarak karm boslugunda
gelisen ve fetal gelisim sirasinda scrotum’ a inerek, viicut boslugunun disinda scrotum’un
icerisinde yer alan, siki ve elastik 6zellige sahip, 4-5 cm uzunlugunda ve yaklasik 3 cm
kalinliginda, oval sekilli organlardir. Sol testis genellikle sag testise gore daha biiytiktiir.
Her bir testisin extremitas superior ve extremitas inferior olmak iizere iki ucu vardir. Testis
yanlardan basik ve 6nde dar margo arterior, arkada ise margo posterior ile birlesen facies
lateralis ve facies medialis olmak tizere iki yiizii bulunmaktadir. Testisler scrotum’ da oblik

olarak uzanirlar.

Testisler distan ice dogru tunica vaginalis testis, tunica albuginea ve tunica vasculosa
olmak {izere ii¢ katman ile ¢evrelenmistir. Ust kisminda, Miiller kanalinin embriyolojik
kalintisi olan appendix testis bulunmaktadir. Tunica vaginalis; lamina pariyetalis
(periorchium) ve lamina visseralis (epiorchium) olmak {izere iki katman igerir. Tunica
albuginea’ dan ¢ikan ¢ok sayida septula testis ise, testisi yaklasik 250-300 arasinda degisen
lobuli testise ayirmaktadir ve yakinlasip birleserek mediastinum testisi olusturmaktadir.
Her bir lobiil icerisinde 1-4 arasinda tubuli seminiferi contorti (seminifer tiibiil)
bulunmaktadir. Bu kivrimli kanallar giderek diizlesir ve tubuli seminiferi recti olarak

devam eder ve mediastinum testise uzanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve rete testisi



olustururlar. Rete testis her biri yaklasik 20 cm olan ductuli efferentes testis ile duktus

epididimise baglanir.

Testisler aorta’ dan ¢ikan ve epididimis’e bir dal veren arteria testicularis ile beslenirler.
Arteria testikularis, a. ductus deferentis ve testis kiliflarin1 besleyen a. cremasterica ile
anastomoz yapar. Scrotum ise a. pudenda interna’ nin dallarindan beslenir. Testis” deki kan
plexus pampiniformis’ e ve v. testicularis dextra ile v. cava inferior’ a ve v. testicularis

sinistra ile sol v. renalis’ e dokdiliir.

Plexus coeliacus’ tan gelen sempatik sinir lifleri testisleri ve epididimisi besleyen arterlere

eslik etmektedir.

Testislerin lenfi nodi lumbales’ e, testis kiliflar1 ve scrotumun lenfi ise nodi lymphoidei

inguinales’ e dokiilmektedir [36, 37].

2.2.3. Testis histolojisi

Testisler, erkek iireme hiicresi olan spermiyumlarin {iretimini kapsayan ekzokrin
fonksiyona ve testosteron gibi androjenlerin sentezi, depolanmasi ve salinimini igeren
endokrin isleve sahip birlesik tiibiiler bir bezdir. Testisin dig katman1 olan tunica vaginalis,

serdz bir zardir ve testisin 6n ve yan kisimlarinda tunica albuginea’y1 orter [32, 35, 38, 39].

Tunica albuginea ise yogun fibroelastik bag doku 6zelliginde, diizensiz yerlesmis kollagen

demetler ve diiz kas lifleri igeren katmandir [32, 35, 38].

Tunica vasculoza tunica albuginea ‘nin i¢ yiiziinde yer alan ve vaskiilerize yapilarca zengin

gevsek bag dokusu yapisindaki i¢ katmandir.

Seminifer tlibiil duvari, germinal ya da seminifer epitel olarak adlandirilan ¢ok katl epitel
ozelligindedir ve Sertoli (destek) hiicrelerinin yani sira ve spermatogenik hiicre serisini

Olusturan hiicreleri igermektedir [38-40].

Sertoli hiicreleri kan-testis bariyeri ile spermatosit ve spermatidlerin otoimmiin yanittan
korunmasmi saglama, spermatogenik hiicrelerin  desteklenmesi ve beslenmesi,

spermiyogenezisin sonunda, spermatidler tarafindan atilan fazla hiicre bdliimlerini



fagositoz yoluyla elimine etme, spermlerin spermiasyon siirecinde, seminifer tiibiil
limenine salimimint kolaylastirma, Androjen-baglayici protein (ABP), Anti-Miillerian
hormon (AMH), inhibin ve transferrin sentezi gibi fonksiyonlara sahip hiicrelerdir [37-
40]. Spermatogenik seriye ait hiicreler bazalden liimene dogru spermatogonyumlar,

spermatositler, spermatidler ve spermatozoadir.

Spermatogonium

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda lokalize, bazal lamina ile direkt iliskide olan
diploid yapida spermatogenik hiicrelerdir. Spermatogoniyal kok hiicreden kdken alirlar ve
pubertede baslayan mitotik boliinmeler gegirirler. Koyu A tipi, acik A tipi ve B tipi olmak

tizere ti¢ farkli spermatogoniyal hiicre bulunmaktadir [38, 39].

Koyu-A tipi spermatogoniyumlar kiiclik hiicreler olup, c¢ekirdekleri oval ve
heterokromatiktir. Mitozla bdliiniip, c¢ogalarak yeni koyu ve agik A tipi

spermatogoniyumlart meydana getirirler [37-40].

Acik-A tipi spermatogoniyumlar 6kromatik c¢ekirdeklere sahip, mitotik aktivite gostererek

cogalarak B-tipi spermatogoniyumlari meydana getiren hiicrelerdir [38, 39].

B-tipi spermatogoniyum, merkezi lokalizasyona sahip, kiire c¢ekirdeklere sahiptirler ve

mitoz boliinmeler gegirerek primer spermatositleri olustururlar [35-40].

Spermatositler

B tipi spermatogoniyumlarin mitoz bdliinmesi sonucu olusan hiicreler primer
spermatositlerdir. Spermatogenik serinin en biiylik hiicreleri olup, kan-testis bariyerinin
devamliligina yardim ederler. Olustuktan kisa siire sonra mayoz baslamadan 6nce DNA’
larmi replike ederek, 46 kromozom (44+XY) ve 4d DNA igerigine sahip olurlar [36-40].
Mayoz I ile kromozom sayilar1 azalirken DNA miktar1 haploid duruma gelir. Sekonder

spermatositler, haploid kromozom (n) sayist ve 2d DNA ile karakterizedir.

Sekonder spermatositler daha kiiciik hiicrelerdir ve interfazda ¢ok kisa siire kalan ve

hemen ikinci mayoz boliinmeye giren bu hiicrelere seminifer epitelde rastlamak zordur. 2d



DNA igeren sekonder spermatositler, kromozomlarini replike etmezler ve hizla 2. mayotik

boliinmeye girerek iki haploid spermatid olustururlar.

Spermatidler

Spermatidler yaklasik 8 um c¢apinda, yuvarlak, DNA igerigi bakimindan haploid kiigiik
hiicrelerdir. Seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal bolgede lokalizedirler. Bol miktarda
graniilli endoplazmik retikulum, ¢ok sayida mitokondriyum ve iyi gelismis bir Golgi
kompleksine sahiptirler. Boliinme olmadan; Golgi fazi, kep fazi, akrozom fazi ve
olgunlagsma (maturasyon) fazlarin1 igeren spermiyogenezis siireci ile spermatozoaya

farklanirlar.

Golgi Faz

Graniillii endoplazmik retikulumda hidrolitik enzimler olusur ve Golgi aparatinda modifiye
edilip preakrozom graniilleri olarak paketlenir. Bu vezikiiller, daha sonra akrozom
vezikiiliinli olustururlar. Akrozomal vezikiil, gelisen spermatozoanin 6n kutbunu meydana
getirir. Akrozomun olusumu sirasinda, sentrioller nukleus evresinden ayrilarak, flagellar

aksonem yapisina katilirlar.

Kep (Sapka) Fazi

Akrozomal vezikiil, yogunlagarak nukleusun 6n yarisi iizerinde yayilarak akrozomal kep
admi alir. Akrozomal kepin altinda lokalize nuklear zarf boliimii porlarimi kaybederek

kalinlasir ve nuklear i¢erik yogunlasir.

Akrozom Fazi

Bu fazda spermatid morfolojisinde bir¢cok degisiklik s6z konusudur. Akrozom;
hyaluronidaz, asit fosfataz, noraminidaz ve tripsin benzeri proteaz olan akrozin gibi
hidrolitik enzimleri igerir. Spermatid kendini tekrar hizalayarak ve basi1 Sertoli hiicrelerine
gomiili  sekilde, bazal laminaya yonelmistir. Nukleus yogunlasir, uzar ve
mitokondriyonyon ile yer degistirir ve nukleus yassilasarak 6zel morfolojisini kazanir.
Mikrotiibiiller, akrozumun arka kenarindan spermatidin arka kutbuna uzanan silindirik bir

kilif olan manseti olusturmak {izere bir araya gelirler. Sentrioller nukleusun arka boliimiine



taginarak spermin boyun bolimiinii olusturmak i¢in degisime ugrarlar. Plazma membrani
flagellumu sarmak icin posterior kisma hareket ederken manset kaybolur ve
mitokondriyonyonlar gbé¢ ederler. Bu bolge sperm kuyrugunun orta pargasi olarak
adlandirilir. Orta parg¢anin distalinde fibréz kilif esas parcanin dokuz fiberini gevreler.
Kuyrugun fibréz kilifin distalinde kalan bu kisa segmenti son parga olarak isimlendirilir
[32].

Maturasyon Fazi

Maturasyon fazi, spermatid sitoplazmasinin atilmasi ile karakterizedir. Flagella
cevresindeki rezidiiel cisim ad1 da verilen fazla sitoplazma atilarak matiir immotil 6zellikte
spermatozoa olusur. Spermatozoalar, Sertoli-spermatid baglanti komplekslerinin ortadan
kaldirildig1 ve spermatidlerin Sertoli hiicrelerinden ayrildigi spermiasyon siireci ile

seminifer tiibiil limenine salinirlar [38, 39].

Matiir Spematozoa Y apisi

Spermatozoalar, nukleusun yerlestigi bir bas ve uzunlugunun biiyiik bir kismini olusturan;
boyun, orta parca, esas par¢a ve son par¢a olmak tlizere dort boliim igeren kuyruk

kismindan olugmaktadir. Matiir bir insan spermi yaklagik 65 pum uzunlugundadir [37].

Bas

Sperm bag1 yassilasmis olup, sivri 4,5 pum uzunlugunda, 3 pm genisliginde ve 1 pm
kalinligindadir. 22 otozom + Y kromozomu veya 22 otozom + X kromozomu igeren
elektron yogun nukleus ve akrozomdan meydana gelmektedir. Akrozom noérominidaz,
hyaluronidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi tripsin benzeri proteaz igermektedir ve 6zel bir
lizozom olarak kabul edilmektedir. Spermatozoanin zona pellusidanin (ZP) ZP3 molekiili
ile etkilesimi akrozomal reaksiyonunu tetiklemektedir. Akrozomal enzimlerin salinmasi ile

sperm penetrasyonu ve fertilizasyon siireci kolaylagtirilir [35-39].
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Kuyruk (flagellum)

Boyun, orta, esas ve son parg¢a olmak lizere dort temel bolgeden olusur. Boyun kismi
yaklasik 5 um uzunlugundadir ve basi geri kalan kuyruk kismina baglar. Sentriyolleri

icermektedir [38].

Orta parca yaklasik 7 pm uzunlugundadir, boyun ve esas parga arasinda yer almaktadir.
Kuyrugun hareketi ile i¢in gerekli olan enerjiyi saglamakla yiikiimlii mitokondriyonyonlar
ile karakterizedir. Sarmal olarak diizenlenim gosteren mitokondriyonyonlarin olusturdugu
tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dis kalin lifler adi verilen sperm boynundaki
baglant1 pargasindan kuyruk boyunca uzanan dokuz uzamina seyreden kolonlardan olusur.

Orta parcanin alt sinirt mitokondriyonyel sarmalin annulusta sonlanmasiyla belirgindir.

Esas parca yaklasik 45 pm uzunlugu ile sperm kuyrugunun en uzun bdliimiidiir.
Annulusdan son pargaya kadar uzanan kisimdir. Yedi dis yogun lif tarafindan sarili,
merkezi aksonem ve bir fibréz kiliftan olusur. D1s yogun lifler ve fibr6z kilif, spermin 6ne
hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma igin saglam bir iskelet olusturan

proteinler olan keratin igerir.

Son parga, yaklasik 5 um uzunlugundadir ve plazmalemma tarafindan ¢evrelenen merkezi

bir aksonem yapisindan olugmaktadir [35].

Interstisyel doku

Seminifer tiibiiller arasinda ise bag dokusu ve hiicreleri, sinirler, kan ve lenf damarlarindan
ve androjenlerin iiretiminden sorumlu Leydig (interstisiyel) hiicrelerinden olusan
interstisyel bag dokusu bulunmaktadir. Leydig hiicreleri, tek tek veya gruplar halinde
bulunabilen, yuvarlak ya da poligonal morfolojide, merkezi bir ¢ekirdek ile kiigiik lipid
damlaciklarindan zengin ve Reinke kristalleri ile karakterize eozinofilik bir sitoplazmaya
sahiptirler [34-40].

Spermatogenez

Sperm tiretiminin gergeklestigi kompleks siire¢, spermatogenez olarak adlandirilmaktadir.

Hipofizden gonadotropin hormon seviyelerinin puberte sonrasi artigi ile baglar ve tiim
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yagam siiresince devam etmektedir. Testosteron, Luteinizan hormon (LH), Folikiil uyarici
hormon (FSH), ostrojenler ve GH (Growth, biiyiime hormonu) spermatogezisi uyaran

faktorlerdir. Birbirinden farkli olaylari igeren ii¢ farkli alt boliimden olusmaktadir.

Spermatogonyal faz, spermatogonyumlarin mitoz boliinme sonrasi primer spermatositlere

farklilagacak olan spermatogonyum populasyonunu olusturur [35-38].

Spermatosit fazinda primer spermatositler iki mayotik bolinme sonucu haploid
spermatidleri olusturur. Spermiyogenez fazinda spermatidler matiir sperm hiicrelerine

farklanirlar.

Spermiasyon ad1 verilen bir diger siire¢ ise spermatogenez sonrasinda spermatidlerin son

olgunlagma fazi olarak gerceklesmektedir [33, 34].

2.3. Epididimis

2.3.1. Epididimis gelisimi

Epididimisin prenatal gelisimi

Memelilerde, Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktor (TBF) icin
SRY geni, farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde anahtar fonksiyon gérmektedir.

Bu faktoriin etkisi altinda, gonadal kordonlar seminiferdz kordonlara farklanirlar [33, 34].

7. haftadan Once gonadlarin goriiniimii, her iki cinste de birbirine benzerdir ve

farklanmamis gonadlar olarak isimlendirilir.

Fetal testisler maskulinizan hormonlar-testosteron ve Miillerian inhibitor faktor tiretirler.
Sertoli hiicreleri, Miillerian inhibitér faktdr iiretimine, 6.- 7. haftada baslar. Interstisyel
hiicreler, testosteron salgilamaya 8. haftada baglarlar. Testosteron {iretimi, insan koryonik
gonadotropik hormonu (Hcg) tarafindan stimiile edilir. Testosteron, erkeklerde mezonefrik
(Wolffian) kanallardan erkek genital kanallarin olusumunu uyarirken, Miillerian inhibitor
faktor paramezonefrik (Miillerian) kanalin epitelyal- mezensimal dontsimii ile
kaybolmasima neden olur. 8. haftada fetal testislerin tarafindan iiretilen testosteronun

etkisiyle her bir mezonefrik kanalin proksimal kisimlar1 kivrintili hal halir ve epididimis
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olusur. Mezonefroz dejenere oldugunda mezonefrik kanallardan bazilar1 varliklarini
stirdiiriir ve efferent duktulileri (=duktuli efferentes) olustururlar. Bu duktuliler duktus
epididimise agilirlar. Epididimisin distalinde mezonefrik kanal kalin bir diiz kas tabakasi

kazanir ve duktus deferens olusur [33].

Epididimisin postnatal gelisimi

Prenatal gelisim sirasinda, Wolffian kanalindaki hiicre proliferasyonu, androjenlerin ve
mezengimal faktorlerin varligina bagliyken, postnatal gelisim sirasinda testisler tarafindan

tiretilen lumikrin faktorler ek rol oynamaktadir [41].

Androjenler, bliyiime faktorleri ve enzimler gibi lumikrin faktorler epididimisin epitelyal
hiicre sekresyon aktivitesini ve epididimisde spermatozoa maturasyon siirecini direkt
olarak etkilemektedir [42, 43]. Genel olarak epididimis postnatal gelisim siireci {ii¢

periyoddan olusan iki faz igermektedir (Sekil 2.1).

Dogum Sonrasi

Faz | Faz Il
Farklilasmamis Periyod Farklllaama Periyodu Ekspansiyon Periyodu
7 14 21 2 35 45
AnlE,
]
-
Ly Prizmatik Mon -prizmatik
b Prizmatik Hicreler Hicreler
Hicreler *
Dogum
Mon-prizmatik o —
— f i _ Spermatozoa
Hicreler Apikal Hicre
Farklanmamq Hiicre *Progenitor Hicreler, Ezas o
o, e | Hucreler
L f lr p— |
Narrow Hicre
— e
- Bazal 5
. B Hicreler "
Halo Hiicresi A

Clear Hiicre Enididimal k | selisimini
Belirgin hiicre farkllasmasi ve Epididimal kanzla ait epitel hicrelerin farkhlasmas piatcimsa "ana eligimimn
proliferasyonu gorulmez devami ve lUmende

spermatozoalann gordlmesi

Sekil 2.1. Rat epididimal epitel farklilagmasi ve epiteli olusturan hiicre tipleri [43]



13

Faz- |

Dogumla birlikte, ilk segment, kaput ve korpusun olasi1 bdliimleri epididimal kauda ile
karsilagtirildiginda olduk¢a kivrimlidir. Dogumdan sonraki birka¢ giin igerisinde,
epididimisde anatomik segmentasyon baslar ve kanalin gelismesiyle devam eder. Epitel bu
donemde hala farklilasmamis prizmatik hiicrelerle karakterizedir. Halo hiicrelerinin
goriiniimii ile birlikte olan erken doneme kadar histolojik farkliliklar heniiz baglamamistir
[43, 44]. Faz-1 farklilasmamis periyod ile devam ederek Halo hiicreleriyle tanimlanan

farklilagmis periyodun ilk olay1 ile son bulur.

Faz- 1l

Bu donemde epididimal epitelyum esas, bazal, apikal, kisa ve clear hiicrelerden olusan
pseudostratifiye epitele farklanir. Puberte siirecinde, epitelyal hiicre farklilagmasi hiicre
boliinmesinin en yiiksek diizeyde goriilmesi ile tamamlanir. Bu periyod kanal gelisiminin
devam etmesi ve epididimal liimende spermatozoalarin goriilmesi ile tanimlanir. Lokalize
protein sekresyonu, anatomik epididimal segmentasyonun biitiin olarak olusmasini
saglamaktadir. Bu siireg testikiiler maturasyon, Leydig hiicrelerinin steroidojenik aktivitesi,
epididimisin androjen baglilig1 ve lumikrin faktorlerle iligkilidir. Faz-II, Halo hiicrelerinin

farkililagmasi ile baslamaktadir ve pubertede sonlanmaktadir [45, 46].

Testis ve epididimisde goriilen embriyolojik artiklar

Embriyonal hayatta testislerin olusmasi sirasinda, ductuli efferentes testisleri olusturan
mezonefrik kanalciklarin bazilarinin bir tarafta rete testis, diger tarafta Wolff kanali ile
birlesmeleri eksik kalabilir. Bu birlesme eksikligi, bazen kanalin sadece bir ucunda, bazen
de her iki ucunda olabilir. Bu gibi durumlarda testis veya her tarafi kapali, kist seklinde
kii¢iik cisimcikler olusur. Bu tiir embriyolojik artiklara ductuli aberrantes denilir. Bu tiir
artiklardan birisi testisin iist ucunda ve epididimisin bas kisminin hemen altinda bulunur.
Appendix testis (Morgagni kisti) denilen bu cisim, kiigiik sapsiz bir kist seklinde olup,
Miiller kanalinin iist ucunun embriyolojik bir artigidir. Epididimisin bas kisminda da
appendix epididymidis denilen kii¢lik sapl bir kist bulunur. Bazen ¢ift de olabilen bu Kkist,
duktus deferensden ayrilmis bir boliim olarak kabul edilir. Epididimisin kuyruk kisminda

ductus epididiymidisden ayrilan ve birgok kivrimlar yaparak epididimisin basina kadar
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uzanan kor bir kanal bulunur. Ductulus aberrans inferior denilen bu olusum, epididimisde
goriilen en biiylik embriyolojik artiktir. Bazen epididiymisin bag kisminda rete testisten
¢ikan daha kisa bir kor kanal bulunur. Bu embriyolojik artiga da ductulus aberrans superior
denilir [47].

2.3.2.Duktus epididimis anatomisi

Duktus epididimis testislerin iist boliimiiniin arka-dis yiiziinde oturan, testiste iretilen
spermiumlart ductus ejaculatorius’ a gotiiren iletim yolununun baslangi¢ boliimiidiir.
Kendi iizerine kivrilmis yaklagik 4 cm uzunlugunda, kanal sisteminden olusmustur. Kanal
sistemi ag¢ildiginda uzunlugu 6 metreyi gegmektedir. Distan, kismen tunica vaginalis ile
orttliidiir. Tunica vaginalis, epididimis ile testis dis yiizii arasinda, siniis epididimis denilen
bir ¢ikmaz olusturur. Bas kismina caput epididymidis, gévdesine corpus epididymidis ve
kuyruk kismina da cauda epididymidis adi verilir. Testisten ¢ikan ductuli efferentes
testisler caput epididimise girer ve burada duktus epididimise agilirlar (Sekil 2.2). Bu
nedenle caput epididimis, daha kalindir, testise yapisiktir ve caudaya dogru gittikce
incelir. Cauda epididimis, bir periton yapragi ile testise tutunur. Epididimisin bas ve
kuyruk kisimlarinin dis yiizleri peritonla ortiiliidiir. Govde kisminin ise, arkada dar bir serit
seklindeki boliimii hari¢ olmak {izere, her tarafi peritonla kaphidir. Epididimis, testisin arka
kenarinin medial kismina bir periton plikasi ile baglidir. Bu nedenle corpus epididimis ile
testis arasinda agiklig1 dis tarafa bakan bir ¢ikmaz olusur. Sinus epididymidis denilen bu
cikmazi yukaridan lig. epididimis inferius sinirlar. Sonunda tek bir borucuktan olusan

duktus epididimis, duktus deferens’ i olusturur [47-50].
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Vi dalsiars Testikular arter

Pampiniform pleksus

Corpus epididymis Caput Epididymis

Lobiiller

Cauda Epididymis Tunica albuginea

Sekil 2.2. Epididimis anatomisi [49]

Duktus epididimisin kanlanmasi, innervasyonu ve lenf drenaji

Testis ve epididimis, baglica aorta abdominalis’ in dali olan a. testicularis ile, ayrica bu
arterin anastomoz yaptig1 diger arterlerle de (a. ductus deferentis, a. cremasterica, aa.

scrotales anteriores ve aa. scrotales posteriores) beslenir.

Testisten ve epididimisten baslayan venler, plexus pampiniformis denilen bir vendz ag
yaparlar. Duktus deferensin Oniiniinde yer alan bu agm, ist ucundan baslayan v.
testicularis, sagda v. cava inferior’ a, solda ise v. renalis sinistra’ ya dokiiliir. Testikiiler

venlerin kapaklar vardir.

Testis ve epididimisin sinirleri, a. testicularis’ in ¢evresindeki plexus testicularis’ ten,
sempatikler; testis’ € T10-11" den, epididimise ise T11-12” den gelir. Sempatik sinirler bu

yapilarin duyusunu, N. genitofemoralis’ in genital dali da testislerin duyusunu tasir.

Testis ve epididimisin lenf damarlari, baslica lateral aortik lenf diiglimlerine ve kismen

preaortik lenf diiglimlerine gider [48].
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2.3.3. Duktus epididimisin fizyolojisi

Spermatozoalarin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik olarak degisiklige ugradigi
duktus epididimis igerisindeki siireg, birgok faktoriin kombinasyonuna baglidir. Epididimal
maturasyon sirasinda, spermatozoalarin kanallar boyunca hareketi epitel hiicrelerince
absorbe edilen ve salgilanan androjenler ve testisler tarafindan tiretilen lumikrin faktorlerle

iliskilidir [51].

Androjenler, erkek lireme sistemine ait testis, epididimis, vas deferens, seminal vezikiil,
prostat ve penis gibi organlarin gelisiminde kritik rol oynamaktadirlar. Ozellikle puberte,
erkek fertilitesi ve seksiiel fonksiyonlarda androjenler Onemli faktdrler olarak

degerlendirilmektedir.

Epididimis formasyonu ve fonksiyonu androjen bagimlidir. Temel androjen testosteron
ozellikle epididimis, vas deferens ve seminal vesikiili de kapsayan Wolffian kanal

sisteminden gelisen internal ireme organlarinin gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir [52].

Dihidrotestosteron (DHT), (5a- reduktaz ile testosterondan doniisiimiinden), prostat ve dis
genital organlarin gelisiminde yer almaktadir. Testosteron epididimisin postnatal
gelisiminin ilk asamasinda agirlikli olarak aktif androjen olmasma ragmen, olgun
epididimisde epididimal sivida DHT o6nemli bir etkiye sahiptir. DHT, epididimisin esas
hiicreleri tarafindan lokal olarak iretilebilir ve primer olarak kanalin baslangic

segmentinde bulunur [53-55].

Testisden epididimise giren yeni tretilen spermler duktus epididimis boyunca gecisleri
sirasinda motilite ve oositi fertilize etme yetenegi kazanarak matiir hale gelirler. Bu
androjen bagimli maturasyon siirecinde sperm basi, yiizey iliskili dekapasitasyon faktoriinii
iceren epididimal siv1 glikokonjugatlarinin eklenmesiyle modifiye edilir. Dekapasitasyon
olarak adlandirilan bu siire¢ spermin fertilize etme yetenegini geri doniisiimlii olarak inhibe
eder. Yilizey- iliskili dekapasitasyon faktorii sonradan disi iireme kanalinda
fertilizasyondan hemen o©nce meydana gelen kapasitasyon sirasinda saliverilir.
Epididimisde maturasyondan sonra, spermler haploid DNA igeriklerini ovuma

aktarabilirler ve kapasitasyondan sonra ovumun zona pellusidasinin iizerindeki sperm
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reseptorlerine baglanabilirler. Bu baglanma, spermin oositin dis kilifina penetre olmak i¢in

akrozomal enzimlerini kullandigi1 akrozom reaksiyonunu tetikler [32].

2.3.4. Duktus epididimisin histolojisi

Testisin superior ve posterior ylizeyleri boyunca uzayan epididimis, duktuli efferentesten,
duktus epididimisden ve iliskili diiz kaslardan, damarlardan ve bag dokusundan
olusmaktadir. Duktus epididimisin yalanci c¢ok katli epitelindeki esas hiicreler
stereosilyalar ile karakterizedirler. Bosaltim kanal sisteminin biiyiikk bolimii gibi duktus
epididimis de yalanct ¢ok katl prizmatik epitel ile doselidir. Epididimal epitel farkli
fonksiyonlara sahip esas hiicreler, bazal hiicreler, apikal hiicreler, narrow hiicreleri, clear
(berrak, seffaf) hiicreler ve halo hiicre tiplerini igermektedir (Sekil 2.3) . Duktuli efferentes
tarafindan geri emilemeyen sivinin ¢ogu epididimisin proksimal pargasindan geri emilir.
Epitelyal hiicreler, Sertoli hiicreleri tarafindan ortadan kaldirilmamais reziduel cisimcikleri

ve kanalda dejenere olmus spermleri de fagosite ederler.

__6/— Miyoid Hiicre
. %
Bazal Hiicre — Siki Baglanti
o

37> Clear Hiicre

Sekil 2.3. Epididimisdeki major hiicre tiplerinin sematik organizasyonu [43]

Duktus epididimisin diiz kas ortiisiiniin kalinligi kademeli olarak artar ve kuyrukta ii¢
tabakali olur. Epididimisin bas kisminda ve gdvdesinin biiylik kisminda diiz kas ortiisii,
duktuli efferentesinkine benzer sekilde ince bir sirkiiler diiz kas tabakasindan olugsmaktadir.
Kuyrukta buna i¢ ve dis longitudinal tabakalar eklenir. Buradaki ii¢ tabaka daha sonra
bosaltim kanali sisteminin bir sonraki bileseni olan duktus deferensin ii¢ diiz kas tabakas1

ile devam eder.

Diiz kas fonksiyonu, morfolojik degisiklikler ile uyumludur. Duktus epididimisin bas ve

govde boliimiindeki spontan, ritmik, peristaltik kasilmalar1 spermin kanal boyunca
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taginmasini saglar. Olgun spermin esas depo bdlgesi olan epididimis kuyrugunda daha az
peristaltik kasilma olur. Burada depolanan spermler, ejakulasyon i¢in uygun noral
stimulasyondan sonra ii¢ diiz kas tabakasmin siddetli kasilmalar1 ile duktus deferense

gecmeye zorlanirlar [32].

Epididimal hiicre tipleri

Esas hiicreler

Epididimiste bulunan ana hiicre tipi olarak ifade edilirler. Epididimal hiicrelerin ilk
segmentte yaklasik % 80’ nini olustururlar ve kauda da yaklasik % 65’ e kadar azalirlar.
Tiim kanal boyunca bulunan bu hiicreler yapisal farkliliklar gosterebilirler. Epididimisin
bas kisminda yaklagitk 80 pum yiikseklikte iken, kuyruk bolgesinde yaklasik 40 pm
yiiksekliktedir. Luminal yiizeylerinde stereosilyalar uzanir ve uzunluklar1 bas kisimda 25
pm kuyruk kisminda ise yaklasik 10 pm uzunlugundadirlar. Esas hiicrelerin salgi
ozellikleri vardir ve bazal yerlesimli ¢ekirdege sahiptirler. Bulunduklar1 segmente gore
yapisal ve fonksiyonel degisimler sergilerler. Bu degisimler graniillii endoplazmik
retikulum, Golgi aygit1 ve sekretuar graniiller gibi yapilarda ve endozomlar, multivesikiiler
cisimcikler ve lizozomlar gibi endositik organellerde de gozlenir. Ayrica korpus
epididimisteki esas hiicrelerde lipit damlaciklari bulunmaktadir [32, 44]. Esas hiicreler
epididimisin luminal komponenti agisindan 6nemli ¢cok sayida protein salgilamaktadir ve
luminal protein konsantrasyonundan sorumludurlar. Glikokalikse ve steroidlere ek olarak
spermin maturasyonuna yardimei olan gliserofosfokolin, siyalik asit ve glikoproteinleri
salgilarlar. Bazaldeki nukleusun etrafim1 ¢evreleyen cok sayida GER sisternasina ve
belirgin bir sekilde biiyiikk Golgi aygitina sahiptirler. Diiz endoplazmik retikulum ve GER
kesitleri apikal sitoplazmada da bulunmaktadir. Birbirleriyle siki baglantilar olusturarak

kan- epididim bariyerini olustururlar [51-58].

Bazal hiicreler

Bazal hiicreler yar kiiresel, ticgen veya diiz goriiniimlii, kanal liimeni ile dogrudan iliskisi
olmayan, bazalde lokalize hiicrelerdir. Epididimal epitel hiicre populasyonunun yaklagik
%15-20’ sini olusturan ikinci baskin hiicre tipidir. Uzun ve yuvarlak sekilli ¢ekirdekleri

vardir ve sitoplazmik uzantilar ile esas hiicreler ve diger bazal hiicrelerle baglant1 saglarlar
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[ 44, 51]. Bazal hiicreler, ekstratubiiler orijinlidir ve bazi bulgular lokal epitelial immun
sistem silirecinde ve esas hiicre elektrolitlerinin regiilasyonunda rolleri oldugunu

desteklemektedir. Ancak bu hiicrelerin kesin fonksiyonlari tam olarak agiklanamamistir [

56].

Apikal hiicreler

Apikal hiicreler, 6zellikle ilk segment ve ara zonda bulunmasina ragmen diger bolgelerde
de yer almaktadir. Ilk segment hiicre populasyonunun yaklasik % 10> nunu olustururken
kauda % 1°lik kismu igerir. Karakteristik olarak apikal stoplazmada lokalize kiiresel
cekirdek ve mitokondriyon igerirler. Yiizeylerinde birka¢ mikrovillus bulunabilir. Protein
ekspresyonlart bakimidan narrow ve esas hiicrelerden oldukga farkhidirlar. Ozgiin
islevleri tam olarak bilinmemekle beraber sperm hareketsizliligi ve liimen pH’1 ile iliskili

karbonik anhidraz ailesine ait enzimler igerdikleri gozlemlenmistir [59].

Narrow hiicreler

Epididimal ilk segmentte hiicre populasyonunun % 3’nii, korpus da ise % 6’ sin1
olustururlar. Narrow hiicreler ince, uzun hiicrelerdir. Cok sayida kii¢iik C-sekilli vezikiil
ile mitokondriyon ve de hiicre stoplazmasinin {ist yarisinda diizlesmis ¢ekirdek igerirler.
Apikallerinde yer alan ve liimene H" iyonlar1 salgilama fonksiyonuna sahip ¢ok sayida
vezikiil ile karakterizedirler. Esas hiicrelere gore daha dardirlar ve bazal membrana ulasan
ince bolgeye sahiptirler. Apikal hiicrelerde de oldugu gibi narrow hiicrelerin bu yapisal
ozellikleri bu hiicrelerin liimen ve epitelial hiicreler arasindaki intraselliiler transporta,
spesifik proteinlerin degradasyonuna aracilik ettigini gostermektedir. Narrow hiicreler,
apikal hiicrelerden morfolojik goriiniim, dagilim ve protein ekspresyonu bakimindan
oldukca farkhidir. S-transferaz ve lizozomal enzimler gibi bolgeye spesifik proteinleri

eksprese etmeleri yoniinden de esas hiicrelerden farklilik gosterirler [60-62].

Clear (seffaf, berrak) hiicreler

Clear hiicreler Halo hiicreleri ile birlikte epitel hiicre populasyonunun yaklasik % 5’ lik
kismini olusturlar. Epididimisin kaput, korpus ve kauda bolgelerinde lokalizedirler. Koyu

boyanan c¢ekirdekleri ve soluk boyanan sitoplazmalari ile biiyiik, aktif, endostatik
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hiicrelerdir [63, 64]. Apikallerinde veziikiiller, endozomlar multivezikiiler cisimcikler ve
lizozomlar ile karakterizedirler. Bazalde cekirdek ve yag damlaciklar1 yer alir. Ozellikle
kauda bolgesinde esas hiicrelere gore daha etkin endositik aktivite gosterirler. Clear
hiicreler spermatozoalar tarafindan salinan sitoplazmik damlaciklarin kanaldan gecisini
saglar. Bu hiicreler ¢esitli deneysel kosullarda anormal derecede biiyiik lizozomlarla
dolarak, testis ve epididimis fizyolojisini bozabilirler [65-70]. Luminal sivinin
asidifikasyonuna clear (seffaf, berrak) hiicreler ve narrow hiicreler ile birlikte katkida
bulunurlar. Bu islem igin, anahtar proteinler olan H'- adenozintrifosfat ([ATPaz] ya da
vakuole ait [V]-ATPaz), karbonik anhidraz II ve ¢6ziinebilir adenilat siklaz bu hiicrelerde
lokalizedir. Ayrica voltaj- kapili CIC kloriir kanal ailesinin bir iiyesi olan CIC-5" de clear
hiicrelerde eksprese edilir [71, 72].

Halo hiicreleri

Halo hiicreleri epididimal epitel boyunca bulunan, kiigiik ve dar, bazal membranla iligkisi
olmayan hiicrelerdir. Genellikle, bazalde bulunurlar ve ¢ok sayida graniil igerirler. B- ve T-

lenfositler ve monositlerin bir kombinasyonu seklinde immun sistemde olusurlar [53, 55].

2.3.5. Kan-epididimis bariyeri

Kan-epididimis bariyerinin ilk olarak 1972’ de Friend ve Gilula tarafindan esas hiicreler

arasindaki siki1 baglantilarin varligi ile tanimlanmistir [73].

Epididimisde bulunan siki baglanti kompleksleri testislerdeki kan- testis bariyerinde
oldugu gibi, fonksiyonel kan- epididim bariyerini olusturmaktadir. Epididimal esas
hiicreler arasindaki baglant1 kompleksleri apikalde lokalize gap junction, adherens ve siki
baglantilardan olusur. Esas hiicreler arasindaki siki baglantilarin luminal yiizeyleri kan-
epididim bariyerini meydana getirir ve gap junctionlar esas hiicreler arasindaki iletisime
izin verir [59, 74, 75]. Sik1 baglantilar Wolffian kanalinin farklilagmasi sirasinda olusmaya

bagslarlar ve ratlarda hemen hemen postnatal 21. giinde tamamlanir [59, 75].

Ilk segmentte siki baglantilar ve birka¢ desmozom apikal plazma membram boyunca
uzanmakta ve kaudaya dogru devam ederken bir diisiis gostermektedir. Fakat desmozomlar

apikal bolgelerde artig gosterirler [59, 74, 75].
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Kan- epididim bariyerinin fonksiyonlar:

Epididimal liimen siv1 igerigi, kan plazmasindan oldukg¢a farklilik gostermektedir. Kan-
epididimis bariyeri, bu iki siviyr1 birbirinden ayirir ve iyonlar, ¢oziiciiler ve
makromolekiillerin epididimial epitele gecisini smirlandirarak sperm maturasyonu igin
gerekli olan luminal mikrogevrenin siirekliligini saglar (Sekil 2.4). Kan-epididim bariyeri,
mikrogevrenin kontroliinii saglayarak epididimisin her segmentinde spermatozoa igin
uygun ortami saglamaktadir. Kan — testis bariyerinin bir uzantisi seklinde islev goren kan-
epididim bariyeri, spermlerin yiizeylerindeki proteinler nedeni ile immunojenik olarak

algilamasini 6nlemektedir [45, 46, 63].
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Sekil 2.4. Kan- epididim bariyerinin sematik diyagrami [74,76]

Kan- epididim bariyerinin spermatozoalarin zararl etkenlerden koruma fonksiyonu tam
olarak agiklanamamustir. Bu bariyer, epitelial hiicreler arasindaki spermatozoa gegisini
onlemektedir, fakat spermatozalarin selliiler elementleri epitel hiicrelerince alinabilir.
Yetiskinlerde, baz1 epididimal epitelial hiicrelerin antijen sunan hiicre 6zelliginde olduguna
dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bariyerin spermatozoalar1 toksik maddelerden ve

immunoglobulinlerden koruduguna dair smirli bilgi mevcuttur. Yaglanma gibi stres
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kosullar1 altinda bariyer fonksiyonlar1 bozularak sperm fonksiyonlar: ve fertilite {izerine

olumsuz etkileri olmaktadir [46, 77].

2.4. Hiicresel Baglanti Kompleksleri

Hiicre baglanti kompleksleri yapisal ve fonksiyonel olarak ii¢ ana baghk altinda

incelenmektedir.

-Tikayic (Sik1) baglantilar
-Sabitleyici (tutundurucu) baglantilar

-Iletisim baglantilar1 (oluklu baglantilar)

Tikayict baglantilar, gegirgen olmayan ve epitel hiicrelerinin bariyer gibi islev gormelerini
saglayan baglanti tipidir. Ilk olarak 1960’ larda Farquar ve Palade tarafindan bir
intramembran multiprotein kompleksi olarak tanimlanmigtir [78]. Siki baglant1 (tight
junction) olarak da adlandirilirlar ve komsu hiicreler arasinda primer interseliiler diffiizyon
bariyerini olustururlar. Suyun ve diger molekiillerin interseliiler geg¢isini sinirlandirarak
doku bilesenlerinin fizikokimyasal ayrimimin devamliligini saglarlar. Epitel hiicrelerinin
arasinda en apikal noktada yer almalarindan dolay1 siki baglantilar, lipidlerin ve 6zellesmis
membran proteinlerinin apikal ve lateral ylizeyler arasindaki gociinii engellerler ve
biitliinliigii korurlar. Ayrica, siki baglantilar ¢esitli sinyal molekiillerini hiicre yiizeyine

toplarlar ve bunlar1 hiicre iskeletinin aktin filamentlerine baglarlar [79].

Sabitleyici (tutundurucu) baglantilar, bir hiicrenin hiicre iskeletini komsu hiicre iskeletine
baglayarak epitel hiicrelerine mekanik stabilite saglayan baglanti tipidirler. Bu baglantilar,
epitelin yapisal biitiinliigiinii saglama ve silirdirmede Onemlidirler. Sabitleyici
(tutundurucu) baglantilar, hem aktin hem de ara (intermediyer) filamentler ile etkilesirler.
Sadece hiicre lateral ylizeyinde degil, ayn1 zamanda epitel hiicresinin bazal bolgesinde de
bulunabilirler. Sinyal aktarabilme yetenekleri sayesinde sabitleyici (tutundurucu)
baglantilar, hiicre- hiicre taninmasinda, morfogenezde ve farklilasmada da Onemli rol

oynamaktadirlar.

Iletisim baglantilar, Komsu hiicreler arasinda iyonlar, aminoasitler, sekerler, niikleotidler,

ikincil mesajcilar metabolitler gibi <1200 daltondan kii¢iik molekiillerin diffiizyonu ile
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direkt iletisime olanak saglamaktadirlar. Bu tip interseliiler iletisim, organ homeostazinin

stirdiiriilmesinde 6nemli olan koordine hiicresel aktiviteye izin verir [79].

Tikayici (Siki) Baglantilar

Sik1 baglantilar, epitel ve endotel hiicreleri arasindaki baglanti kompleksinin en apikal
komponentidir. Hiicrede apikal bdlgeyi bazolateral bolgeden ayirarak epitel hiicrelerine
kutuplasma ozelligi kazandirmaktadirlar. Ayrica epitel hiicre tabakalar1 boyunca
maddelerin serbest gecisini engeller. Tikayict baglantilar integral membran ve sitoplazmik
proteinleri i¢cermektedirler. Okludin, tricellulin, marvelD3 ve 27 iiyeden olusan klaudin
sitosolde bulunan N- ve C- terminallerine ve iki ekstraselliiler halkaya sahiptirler. Okludin,
tricellulin ve marvelD3 bir MARVEL (MAL- related proteins for vesicle trafficking and
membrane link) domaini igerirken, klaudinler bu domaini igermezler. Junctional adhesion
molecules (JAMs), baglanti adezyon molekiilleri iki immunoglobulin G (IgG) benzeri

motif iceren membran proteinleridir [80-82].

Sik1 baglantinin transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile incelemesi, dar bir alanda
komsu hiicrelerin plazma membranlarinin interseliiler boslugu miihiirlemek tizere siki
temasa gectigini gostermektedir. Yiiksek ¢Oziiniirliikte, zonula okludens devamli bir
mihiirlenme olarak goriinmez, hiicreler arasinda fokal flizyonlar olarak goriiniir. Bu fokal
flizyonlar, komsu hiicrelerin transmembran proteinlerinin interseliiler alanda baglanmalari
ile olusturulmaktadir. Bu proteinlerin miihiir olusturmak tizere diizenlenmesi en 1iyi
dondurup kirma teknigi ile gosterilmektedir. Plazma membran1i zonula okludens
bolgesinden kirildiginda baglanti proteinleri membranin P- yiiziinde kabarti seklinde
yapilar olarak gozlenirler. Kirillan membranin kars1 yiizeyi olan E- yiiziinde, kars1 yiizdeki
protein partikillerinin ayrilmasindan kaynaklanan tamamlayici oyuklar bulunur. Kabartilar
ve oyuklar birbirleri ile partikiil dizilerinden olusan anastomozlasan ag ve boylece
interseliiler alanda fonksiyonel bir miihiir olustururlar. Dizilerin sayis1 ve anastomozlagma

derecesi farkl: hiicrelerde degiskenlik gostermektedir.

Sitoplazmik adaptor proteinleri, Zonula okludens dizileri, transmembran protein dizilerinin
yerlesim noktalarina karsilik gelmektedirler ve ZO-1, ZO-2 VE ZO-3 den olusmaktadirlar.

Bu proteinler aktin hiicre iskeleti ile baglantili membran proteinleri ile iligkilidir [78, 83].



24

ZO proteinleri

Z0-1 (TJP1), siki baglanti proteini olarak tanimlanan ilk proteindir ve daha sonra co-
immunopresipitasyon ¢aligsmalari ile ZO-2 ve -3 proteinleri tanimlanmistir. ZO proteinleri
cok yonlii protein olan MAGuK (membrane associated guanylate kinase) protein ailesinin
tiyesidirler ve {i¢ postsynaptic density 95/disc-large/zona occludens (PDZ) domaini, bir Src
homology (SH3) ve GuK domaininden olusurlar [84-86].

Z0-1 ve Z0-2 baglant1 olusumu ve permeabilite i¢in kritik rol oynamaktadirlar ve bu iki
proteinin yoklugunda siki baglantilarin olusumu ger¢eklesmemektedir. ZO-1 ve -2
knockout farelerde, apoptoz ve vitelliis kesesindeki anjiyogenezis ve proliferasyonun

azalmasi sonucu embriyonik dliimler ger¢ceklesmektedir [87-89].

Zonula okludensde okludin, klaudin ve baglant1 adhezyon molekiilleri olmak {izere ii¢ ana

transmembran protein grubu bulunmaktadir.

Okludin

Okludin, ilk olarak kuslara ait dokularda Furuse ve arkadaslari tarafindan ratlarda
hazirlanan anti-civciv okludin antiserumu kullanilarak kesfedilmistir. Okludin sik1
baglantilarda dinamik bir proteindir. Yaklagik 65 kilodalton agirhigindadir ve epitelyal ve
endotelyal siki baglantilarda 1ilk integral membran siki baglanti proteini olarak
tamimlanmistir (Sekil 2.5) [90]. Komsu hiicreler arasindaki, apikal ve lateral bolgeler
arasindaki bariyerin devamliligin1 saglamada katki saglar. Okludin ZO-1, ZO-2, ZO-
3,7H6, AF-6, vinkulin ve cingulin proteinleri ile iligkilidirler [91, 92].

Okludinin overekspresyonu kii¢iik molekiillerin permeabilitesini arttirir. Okludin- null
farelerde postnatal biiylime geriligi, kompakt kemik incelmesi, beyinde kalsifikasyon,
testikiiler atrofi, erkeklerde infertilite, tiikiirik bez epitelinde sitoplazmik graniil kaybi,
disilerde siit verememe ve gastrik inflamasyon ve hiperplazi gozlenmistir [93]. Okludin
birgok tikayici baglantida bulunmaktadir ancak bazi epitel tiplerinin dizilerinde okludin
bulunmamaktadir, fakat bu hiicreler iyi gelismis ve tamamen fonksiyonel zonula

okludenslere sahiptirler.
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Klaudinler

Klaudinler, (Lat. Claudere, kapatmak), ilk olarak Shoichiro Tsukita ve ekibi tarafindan
1998 yilinda bir siki baglanti proteini olarak tanimlanmistir [95]. Son dénemde zonula
okludens dizisinin tamamlayici komponenti olarak tanimlanan bir protein ailesini
olugturmaktadirlar. Klaudinler, 207 ila 305 aminoasite sahiptirler ve molekiiler agirliklart
21-24 kDa arasinda degisir [96]. Dort transmembran domaini ve 2 ekstraselliiler loop
icermektedir. —N ve C terminalleri sitoplazmada lokalizedir (Sekil 2.6) [97].

CPE binding site

Extracellular
CC:IDH
Cytoplasm Phosphorylation sites

Sekil 2.6. Klaudin yapisi [97]

Giiniimiize kadar klaudin ailesinin yaklasik 24 farkl iiyesi karakterize edilmistir [96, 98-
100]. Klaudinler, her dizinin omurgasini olustururlar, ayrica iyonlarin ve diger kiigiik

molekiillerin paraseliiler gecisi igin ekstraseliiler su kanallar1 olusturma yetenegine
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sahiptirler. Ozellikle bébrek epiteli, gastrointestinal sistem ve karaciger gibi epiteliyal

dokular i¢in secici gegirgenlikte rol oynamaktadir [101, 103].

Klaudinler, sadece her bir zonula okludens dizisinin omurgasini olusturmazlar, ayni
zamanda ekstraseliiler su kanallarinin olusumundan da sorumludurlar dolayisiyla her bir
zonula okludens dizi ¢iftindeki klaudinlerin okludinlere ve bulunan diger proteinlere
karisma oranlart ve kombinasyonlari, hiicreler arasindaki miihriin sikiligint  ve

gecirgenligini belirler [79].

Hiicre-hiicre adezyon kaybi, karsinogenezde hiicresel bazda degisim, endotelyal
mezenkimal degisim ve metastatik potansiyele yol agabilmektedir. Bununla birlikte
klaudin protein ailesinin karsinom gelisimi gibi bir dizi patofizyolojik olayda rol oynadigi
yeni caligsmalarla gosterilmistir. Klaudinler ayrica inflamatuar barsak hastaligi, retinopati,
makiiler dejenerasyon ve hepatit gibi patolojik durumlarda da eksprese olmaktadir

[101,104].

Epididimisde epiteli olusturan hiicre tiplerinden biri olan esas hiicreler arasinda kan-
epididim bariyerini olusturan siki baglantilar bulunmaktadir ve farkli klauidin tipleri
icermektedir [105,106]. Ozellikle klaudin-1, androjenleri ve testikular faktorleri regule
etmektedir [106]. Klaudin-16, epididimis initial segmentinde kan- epididim bariyerinin
magnezyum ve/ veya potasyum diizeylerinin siirdiiriilmesinde ve liiminal mikrogevrenin
korunmasinda onemlidir. Klaudin-3 ve -4’ {in de bariyer olusumunda rol oynadigi

distiniilmektedir [107].
2.5. Fruktoz

Fruktoz, yapisal olarak 6 karbona sahip, agirlikli olarak meyve ve az miktarda sebze
iceriginde de yer alan bir polihidroksikentondur. Kimyasal formiil bakimindan glukoz ile
ayn1 yapiy1 gosterseler de yapisal olarak farklidirlar. Glukoz altili halka yapisindan olusur
ve ilk karbonunda aldehit grubu tasimaktadir. Fruktoz ise besli halka yapisindadir ve
karbon zincirinin ikincisinde bir keton grubuna sahiptir. Bir molekiil glukoz ve bir molekiil
fruktozun a-1, 4 glukozit bag: ile baglanmasiyla da sukroz (sakkaroz) olugmaktadir ve
fruktoz sukrozda da bulunmaktadir (Sekil 2.7). Fruktoz ayrica, misir ve bugdaydan elde

edilen ve ¢esitli gidalarda tatlandirici olarak kullanilan glukoz-fruktoz suruplarinda da
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kullanilir. Saf ve kuru haldeki fruktoz, tatli, beyaz, kokusuz ve kristalize yapidadir. Tatlilik

ve suda kolay ¢6ziinme 6zellikleri nedeniyle tatlandirici olarak da kullanilir [14, 15, 108].

H: on Siikroz °H H
(Glikoz + Fruktoz)

Sekil 2.7. Fruktoz, glukoz ve sukrozun kimyasal formiilleri [109]
2.5.1. Fruktozun besinsel kaynaklar:

Meyve ve sebzelerde monasakkarit seklinde bulunan fruktoz, glukoz ile birleserek siikroz
ad1 verilen disakkaritte de bulunur [110]. Ozellikle seker kamis1 ve seker pancari, yiiksek
oranda siikroz igeriginden dolayi ticari siikroz tiretiminde kullanilirlar ve son iirlin olarak
da seker tiirleri, gida ve alkolsiiz igeceklerin iiretimi gergeklestirilir [111]. Fruktozun bir
baska kaynagi misir nigsastasindan enzimatik hidroliz yolu ile iiretilen, sakkaroza alternatif
stvi bir tatlandirict olan yiiksek fruktozlu misir surubudur [112]. Sakkarozdan daha
ekonomik olmas1 ve baz1 gidalara tatlandiric1 gibi baz1 6zellikler kazandirmasindan dolay1
gazli ve meyveli icecekler, kek, cikolata, marmelat, sekerleme, regel ve jole gibi bir¢ok
islenmis iirlinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. 1970 yilindan bu yana yiiksek
fruktozlu misir surubu tiikketimi 6nemli derecede artmistir. Giinlimiizde kullanilan toplam

tatlandiricilar iginde yaklasik % 40°lik bir paya sahip olmustur [113, 114].

Dogal tadin korunmasinin ve orta diizeyde tathilifin istenildigi gida ve konservelerde
%42’lik; alkolsiiz icecekler, dondurma ve tathilarda %55’lik ve yiiksek seker tadinin
istendigi gidalarda %90°lik fruktoz surubu kullanilmaktadir (Cizelge 2.1). Tadim
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fruktozdan alan yiyecek ve igcecekler doyma hissini geciktirmekte, daha ¢ok tiiketilmesine
neden olmakta ve ikinci actkma hissini éne cikarmaktadir [115]. Ozellikle, uzun siire
yikksek fruktozlu musir surubu bakimindan zengin diyetle beslenme obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik sendromun diger bilesenlerinin goriilme sikligini

artirabilmektedir [116].

Besin (g/100 gr) Glukoz  Fruktoz Sukroz Toplam Seker
Meyveler (Cig)
Elma 2,3 7.6 3,3 13,3
Muz 4,2 2,7 6,5 15,6
Kiraz g1 6,2 0,2 14,6
Uziim 6,5 7,6 D,4 18,1
Ananas 2,9 2,1 3,1 11,9
Karpuz 16 3,3 3,6 5,0
Sebzeler
Havug 1.0 1,0 3,6 0,0
Misir 0,5 0,3 15 2,6
Sogan 2,4 0,9 1,3 6,2
Bezelye 0,2 0,1 4.8 5.8
Domates 1,1 1,4 0 2.8
Baklagiller
Fasilye 16 1,4 4,3 8,3
Nohut 0,1 0,1 1,2 4,8
Mercimek 0 0,1 0,5 1,8
Soya Fasulyesi 0,2 0 3.8 4.3
Tathlar
Misir Surubu 14,9 1,2 2,2 37,0
Bal 33,8 42,4 1,5 81,9
Pekmez 7.4 7,9 26,9 42,8
Esmer Seker 5,2 0,4 24,3 23,9
islenmis Gidalar
Portakal Suyu 5,3 4,6 0,7 10,6
Ekmek 1,8 1,5 0,1 3,9
Kola 4,0 4.4 2,1 10,6

Cizelge 2.1. Cesitli gidalarin fruktoz igerikleri [117]
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2.5.2. Fruktoz Metabolizmasi

Bagirsaktaki fruktoz absorbsiyonu ve metabolizmasi

Fruktozun insanlarda aglik kan diizeyi genel olarak 1 mg/dL’ dir. Fruktoz enterositlerin
apikalinde lokalize olan glukoz tasiyict Glucose transporter -5 (GLUTS5) tasiyicisi ile ince
bagirsaklardan emilir (Sekil 2.8). Fruktoz enterositlerin bazolateral membranlarinda
lokalize olan Glucose transporter 2 (GLUT2) molekiilii ile kan damarlarina diffiize olur
[14, 118, 119]. Glukoz ile karsilastirildiginda fruktoz absorbsiyonu kantitatif olarak daha
simirhdir. Bazi yetiskinler diisiik kapasitede fruktozu absorbe edebilirler ve fruktoz
yiiklemesinden sonra ishal ve gaz septomlart gelisebilir [120, 121]. Fruktoz
absorbsiyonunun yagh ratlarda yapilan c¢aligmalarda, yaslanma ile azaldigi bildirilmistir
[122]. Fruktoz transportu non- karbonhidat igeren diyetle modiile edilmektedir. Bu
nedenle, doymus yag asitleri igeren bir diyet intestinal fruktoz absorbsiyonunu
arttirmaktadir [123]. Enterosit i¢inde fruktozun bir kismi1 laktata doniismekte ve bir bolimii

de trioz fosfatlar tizerinden glukoza ¢evrilmektedir [124].

Furgams: Kenar Bazolateral
Membran
— L~
Na* — = ATP
Glukoz - SGLI -
yada "T\
Galaktoz 5
Glukoz
ya da — GLUT2 —»
Galaktoz
Fruktoz GLUTS —» Fruktoz

% Enterosit

Sekil 2.8. Ince bagirsakta glikoz, galaktoz ve fruktoz emilimi (SGLTI: Sodium-glucose
linked transporter- Sodyum bagimli glukoz tasiyici-1) [125]
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Hepatik fruktoz metabolizmasi

Fruktoz kana diffiize olduktan sonra portal sisteme gecer ve hepatositler tarafindan GLUT2
tastyicisiyla alinarak metabolize edilir [126-128]. Fruktoz ve glukozun Kkaraciger
metabolizmas1 arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. Glukozun aksine bu siire¢ sodyum
bagimli degildir ve ATP hidrolize edilmez. Ayrica fruktoz fruktokinaz enzimi ile fosforile
edilerek karacigerde fruktoz-1-fosfata donistiiriilir. Bu molekiilden gliseraldehit,
dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat iiretilir. Bu ii¢ karbonlu molekiiller,
glukoneogenez ile glukoza veya de novo trigliserid (TG) sentezine yonlendirilir. Fruktoz
metabolizmasit bu 6zelligi ile glukoz metabolizmasindan farklilik gostermektedir (Sekil

2.9) [14, 129].
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Sekil 2.9. Karacigerde Fruktoz ile Glukoz metabolizmasinin karsilastiriimasi [14]

Glukozdan TG iretilme siireci, glukozdan glikojen iiretimi, {i¢ karbonlu glikoliz
irlinlerinden glukoneogenez ile tekrar glukoz sentezlenmesi ve metabolik yolun
fosfofruktokinaz enzimi ile kontrol edilmesini kapsamaktadir. Fruktozdan fruktoz-1-
fosfatin olusumu, fosfofruktokinaz enziminden bagimsizdir ve fruktoz kaynakli {i¢
karbonlu molekiiller gliserol ve yag asiti sentezi i¢in kullanilarak TG olusumuna neden

olur. Fruktoz metabolizmasinda fosfofruktokinaz basamaginin atlanmasi, insulin ile regule
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edilen glikojen ve yag depolanmasini etkiler [130]. Trigliseridler karaciger tarafindan ¢ok
diisikk dansiteli lipoprotein (VLDL) olarak paketlenir ve kana verilir. VLDL kanda
bulundugu siire igeresinde lipoprotein lipaz tarafindan non-esterifiye yag asitlerine (NEFA)
ve monaagil gliserole hidrolize edilir. Yag dokusu bu ara iirlinleri alarak yeniden TG
sentezler ve depo eder (Sekil 2.10). Bu metabolik siire¢ araciligiyla yiiksek diizeyde
fruktoz tiiketimi kan yag asiti diizeylerini ylikseltir ve insililinden bagimsiz yag
depolanmasina neden olarak obeziteye yol agar [115, 131]. Fruktozun saglik tizerindeki
potansiyel zararli etkileri arasinda obezite disinda, yaslanmada hizlanma, insiilin direnci,
diabetes mellitus ve nefropati, retinopati, néropati gibi komplikasyonlari, non-alkolik yagh
karaciger hastalig1, hipertrigliseridemi, hipertirisemi, kronik ishal ve iirtiker gibi hastaliklar

bulunmaktadir [132].

Fruktoz

HEPATOSIT Fruktoz
lFruku)klﬂ;lZ
Fruktoz-1-P

s=iikosen wf.;" Tﬁozlar

Glukoz t Ya§ asidi

Glukoz VLDL-TG

Sekil 2.10. Karacigerde Fruktoz metabolizmasi [115]

Ekstrahepatik metabolizma

Fruktoz alimmimindan sonra plazmadaki fruktoz konsantrasyondaki mikromolar orandaki
artig, hepatik ekstraksiyonun % 100’ e yakin oldugunu gostermektedir. Bunun sonucu
olarak, fruktoz metabolizmasi normal kosullar altinda ekstrahepatik hiicrelerde
gerceklesmemektedir. Fruktoz parenteral oldugunda sistemik fruktoz konsantrasyonu 1-2
mM degerine yilikselmektedir. Bu kosullar altinda dahi, ekstrahepatik hiicreler fruktokinaz
eksprese etmedikleri igin, ekstrahepatik fruktoz metabolizmasi oldukca azdir. Intestinal

fruktoz transportu olan GLUT 5 bobrek, adipoz doku, iskelet kasi, testis ve beyin gibi
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ekstrahepatik dokularda da eksprese edilmektedir. Kateterizasyon calismalari, plazma
fruktoz oranmin 3 mM’ a yiikseldigi, yliksek doz fruktoz infuzyonu sirasinda bobrek
fruktoz metabolizmasinin toplam fruktoz metabolizmasinin % 20 ° sini olusturdugunu
gostermistir. Bu tiir ekstrahepatik fruktoz aliminin normal fizyolojik sartlarda

gergeklesmesi miimkiin degildir [133-136].

2.5.3. Fruktoz ve egzersiz

Fiziksel egzersiz, kaslarin ¢aligmasi siirekli bir enerji destegine ihtiya¢c duymakta ve kas
kontraksiyonu kas glukoz oksidasyonunu artirmaktadir. Fruktoz egzersiz sirasinda
metabolize edilebilir. Orta siddette bir egzersiz sirasinda, fruktozun % 80’ ni splanknik
dokularda metabolize edilerek, glukoz, piriivat ve laktat serbest birakilir. Geri kalan % 20’
lik kisim ise direkt olarak ¢alisan ve dinlenen iskelet kasinda metabolize edilir [137]. Oral
glukoz ve fruktoz iceceklerin oksidasyonu, orta siddette egzersiz sirasinda
karsilastirildiginda, fruktoz oksidasyon hizi daha distktir [121, 138, 139]. Spor
iceceklerinin amaci glisemiyi Onlemek ve kaslarin calismast igin ekzojen glukozu
saglamaktir. Ancak oral glukoz alindig1 zaman, ekzojen glukoz metabolizmasi maksimum
1,0- 1,1g/ dk ile smrhdir [140]. Glukoz ve fruktoz karisimi birlikte alindiginda ise total
karbonhidrat oksidasyonu % 40 daha yiiksektir [138, 141-143]. Spor igeceklerinde fruktoz
kullanim1 bir avantaj olarak goriilse de, egzersiz sirasinda fruktoz kullanimi ile ilgili
endigelerden biri de, bagirsakta tam olarak absorbe edilememesi ve intestinal bakteriler

tarafindan fermente edilmesidir [144].

2.5.4. Fruktozun uzun donem etkileri

Yiiksek fruktoz ve yliksek sakkaroz alinimi, dislipidemi, insiilin direnci, hipertansiyon,
hipertirisemi ve kilo alimi1 gibi birgok olumsuz metabolik ve kardiovaskiiler etkilere neden

olmaktadir [16, 17].

Dislipidemi

Fruktozun indiikledigi dislipidemi mekanizmasinin altta yatan nedenleri tam olarak
aciklanamamistir. Plazma trigliserid kinetigi yiiksek sukroz, glukoz ve fruktoz ile beslenen

ratlarda Olgiilmiistiir ve calismalarda hem trigliserid iiretiminin arttigt ve hem de
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klirensinin azaldig1 gosterilmistir (Sekil 2.11) [14, 145]. Fruktoz yag asitlerinin sentezinin
prekiirsorleri olan hepatik trioz-fosfati saglamasi agisindan oldukca lipojeniktir. Yapilan
bir¢ok calismada akut fruktoz alimimindan sonra bazi lipojenik genlerin aktivasyonu ve
lipogenez yolaginin diizenledigi ve dolasimdaki lipit seviyelerinin arttigi gosterilmistir
[146, 147]. Ayrica fruktozun karacigerdeki 6nemli lipojenik enzimlerin ekspresyonlarini
da artirabilecegi bildirilmistir. Hepatik lipogenesisin diizenlenmesinden sorumlu
transkripsiyon faktorii olan sterol diizenleyici element baglayan protein (SREBP)’in
ekspresyonunu indiiklemektedir [148, 149]. Fruktoz ayrica hepatik yag asit sentaz ve
asetil-CoA Kkarboksilaz ekspresyonunu upregule eden, karbonhidrat yanit elementini
baglayan protein (ChREBP) hepatik transkripsiyon faktorii aktive etmektedir [150, 151].
Yiiksek fruktoz icerikli bir beslenme hekzos monofosfat yolaginin ilk enzimi olan glukoz-

6-fosfat dehidrogenaz ekspresyonunu arttirir [151].
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Sekil 2.11. Fruktoz kaynakli dislipideminin olas1 mekanizmalar1 [14]

Karacigerde ve Iskelet Kasinda Ektopik Lipid Birikimi

Fruktoz, plazma lipid profilinin degisiminin yani sira, hiicre i¢i lipid birikimini de modiile
edebilir. Endokrin hiicreler, kas lifleri ve hepatositler gibi yag doku disindaki hiicrelerin
sitoplazmalarindaki trigliserid birikimleri ektopik lipidler olarak adlandirilir. Ektopik
lipidler gibi karaciger ve iskelet kasindaki birikimler dokuya 6zgilin insiilin direnci ile

iliskilidir [152].
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Insanlarda fruktoz alimi sonrasi intrahepatik yag birikimi, calismalarda daha az
gosterilmistir. Saglikli erkek goniillillerde yapilan 1,5 gkg dozundaki yiiksek fruktoz
diyetinde karacigerdeki yag igerigi ve kasda belirgin degisimlerin olmadig1 gdsterilmistir.
Ancak bu doz 2 katina c¢ikarildiginda sadece 7 giinde hepatik ve intramyoselliiler yag
iceriginde belirgin bir artis1 indiikledigi goriilmiistiir [153]. Intrahepatik yag icerigindeki
artts VLDL-TG artis1 ile iliskilidir. Ilging bir sekilde, intrahepatik yag igeriginde plazma
VLDL-TG artis1, tip 2 diabetli hastalarin diabetli olmayan ¢ocuklarinda gosterilmistir. Bu
sonuglar da fruktozun metabolik etkilerinin genetik ¢evreye bagli olabilecegini

diistindiirmektedir [153].

Fruktoz ile iliskili Bozulmus Glukoz Homeostazi ve Insiilin Direnci

Lipid metabolizmas1 ve insiilin direnci arasindaki iliski 1960’larda Sir Philip Randle
tarafindan baslatilmustir. Ilk baslarda lipid kaynakli insiilin direncinde, baslica faktorlerin
esterlesmemis yag asitleri konsantrasyonu oldugu diisiiniilse de daha sonra hem
esterlesmemis yag asitlerinin hem de yiiksek plazma trigliserid konsantrasyonlarinin

insiilin direnci ile iligkili oldugu gosterilmistir [154, 155].

Bir¢ok ¢alismada, fruktozun glukoz metabolizmasi ve insiilin duyarlilig1 iizerinde olumsuz
etkileri oldugu belirtilmistir. Lipojenik olan fruktozun tiiketimi sonucunda, ektopik lipid
birikimine ve diagilgliserol, yag acil-CoA, seramitler gibi toksik lipit tlirevlerinin
olusumuna neden olur (Sekil 2.12). Bu metabolitlerin hiicre i¢indeki varliginin, insiilinin
sinyalizasyonunda gorev alan insiilin reseptor substrati-1 (IRS-I)’in normalden daha fazla
fosforilasyonuna ve buna bagli olarak insiilin sinyalinde azalmaya neden oldugu

gosterilmistir [155].

Yiiksek fruktoz diyeti uygulanan ratlarda, {rik asit seviyesini diisiiren ajanlar
kullanildiginda plazma insiilin seviyelerinin azaldigr ve insiilin duyarliliginin gelistigi
gdzlemlenmistir [14, 156]. Insanlarda yapilan calismalarda, fruktoz tiiketiminin hepatik
insiilin direncine yol agtig1 bildirilmis, fakat farkli dokulardaki insiilin direnci etkisi heniiz

kanitlanmamustir [17, 116, 147].

Fruktoz ve yag ya da toplam enerji alimi arasindaki etkilesimlerin degerlendirilmesi

gerekmektedir. Fruktoz ve insiilin direnci arasindaki olasti mekanizma tabloda
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Ozetlenmistir. Ayrica fruktoz, tirik asit tiretimini artirarak endotelyal fonksiyonu bozabilir

ve insiilin direncine prereseptor olarak katkida bulunur.
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Sekil 2.12. Fruktoz kaynakli insiilin direncinin olast mekanizmasi [146]

Fruktoz ve Urik Asit Metabolizmasi

Fruktoz alimi, karacigerde fruktoz 1-fosfata fosforilasyonundan dolayr ATP hidrolizini
stimiile eder ve AMP (adenozin monofosfat) artisina neden olur ve iirik asit sentezi
gerceklesir (Sekil 2.13). Yapilan calismalarda, yiiksek kan basincina sahip hastalarda,
yiiksek fruktoz diyetinin plazma iirik asit seviyesini artirdigi bildirilmektedir [158, 159].
Ayrica fruktoz tiikketimi, iirik asit metabolizmasi ile iliskili olan gut hastalig1 ve bobrek tasi

olusumu ile de ilgilidir [160, 161].

Hiperiirisemi metabolik sendromlu kisilerde sik karsilasilan ve Reaven tarafindan ‘X
Sendromu’ ya da ‘Insiilin direnci sendromu’ tanisinda kiiciik bir kriter olmustur. Insiilin
direnci ve hiperiirisemi arasindaki iligki tam olarak agiklanamamasina ragmen, serum {irik
asit konsantrasyonu tip-2 diabetin olusumunda bir risk faktorii olarak goriilmektedir [14,
162, 163].

Son yillarda yapilan arastirmalarda, fruktoz alimi, hiperiirisemi ve insiilin direnci
arasindaki iligki ile ilgili yeni bir hipotez Onerilmistir. Bu hipoteze gore, insiilin kaynakli
glukoz kullanimi yalmizca insiilin-duyarli hiicrelerin metabolik yolagmin uyarilmasini

degil, iskelet kas1 gibi insiilin duyarli dokularda kan akist ve dolagimini da artirmaktadir
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[164]. insiilinin bu etkisi, endotelial enzim nitrik oksit sentazin (eNOS) aktivasyonu

iizerinden gerceklesmektedir [165].

Renal tiibiillerde eksprese olan SLC2A9 (GLUT9) fruktoz tasiyicilarinin da iirisemi ile
iliskili oldugu ve renal {rik asit atiliminin diizenlenmesinde gorevli olduklari

diistiniilmektedir [166].
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Sekil 2.13. Fruktozdan tirik asit olusumu [167]

Yiiksek Kan Basinci

Ratlarda yapilan ¢esitli ¢aligmalarda, yiliksek fruktoz diyeti ve hipertansiyon arasinda iliski
saptanmistir  [168, 169]. Literatiirde fruktozun etki mekanizmasi ftzerine farkl
mekanizmalar sunulmustur. Yiiksek fruktoz diyeti ile iligkili olarak gelisen insiilin direnci
ve ardindan gelen hiperinsiilinemi yiiksek kan basinci ile iliskilidir [170]. Hiperinsiilinemi
ayrica bobrekdeki sodyum geri emilimini artirarak kan basincini artirabilmektedir [171].
Yiiksek fruktoz alimi, bir reaktif olan metilglioksala doniisebilme 6zelligindeki hiicre i¢i

gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat birikimine yol agmaktadir [172].

Fruktoz alim1 ve yiiksek kan basinci arasindaki iliskiye dair kemirgenlerde bir¢cok ¢alisma

bulunmasina ragmen, insanlarda yapilan ¢aligmalar ¢cok net degildir.
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2.5.5. Fruktoz ve metabolik sendrom iliskisi

Son yillarda artan yiiksek fruktoz tiiketimiyle birlikte MetS goriilme sikligi da artis
gostermektedir. Yapilan c¢esitli arastirmalarda fruktozun cesitli mekanizmalarla MetS

bilesenlerinden olan obeziteye neden oldugu rapor edilmistir [173, 174].

Fruktoz iceren diyetlerde, fruktoz fosfofruktokinaz aracilifiyla karaciger lipid
metabolizmasina etki etmektedir. Asirt fruktoz alimi sonucunda metabolik hormon
konsantrasyonu ve plazma iirik asit seviyesinde degisimler meydana gelir [175]. Ozellikle
deneysel hayvan c¢alismalarinda MetS modeli olusturmak amaci ile arastirmacilar
tarafindan yiiksek fruktoz igerikli ~ (%35-72) diyet ya da (%10-20) i¢gme Suyu
kullanilmaktadir [14, 15, 176-179].

Kemirgenlerde, diyetle asir1 fruktoz tiiketimi sonucunda; hipertansiyon, dislipidemi,
insiilin direnci ve bozulmus glukoz toleransi metabolik sendrom belirtileri ortaya

¢ikmaktadir [180].

2.6. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom, toplumda giderek yayginlasan, igerdigi sistemik bozukluklar nedeni
ile giin gectikce 6nem kazanan ve literatiirde de artan arastirmalarla genis yer bulan bir

hastalik tipidir [2].

Metabolik sendrom; sendrom-X, insiilin direnci sendromu, polimetabolik sendrom,
olimcil dortlii ve uygarlik sendromu gibi farkli terimlerle de ifade edilmektedir [181,
182].

Ik kez 1988°de Reaven, cesitli risk faktdrlerinin siklikla birarada bulundugu dikkat cekmis
ve sendrom-X olarak adlandirdigi bu beraberligin kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisme
riskini arttirdigini belirtmistir [170].

Metabolik sendrom, insiilin direnciyle birlikte baslayan, glukoz intoleransi, abdominal
obezite veya diabetes mellitus, hipertansiyon, koroner arter hastaligi (KAH) ve dislipidemi
gibi sistemik bozukluklarin eslik ettigi Olimciil bir endokrinopati olarak da
degerlendirilmektedir [183].
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2.6.1. Metabolik sendromun etiyolojisi

Metabolik sendromun mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte, baslica
obezite ve insililin direncinin yani sira yaslanma, proinflamatuar durum, hormonal
degisiklikler gibi diger faktorler de metabolik sendromun nedeni olarak ifade edilmektedir.
One siiriilen farkli hipotezler s6z konusu olup baz1 hipotezlere gére primer neden, insiilin
direnci olarak tanimlanmistir. Bazi hipotezler ise hormonlarla iliskili olarak abdominal
obezitenin de metabolik sendroma neden oldugunu gostermektedir. Ayni1 zamanda genetik

faktorler metabolik sendromun tetikleyiceleri arasinda sayilmaktadir [3].

Bu bilgiler dogrultusunda metabolik sendromun etiyolojisi genel olarak obezite ve yag
dokusu bozukluklari, insiilin direnci ve vaskiiler, hepatik ve immiinolojik kdkenli
molekiiller gibi bagimsiz faktorler olarak ii¢ kategoride incelenebilir. Modern sehir
yasaminin getirdigi rutin yasam sartlar1 ve yliksek kalorili beslenme, postmenapozal
donem, sigara igme, diisiik gelir diizeyi, yiiksek karbonhidrat diyeti, fiziksel inaktivite de
metabolik sendrom sikligini arttiran diger nedenlerdir [184-186].

2.6.2. Metabolik sendrom tanisi

Metabolik sendrom tanisi i¢in; Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Ulusal Kolesterol Egitim
Programi-Yetiskin Tedavi Paneli III (NCEP-ATP I111), Amerikan Klinik Endokrinologlar
Birligi (AACE) ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan kullanilan cesitli
tan1 kriterleri tantmlanmistir [187, 188].

Diinya Saglik Orgiitii 1998 yilinda metabolik sendromu, diyabet, bozulmus aglik glukozu,
bozulmus glukoz toleransi veya insiilin direnciyle birlikte hipertansiyon (> 160/90 mmHg),
hiperlipidemi, santral obezite ve mikroalbuminiiriden en az ikisinin olmas1 olarak
tanimlarken, Ulusal Kolesterol Egitim Programi Erigskin Tedavi Paneli (National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel; NCEP-ATP III) 2001 yilinda
yetigkinlerde, metabolik sendrom tanisi i¢in bes kriterden tigliniin varhigmin yeterli

oldugunu bildirmistir [189].
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2.6.3. Metabolik sendromun prevalansi

Metabolik sendrom diinya ¢apinda prevalanst <% 10 ‘dan %84’ e kadar degisen, kentsel
ya da kirsal ¢evreye bagli olarak bolgelere, niifus, cinsiyet, yas, irk ve etnisiteye gore

farklilik gosteren bir sendromdur [190, 191].

Genel olarak, Uluslararas1 Diabet Federasyonuna gore diinya yetigskin niifusunun dortte
biri metabolik sendromludur [1]. Yiiksek sosyoekonomik diizey, hareketsiz yasam tarzi ve
yiiksek viicut kitle indeksi onemli Ol¢lide metabolik sendrom ile iliskili bulunmustur.
Ayrica genetik gegmis, beslenme alisgkanligy, fiziksel aktivite diizeyleri, sigara kullanima,
aile diabet Oykiisii ve egitim de hastaligin prevalansini etkileyen faktorlerdir. Metabolik
sendrom Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmalari anketine gore (National Health and
Nutrition Examination Survey- NHANES ) normal kilolu kisilerin % 5’inde, yiiksek kilolu
kisilerin % 22’sinde, obezlerde ise % 60’ inda metabolik sendrom tespit edilmistir [185].
Bu durum yasla birlikte (20-29 yas aras1 yetiskinlerde % 10, 40-49 yas arasi1 yetiskinlerde
% 20, 60-69 yas arasi1 yetiskinlerde % 45 oraninda) artmaktadir. Metabolik sendrom
prevalansi diinya ¢apinda NCEP-ATP III kriterleri, 2001 verilerine gore erkeklerde % 8’
den % 43’ e, kadinlarda ise % 7’den % 56’ ya kadar degisiklik gostermektedir [1, 185,
192, 193].

Tiirkiye genelinde yapilan Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri
(TEKHARF) caligmasina gore, 2000 yili itibariyle 30 yas ve tizerindeki 9.2 milyon kiside
metabolik sendrom tespit edilmistir ve KAH gelistiren bireylerin % 53’ ayn1 zamanda
metabolik sendrom hastasidir. Tiirkiye’ de metabolik sendrom goriilme siklig1, erkeklerde
% 28, kadinlarda ise % 40 gibi yiiksek degerlerdedir. Ulkemizde, 2004 yilinda yapilan
METSAR (Tiirkiye Metabolik Sendrom Arastirmasi) sonucglarina gore 20 yas ve
tizerindeki eriskinlerde metabolik sendrom siklig1 % 35 olarak bulunmustur. Kadinlarda %
41.1, erkeklerde % 28.8 orani kadinlardaki metabolik sendrom sikliginin erkeklere gore
daha yiiksek oldugunu gostermistir. 2010 yilinda yapilan Metabolik Sendrom Dernegi
Tiirkiye Saghik Calismast (PURE TURKIYE; Prospective Urban Epidemiological
Study)’nda 4057 kisiyle yaptig1 calismada, bel ¢evresi erkeklerde > 94 cm, kadinlarda ise >
80 cm olarak kabul edilmis; kadinlarda metabolik sendrom siklig1 %43.5, erkeklerde ise
%41.4 olarak belirtilmistir [184, 186, 193-195].
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2.6.4. Metabolik sendrom patofizyolojisi

Metabolik sendrom, genetik ve cevresel faktorler arasindaki karmagik etkilesimin sonucu
olusan diisiik dereceli kronik bir inflamasyon durumudur (Sekil 2.14). Insiilin direnci,
visseral yaglanma, aterojenik dislipidemi, endotel disfonksiyonu, genetik yatkinlik, yiiksek
kan basinci, hiperkoagiilasyon durumu ve kronik stres gibi g¢esitli faktorleri igeren bir

sendromdur [1].

Cevresel Faktorler Genetik Faktorler
* Fiziksel inaktivite * Baskin genotip
* Sigara kullanimi * Baskin fenotip
* Enerijiigerikli besinler

» Stres

Pozitif Enerji Dengesi

Adipoz doku hiperplazisi ve hipertrofisi

Degisen serbest yag asidi Adipokin saliniminin degisimi
TLeptin TFaktdr VIl
TATH tFaktdr v
TAldosteron TPAI-
1 Portal serbest insiilin direnci RAAS ve 555 Oksidatif stres
- . . . : . Endoteliyal disfonksiyon|
yag asidi Hiperinsilinemi etkinlesmesi
1 Lipoprotein Pankreas B-hticre T Sodyum Proinflamatuar,
sentezi fonksiyon reabsorbsiyon Protrombotik
| bozulmast | Vazokontriksivon durum
Dislipidemi Hiperglisemi Hipertansiyon Hiperkoagulasyon

METABOLIK SENDROM

Sekil 2.14. Metabolik sendrom ve bilesenleri (FFA: free fatty acid, ATII: angiotensin I,
PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1, RAAS: renin angiotensin aldosterone
system, SNS: sympathetic nervous system) [1]
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Abdominal Obezite

Obezite salgin1 temel olarak yogun kalorili yiyecek tiiketimi ve diisiik fiziksel aktivite
sonucu olusmaktadir. Yag dokusu adipositlerden, stromal preadipositlerden, immun
hiicrelerden ve endotelyumdan olusan ve leptin, rezistin, adiponektin ve ayni zamanda
TNFa (Timor nekrozis faktor-a), IL-6, IL -8 gibi sitokinleri salgilayan, endokrin organ
ozelligi tasiyan, heterojen bir dokudur. Hipertrofi ve hiperplazi ile besinsel degisikliklere

hizl1 ve dinamik bir yanit vermektedir [196].

Obezite ve artan adiposit yayilimi ile birlikte, obezite ile iliskili hipoksi gelismektedir.
Hipoksi adiposit dokuda nekrosis ve makrofaj infiltrasyonuna neden olarak, yag dokuda
adipositokinler olarak bilinen gliserol, serbest yag asitleri, proinflamatuvar mediatorler
(TNFa ve IL-6), plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) ve C-reaktif protein (CRP) gibi

aktif metabolitlerin asir1 tiretimine yol agmaktadir [197].

Ulkemizdeki obezite oranina bakildiginda ise, Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve
Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans Calismasi (TURDEP) sonuglarina gore 20 yas ve
tizerindeki kisilerin %34’linde abdominal obezite goriilmektedir. Abdominal obezite
insiilin direncinin en onemli gostergesidir. Her obez hasta metabolik sendrom agisindan

taranmalidir [189].

Insiilin Direnci

Metabolik sendromun 6nemli bilesenlerinden biri de endojen ve ekzojen insiiline karsi
olusan, biyolojik yanitsizlik olarak da degerlendirilebilen insiilin direncidir [189]. Bazi
arastirmacilara gore, insiilin direnci ve kompansatuar hiperinsiilinemi metabolik sendromu
olusturan kriterlerin temelindeki en Onemli mekanizma olup ve Sendrom-X’ de
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in ciddi bir risk faktoriidiir [198]. Genetik faktorler, fetal
beslenmenin yetersizligi, fiziksel inaktivite, obezite ve ileri yas insiilin direncine neden
olmaktadir. Genellikle hiperinsiilinemiyle birlikte goriilen bu durum, her zaman insiilin

direncinin ileri evresi olan hiperglisemi ile birlikte seyretmemektedir [199].

Insiilin direnci ile endokrin bozucular arasindaki iliskiye bakildiginda ise, BPA gibi

endokrin bozucularla yapilan g¢alismalarda, kemirgenlerde serum BPA diizeyi ile beta
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hiicrelerinin glukoza asir1 duyarlilign ve periferik insiilin direnci arasinda iliski

gosterilmistir [200].

Dislipidemi

Metabolik sendromda kardiyovaskiiler morbidite ve mortalitenin artisindan sorumlu
mekanizmalardan biri de dislipidemidir [199]. Metabolik sendromda trigliserid ve kiigiik-
yogun LDL yiiksek, HDL-kolesterol diisiik iken, LDL-kolesterol genellikle artis
gostermemektedir. Insiilin direncinin ilerlemesi ile birlikte, trigliserid diizeyleri

yiikselmekte, HDL diismektedir [189].

Hipertansiyon

Esansiyel hipertansiyon obezite, glukoz intoleransi ve dislipidemi gibi metabolik
anormallikler ile iliskilidir [201]. Hem hiperglisemi, hem de hiperinsiilinemi
anjiyotensinojen-11  (AT-11) ve AT-I reseptorlerin ekspresyonlarini artirarak Renin
anjiyotensin sistemi (RAS) aktive eder ve insiilin direnci olan hastalarda hipertansiyona
yol agar [202]. Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi sempatik sinir sisteminin aktivasyonuna
neden olur, bobrekten sodyum reabsorbsiyonu ve kardiak atimi artirir ve arterler

vazokontriksiyon ile hipertansiyon olusturur [203].

Bozulmus Endoteliyal Fonksivon

Endotel bagimli vazodilatasyon, azalmis arteriyel uyum ve ateroskleroz siirecinin
hizlanmasi ile karakterizedir. Oksidatif stres, hiperglisemi, inflamatuar sitokinler ya da
adipokinler endotelyumun normal fizyolojik mekanizmasini etkilemektedir. Nitrik oksit
(NO) indirgenmesi endotelial homeostasisde diizenleyici role sahiptir ve reaktif oksijen
tiirlerindeki artis bozulmus endotelial islev ile sonuglanmaktadir. Metabolik sendromun
klinik belirtileri ortaya c¢ikmadan oOnceki donemlerde endotel disfonksiyon gelistigi

gosterilmistir [1, 205, 206].

Hiperkoagiilabilite

Insiilin direnci; plazminojen aktivatdr inhibitor-1, faktor-VII, faktor-VIII ve Von-

Willebrand faktor gibi koagiilan sistem bilesenleri, fibrinojen ve Plasminogen activator
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inhibitor-1 (PAI-1) diizeylerini yiikselterek endotelial disfonksiyonu ve makrovaskiiler
hastalik riskini arttirir [1, 206].

Kronik Stres ve Glukokortikoid Aksiyon

Stres mediatorlerinin kronik hipersekresyonu sonucunda kronik hiperkortikolizmi, diisiik
biliylime hormonu sekresyonu ve hipogonadizmin sonucu olarak visseral yag birikimi artis
gosterebilmektedir [207]. Glukokortikoidler, yag asit sentaz enzimlerini ve lipoproteinlerin
sentezini artirir ve hepatik glikoneojenez yolagi indiikler. Viicut yag kiitlesinin artisina yol
acan preadipositlerin adipositlere farklilasmasina neden olur [208]. Lipoliz ve lipid

oksidasyonunun artisina bagli olarak periferal insiilin direnci ortaya ¢ikar [209].

Yapilan ¢aligmalarda, plazma kortikol diizeyleri, total iiriner glukokortikoid metabolitleri
ve metabolik sendromlu hastalar arasinda korelasyon gozlemlenmistir. Hormonal
degisimler dislipidemi, hipertansiyon ve tip 2 diabetes mellitus ile sonuglanan reaktif
insiilin hipersekresyonuna ve visseral obezitede artisa neden olarak metabolik sendromun

temelini olusturabilmektedir [210].

2.7. Bisfenol A (BPA)

Disaridan alinarak organizmanin endokrin fonksiyonlarini ve gelisimini etkileyen, dogal ya
da sentetik madde veya madde karisimlarima endokrin bozucular adi verilir. Endokrin
bozucular ile hormonlar arasinda agonist ve/veya antagonist etki bulunur. Bu etkiler,
hormon {iretimi, transportu, yikimi ve viicuttan atilimlar ile iliskilidir [4, 5]. Avrupa
Birligi’nin yayinladig1 endokrin bozucular ile ilgili raporda, ¢evre ve insan sagligina zarari
acik olarak belirtilmis kimyasal maddeler arasinda bisfenol A (BPA) da yer almaktadir
[211].
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2.7.1. Bisfenol-A’nin tarihgesi, fiziksel ve kimyasal yapisi

Bisfenol A (BPA), (4,4’-isopropilidendifenol; 2,2-bis(4-hidroksifenil) —propan)) ilk kez
1891 yilinda Rus Kimyac1 Alexander P. Dianin tarafindan tanimlanmistir (Sekil 2.15).
1905 yilinda Thomas Zincke tarafindan da asit katalizaz reaksiyonu sonucu doymamis 2
fenol halkasinin aseton ile birlesmesiyle olusturulmustur. 1930 lu yillarda sentetik
Ostrojenik olarak sentezlenmistir [212]. 1953 yilinda PVC olarak bilinen polivinil kloriir
teknolojisinin gelismesiyle plastik {irtinlerin yapisinda kullanilmaya baslanmistir ve

giiniimiizde de yillik tiretim kapasitesi giderek artis gostermektedir.

10 Haziran 2011°de {ilkemizde Tarim ve Koyisleri Bakanligi'nin ‘Tiirk Gida Kodeksi Gida
Maddeleri ile Temasta Bulunan Plastik Madde ve Malzemeler’ Tebligi'nde yaptigi
degisiklik yiiriirliige girmistir. Teblig uyarinca, referans numarasi "13480" olan "2,2-Bis(4-
hidroksifenil) propan", Tiirk Gida Kodeksi (TGK)-Bebek Formiilleri ve TGK-devam
Formiilleri Tebligleri'nde bebek olarak tanimlanan tliketici grubu icin kullanilan,

polikarbonat madde ve malzemelerin iiretiminde kullanilmamasi gerektigi belirtilmistir

[211, 213].

Kimyasal formiilii (CH3),C(CsH4OH), seklindedir. Bisfenol A iizerinde yer alan bu "OH
gruplar1 molekiile reaktif 6zellik kazandirmaktadir. BPA (CAS No. 80-05-7) kati, fenolik
kokulu, krem-beyaz renkte ve kristal yapidadir. Molekiil agirligi 228.9g/mol, erime
sicakligi ise 153-156 °C derece arasindadir. Kaynama sicakligi 220 °C ° dir [214].

CHg

CHs
Sekil 2.15. Bisfenol A’nin Kimyasal Yapisi [215]

2.7.2. Bisfenol A’ min iiretimi ve kullanim alanlari

Bisfenol A diinyada yaygin olarak {iretilen ve kullanilan kimyasallardan biridir. 2011 yil
itibariyle BPA {iretimi bir onceki yila oranla % 5,25 artarak 4,4 milyon tonu bulmustur.

2012 de tiretim 372,000 ton artarak 4,6 milyon tonu asmistir. Asya genel {iretimde % 53’
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lik oranla liderken, onu Kuzey Amerika ve Avrupa takip etmektedir. ABD, Tayvan,
Gliney Kore, Cin ve Japonya da BPA fireticisi llkeler arasinda yer almaktadir.

Oniimiizdeki yillarda BPA iiretim hacminin diinya ¢apinda 5,4 milyon tonu asacagi

diistintilmektedir [216].

BPA’ nin kullanim alanlarina bakildiginda ise %95 oraninda endiistride plastik yapiminda,
polikarbonata dayaniklilik ve saglamlik kazandirmasindan dolayr %71 oraninda
polikarbonat regine ve %29 oraninda epoksi recgine yapiminda yer aldigi goriilmektedir
[217]. Paketleme uygulamalarinda 7 ¢esit plastik kullanilmaktadir ve 1 ile 7 arasinda geri
doniistim kodu ile ifade edilmektedirler. Bu plastiklerden geri doniisiim kodu 1-6 olanlar
polimerizasyon ya da paketleme formunda bisfenol A icermedikleri i¢in, gida ve iceceklere
BPA gegmesi soz konusu degildir. Geri doniisiim kodu 3 olan plastiklerde BPA bulunur.
Ancak geri donilisiim kodu 7 olan plastikler “diger” sinif olarak degerlendirilirler ve
polikarbonat ve epoksi gibi maddeler icermektedir. Bu grupta yer alan iriinler BPA
momonerinden yapilmaktadir [218].

e Polivinil karbonat,

e Disleri ¢iirlikten koruma amaciyla pedodontide yaygin olarak kullanilan fissiir ortiicii ve
kompozit rezin dolgu maddelerinin yapisinda,

¢ Dis dolgu malzemeleri

e Metal konserve kutularinin i¢ ylizeyinde,

¢ Opyuncak, biberon ve emzik gibi bebek iriinlerinde,

e Yiyecek saklama kaplari,

e Su siseleri ve sise kapaklari,

e Kozmetik iirtinlerde,

e Gozliik camlari, optik lensler

e CD, DVD ve elektronik cihazlari igeren plastiklerde,

e Karbonsuz kopya kagitlarinda ve termal kagitlarda renk gelistirici olarak,

¢ Su borularin yiizeylerinde

e Fungusit ve pestisitlerin iiretiminde

e Sanayide kopiik ve paketleme sistemlerinde

e Plastik film yapiminda oldukga sik kullanilmaktadir [6-8].
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2.7.3. BPA metabolizmasi

BPA ’ya etkin kalma, BPA igeren besinlerin tiiketilmesiyle, inhalasyon ve deriden emilimi
yoluyla olmaktadir. Oral yolla alinan BPA, etkin kalmanin ana kaynagini olusturmaktadir
[219, 220]. BPA, epoksi ya da polikarbonat gibi plastiklerle temas halindeki gidalarin
tilketilmesiyle bagirsak ve karacigerde CYP2C18 ve daha az olarak CYP2C19 ve CYP2C9
enzimleri ile metabolize edilir suda ¢ozilinlir metaboliti olan bisphenol A-glucuronide’e
cevrilir [221]. Bir miktar da siilfat konjugasyonuna ugrar ve minor metabolit BPA-siilfat
(BPAS) olusur. Ortalama alt1 saatlik bir yarilanma omrii vardir ve yaklasik 42 saatte
tamamina yakini idrarla atildigi gosterilmistir. Bu atilim yasa, cinsiyete, maruz kalma
dozuna bagh olarak degisim gostermektedir [222, 223]. Viicutta idrar disinda kanda,
adipoz dokuda, semende, anne siitiinde, amniyotik sivida, plasenta ve fetusta, kolostrumda,
umblikal kord kaninda ve tiikiiriikte de BPA bulunabilecegi belirtilmektedir [12, 224, 225].
Gilinlimiizde Bisfenol A insan plazmasi, idrar, ter, salya gibi 6rneklerde ve ¢esitli dokularda
HPLC, LC-MS/MS ile GC- MS, ELISA, RIA gibi metodlarla analiz edilebilmektedir
[226].

2.7.4. BPA’ min gida ve iceceklere gegisi

BPA iceren maddelerin gida ve iceceklerle temas etmesi halinde az miktarda BPA’ nin
gida ve iceceklere gegmesi miimkiindiir. Zarar gérmiis plastiklerde ise gidalara gegisi
artmaktadir. Ozellikle gidalarin paketlenmesi sirasindaki 1s1l islemler ve pH diisiisii gibi

uygulamalar da BPA’ nin kimyasal baglarin1 bozarak alim hizin1 ve miktarini artirir [222].

Polimerizasyon reaksiyonunun tam olarak tamamlanmamis olmasi monomerlerin temel

yapidan ayrilarak BPA’ nin gida maddelerine kolaylikla gegmesine neden olur [227].

BPA diffiizyonla ve hidroksit tarafindan katalizlenerek farkli iiriinlere gegebilir. Ozellikle

saklanma siiresi, ortam sicaklig1 ve besin tiirii de BPA’nin gecisini etkilemektedir.

Yapilan arastirmalarda 40 ile 95 °C arasinda degisen sicaklhiklarda su, biberonlara
koyulmus, BPA konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,03 ile 0,13 pg/dm3 bulunmustur. Alt1 ay
siireyle kullamlan biberonlarda ise bu oran sirasiyla 0,18 ile 18,47 pg/dm?® olarak tespit

edilmistir [228]. Bagka bir ¢alismada ise suda ¢6ziinmiis deterjanin, biberonlardan BPA
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saliimint etkiledigi ve deterjanli su ile yapilan yikama, fircalama ve 1slatma islemlerinin

polimerden BPA gecisini geciktirdigi belirtilmistir [229].

Cevresel BPA Maruziyeti

Atmosfer

BPA’ nin, agirlikli olarak sanayi faaliyetlerinin sonucunda yilda yaklasik olarak 100 ton
atmosfere salindig1 diisiiniilmektedir. Analizler atmosferde farkli konsantrasyonlarda BPA
oldugunu ortaya koymaktadir. Berkner ve arkadaslarinin Almanya’nin Bavyera eyaletinin
3 farkl lokalizasyonunda yaptiklar1 arastirmada BPA konsantrasyonu 5> den 15 pg/m® e
degisirken, bagka bir caligmada, Japonya’ da bu oran 10 ila 1920 pg/m3 arasinda
bulunmustur [230, 231].

Gida ve Igme Suyu

Gida, BPA maruziyetinin en énemli kaynagidir. Insan sindirim kanali, her giin tiiketilen
gidalar yoluyla alinan BPA’ ya 0,48 ile 1,6 p/kg/viicut agirhigi/giin oraninda maruz
kalmaktadir [10]. Et iriinlerinde (0,49-56 pg/kg), balikta (7,1-102,7 ng/kg), sebze ve
meyvelerde (11,0-95,3 pg/kg) ve tahillarda (1,0-3,8 pg/kg) belli konsantrasyonlarda BPA
belirlenmistir [232-235]. Ayrica konservelenmis gidalardaki BPA orani taze gidalara gore
belirgin olarak daha yiiksektir. Siit Orneklerinde yapilan analizlerde de BPA’ ya
rastlanmistir (Cizelge 2.2) [236, 237].
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Matriks
Musluk Suyu

Sise Su

Tahil

Et

Bahik

Sebze ve Meyve
Konserve Deniz iiriinleri
Konserve Sebze ve Meyve
Konserve icecekler

Siit

Idrar

Ter

Anne Siitii

Kan

Plasenta

Adipoz Doku

Cizelge 2.2. Su, gida, viicut s1vis1 Ve gesitli dokulardaki BPA diizeyleri [219]

Mesleki BPA Maruziyeti

Mesleki olarak BPA’ ya etkin kalma genellikle BPA ve epoksi reginelerinin sentezinde ve
ingaat ile iliskili alanlarda ¢alisan kisilerde gdzlenir. Inhalasyon ve dermal kontakt yolu ile

BPA’ ya maruz kalan kisilerde genellikle idrarda BPA konsantrasyonunda artig gozlenir

[238].

BPA ‘ya maruz kalan is¢i sayis1 diisiik olsa da, uygunsuz ¢alisma kosullar1 ve adaptasyon
eksikligi ozellikle az gelismis tilkelerde saglik lizerinde alerjik reaksiyonlar, kontakt

dermatit ve cinsel islev bozuklugu gibi olumsuz etkilere neden olmaktadir [239, 240].

Diizey
0,099-0,317pg/dm’

0,07-4,21pg/dm®
1-3,8ug/kg
0,49-56ug/kg
7,1-102,7ug/kg
11-953ng/kg
1-99,9ug/kg
3,7-265,6ug/kg
0,032—4pg/kg
1,32-176pg/kg
4,50pg/dm?
10-82pg/dm®
1,1-3,4pug/dm’
0,2-20ng/dm®
1,0-104pg/kg
3,19ug/kg
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2.7.5. BPA’ min saghk iizerine etkileri

Yapilan arastirmalarda BPA’ nin Ostrojen reseptorlerine baglanarak ostrojeni taklit ettigi
ve sentetik ksenoostrojenler arasinda oldugu bildirilmistir [241]. Bunun yani sira

hipometilasyon aktivitesinden dolay1 oksidatif ve mutajenik potansiyele sahiptir [219].

BPA’ya etkin kalmanin insan sagligi tizerindeki etkileri, son donemde dikkat ¢eken dnemli
bir arastirma konusudur. Ozellikle BPA toksisitesinin endokrin ve kardiovaskiiler sistem,
obezite, diabet, hepatik, noral ve immiinotoksisite, mutojenite, karsinojenite ve teratojenite
ile iligkili oldugu dikkati ¢cekmektedir (Sekil 2.16).

Bisphenol A
oxidative
E— o
ERK, INK, NF¥B [+ ' P Bowaon |
v GPR30
L emy |
¥
Kinases activation ey
& | | ' ;
AR
-GR |

-DNA methylation
-Histone modifications A\ 4

-microRNAs eexpression Antioxidant
depletion
—————ee e

-DNA adduct
-Aneupioldy
Mutagenicity /,'
A
Respiratory system Cardiovascular syscem Renal syscem | Metabolic system Nervous system Endocrine system

Diabetes type 2, Obesity, Reproductive disorders, Cardiovascular disease,
Birth defect, Behavior disorders ,Chronic respiratory disease
Chronic kidney disease, Breast cancer

Sekil 2.16. BPA ile indiiklenen kronik hastaliklarda hiicresel ve molekiiler mekanizmalar
[220]

BPA ve endokrin sistem tuizerine etkileri

BPA, endokrin sistemin islevlerini bozan, dstrojen-17-f estradiole benzer ksenodstrojenik
bir bilesiktir [10, 242]. Nukleustaki, membrandaki Ostrojen reseptorlerine baglanarak ya da

non-genomik yolaklara entegre olarak beyin, ovaryum, meme bezi gibi Ostrojenin ilgili
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organlarinda degisikliklere yol agarak endokrin sistem tizerinde etki gostermektedir.
Ayrica oksidatif strese neden olarak mitokondriyal islevleri ve antioksidan enzimleri

olumsuz etkiledigi bilinmektedir.

BPA’ nin hayvanlar iizerindeki Ostrojenik aktivitesi bir¢ok calismada gosterilmistir.
Farelerde prostat agirliginda artisa neden oldugu, gebe farelerde ¢evresel BPA’ ya etkin
kalmanin erken vajinal agikliga ve ilk Ostrus siklusunun daha erken baglamasina yol actig
belirtilmistir [243]. Baska bir ¢alismada hormon ve nérohormon reseptorlerini etkileyerek
beyinde yapisal ve islevsel degisikliklere yol agtig1 gosterilmistir. BPA’ nin ayni zamanda
reproduktif organlarinin gelisimini, testosteron salinimini ve sperm iiretimini engelledigi
hayvan arastirmalarinda ortaya koyulmustur. Gozlemlenen bu degisiklikler — beyin-

gonadlar-hipofiz aks fonksiyonunun BPA’ dan etkilenmesinden kaynaklanmaktadir [244].

Insanlarda BPA’ nin, hormon diizeyleri iizerinde negatif etkisi oldugu gosterilmistir.
Infertilite  klinigindeki 167 erkek iizerinde yapilan arastirmada idrar BPA
konsantrasyonlarinin dstradiaol: testosteron orani ile ters orantili oldugu gosterilmistir. Bir
bagka calismada, BPA’ nin Ostrojen ve androjen sentezinden sorumlu gen ekspresyonunu

etkiledigi belirtilmistir [13, 245].

Yapilan baska bir ¢alismada, idrardaki yliksek BPA diizeyi ve triiyodotironin diizeyi ile

azalan tiroid uyarict hormon seviyesi arasindaki iliski gosterilmistir [246].
BPA, obezite, diabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar

Ostrojen diizeylerindeki artis yetiskinlerde, kilo kaybn ile iligkili iken, dstrojen saliniminin
azalmasi genelde kilo alimini tetiklemektedir. Ostrojen, leptin-dstrojen etkilesimi sonucu
adipositlerde yag depolanmasini inhibe etmektedir. Adipositler, aromataz enzimi
araciligiyla testosteronu Ostrojene doniistiirlip sekresyonunu saglamaktadir. Farkl
dokularin aromataz aktivitesi prostoglandinler, glukokortikoidler, androjen ve Ostrojenik
bir kimyasal olan Bisfenol A’dan etkilenmektedir [226]. Yapilan ¢alismalarda, Bisfenol A
uygulamasinin adiposit sayisini azalttigir ve hacimlerini arttirdigi ve bunun da obezite ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Perinatal donemde diisilk dozlardaki BPA uygulamasinin
viicut agirhiginda artisa neden oldugu rapor edilmistir. PPAR gama, C/EBPAIfa, LPL
(lipoprotein lipaz), GLUT4, Cypl9 (aromataz) ve DGAT (diagilgliserol agil transferaz)
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adiposit farklilagmasi ve obezite ile iliskili genlerdir. Yetiskin ratlarda 70 pg/kg/giin BPA
uygulamasi abdominal adiposit sayisini; PPAR gama, C/EBPAIfa, LPL gen ekspresyonunu
arttirmistir [247]. Carwile ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, obez kisilerin idrar BPA
konsantrasyonlarinin artis gosterdigini belirtmistir [248]. Oral veya intravendz olarak
diisik doz BPA verilen eriskin farelerde, BPA’nin adipositlerde ve pankreas beta
hiicrelerinde bulunan 6strojen reseptorlerine baglanmasi sonucu hiperinsiilinizm ve insiilin
direnci gelistigi gosterilmistir [249]. BPA’nin insan adipoz dokusundan adiponektin
salintmini  azalttigir bildirilmistir [250]. Lipolizi uyaran, insiilin duyarliligini azaltan,
adiposit farklilagsmasini ve lipit homeostazini etkileyen enflamatuar sitokinlerin uyarilmasi
olas1 bagka bir mekanizma olarak ileri siiriilmektedir. Ayrica, 3967 kisi ile yapilan baska
bir ¢alismada da idrar BPA diizeylerinin artmis diabetes mellitus riski ile iliskili oldugu
belirtilmistir [251, 211].

Son yillarda BPA’nin kardiyovaskiiler sistem ile olan iligkisini aragtirmak amaciyla birgok
caligma yapilmistir. Insanda idrarda yiiksek BPA atilhiminmn hipertansiyon, kalp krizi,
koroner ve periferal arteriyel hastaliklar gibi farkli tipteki kardiyovaskiiler hastaliklarla
ilgisi oldugunu gostermektedir. Akut dozda BPA’ ya etkin kalmanin disi kemirgenlerde
aritmiye, kronik maruziyetinin ise ateroskleroz ve bozulmus kan basincina neden oldugu
yoniinde calismalar mevcuttur. Bunun altinda yatan mekanizmanin BPA tarafindan
indiiklenmis kardiyak Ca*? tutulumu, iyon kanali inhibisyonu/aktivasyonu, oksidatif stres
ve genomik modifikasyonlar olabilecegi diisiiniilmektedir. Disi ratlarda diisiik dozda BPA
uygulamas1 kardiyomiyositlerde protein kinaz A, kalsiyum bagimli protein kinaz II
sinyalizasyon yolu gibi farkli sinyal yolaklarimi uyarmaktadir. Akut dozda BPA
uygulamasi cAMP diizeylerini arttirmis, protein kinaz A’y1 uyarmis, ryadin reseptorlerini

fosforillemistir [226, 252].

BPA ve hepatotoksisite

BPA, oksidatif stres yoluyla hapatositlere zarar vermektedir. Ratlarda yapilan ¢alismalarda
antioksidan enzimleri ve glutatyon S-transferaz aktivitesini belirgin olarak azalltig
gosterilmistir. 50 mg/kg BPA’ nin karaciger enzimlerinin biyokimyasal diizeylerini ve
karaciger dokusundaki antioksidan gen aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir [253, 254].
Ayrica disiik konsantrasyonlardaki BPA’ nin hepatik hiicrelerde oksijen oranini, ATP

tiretimini azalttig1 ve mitokondriyal disfonksiyona neden oldugu bildirilmistir [255].
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BPA ve norotoksisite

In vitro galismalar BPA’ nin sinir sistemi hiicrelerinde toksik olabilecegini gdstermistir.
Yiiksek konsantrasyonlardaki (100 pum iizeri) BPA’ nin hipokampal noronal hiicrelerde
kalsiyum ve ROS diizeylerini artirarak ve kaspaz 3 ve MAPK ¢ y1 aktive ederek apoptozu
indiikledigi rapor edilmistir [256]. Ratlarda yapilan bir diger ¢alismada ise embriyonik
beyin hiicrelerinde, hiicre siklusunda S faz1 ve G2/M fazin1 durdurdugu ve apoptotik hiicre

oranini artirdig1 gosterilmistir [257].

BPA, kanser ve teratojenite

BPA ve kanser iliskisini aydinlatmak i¢in yapilan ¢aligmalar, her gecen giin artmaktadir.
Hematopoetik, prostat, ovaryum, meme kanser tiirlerinin ve testis tiimorlerinin gelisiminde
etkili oldugu ve STAT3, MAPK ve PI3K/AKT gibi pek ¢ok onkogenik yolaga etki ettigi
gosterilmistir [258, 259]. Insanlarda apoptotik ve nekrotik degisiklikler, olasi intrauterin

gelisme geriligi, prematiirite ve diisiige yol agabilecegi diisiiniilmektedir [260].

BPA ve disi ireme sistemi

Son yillarda yapilan arastirmalarda kadinlarda BPA’ ya etkin kalmanin iireme yetenegini
azalttigi, gebeler lizerinde de etki gostererek idrardaki konsantrasyonu ile spontan ve
tekrarlayan diisiikler arasinda iliski olabilecegi belirtilmektedir [6, 11, 227, 261, 262].
Hayvan modelleri ve kadinlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda BPA ‘nin ovaryan bir toksik
madde oldugu, mayoz baslangicinda olumsuz etki gosterdigi ve oosit kalitesini etkiledigi
ifade edilmistir. Uterusda endometrial hiicre proliferasyonuna zarar verdigi, uterin
reseptivitesini etkiledigi ve HoxalO gibi ¢esitli gen ekspresyonlarni degistirerek
implantasyon basarisizligini artirdig1 deney hayvanlari ile yapilan ¢esitli ¢alismalarda ifade

edilmistir [263-265].

Yiiksek doz BPA’ya etkin kalan ratlarda ovaryum ve uterus agirliklarinda azalmanin yani

sira; uterusta liimen ¢apinda anormal morfolojik degisimler gozlenmistir [266].

BPA’ nin polikistik over sendromu ile iliskisine bakildiginda ise kadinlar {izerinde yapilan

bir ¢alismada, PKOS hastalarinda serum BPA diizeyleri, normal ovulasyonu olan ve
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hiperandrojenemisi olmayan kisilere gore obeziteden bagimsiz sekilde daha yiiksek olarak

saptanmstir [267].

BPA ve erkek iireme sistemi

BPA, Ostrojen benzeri aktivite gostererek iireme organlarinda toksisiteye neden olmakta ve
testosteron sentezini inhibe etmektedir. Ratlarda yapilan ¢aligmalar BPA’nin
spermatogenezi baskiladigini, testikiiler ve epididimal agirlikta diisme ile karakterize,
sperm iretimi ve fertilitede azalma oldugunu ortaya koymustur [11]. BPA’ ya etkin
kalmanin insan sperm kalitesi iizerine olan etkileri ile ilgili caligmalar literatiirde sinirlidir.
Mesleki olarak BPA’ ya etkin kalan erkeklerde yiiksek tiriner BPA diizeyi ile iliskili sperm
sayis1 ve motilitesinde azalma gozlemlenmistir [12, 13]. Baska bir c¢alismada ise BPA
konsantrasyonunun, semen parametrelerini etkilemedigi, fakat serbest testosteron

belirtegleri ile BPA diizeylerinin iliskili oldugu bulunmustur [265, 268].

Giinliik 20 mg/kg BPA uygulanan eriskin farelerde ise giinliik sperm tiretimlerinde, sperm
sayllarinda ve serum testosteron diizeylerinde azalma; prostat ve seminal vezikiil
agirliklarinda diisme oldugu; ancak testis veya epididimis agirliklarinda degigsme olmadigi
bildirilmistir [269]. Maternal diisikk doz BPA ile karsilasma sonrasi dogan erkek fare
yavrularinda prostat hiperplazisi, artmis anogenital uzaklik ve azalmis epididimal agirlik
saptanmistir. Hiicre lizerindeki Ostrojen ile reseptorii prostat hiperplazisi iligkili bulunmusg

ve bu etki antistrojenlerle bloke edilmistir [270, 271].

Prepubertal siganlarla yapilan c¢alismada ise, farkli dozlarda 6 hafta oral BPA
uygulamasindan sonra siganlarda spermatogenezisin etkilendigi, hiicreler aras1 baglant1 ve
germ hiicrelerinde kayipla karakterize seminifer tiibiil epitel hasarinin artan dozlara baglh
olarak gelistigi goriilmiistiir. Ayrica bu hayvanlarin seminifer tiibiillerin lumeninde atrofiye
bagli olarak olgunlagsmamis germ hiicreleri ve hiicre debris olusumlarimi ve sperm

tiretiminde ve fertilitede azalmaya neden olabilecegini rapor etmislerdir [272].

Galloway ve arkadaslarinin yaptigi bir bagka ¢alismada artmis tiriner BPA konsantrasyonu
ve artmig serum testosteron diizeyleri arasinda bir iliski saptanmigken, Ostradiol

seviyesinde boyle bir iliski gézlenmemistir [273].
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Mendiola ve arkadaslari, tiriner BPA diizeyi ile azalmis serbest androjen indeksi ve serbest
androjen indeksinin luteinize hormonuna orani, serbest testosteron oraninin luteinize

hormonuna orani arasinda iliski rapor etmislerdir [268].

Meeker ve ekibi ise yliksek BPA konsantrasyonunu azalmis inhibin B diizeyi ve

Ostradiolun testosterona orani ile iligkili bulmuslardir [13].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, anogenital mesafenin, intrauterin hayatta endokrin
bozuculara maruziyetten etkilendigi gosterilmistir. Bu konu ile ilgili bir arastirmada,
ebeveynlerinin mesleki ve doza bagimli BPA maruziyeti ile dogan erkek nesillerde
anogenital mesafenin kisaldig1 gosterilmistir [274]. Ilging olarak, kordon kanindaki BPA

konsantrasyonlart ile kriptorsidizm arasinda bir baglant1 gosterilememistir [275].

Cesitli hayvan calismalarinda BPA’ ya etkin kalmanin anogenital mesafeyi etkilemedigi

ancak testislerin inisini etkiledigi bildirilmistir [265, 276].

BPA’ nin erkek iiriner yollarna etkisi ile ilgili literatlirde sinirli ¢aligma bulunmaktadir.
Yetiskin ratlarda yapilan ¢alismalarda, diisiik ve yiiksek doz BPA’nin prostatta klusterin
diizeyini ve aromataz ekspresyonunu arttirdigi, tip 1 ve 2 Sa-rediiktaz diizeyini azalttig

bildirilmistir [277- 279].

Diisiik ve yiiksek doz BPA prostatta steroidojenik yolaklari, morfolojik degisiklikleri
diizenleyerek homeostazda ve patogenezde oOnemli yer tutmaktadir [265]. Hayvan
modellerinde yapilan ¢alismalarda BPA uygulaniminin prostat patogenezinde rol oynadigi,
neonatal donem diisiik dozda BPA’ ya etkin kalmanin ileri donemlerde prostat kanseri
onciilii olan intraepitelial neoplaziyi artirdigr gosterilmistir [280]. Wu ve arkadaslarinin
yaptiklar1 arastirmada yiliksek doz BPA’nin ventral ve dorsalateral prostat lobullerinde

epitelial hiicre yiiksekligini artirdigini belirtmislerdir [281].

2.8. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin- C;3H;6N20;) molekiil agirligr 232,3 g/mol olan,
pineal bez tarafindan tiretilen ve salgilanan, fonksiyonlar1 memelilerden bakterilere kadar

birgok canli tiiriinde yaygin olarak ¢aligilan endojen bir biyomolekiildiir [282, 283]. 1958
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yilinda Aeron B. Lerner tarafindan sigir epifiz bezinde kesfedilmistir [284]. Kesfinden
sonraki dort yil i¢inde de bir ndrohormon olarak kabul edilmistir [285, 286].

Melatonin sirkadiyen ritmin diizenlenmesi, ruh hali, uyku, viicut 1s1s1, kemik
metabolizmasi, lireme, mevsimsel degisimlerin modiilasyonu, gida alimi, retina fizyolojisi
ve immiin sistem regulasyonunu da iceren birgok fizyolojik role sahiptir. Antioksidan,
onkostatik, antienflamatuar ve antikonviilsan etkileri bulunmaktadir [23-28]. Pineal beze
spesifik bir hormon olarak kabul edilmesine ragmen, retina, beyin (serebral korteks, rafe
cekirdek), mide ve ince bagirsaklari igeren gastrointestinal sistem, testis, ovaryum, medulla
spinalis, lenfosit, lens, kohlea ve deride ve hatta piring, arpa gibi bitkilerde de varligi

gosterilmistir [287, 288].

Pineal bez (Pineal cisim, epiphysis cerebri), giinliik viicut ritmini diizenleyen néroendokrin
bir bezdir. Diensefalon tavaninin posteriyor parcasinin néroektoderminden gelisir. Beynin
orta hattinda tiglincii ventrikiiliin posterior duvarinda yer alir. 5-8 mm yiiksekliginde ve 3-5
mm c¢apindadir ve 100-200 mg agirhigindadir. Pineal bez, pinealositler ve interstisyel
(gliyal) hiicreler olmak {izere iki tip parankimal hiicre icermektedir. Bu iki hiicre tipine ek
olarak insan pineal bezi corpora arenasea ya da beyin kumu adi verilen kalsifiye yapilar ile

karakterizedir [289].

H3zCO

CHs
melatonin HN \«
@]

Sekil 2.17. Melatonin kimyasal yapist [290]
2.8.1. Melatonin biyosentezi, fizyolojisi ve metabolizmasi

Melatonin triptofandan sentezlenen bir indolamindir. Ilk asamada esansiyel bir aminoasit
olan triptofan dolasimdan pinealosit igerisine alinir ve hiicre igerisinde triptofan
hidroksilaz ile bir ara metabolit olan ve kan — beyin bariyerini gecebilen, 5-
hidroksitriptofana (5-OH-Triptofan) hidroksillenir (Sekil 2.17) [291]. Tetrahidrobiopterin
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(BH4) ve O, triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan kofaktér olarak, B6 vitamini de
reaksiyonda koenzim olarak kullanmilir [292, 293]. 5- Hidroksitriptofan L-aromatik
aminoasit dekarboksilaz (=dopa dekarboksilaz) ile karboksil grubunu kaybederek, kan-
beyin bariyerini gegemeyen bir norotransmitter olan 5-hidroksitriptamin’e (serotonin)
dontistirtliir. Serotonin de N-asetiltransferaz (NAT) ile asetillenip, N-asetilserotonin’e ve
son olarak N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan
melatonin’e doniistiiriilmektedir [294-296].

Sentez yolu arilalkilamin N-asetil-transferazi (AA-NAT) kapsayan, sempatik sinir
sisteminden, suprakiazmatik nukleusa gelen adrenerjik girdi ile diizenlenir (Sekil 2.18).
Isik retinaya diistiigli zaman suprakiazmatik c¢ekirdekten pineal beze giden sempatik
yolaklar etkinlesir ve AA-NAT baskilanir ve sonug¢ olarak melatonin sentez ve salgisi
azalir ve karanliga kadar eski diizeyine ulasamaz. Isikla birlikte olan engellenme,
karanlikta ortadan kalkar ve melanositlerin melatonin salgilamasi tekrar artar. En etkin saat
23:00-05:00 arasinda melatonin salgilanmast en yiiksek noktaya ulasir ve kandaki
konsantrasyon diizeyi 3-10 kat artar [297]. Melatonin saliniminin spesifik bir sirkadiyen
ritmi  bulunmaktadir. Aksam 21.00-22.00 saatlerinde artmaya baslar, 02.00-04.00
saatlerinde en iist seviyeye ulasir. Sabah 05.00-07.00°’de azalmaya bagslar ve 07.00’den
sonra bazal seviyelere diiser. Melatoninin kan konsantrasyonu giindiiz saatlerinde yaklagik
0-20 pg/dl diizeylerinde iken, gece saatlerinde 0-200 pg/dl diizeylerine yiikselir. Gece

boyunca ortalama 30 mg melatonin sentezlenir [285, 297-300].
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Sekil 2.18. Melatonin sentezi [301]

2.8.2. Melatonin tasinimi, metabolitleri ve reseptorleri

Melatonin diizeyinin yaklasik %60-70°1 kanda albumine bagli olarak dolasir ve yar1 dmrii
3 ila 45 dakika arasinda degisir [302]. Melatonin, primer olarak karacigerde metabolize
edilir ve idrardaki baslica metaboliti 6-hidroksimelatonin siilfattir. Melatonin
metabolitlerinin %50-80’i siilfat ve %5-30’u glukuronid konjugantlar1 seklinde idrar
yoluyla atilmaktadir. Melatoninin degismeden atilan boliimi ise, yaklasik olarak % 1°lik

kisimdir [298, 303, 304].

Melatoninle ilgili olarak pineal bezden melatonin hormonunun sirkadiyen salinimi ile
iliskili olan, G-protein bagli, MT1 ve MT2 olmak iizere iki farkli reseptor tanimlanmaistir.
MT1 reseptorleri hipofizin pars tuberalis boliimiinde ve hipotalamusun suprakiazmatik
nukleusunda bulunurken, MT2 reseptdrii ise retinada yer almaktadir. Ayrica MT1 ve MT2
reseptorlerinin serebellumda, retinal yollarda ve ganglion hiicrelerinde de bulundugu

bildirilmistir [305, 306].
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2.8.3.Melatoninin etkileri

Melatonin, uyku ve sirkadiyen ritim

Uyku 1ile iliskili olarak, 1s1k ve karanliga olan etkin kalmanin melatoninin uyku iizerindeki

etkilerine yonelik ¢calismalar artirmistir.

Isiga etkin kalma retinadan hipotalamik alana kadar olan yolak iizerinden, suprakiazmatik
nukleusun tiim viicut {izerinde etkin olan uyku veya uyaniklilik hissini de kontrol eden
sinyalleri diizenleyen, bir saat gibi fonksiyon gérmesine yol acar. Karanlik saatlere kadar
pineal bezin inaktif olmasi ile, uyku ile iliskili melatonin benzeri hormonlarin salinimi
baskilanir [298, 302]. Karanlikla beraber melatonin salimini inhibe eden sinyaller ortadan
kalkarak pineal bez uyarilir ve melatonin tiretimi baglar. Melatonin konsantrasyonunun
artmastyla daha az uyar algilanir ve uyku hissi artar. Yapilan bir¢ok calismada melatonin
haplarinin uykuya dalma, uyku siiresi ve kalitesinin iizerinde yardimci etkileri oldugu

gosterilmistir [307-309].

Melatonin “jet lag” (=es zamanlama bozuklugu) olarak da isimlendirilen biyolojik saatin
korunmasi ve ritminin diizenlenmesinde ayri bir 6neme sahiptir. Yeterli miktarda veya
diizensiz sekilde salgilanmasi sonucu olusan jet lag durumunda yorgunluk hissi,
uykusuzluk, istahsizlik, psikolojik problemler, zaman algilanmasinda problem ve terleme
gibi durumlar s6z konusu olabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda melatoninin jet lag’in

tizerinde tedavi edici 6zelligi izerinde durulmaktadir [310].

Melatonin ve termoregiilasyon

Melatonin, merkezi viicut 1sisin1 azaltarak ve periferik cilt 1sisin1 - artirarak
termoregililasyonda 6nemli bir role sahiptir [302]. Isinin diizenlenmesi hipotalamusun 6n
bolimiindeki preoptik alanda gergeklesir ve burada lokalize ndronlarin melatonin
reseptorleri icermesinden dolayr melatoninin hormonunun termoregiilasyon ile olan iligkisi

gliclenmistir [302, 311].
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Yaslanma ve melatonin

Yas ile iligkili olarak melatonin salgilanmasi kisilere gore farklilik gostermektedir.
Cocuklarda, yetiskinlere oranla daha yiiksek miktarda melatonin salgilanir ve ilerleyen
yagla birlikte bu oran azalir [299, 312]. Dogumdan sonraki 6 ve 8. haftalar arasinda
melatonin diizeyleri belirgin miktarda artar [313]. Genglik doneminde yetiskin diizeylerine
ulagir ve 35-40 yil kadar bu diizeyler sabit kalir ve ileri yillarda melatonin diizeyleri
yavasca diismeye baslar. Artan yagla birlikte pineal bezin ritminin bozulmasindan dolay1
sentezlenmesi azalir. Fakat melatonin diizeyleri geceleri artmasii siirdiiriir [312, 314,

315].

Yaslanma ile pinealosit membrani iizerinde yer alan B-adrenerjik reseptor sayisindaki
azalmanin, pineal bezdeki melatonin sentezinin azalmasina neden oldugu
diistiniilmektedir. Yashlikla birlikte gozlenen, ¢ogu norodejeneratif bozukluklarda serbest
radikal hasar artisinin, melatonin uygulamasi ile azaldigi gosterilmistir. Yaslanma
stirecinde, geceleri melatonin diizeylerinin kademeli olarak azalmasi, bu dejenerasyonun

gostergesidir [316].

Melatonin ve apopitoz

Melatonin ve apopitoz arasindaki iliski; immiin hiicrelerdeki apoptozu indiikleyici
fonksiyonu, néronal apoptozu dnleme ve kanser hiicrelerindeki apoptozu artirmadaki roli
olmak tizere farkli sekillerde ele alinmaktadir. Melatoninin apoptoz iizerinde modiilatér

etkisi oldugu diistiniilmektedir [317].

Kanser ve Melatonin

Melatoninin, kemoterapotik ajanlara benzer etki gostererek, mitotik aktiviteyi engelleyerek
kanser hiicrelerinin proliferasyonunu durdurdugu belirtilmistir [298]. Yapilan c¢alismalar,
melatoninin meme kanseri hiicrelerinde hem sitostatik hem de sitotoksik 6zellik gosterdigi
yoniindedir. Aynm1 zamanda p38 MAPK yolagi gibi bircok yolagi inhibe ederek
antimetastatik ve antiinvazif 6zellige sahip oldugu ve epitel-mezenkimal gecisi baskiladigi

gosterilmigstir [318].



60

Melatonin ve immiin sistem

Yapilan aragtirmalarda, melatoninin immiin sistemde immiinomodiilator etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Dalak hiicrelerinde melatonin reseptorleri gosterilmis, MT2
reseptorleri  araciligiyla ekzojen melatonin  uygulamasinin  dalak  hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirdigi ifade edilmistir [305, 319, 320, 321]. Yardimci T hiicre
aktivitesi ve endojen opioidlerinde de artisa neden oldugu belirtilmistir [322]. Strese bagh
immun baskilanmay1 ya da immun yetersizlikleri dnleyebilen IL-2, IL-6, IFN-y, IL-1 ve

IL-12 gibi sitokinlerin monositlerinden salinimi yine melatonin uygulamasi ile artmaktadir.

[323, 324].

Melatonin ve psikivatrik hastaliklar

Melatonin hormonunun psikiyatri ile ilgili bircok hastalikla iliskili oldugu ortaya
koyulmustur. Depresyonda olan kisilerde ve bipolar bozuklugu olan hastalarda, melatonin
diizeyinin genel anlamda diisme egiliminde oldugu saptanmistir [325-327]. Ayrica
sizofreni hastalarinda yapilan ¢alismalarda sirkadiyen ritimde bozukluga ve diisiik serum

melatonin diizeyine rastlanmistir [328].

Melatoninin antioksidan etkisi

Melatoninin, yapilan ¢esitli caligmalarla ¢ok 6nemli bir antioksidan oldugu gosterilmistir.
Ozellikle kan- beyin bariyerini gecebilmesi antioksidan 6zelligini artirmaktadir [329]. ileri
yasla birlikte, toksik maddelere maruziyet ve stres artisiyla meydana gelen serbest radikal
olusumunu engelleyen antioksidan 6zelliginin azalmasi, yaslanma sonucu ortaya ¢ikan
melatonin azalis1 ile paralellik gostermektedir [329]. Melatoninin koruyucu o6zelligi;
antioksidan enzimleri aktive etmesinden veya pro-oksidatif enzimlerin inhibisyonunu
gerceklestirmesinden kaynaklanir [330]. Melatoninin indol nukleusunun yan zincirinde
metoksi ve asetil gruplar1 yer alir ve bu nedenle oksidatif stresin olusturdugu reaktif
oksijen tiirlerinden radikallerden hidroksil (OH) radikali noétralize edilerek ortadan
kaldirilir.

Ayrica hiicre i¢i H2O; konsantrasyonunun azalmasinda melatoninin rolii bulunmaktadir

[331, 332].
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Melatonin, pro-oksidatif aktivitesi olmayan ve kolayca oksitlenmeyen bir molekiil
olusunun yani sira, redoks dongiisiine ve radikal iireten reaksiyonlara girmemesi ve OH
radikalini noétralize etme yeteneginin glutatyondan 5 kat, peroksit radikal giderme
Ozelliginin ise E vitamininden 2 kat daha fazla olusu, DNA” y1 oksidatif hasardan korur ve

timor olusumunu baskilar [333].

Melatoninin antioksidan enzimleri uyardigi, lipit peroksidasyonunu engelledigi ve beyin

dokusunu oksijen kaynakl serbest radikallerinden korudugu saptanmistir [300].

Melatonin ve iireme sistemi

Son yillarda yapilan caligmalarda pineal bez ve pineal bezden salgilanan Onemli
hormonlardan biri olan melatoninin {ireme sistemi {lizerindeki diizenleyici etkisi olduk¢a
onem kazanmaktadir. Disi ratlarda melatoninin uygulamasinin ovaryum gelisimini inhibe
ettigi ve puberteyi geciktirdigi, erkek ratlarda eksojen melatonin uygulamasinin ise testis

boyutunu azalttigi gosterilmistir (Sekil 2.19) [334-336].
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*  Preeklampsia siddetini azaltir

%. * Lipid peroksidazlan, vaskiiler endotelyal
hasar azaltir

*  RKandan

=  ROS/RNS siplrir

= Anticksidan enzimleri artirir
» implantasyon eramin artinr
*  Sitokin toksisitesini azaltir

*  Oksitosin dizeyini simirlar

*  Hipoksik hasarn sinirlar

Sekil 2.19. Melatonin ve disi iireme sistemi [26]

Melatonin erkek iireme sistemini ii¢ temel yolla etkilemektedir (Sekil 2.20). ilk yol,

anahtar iki noérohormon olan GnRH ve LH sekresyonunu diizenleme iledir. Ikinci
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mekanizma, testosteron sentezinin ve testikular maturasyonun melatonin tarafindan
diizenlenmesidir. Uciinciisii ise, ¢evresel toksinlerin ve inflamasyonun neden oldugu
testikular hasar1 onleyen, hem lipofilik hem de hidrofilik 6zelliginden dolay1 melatoninin

gliclii bir serbest radikal siipiiriicii olmasidir. Literatiirde melatoninin sperm kalitesini

artiran gonadotropin ve testosteron sekresyonunu etkiledigi yoniinde bilgiler mevcuttur
[29].

Sekil 2.20. Erkek Ureme Sisteminde Melatoninin Diizenleyici Rolii [29]

Melatonin ve metabolik sendrom

Metabolik sendrom; obezite, insiilin direnci, hipertansiyon, dislipidemi ve diyabet ile
karakterizedir. Metabolik sendromun patofizyolojik mekanizmasi ile iliskili birgok
biyokimyasal ve fizyolojik diizenleyici mevcuttur. Metabolik sendromlu hastalarda
aterojenik dislipidemi adi verilen HDL diisiikliigii ve LDL yiiksekliginin goriildiigii lipid
profili ortaya ¢ikmaktadir ve melatoninin anti-hiperlipidemik o6zelligi bu durumu
tyilestirmektedir. Yapilan deneysel hayvan caligmalarda melatoninin yaglanmay1 ve viicut
agirligini azalttigi ayn1 zamanda obezitenin indiikledigi metabolik degisiklikler iizerinde

antioksidatif etkileri oldugu gosterilmistir [331].
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Pankreatik beta hiicrelerinde yer alan MT1 ve MT2 melatonin reseptorleri aracilifiyla
insiilin salinimi inhibe edilir. Yiiksek yag ve yiiksek sukroz diyeti ile beslenen hayvanlarda

da melatoninin insiilin duyarliligini ve glukoz toleransini artirdigi belirtilmistir.

Melatoninin metabolik sendromlu hastalarin tedavisinde giiglii bir antioksidan olarak

kullanilabilecegine dair umut veren ¢alismalar halen devam etmektedir [337].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Yontem

Deneysel calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun G.U.ET-
15.030 kod numarali onayi ile gergeklestirilmistir. Litaratiire uygun olarak, fruktoz ve
bisfenol A ’nin es zamanli uygulanmasi ile duktus epididimis ve sperm morfolojisinde
olusacak olas1 hasara melatoninin etkisi arastirmak amaciyla Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma Merkezi’nden (GUDAM), yetiskin 42 adet
Sprague- Dawley tiirli, agirliklar1 150-200 gr arasinda degisen, erkek sican temin
edilmigstir. Deney siiresince laboratuvar sicakligi ortalama 22 °C, nisbi nem %50 olarak
ayarlanmis, sicanlar i¢in 6zel kafesler kullanilmistir. Kafeslere diizenli olarak bakim
yapilmistir. Deneklere 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik donemlerde serbest icme suyu ve

standart yem saglanmustir.

Deney hayvanlari her biri alt1 sigan igeren yedi farkli gruba ayrilmistir.
Grup 1: (n=6) Kontrol Grubu

Grup 2: (n=6) Fruktoz Grubu

Grup 3: (n=6) BPA Grubu

Grup 4: (n=6) Fruktoz+BPA Grubu

Grup 5: (n=6) Fruktoz+Melatonin Grubu

Grup 6: (n=6) BPA+Melatonin Grubu

Grup 7: (n=6) Fruktoz+ BPA+Melatonin Grubu
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Gruplarin olusturulmasi

Grup 1: (n=6) Kontrol grubu

Birinci gilinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca 25 mg/kg viicut agirligt dozda susam
yagt ve 20 mg/kg/glin viicut agirhigi dozda %0,1°lik etanol ¢ozeltisi gavaj yolu ile
uygulanacaktir.

Grup 2: (n=6) Fruktoz grubu

Birinci giinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca igme sularma %10’ luk D-Fruktoz

cozeltisi eklenerek ad-libitium olarak beslenecektir.

Grup 3: (n=6) BPA qgrubu

Birinci giinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca 25 mg/kg viicut agirhg dozda BPA

susam yaginda ¢oziildiikten sonra gavaj ile uygulanacaktir.

Grup 4: (n=6) Fruktoz + BPA grubu

Birinci giinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca igme sularina % 10 luk D-Fruktoz
cozeltisi eklenecek ve 25 mg/kg viicut agirligi dozda BPA susam yaginda ¢oziildiikten

sonra gavaj ile uygulanacaktir.

Grup 5: (n=6) Fruktoz + melatonin grubu

Birinci giinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca igme sularina % 10 luk D-Fruktoz
cozeltisi eklenecek ve gavajla 20 mg/kg/glin viicut agirhigi dozunda melatonin melatonin

%0,1°1ik etanol ¢ozeltisinde ¢oziildiikten uygulanacaktir.

Grup 6: (n=6) BPA + melatonin grubu

Birinci giinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca 25 mg/kg viicut agirligi dozda BPA
susam yaginda ¢oziildiikkten sonra gavaj ile uygulanacak ve 20 mg/kg/giin viicut agirligt

dozunda melatonin % 0,1’lik etanol ¢ozeltisinde ¢oziildiikten yine gavajla uygulanacaktir.



67

Grup 7: (n=6) Fruktoz +BPA+melatonin grubu

Birinci gilinden itibaren 8 hafta (60 giin) boyunca igme sularina % 10’ luk D-Fruktoz
cozeltisi eklenecek, 25 mg/kg viicut agirligi dozda BPA susam yaginda ¢oziildiikten sonra
ve 20 mg/kg/giin viicut agirh@ dozunda melatonin % 0,1 lik etanol ¢6zeltisinde

coziildiikten yine gavajla uygulanacaktir.

Deney sirasinda kullanilan, Bisphenol A (BPA) >99% (Sigma-Aldrich, Lot: MKBH2096V,
St. Louis ABD) 0,5 ml susam yaginda; 20 mg/kg/giin viicut agirligi doz Melatonin powder
(TLC) >98% (Sigma-Aldrich, Lot: SLBC 7539V, St. Louis ABD) % 0,1’ lik etanolde
¢ozildi. Melatonin, sirkadiyen ritim dikkate alinarak her giin saat 16.00’da, BPA ile es
zamanli olarak uygulandi. % 10’luk D-Fruktoz >99% (Merck, Lot: 1.04007.1000,
Darmstadt, Almanya ve DaeJung, Lot: F0043ME, Korea) igme sularma eklenerek
uygulandi. Sekiz hafta siiren deney boyunca, biitiin gruplardaki ratlarin iki haftada bir kez
agirliklar1 ve viicut kitle indeksini hesaplamak amaciyla burun ucundan aniise kadar olan

mesafe dlciilerek boylari belirlendi.
3.2. Isik Mikroskobik Yontemler
3.2.1. Doku takibi ve gomme

e Doku o6rnekleri, 1s1k mikroskobik inceleme igin % 10’ luk noétral formaldehit
soliisyonunda 72 saat tespit edildi.

e  Doku 6rnekleri, tespit isleminin ardindan 24 saat akarsuda yikandi.

e Dokular fazla suyun uzaklastirilmasi i¢in artan derecelerde etil alkol serilerinden (%
70, % 80, % 90, % 96, % 100) gegirildiler.

e Dokular bunu izleyerek ksilolde seffaflandirilip, parafine gomiildiiler.
3.2.2. Kesit alma

e Isik mikroskobik incelemeler icin parafin bloklardan mikrotom ile (Leica SM 2000,
Germany) 4um kalinliginda kesitler alinarak, 37 °C su banyosunda kesitlerin agilmasi

saglandi.
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e Rodajl1 ve polilizinli lamlar iizerine kesitler alinarak kuruma isleminden sonra ksilolle
parafinden uzaklastirma islemi gerceklestirildi ve preparatlar uygun histokimyasal ve

immunohistokimyasal boyamalar i¢in hazir hale getirildi.

3.2.3. Hematoksilen-Eozin (HE) boyama yontemi

e Deney gruplarina ait duktus epididimis bloklarindan 4 um kalinliginda kesitler alind.
e Lamlara alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in, 37 °C’lik etiivde bir gece
kaldiktan sonra deparafinizasyonun devaminda etiiv 1sis1 57 °C’ye ¢ikarilarak 1 saat daha
bekletildi.

e Deparafinizasyon islemini tamamlamak i¢in kesitler 3 kez 20’ser dakika ksilolde
birakildu.

e Rehidratasyon i¢in sirasiyla % 100, % 90, % 80, % 70 ve % 50 etil alkol serilerinde
10’ar dakika tutuldu.

o Kesitler havada kurutularak 10 dakika akan musluk suyu ile yikanarak alkol
uzaklastirildi.

e 10 dakika Harris hematoksilen boya soliisyonunda tutuldu. Daha sonra akan musluk
suyu altinda 10 dakika yikandu.

o Kaesitler glasiyel asetik asit ile alkol karigimi olan soliisyona 2-3 kez batirtlip
cikarilarak akan musluk suyu altinda 10 dakika yikandu.

e 10 dakika Eosin boya soliisyonunda tutuldu. Sonra 10 dakika akan musluk suyu ile
yikandiktan sonra dehidratasyon iglemi igin sirastyla % 50, % 70, % 80, % 90 ve % 100’
liik artan etil akol serilerinden hizlica gecirilerek 45 dakika ksilolde bekletildi ve lamlar
entellan ile kapatildi.

e Hazirlanan kesitlerden Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 151k

mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi.

3.2.4. Masson’s Trikrom iiclii boyama yontemi

e Deney gruplarina ait duktus epididimis bloklarindan alman 4 pm kalinligindaki
kesitler deparafinizasyon islemi i¢in, 37 °C’lik etiivde bir gece kaldiktan sonra
deparafinizasyonun devaminda etiiv 1s1s1 57 °C’ye ¢ikarilarak 1 saat daha bekletildi.

e Daha sonra kesitler, 2 kez 5° er dakika ksilole alinarak deparafinizasyonlar

sonladirildi.
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e 2 kez 3 dakika % 100’liik etil alkolden gegirildikten sonra sirasiyla % 90, % 80, % 70
ve % 50 azalan etil alkol serilerinden gegirildi.

e Kesitler, akan musluk suyunda yikanarak boyamaya hazir hale getirildi. Kesitlere
Atom Scientific BIOSTAIN Masson Trichrome Stain Kit — Methly Blue (Code : RRSK20-
100) kiti uygulandi.

e Haematoxylin Weigert’s A ve Haematoxylin Weigert’s B soliisyonlar1 esit miktarda
karigtirilarak Weigert Hematoksilen hazirlandi. Kesitler sudan gegirildi.

e  Weigert’ s Demirli Hematoksilen ile 20 dk ¢ekirdek boyamasi yapildi.

e Kesitler, % 1’lik asit alkol soliisyonu igeren suda yikandi.

e Ponceau Fuchsin soliisyonununda 5 dk boyama yapildi ve deiyonize suda yikandi.
Kesitler % 1’ lik Fosfotungustik asit soliisyonu ile 10 dk mordantlastirildi.

o 9% 2,5 lik asetik asit - % 2’ lik Metil Blue Soliisyonu ile 5 dk boyand: ve suda yikandi.
e Alkol serilerinden gegirilerek ksilole alindi ve entellan ile kapatildi.

e Sonu¢ olarak nukleuslar mavi-siyah; sitoplazma ve kas kirmizi; kollajenler maviye

boyandi.

3.2.5. Retikiiler lifler i¢in giimiis impregnasyon boyama yontemi

e Deney gruplarina ait duktus epididimis bloklarindan alinan 4 pm kalinligindaki
kesitler deparafinizasyon islemi igin, 37°C’lik etlivde bir gece kaldiktan sonra
deparafinizasyonun davaminda etiiv 1s1s1 57°C’ye ¢ikarilarak 1 saat daha bekletildi.

e Daha sonra kesitler 2 kez 5° er dakika ksilole alinarak deparafinizasyonlar
sonladirildi. Tki kez 3 dakika % 100°liik etil alkolden gegirildikten sonra sirastyla % 90, %
80, % 70 ve % 50 azalan etil alkol serilerinden gegirildi.

e Kesitler daha sonra distile suda yikanarak boyamaya hazir hale getirildi.

o Kesitlere Bio- Optica Silver Impregnation for reticulum (Code: W01030799) Kiti
uygulandi.

e Potasyum permanganat ile asit aktivasyon tampon soliisyonlar1 karistirilarak kesitler 5
dakika bekletildi.

e Distile su ile yitkama yapildiktan sonra 3 dk oksalik asit soliisyonu uygulandi.

e Iki kez distile su ile yikandiktan sonra kesitler, 3 dk ferrik amonyum siilfat

sollisyonuna etkin birakildi.
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e Tekrar distile su ile yikama yapild1 ve amonyakli glimiis soliisyonu ile 3 dk muamele
edildi.

e Distile su ile soliisyon uzaklastirildiktan sonra kesitler nétral formalin soliisyonuna
alind1 ve 5 dk bekletildi.

e Distile sudan sonra sodyum hiposiilfit fiksatifi ile 5 dk muamele edildi.

e Kesitler akan musluk suyunda 5dk yikandiktan sonra alkol serileri ile dehidrasyon

islemi gerceklestirildi. Ksilolden sonra kapama mediumu ile kapatildi.

3.2.6. Immunohistokimyasal analizler

e  Immiinohistokimyasal boyamalar i¢in epididimis bloklarmdan polilizinli lamlara 4 pm
kalinliginda kesitler alind.

e Kesitler, 37 °C’ deki etiivde bir gece birakilarak, daha sonra deparafinizasyonu
hizlandirmak i¢in 1s151 57 °C” ye ¢ikarilan etiivde 1 saat bekletildi.

e Deparafinizasyonu sonlandirmak i¢in 2 kez 20’ser dakika ksilolde birakildi. Ardindan
10’ar dakika olmak {izere sirasiyla % 100, % 96, % 90, % 80 ve % 70’lik olmak iizere

artan alkol serilerinden gegirildi.

e Dehidrate edilen dokular alkolden uzaklastirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan
gecirildi.

e Daha sonra, dokulara sitrat tamponu (pH 6,0) (Cat: AP-9003-500, Lot: 9003LT13610,
Lab Vision, Fremont, USA) ile mikrodalga firinda retrival islemi uygulandi. Mikrodalgada
retrival igsleminden sonra kesitler disarida 20 dakika sogumaya birakildi.

e Dokular sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirildi.

e Dokularin ¢evresi PAP-pen ile ¢evrilerek nemli ortam olmasina dikkat edilen
immiinohistokimya barina dizildi.

e Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate Buffer Saline) (Ph:7,4) ile yikandi. Daha
sonra, 15 dakika %3’liik hidrojen peroksit (Cat: AP-9003-500, Lot: 9003LT13610, Lab
Vision, Fremont, USA) ile etkin birakild1. Islem sonrasinda PBS ile lamlar yikandh.

e Yikanan lamlara 5 dakika UltraV block (Lot: PHL150128, Lab Vision, Thermo
Scientific) uygulanarak, 0zglin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu
islemden sonra dokular yikanmadan primer antikor asamasina geg¢ildi.

e Bloklama asamasinin ardindan kesitler yikanmadan, 1/100 oraninda hazirlanan

Occludin (Bioss, bs-1495R), Claudin-1 (SantaCruz, sc-166338), ZO-1 (Bioss, bs-1329R)
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primer antikorlara etkin birakildi ve primer antikor uygulanan kesitler +4 derecede 1
gece inkiibe edildi.

e  Primer antikordan sonra lamlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.

e Yikamanin ardindan 10 dakika biotinli sekonder antikor (Cat:TP-125-BN,
Lot:PBN100121, Lab Vision, Thermo Scientific) uygulandi.

e Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim
(Cat: TS-125-HR, Lot:SHR100406, Lab Vision, Thermo Scientific) kompleksine etkin
birakildi. Islem sonrasinda dokular yine 3 kez 3’er dakika PBS ile yikand.

e Diaminobenzedin igeren (DAB) substrati (Cat: DABS-125, Lot: 90824B, Spring
Bioscience) igeren kromojen DAB (Cat: DABC-004, Lot: HD25395, Spring Bioscience)
eklenerek yaklasik 5-10 dakika bekletildi ve gozle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya
¢ikmasi saglandi.

e Zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksilen’i kullanildi.

e DAB ile boyanan lamlar azalan alkol serilerinden gegcirildi. 20 dakika ksilolde
bekletildikten sonra entallan ile kapatilan kesitler bilgisayar destekli DM 4000 Leica

Germany goriintiilii analiz sisteminde incelenerek degerlendirildi.

3.3. Sperm Morfolojisi ve Viabilitesi Degerlendirme Yontemleri

Fruktoz ve BPA ’nin es zamanli uygulanmasi ile sperm morfolojisinde olusacak
degisimleri ve melatoninin bu siirece etkilerini gézlemleyebilmek icin tiim deneklerden
elde edilen epididimal spermler Makler Counting Chamber ile mikroskop altinda Kruger

Strict kriterlerine gore degerlendirilerek sayimi yapilmig, motilite analizleri yapilmistir.

3.3.1. Sperm eldesi

e 8 haftalik (60 giin) deney siireci sonunda deneklerden sol kauda epididimis yag
dokudan ayrilarak diseke edildi.

e Alinan 6rnekler Washing/ Insemination medium (SiL-Select Plus TM Fertil-Pro NV
LOT: FP15FLOS) sperm yikama soliisyonuna alinarak kauda epididimisden steril 0.5
mL insiilin enjektor igne ucu yardimi ile sperm eldesi saglandi.

e Spermler, 1 saat 37 'C’ de inkiibe edildi.

e Sonrasinda sperm sayimi ve motilitesi i¢in Makler Counting Chamber ile

degerlendirildi ve mikroskop altinda sayim yapildi.
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e Sperm morfolojisi ve viabilitesi igin Rapi-Diff II ve Eosin- Nigrosin boyama

yontemleri uygulandi.

3.3.2. Sperm RAPI-DIFF Il boyama yéntemi

e Preparatlar hazirlanarak kurumaya birakildi. A Soliisyonu; Methanol - Thiazine
boyasinda (Code:RRSP133-D) 5 sn boyandi.

e Durulama veya kurulama olmadan, B Soliisyonu olan Fosfat tamponu-Eosin Y’ de
(Code: RRSP1134-D) 5 saniye siire daldirma-¢ikarma yapildi.

e Fazla boya kurutma kagid1 ile uzaklastirildi.

e C soliisyonu Fosfat tamponu-Polychromed Methylene Mavisine (Code: RRSP135-D)
5 sn siire ile daldirma-gikarma yapildi.

e Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 6,8) ile duruland1 ve kuruduktan sonra mikroskop altinda

incelemeye alindi.
3.3.3. Sperm Eosin- Nigrosin (viabilite) boyama yontemi

e Sperm viabilitesi VitalScreen™ (FertiPro) (LOT: FP14VI06) kiti kullanilarak
degerlendirildi.

e 50 pL sperm 6rnedi steril test tiiplinde 2 damla ajan 1- % 1 Eosin Y ile karistirildi. 30
sn sonunda, ajan 2- % 5 Nigrosin’ den 30 damla eklendi ve 30 sn karistirildi. Sperm-
boya karisimindan bir damla alindi ve lama yayildi. Kurumadan mikroskop altinda
inceleme yapildi.

e Sonug olarak renksiz spermatozoalar canli, kirmizi boyanan spermatozoalar cansiz
olarak degerlendirildi. Her gruptan 200 sperm hiicresi sayildi. % 58 ve fazlasi canl

sperm orani normal olarak kabul edildi.
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3.4. Duktus epididimis ve Sperm Hiicrelerinin Apoptozis Diizeyinin Annexin V-

FITC ve Propidium lodide (PI) ile Belirlenmesi

Epididimis ve sperm hiicreleri i¢in apoptotik hiicre yiizdeleri Annexin V-FITC ve
Propidium Iodide (PI) boyamasi yapilarak analiz edildi. FITC etiketlemesi direk olarak
akim sitometride ¢alisilabilmesine olanak vermektedir. Hiicreler, 195 ul’lik hiicre
stispansiyonunun igersine 2,5 pl Annexin V-FITC (eBioscience, BMS500FI) eklenmistir.
Hiicreler bu sekilde dikkatlice vortekslenmis ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmislerdir. Hiicreler tekrar yikanmis ve 190 pl’lik baglayici tampon igersine
alimmiglardir. Akim sitometri analizlerinden hemen 6nce 5 pl PI bu silispansiyona ilave
edilmistir. Ornekler Cell Quest software (Becton-Dickinson, San Jose, CA) kullanilarak

analiz edilmislerdir. Annexin-V pozitif hiicreler apoptotik sayilmustir.
3.5. U¢ Boyutlu Modelleme Yontemi

Deney gruplarina ait epididimis ve sperm Odrneklerinin histolojik degerlendirilmesi sonucu
elde edilen bulgular Cinema 4D Release 17 (Maxon computer, USA) adli modelleme ve
animasyon programi kullanilarak 3 boyutlu hale getirildi. Elde edilen goriintiilerden HDRI
ve global illumination ile 800x600 dpi seklinde tiff formatinda render’lar alinarak, elde

edilen histolojik goriintiiler Tic boyutlu olarak gorsellestirildi.
3.6. Istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analiz ve hesaplamalar IBM SPSS 20 Windows Istatistik programi ile
yapildi. Elde edilen tiim sayisal verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
belirlenerek; p<0,05 ise nonparametrik testler, p>0,05 ise parametrik testler uygulandi ve
gruplar arasi karsilastirmalar saglandi. Normal dagilima uygun degiskenlerde ortalama =+
standart sapma degeri; normal dagilima uygun olmayan degiskenlerde ise ortanca
(ceyrekler arasi genislik) degerleri belirlendi. Gruplar arasi ¢oklu kargilagtirmalar ise One-
way ANOVA sonrasi post hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden olan TUKEY HSD ve
Bonferroni ile gergeklestirildi. Istatistiksel analizler sonucunda p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.Viicut Agirhiklarmin Degerlendirilmesi

Sicanlarin deney baslangicindan itibaren, deney sonuna kadar her hafta agirliklar
oOlgiilerek, deney stirecindeki agirlik degisimleri takip edildi. Elde edilen veriler istatistiksel
olarak yorumlandi. Istatistiksel degerlendirme sonucu tiim gruplara ait agirlik ortalamalar
sirastyla; 210,934+32,45; 222,10+42,86; 215,97+31,87; 213,07+36,16; 200,36+28,65;
215,38+32,72; 205,22+27,58 olarak saptand1 (Sekil 4.1).

Deney gruplarinin belli periyodlarla olgiilen viicut agirliklarinin zaman igerisindeki
degisimlerini degerlendirmek amaciyla istatiksel yontem olarak (Shapiro-Wilk testine
gore; p=0,110) Repeated Measure testi uygulandi. Tiim gruplara ait ardisik 7 Olglim
kullanilarak yapilan istatiksel degerlendirme sonucu gruplarin kendi icerisinde anlamli bir

kilo artis1 oldugu belirlendi (p=0,001).

Bu artis1 alt gruplar arasinda birbiriyle karsilastirdigimizda istatistiksel olarak herhangi bir

iligki olmadig1 goriildii (p=0,408).

Gruplar arasinda agirlik artis1 degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
izlenmese de yapilan degerlendirme sonucu kontrol grubuna gore, fruktoz ve BPA’nin tek
basina ve beraber uygulandiklar1 gruplarda kilo artis1 gerceklestirdigi, ancak melatonin
uygulanan grupda ise kilo artiginin dikkat ¢ekmedigi ve kontrol grubuna yaklasik
degerlerde oldugu gozlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Deney gruplarina ait viicut agirliklarinin ortalama+SD grafigi
4.2. Viicut Kitle indeksinin (VKI) Degerlendirilmesi

Deney gruplarina ait siganlarin deney baslangicindan deney sonuna kadar, belli
periyodlarla yapilan agirlik ve boy &lgiimleri goz oniinde bulundurularak, VKI degerleri

hesaplandi.
Obezite tayini i¢in kullanilan VKI 6l¢iimii asagidaki formiille belirlendi;
e  VKi= viicut agirligi (g) / boy uzunlugu® (cm?)

Saglikli siganlar i¢in VKi= 0.72 g/cm?2 iken obez sicanlarda VKI degeri VKI > 1.00 g/cm2
olarak kabul edildi.

Istatistiksel olarak yapilan analizlerde her deney grubuna ait hesaplanan VKI degerlerinin
ortanca (¢eyrekler aras1 genislik) degerleri sirasiyla; 0,70 (0,17); 0,80 (0,23); 0,75 (0,18);
0,78 (0,25); 0,65 (0,15); 0,70 (0,16); 0,70 (0,22) olarak belirlendi (Sekil 4.9).

Tiim gruplara ait ardigik 7 olglim kullanilarak yapilan istatiksel degerlendirme sonucu
zaman icerisinde istatistiksel olarak anlamli bir VKI degerinde artis1 oldugu gozlendi
(p<0,001). Gruplar aras1 VKi'ne ait farkliliklar istatistik olarak degerlendirmek icin
(Shapiro-Wilk testine gore; p=0,025) Kruskal-Wallis testi uygulandi. Kruskal-Wallis
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Testine gore gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii

(p=0,346).

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemesine ragmen veriler
degerlendirildiginde kontrol grubuna gore VKI artisin1 degerlendirildiginde, Fruktoz ve
BPA uygulamasmin hem tek hem de birlikte uygulandig1 gruplarda VKi degerinde artisa
neden oldugu, Fruktoz ve BPA uygulanmis gruplara melatonin uygulandiginda VKI

artisinin kontrol grubuna yaklasik degerlerde oldugu gozlendi.

VKI degerleri incelendiginde kontrol grubu ve melatonin uygulanmis gruplarin saglikli
durumda oldugu ve Fruktoz uygulanmis grupta daha belirgin olmak iizere fruktoz ve
BPA’nin hem ayri hem de birlikte uygulandiginda ise deneklerin obeziteye dogru gittigi

gozlemlenmistir.

4.3. Duktus epididimis Agirhginin Degerlendirilmesi

Deney sonunda tiim deney gruplarina ait si¢anlarin epididimis dokular1 tartilarak elde
edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Istatistiksel —olarak yapilan
degerlendirmede her gruba ait epididimis dokusuna ait agirlik ortanca (ceyrekler arasi
genislik) degerleri sirasiyla; 0,81 (0,29); 1,40 (0,60); 0.66 (0.27) ; 0,70 (0,29) ; 0,75( 0,54);
1,03 (0,20) ; 0,83 (0,15) olarak saptandi.

Deneysel gruplar arasindaki duktus epididimis dokusuna ait agirlik farkliliklarini istatiksel
olarak degerlendirmek i¢in Shapiro- Wilk testine gore (p<0,001) Kruskal-Wallis non-
parametrik varyans analizi kullanild:. 1kili karsilastiriimalar1 yapildiginda ise gruplar arasi

duktus epididimis agirlik degerlerinde bir anlamlilik saptanmadi (Sekil 4.2).
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Epididimis Agnhk Ortalamalan

Sekil 4.2. Deney gruplarina ait epididimis agirliklarinin ortalama+SD grafigi. Deney
gruplarina ait duktus epididimis agirliklarinin ortalama ve standart sapma
degerlerinin grafiksel karsilagtirilmasi

4.4. Duktus epididimis ve Spermde Annexin-V-FITC ve Propidium lodide (PI)

Boyamasi Sonucu Apoptotik Hiicre Bulgular

Tiim deney gruplarinda uygulanan ajanlarin ve antioksidanin apoptoz iizerine etkilerini
gostermek i¢in duktus epididimis dokulart ve sperm hiicreleri Annexin V-FITC/PI ile
boyanip akim sitometri yontemi ile analiz edildiler. Duktus epididimis dokusuna ait veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde her bir gruba ait Annexin-V-FITC pozitif hiicre
yiizde ortalamalar1 sirasiyla; 6,04+1,85; 28,48+7,09; 41,64+7,18; 55,10+£7,92; 24,54+4,75;
30,26+7,67; 42,3248,68 olarak saptandi (Sekil 4.3).

Gruplar aras1 duktus epididimis dokusuna ait apoptotik hiicre yiizdesi farkliliklar1 One-
Way ANOVA Tukey Posthoc testi ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde; kontrol
grubuna ait apoptotik hiicre yilizdesinin diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugu belirlendi (Tiim gruplar i¢in, p<0,001).

BPA uygulanan grup ile Fruktoz uygulanan grup arasinda BPA uygulanan grupta apoptotik
hiicre ylizdesinin daha fazla olmasindan kaynaklanan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik goriildii (p<0,001).
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Fruktoz+BPA ve Fruktoz+BPA+Melatonin uygulanan gruplar karsilastirildiginda
melatonin uygulamasinin apoptotik hiicre yiizdesini azaltmasina bagli olarak istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,037).
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Sekil 4.3. Annexin-V-FITC pozitif epididimal hiicre ylizdeleri ortalama + SD grafigi

Tiim deney gruplarina ait sperm hiicreleri Annexin V-FITC/PI ile boyanip akim sitometri
yontemi ile analiz edildiler. Sperm hiicrelerine ait veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde her bir gruba ait Annexin-V-FITC pozitif hiicre ylizde ortalamalari
ortanca (¢eyrekler arasi genislik) degerleri sirasiyla; 14,15 (2,35); 42,57 (2,33); 42,20
(2,20); 50,68 (4,10); 22,18 (3,75); 38,70 (3,20) ve 40,32 (4,05) olarak saptandi.

Gruplar aras1 sperm hiicrelerine ait apoptotik hiicre yiizdesi farkliliklarini istatiksel olarak
degerlendirmek i¢in Shapiro- Wilk testine gore (p<0,001) Kruskal-Wallis non-parametrik
varyans analizi kullanildi. Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi ile post-hoc ikili
karsilagtirilmalart yapildiginda; kontrol grubuna ait apoptotik hiicre ylizdesinin diger
gruplarla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugu belirlendi
(p=0,004).

Fruktoz ve BPA gruplart karsilastirildiginda, istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmese de (p= 0,422) BPA uygulanan gruptaki apoptotik sperm yiizdesinin daha fazla
oldugu goriilmistir. Fruktoz ve fruktoz+Melatonin gruplart karsilastirildiginda ise

melatonin uygulanan grupta apoptotik sperm yiizdesinin diismesinden kaynaklanan
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istatiksel bir anlamlilik mevcuttur (p= 0,004). BPA ile BPA+Melatonin uygulanan grup
(p=0,006) ve Fruktoz+BPA ile Fruktoz+BPA+Melatonin  uygulanan  grup
karsilagtirildiginda ise (p= 0,04) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gozlenmis;
bu farkliligin melatonin uygulamasimnin Annexin-V-FITC pozitif sperm yiizdesinde

azalmaya sebep olmasindan kaynaklandigi goriilmistiir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Annexin-V-FITC pozitif sperm hiicre ylizdeleri ortalama + SD grafigi

4.5. Isik Mikroskobik Bulgular

4.5.1. Hematoksilen-Eosin bulgulari

Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-Eosin ile boyanmis
enine kesitlerinde, kiigiik biiyiiltmede, epididimis dokusuna ait kauda kisminda yer alan
kanallarin dairesel diizenlenim gostererek, histolojik olarak oval, normal karakteristik
yapida oldugu ve intraluminal sperm varligi gozlendi. Intertubuler alanda, vaskiilerize
olusumlar iceren intersitisiyel bag dokusunun varligi ayirt edildi (Resim 4.1). Ayni grubun
biiyiik biiyiiltmesinde, tiim kanal yapilarina ait epitel dokusunun stereosilyali yalanci ¢ok
kath prizmatik epitel 6zelliginde oldugu izlendi. Dokunun kauda bdliimiine ait olmasi
nedeni ile kanallar1 doseyen epitel boyunun yiiksek olmadig: dikkati ¢ekti. Yalanci ¢ok

katl1 epitel goriiniimiinii yansitan, epiteli olusturan temel hiicre hiicre tipleri esas hiicreler
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ve bazal hiicreler olarak gozlemlendi. Aralarda acik renk sitoplazmalar: ile ayirt edilen
seffaf (berrak) hiicreler izlendi. Cok sayida esas hiicrenin, algak prizmatik goriiniimde
hiicre sekline uygun olarak c¢ekirdek icerdigi ayirt edildi. Esas hiicrelerin apikal
yiizeylerinden liimene dogru uzanan uzun, yiizey farklilasmalar1 olan stereosilyalar izlendi.
Epitelde yer alan ve esas hiicrelere arasinda dagilim gosteren bazal hiicreler ise, bazale
yakin yerlesim gosteren nukleuslart ve apikal yiizeye ulasamayan, az miktarda
sitoplazmalar ile ayirt edildi (Resim 4.1). Aynm biiyliltmede peritubular alanda, fusiform
cekirdekleri ile ayirt edilen sirkiiler diizenlenimde diiz kas lifleri saptandi (Resim 2). Ayn
gruba ait bir diger biiyiik biiyiiltmede ise ductuslar arasindaki intersitisyel bag dokusunda
kollajen lif demetleri, demetler arasinda fibroblast ve diger bag doku hiicrelerine ait hiicre

cekirdekleri ile vaskiilerize yapilar ayirt edildi (Resim 4.1).

Fruktoz grubu

Fruktoz grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-Eosin ile boyanmis
enine kesitlerinde, kiigiik biiyiiltmede, epididimis dokusuna ait kauda kismina ait kanal
yapilari ile biitiinliigli bozulmus intertubuler bag dokusu ayirt edildi. Kanallar1 ¢evreleyen
sirkiiler kas dokusunda yer yer ayrilmalar oldugu dikkati c¢ekti. Ayn1 grubun H&E ile
boyanmis enine kesitinde biiyiik biiyliltmede kanallar1 doseyen epitelde algak prizmatik ya
da prizmatik yapida stereosilyali hiicreler ile ¢ekirdekleri bazale yakin lokalize ve apikale
ulagsamayan bazal hiicreler izlendi. Bazi epididimal kanallar1 déseyen epitele ait esas
hiicrelerin apikal ylizeylerindeki stereosilyalarin boylarinin yer yer azalarak kayba ugradigi
dikkati gekti. Baz1 seffaf hiicrelerde hiperplazi saptandi. intraluminal sperm varligmin yani
sira kanallar1 ¢evreleyen sirkiiler kas dokusunda yer yer biitiinliik kayb1 oldugu ayirt edildi.
Intersitisyel bag dokusunda ise az sayida bag doku hiicre cekirdegi ile kollajen lifler
izlendi, ancak intersitisyel bag dokusunun kontrol grubuna gore karakteristik yapisinin

korunamadigi ve daha az sayida vaskiilerize olusum igerdigi dikkati ¢ekti (Resim 4.2).

BPA grubu

BPA grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-Eosin ile boyanmis
enine kesitlerinde, kii¢lik biiyililtmede, epididimal kanallarin kontrol ve fruktoz grubuna
gore oval sekillerini kaybederek daha kivrintili hale geldigi, ductuslar arasindaki

interstisyel bag dokusu yapisinin bozulmus oldugu dikkati ¢cekti (Resim 4.3).
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Ayni grubun H&E ile boyanmis enine kesitinde biiyiik biiyiiltmede, yalanci ¢ok kath
stereosilyali epiteli olusturan prizmatik sekilli ve merkezi yerlesimli nukleusa sahip olan
esas hiicrelerin arasinda ¢ekirdek ve sitoplazma sinirlar1 net olarak ayirt edilemeyen, yer
yer kribriform goriiniim alan hiicrelerin varhi§i saptandi. Esas hiicrelerin apikal
yiizeylerinde bulunan stereosilyalarin boylarinin kontrol ve fruktoz grubuna gore daha kisa
ve kiit hale geldigi, bazi alanlarda seyreklestigi ve kayba ugradigi dikkati ¢ekti. Bazi
kanallarda luminal sperm yoklugu izlendi. Intraduktal olarak dejenere germ hiicresi ve
debris oldugu diistiniilen olusumlara rastlandi. Epididimal kanallar1 ¢evreleyen ince
sirkiiler kas diiz kas tabakasinin yer yer diizensizlestigi ve ductuslar arasindaki interstisyel

bag dokusunda ileri derecede kayip oldugu gozlendi (Resim 4.3).

Fruktoz + BPA grubu

Fruktoz + BPA grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-Eosin ile
boyanmis enine kesitlerinde, kiiglik biiyiiltmede, epididimal kanallarin kontrol grubuna
gore normal sekil ve yapilarimi kaybetmis olduklar1 dikkati ¢ekti. Kontrol grubunda
diizenli, oval sekilli olarak goriilen kanallarin kivrintili hale geldigi, bazi kanallarda yer yer
kanal1 doseyen epitel dokusunun inceldigi ve kayba ugradig dikkati ¢ekti. Baz1 epididimal
kanallarda sperm yogunlugunda ileri derecede azalma oldugu goriildii. Kanallar arasindaki

intersitisyel bag dokuda biitiinliik kayb1 izlendi (Resim 4.4).

Ayni grubun H&E ile boyanmis enine kesitinde biiylik biiyliltmede, bazi kanallarda epitel
boyunun azaldig1 ve epiteli olusturan hiicre yapilarimin farklilik gosterdigi ve kribriform
goriiniim sergiledikleri dikkati cekti. Epiteli olusturan esas hiicrelerin apikallerinde
stereosilyalarda seyreklesme ve yer yer kayip gozlendi. Intersitisyel bag dokusunda ileri
derecede kayip saptandi. Periduktal sirkiiler diiz kas tabakasinda bazi alanlarda ayrilmalar

oldugu ve epitel yapisi ile aralarinda bosluklarin olustugu izlendi (Resim 4.4).
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Fruktoz +Melatonin grubu

Fruktoz +Melatonin grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-Eosin
ile boyanmis enine kesitlerinde, kiiclik biiyiiltmede, epididimal kanallarin bazilarinin
normal oval yapilarini korurken, bazi kanallarin kivrintili yapilarini siirdiirdiikleri gézlendi.
Peritubuler sirkiiler diiz kas tabakasinin epitel dokudan yer yer ayrildigi, bazi kanallarda
ise biitlinligiin korundugu izlendi. Ekstratubuler alandaki intersitisyel bag dokusunun
sadece fruktoz uygulanan gruba gore histolojik yapisini korudugu goézlendi. Kontrol
grubuna gore intraluminal sperm yogunlugundaki azalma dikkati ¢ekti. Ayni grubun H&E
ile boyanmis enine kesitinde biiyiik biiyiiltmede, epididimal kanallar1 déseyen stereosilyali
yalanci ¢ok katli epiteli olusturan ve alcak prizmatik sekilleri, apikal yiizeylerinde
stereosilya icermeleri ile karakterize esas hiicreler ayirt edildi. Esas hiicreler arasinda
dagilim gosteren ve apikal yiizeye ulasamayan bazal hiicreler gézlendi. Fruktoz grubunda
izlenen, epitel hiicreleri arasinda rastlanan kribriform 6zellikte olan hiicre yogunlugunun
bu grupta azaldigi saptandi. Intraluminal sperm yogunlugu bazi kanallarda normal
durumda iken, bazi kanallarda yogunlugun yer yer azaldigi gézlendi. Intraduktal alandaki
interstisyel bag dokusunda, yalnizca fruktoz uygulanan gruba gore bag doku kaybinin
azaldig1 ve vaskiilerize olusumlarin yogunlugunun artarak biitiinliiglinii korudugu dikkati
cekti. Periduktal alandaki sirkiiler diiz kas tabakasinin yer yer karakteristik histolojik
yapisini kaybettigi dikkati ¢cekti (Resim 4.5).

BPA + Melatonin grubu

BPA + Melatonin grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-Eosin ile
boyanmis enine kesitlerinde, kii¢iik biiyiiltmede, epididimal kanallarin ve intersitisiyel bag
dokusunun yalnizca BPA uygulanan gruba kiyasla, histolojik yapisinin korunmus oldugu

gozlendi. Baz1 kanallardaki sperm yogunlugundaki azalma bu bulgulara eslik etmekteydi

(Resim 4.6).

Ayni grubun H&E ile boyanmis enine kesitinde biiyiik biiyiiltmede, epiteli olusturan temel
hiicreler olan esas hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazma yapilarinin normal 6zellikte oldugu ve
apikal yiizey farklilasmalari olan stereosilyalarin yalnizca BPA uygulanan grupla
karsilastirildiginda daha diizenli seyrettigi, fakat halen kisa ve kiit 6zellik gosterdigi ayirt

edildi. Intralumial sperm yogunlugu degerlendirildiginde ise, sadece BPA uygulanan gruba
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gore artis gosterdigi dikkati ¢ekti. Epitel hiicre igeriginde yer alan, esas ve bazal hiicreler
arasinda yayilim gosteren ve Kribriform yapida olan diger hiicrelerin ise BPA uygulanan
gruba gore azaldigi gozlendi. Kanallar1 g¢evreleyen sirkiiler diiz kas dokusu fusiform
ozellikteki g¢ekirdekleri belirgin olarak ayirt edilirken, diizenli goriiniim sergiledikleri
izlendi. Interduktal kanallar alandaki intersitisiyal bag dokunun yalnizca BPA uygulanan
gruba gore bag doku hiicre cekirdekleri ve kollajen liflerin yogunlugu ve diizenlenimi
acisindan daha normal yapida oldugu ve vaskiilarize olusumlar igerdigi gézlendi (Resim

4.6).

Fruktoz + BPA + Melatonin grubu

Fruktoz + BPA + Melatonin grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun Hematoksilen-
Eosin ile boyanmis enine Kkesitlerinde, kiiciik biiyiiltmede, yalnizca BPA+fruktoz
uygulanan epididimal kanallarin daha oval ve yuvarlak goriinlimleri ile daha diizenli
oldugu gozlendi. Ekstraduktal alandaki intersitisiyal bag dokusunun yalnizca BPA+fruktoz
uygulanan gruba gore diizenli yapilanmaya baslandigi dikkati ¢ekti. Yalnizca BPA+fruktoz
uygulanan grupta bazi ductuslarda ileri derecede sperm kaybi mevcutken bu grupta
intraliiminal sperm yogunlugunun daha homojen hala geldigi ancak bazi ductuslarda ise

sperm yoklugunun mevcut oldugu fokal alanlar goriildii.

Ayni grubun H&E ile boyanmis enine kesitinde biiylik biiyliltmede, ductuslar1 déseyen
epitel hiicre yiiksekliginin yalnizca BPA+fruktoz uygulanan gruba gore arttigi gozlendi.
Epiteli olusturan esas hiicrelerin apikal kisimlarinda bulunan stereosilya yapilarinin kontrol
grubuna gore yogunluk ve ylikseklik acisindan normalden daha uzak bir yapilanma
gosterdigi dikkati ¢ekti. Bu yapilanmanin fruktoz ve BPA grubuna gore daha ileri diizeyde
oldugu ayirt edildi. Esas ve bazal hiicreler arasinda dagilim gosteren kribriform 6zellikteki
hiicreler ayirt edildi. Periduktal sirkiiler diiz kas tabakasinin epitel dokusu ile arasinda olan
ayrilmalarin bu grupta gézlenmedigi ve biitiinliigiin siirdiigii dikkati cekti. Interduktal
alandaki intersitisiyal bag dokusundaki kollajen yogunlugunun ve ¢esitli bag doku hiicre
tiplerinin dagilimmin BPA-+fruktoz grubuna gore histolojik olarak daha iyi1 bir yapi

gosterdigi ayirt edildi (Resim 4.7).
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4.5.2. Masson’ s Trichrome bulgulari

Tiim gruplara uygulanan Masson’s trichrome boyama yontemi degerlendirildiginde, hiicre
¢ekirdeklerinin mavi-siyah, sitoplazma ve kas dokusunun kirmizi, kollagen liflerinin ise

Anilin blue boyasini alarak mavi renkte boyandiklar1 gozlendi.

Kontrol gruplari ve diger deney gruplart incelendiginde, anilin blue ile mavi renkte
boyanan kollagen lifler ile mavi-siyah boyanan bag doku hiicre ¢ekirdeklerinin, 6zellikle
BPA uygulanan grupta intertubuler bag dokusuna bagli olarak daha az yogunlukta oldugu
dikkati ¢ekti (Resim 4.8) .

Melatonin uygulanan gruplarda intertubuler bag dokusunun yeniden yapilanmasina bagli
olarak kollagen lif ve bag doku hiicre ¢ekirdeklerinin yogunlugunda artis oldugu izlendi
(Resim 4.9).

4.5.3. Giimiis impregnasyon bulgulari

Tim gruplarda retikiiler liflerin ve retikiiler lamina tabakasini icermesinden dolay1 bazal
membranin siyah renkte, bag dokusu elemanlarinin ise kahverengi boyanma 06zelligi

gosterdigi dikkati gekti.

Uygulanan giimiis impregnasyon yontemi degerlendirildiginde, kontrol grubu ve diger
deney gruplarinda, siyah olarak ayirt edilen; intertubuler alandaki bag dokuda ve bazal
membranin retikiiler lamina katindaki retikiiler liflerin dagilimi degisik yogunluklarda
gozlendi. Ozellikle, BPA, BPA+Melatonin ve BPA+Fruktoz+Melatonin gruplarinda bazal
membranin i¢erigindeki retikiiler lif boyanmasinin diger gruplara gére daha yogun oldugu
izlendi. Fruktoz+BPA grubunda Hemaktoksilen —Eosin boyamasinda da ayirt edildigi
tizere, intertubuler alandaki kayip gimiisleme tekniginde de izlenmis, retikiiler lif
yogunlugundaki azalmanin bu bulgulara paralel olarak varligi dikkati ¢ekmistir. Sonug
olarak duktus epididimis dokusunda retikiiler liflerin, intertubuler bag dokusu yapisi ile
bazal membranin retikiiler lamina katina ait oldugu, preparatlarda izlenmistir (Resim 4.8,

4.9).
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4.5.4. immunohistokimyasal bulgular

Epididimisin esas hiicreleri arasindaki siki baglantilar, kan-epididimis bariyerinin yapisal
olusumu ve siirekliliginin saglanmasinda olduk¢a onemlidir [340]. Zonula okludens 1,
okludin ve klaudin -1 epididimisde yer alan siki baglant1 proteinleridir. Calismamizin
amagclarindan biri de BPA, fruktoz ve melatonin uygulamasinin bu siki baglanti proteinleri

tizerindeki etkilerini aragtirmaktir.

Her deney hayvanina ait rastgele secilen 6 farkli alanda degerlendirme yapilarak, Zonula
Okludens, Okludin ve klaudin-1 immunreaktiviteleri semikantitatif yontemle asagida
belirtilen skor tablosuna gore degerlendirildi (Resim 4.11-4.15) (Cizelge 4.1.).

Antikor Grupl Grup? Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7
Z0-1 +++ +++ ++ ++ +++ ++ ++
Okludin ++++ 4+ ++ ++ +++ ++ +4++
Claudin1 = ++++  +++ ++ ++ +++ ++ +++

Cizelge 4.1. Zonula Okludens, okludin ve klaudin-1 proteinlerine ait immunreaktivite

skorlamasi +: Zayif; ++:0rta; +++:Kuvvetli; ++++: Cok kuvvetli

4.6. Spermiogram Bulgular:

Tim deneklerden elde edilen epididimal spermler Rapi-Diff Il boyama yontemi ile
boyanarak mikroskop altinda Kruger Strict kriterlerine gore degerlendirilmistir [338, 339].
(Resim 4.16-4.22)

Sperm viabilitesi i¢in ise Sperm Eosin- Nigrosin boyama yontemi kullanilarak her gruba

ait 200 sperm hiicresi sayilmistir (Resim 4.23).
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4.6.1. Sperm sayisi

Deney gruplarmna ait tiim deneklerin sperm sayimlari yapilmis, sonuglar istatiksel olarak
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda gruplara ait sperm sayilarinin ortalama ve
standart sapma degerleri sirasiyla 44,33+15,10; 44,16+12,85; 33,00+5,47; 36,33%£9,97;
25,83£7,41; 33,3246,50; 31,33£16,26 seklinde saptandi. Sperm sayilart gruplar arasinda
farklilik dikkati ¢ekse de, istatiksel olarak bir anlamlilik gostermemistir (p=0,069) . Ancak
BPA ve BPA+ Fruktoz uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére sperm sayisinda azalma

gozlenirken, Melatonin uygulanan gruplarda ise anlamli olmayan bir diisiis izlenmigtir

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Toplam sperm sayilarina ait ortalama + SD grafigi

4.6.2. Sperm motilitesi

Tiim deney gruplarindan elde edilen sperm motilite yiizde degerleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde her deney grubuna ait sperm motilite ylizdelerinin ortalama ve standart
sapma degerleri sirastyla; 22,66+10,96; 25,16+8,23; 12,50+10,78; 20,00+11,54; 34,00+12,91;
34,00+8,39; 29,50+17,66 olarak saptandi. BPA+Melatonin uygulanan grupta, BPA
uygulanan gruba gore anlamli bir artig s6z konusudur (p= 0, 049) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Deney gruplarina ait sperm motilite yiizdeleri ortalama + SD grafigi

4.6.3. Sperm viabilitesi

Eosin- Nigrosin boyamasi sonucunda degerlendirilen spermler arasindaki viabilite
yiizdeleri istatiksel olarak karsilastirilmis, ortalama ve standart sapma degerleri sirastyla
73,00£5,79; 65,16+6,36; 55,16+11,47; 54,66+3,77; 63,83+4,66; 66,50+7,25 ve 62,50+3,67
olarak izlendi. Kontrol grubu viabilite yiizdesi, BPA ve BPA+ Fruktoz grubuna gore
anlamli olarak yiiksektir (p=0,001). Diger gruplar arasinda istatiksel olarak fark
gozlenmese de, ortalama degerlere bakildiginda viabilite ylizdeleri farklilik gostermektedir

(Sekil 4.7).

Viabilite ( %)

Sekil 4.7. Deney gruplarina ait sperm viabilite yiizdeleri ortalama + SD grafigi
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4.6.4. Sperm bas, boyun ve kuyruk anomalileri

Her deney grubuna ait bas, boyun ve kuyruk anomalilerine sahip sperm sayilari sayilip

gruplar arasindaki fark istatiksel olarak degerlendirilmistir.

Bas anomalili spermlere ait ortalama ve standart sapma degerleri sirasiyla; 2,00+0,89;
6,5+1,04; 7,33+2,58; 10,00+3,61; 5,83+2,63; 5,33+1,63 ve 5,66+2,80 olarak saptandi. Bas
anomalisine sahip sperm sayis1 kontrol grubunda Fruktoz, BPA ve BPA+Fruktoz
gruplarina gore anlamli olarak diisiik oldugu tespit edildi (Sirasiyla; p=0, 033; p=0,007 ve
p= 0,000). BPA+ Fruktoz grubunda ise BPA+Fruktoz+ Melatonin grubuna goére bas
anomalili sperm sayis1 anlamli olarak yiiksek izlenmistir (p= 0,018) (Sekil 4.8).

Boyun anomalisine sahip sperm sayilar1 istatiksel olarak degerlendirildiginde ortanca
(ceyrekler aras1 genislik) degerleri sirasiyla 3,00 (2,50); 4,50 (1,25); 5,00 (1,25); 5,00
(4,00); 4,00 (2,25); 3,50 (2,25); 3,00 (0,25) olarak saptandi. Boyun anomalisine sahip
sperm sayisinda gruplar arasinda istatiksel olarak herhangi bir anlamlilik gézlenmemistir

(p=0,062) (Sekil 4.8).

Kuyruk anomalili sperm sayilarinin istatiksel olarak degerlendirilmesi sonucunda ortanca
(ceyrekler arasi genislik) degerleri sirasiyla 2,50 (4,25); 3,50 (4,25); 7,50 (5,00); 9,50
(8,50); 2,50 (3,25); 3,00 (1,50); 3,00 (1,50) olarak saptand1 Kuyruk anomalili sperm sayis1
ise BPA ve BPA+Fruktoz gruplarinda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli diisiis
gostermistir (sirastyla; p= 0,020, p= 0,013). BPA+ Fruktoz grubunda ise BPA+Fruktoz+
Melatonin grubuna gore kuyruk anomalili sperm sayisi anlamli olarak yiiksek izlenmistir
(p=0,020) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Deney gruplarina ait anomalili sperm sayilarinin ortalama+SD grafigi

4.7. U¢ Boyutlu Modelleme Bulgulari

Normal ve patolojik yapilarin gérsel olarak daha iyi sunulmasi agisindan, 1s1k mikroskopik
gorilintiilerden elde edilen bulgular ii¢ boyutlu hale getirilerek uzaysal anlamda bir derinlik
kazandirildi. Ug boyutlu goriintiiler, tim gruplara ait duktus epididimis ve sperm

morfolojik bulgularini gostermektedir (Resim 4.24).
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Resimler

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun H&E ile boyanmis
enine Kkesiti. Stereosilyali yalanci ¢ok prizmatik epitel (®), stereosilyalar (+),
esas hiicreler (&), bazal hiicre (), seffaf hiicre (A),luminal sperm igerigi,
sirkiiler diiz kas lifleri (4) ve kollagen lifler (€) izlenmekte (H&E, x400)



Resim 4.2. Fruktoz grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun H&E ile boyanmis
enine kesiti. stercosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel (&), stereosilya
kaybi (), esas hiicreler (<), bazal hiicre (¢), seffaf hiicrelerde hiperplazi (<),
luminal sperm igeriginde kayip (#), diiz kas lif biitiinliiglinde bozulma (**) ve
intertubuler bag dokuda kayip (+) izlenmekte (H&E, x400)



Resim 4.3. BPA grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunun H&E ile boyanmis enine
kesiti. stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel (&), stereosilyalarda
kiitlesme (€), esas hiicreler (¢'), bazal hiicre (*), seffaf hiicrelerde hiperplazi
(<), luminal sperm igeriginde kayip (#), diiz kas lif biitiinligiinde bozulma
(+%) ve intertubuler bag dokuda kayip (+) izlenmekte (H&E, x400)
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Resim 4.4. BPA+Fruktoz grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun H&E ile
boyanmis enine kesiti. Stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel (&),
epitel dokuda kayip (<), sirkiiler diiz kas tabakasi ve epitelde ayrilma (4) ,
seffaf hiicrelerde hiperplazi (<), luminal sperm igeriginde kayip (4) ve
intertubuler bag dokuda kayip (+) izlenmekte (H&E, x400)
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Resim 4.5. Fruktoz+Melatonin grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun H&E ile
boyanmis enine kesiti. Stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel (&), esas
hiicreler (&), bazal hiicre (4), luminal sperm igeriginde kayip (4), vaskiilarize
olusumlar ( <) ve diiz kas lif biitiinliigiinde bozulma (%) izlenmekte (H&E,
x400)



Resim 4.6. BPA+Melatonin grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun H&E ile
boyanmis enine Kesiti. Stereosilyali yalanci ¢ok kath prizmatik epitel (&),
esas hiicreler (&), bazal hiicre (), luminal sperm igeriginde kayip (4),

seffaf hiicrelerde hiperplazi (<), vaskiilarize olusumlar ( <) izlenmekte
(H&E, x400)
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Resim 4.7. BPA+Fruktoz+Melatonin grubuna ait sican duktus epididimis dokusunun H&E
ile boyanmig enine kesiti. Stereosilyali yalanci ¢ok katli prizmatik epitel (&),
sirkiiler diiz kas lifleri (4), yapilanmaya baslayan intertubuler bag doku ({),
luminal sperm icerigi(4), seffaf hiicrelerde hiperplazi (<), vaskiilarize
olusumlar ( &) izlenmekte (H&E, x400)
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Resim 4.8. A,B. Kontrol grubu, C,D. Fruktoz grubu, E,F. BPA grubu, G,H. Fruktoz+BPA
grubuna ait giimiisleme ve Masson’un TUglii boyamasi yapilmis duktus
epididimis dokusu. (Giimiisleme A,C,E,G; Masson’un {iglii boyamasi, B,D,F,H
x400)
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Resim 4.9. A,B. Fruktoz+Melatonin grubu, C,D. BPA+Melatonin grubu, E,F.
Fruktoz+BPA+Melatonin grubuna ait giimiisleme ve Masson’un tigli
boyamasi yapilmis sigan duktus epididimis dokusu. (Giimiisleme A,C,E;
Masson’un ii¢lii boyamasi, B,D,F x400)
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Resim 4.10. A. Kontrol grubu, B. Fruktoz grubu, C. BPA grubu, D.Fruktoz+BPA grubuna ait
Z0-1 immunreaktivitesi. Fruktoz, BPA ve Fruktoz+BPA gruplarinda kontrol
grubuna gére immunreaktivite yogunlugunun (kirmizi ok) azaldigr dikkati cekti.
(DAB & Hematoksilen, x400)



Resim 4.11. A. Fruktoz+Melatonin grubu, B. BPA+Melatonin grubu, C. Fruktoz +BPA
+Melatonin grubuna ait ZO-1 immunreaktivitesi (kirmiz1 ok). (DAB &
Hematoksilen, x400)



Resim 4.12. A. Kontrol grubu, B. Fruktoz grubu, C. BPA grubu, D.Fruktoz+BPA
grubuna ait okludin immunreaktivitesi. Fruktoz, BPA ve Fruktoz+BPA
gruplarinda kontrol grubuna gdére immunreaktivite yogunlugunun (kirmizi
ok) azaldig1 dikkati ¢ekti. (DAB & Hematoksilen, x400)



Resim 4.13. A. Fruktoz+Melatonin grubu, B. BPA+Melatonin grubu, C. Fruktoz+BPA
+Melatonin grubuna ait okludin immunreaktivitesi (kirmiz1 ok) (DAB &
Hematoksilen, x400)



Resim 4.14

. A. Kontrol grubu, B. Fruktoz grubu, C. BPA grubu, D.Fruktoz+BPA
grubuna ait klaudin 1 immunreaktivitesi. Fruktoz, BPA ve Fruktoz+BPA
gruplarinda kontrol grubuna gére immunreaktivite yogunlugunun (kirmizi
ok) azaldig1 dikkati ¢ekti. (DAB & Hematoksilen, x400)



Resim 4.15. A. Fruktoz+Melatonin grubu, B. BPA+Melatonin grubu, C. Fruktoz+BPA+
Melatonin grubuna ait klaudin-1 immunreaktivitesi (kirmizi ok) (DAB &
Hematoksilen, x400)
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Resim 4.16. Kontrol grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (Diff-quick,
x100)
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Resim 4.17. Fruktoz grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (Diff-quick,
x100)
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Resim 4.18. BPA grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik gériintiileri (Diff-quick,
x100)
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Resim 4.19. BPA+ Fruktoz grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri (Diff
quick, x100)
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Resim 4.20. Fruktoz+ Melatonin grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri
(Diff-quick, x100)
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Resim 4.21. BPA+ Melatonin grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri
(Diff-quick, x100)
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Resim 4.22. Fruktoz +BPA+ Melatonin grubuna ait sperm hiicrelerinin mikroskobik
goriintiileri (Diff-quick, x100)
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Resim 4.23. Deney gruplarina ait sperm hiicrelerinin viabilite tayini; Kirmizi spermler
(cansiz), beyaz spermler (canli) (Eosin- Nigrosin, A, B, C x100; D x40)
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Resim 4.24. Farkli sperm yapilarmin duktus epididimis liimenininde ii¢ boyutlu
goriintiilenmesi. Duktus epididimise ait bazal membran {izerinde yerlesmis
stereosilyali esas hiicreler (4\), bazal hiicreler (A), liimen igerisinde normal
morflojik goriiniime sahip sperm (S,), bag ve kuyruk anomalisine sahip
spermler (S, ve S,), boyun anomalisine sahip sperm (S,). (U¢ boyutlu
modellemeler Prof. Dr. Tuncay PEKER tarafindan yapilmistir)



115

5. TARTISMA

Gliniimiizde tiiketimi giderek artan yiiksek fruktoz igerikli gidalarin yani sira endokrin
bozucu olarak bilinen ¢esitli kimyasal maddelere ¢evresel veya oral yollarla etkin kalma

Mets ve iliskili klinik durumlarin goériilme sikligini da arttirmaktadir.

Son yillarda obezite ve metabolik sendrom sikligindaki belirgin artis sadece sedanter
yasam tarzi ve beslenme aliskanliklari ile agiklanamamakta, ¢evresel kimyasallara etkin
kalma da, iizerinde diisiiniilmesi ve incelenmesi gereken bir neden haline gelmektedir.
Ozellikle islenmis gida tiiketim ahigkanhig: ile bu tarz gida maddelerinin muhafaza
edilmesinde kullanilan plastiklerin tretildigi endokrin bozucu BPA, diabet, obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklar, tiroid islev bozuklugu, gelisimsel bozukluklar, kanser gibi
hastaliklarin yani sira erkek tireme sistemi ile de yakindan iliskilidir [1, 2, 341]. Ayrica
toplum bazli yapilan ¢alismalarda BPA’ nin metabolik sendrom bilesenleri ile iligkili

oldugu bildirilmistir [342-346].

Epidemiyolojik raporlar, BPA’ nin serbest radikaller lireterek erkek ve disi tireme sistemini
olumsuz etkiledigini ve giderek artan ¢evresel BPA’ ya etkin kalma ile erkek infertilite

siklig1 arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir [347-350].

Metabolik sendromun seksiiel disfonksiyon, hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite
ile iliskili oldugu belirtilmis ve bazi ¢alismalarda metabolik sendrom ve yiiksek VKI ya da
bel c¢evresi arasindaki baglanti aragtirillmig, sperm kalitesinin olumsuz etkilendigi

bildirilmistir [351-357].

Metabolik sendrom ile iligkili obezitenin hormon diizeylerinde degisikliklere neden olarak
fertiliteyi olumsuz etkiledigi ve sperm islevleri lizerinde dogrudan degisiklikler yarattigina
dair gesitli kanitlar bulunmaktadir [358]. Metabolik sendromlu erkek hastalarda sperm
motilitesi ve morfolojisi ile metabolik sendrom komponentleri arasinda negatif baglanti

oldugu gosterilmis, sperm DNA fragmentasyonunda artis oldugu bildirilmistir [358] .

Metabolik sendrom ve erkek fertilitesi arasindaki etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamasa da, spermatogenesis ve sperm Ozelliklerinin degisimlerinden sorumlu oldugu

bilinmektedir ve bu konudaki ¢alismalar giderek hiz kazanmaktadir [357].
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Literatiirde yer alan bir ¢ok ¢alismada, fruktoz ile beslenen si¢anlarda, hiperinsiilinemi,
hipertrigliseridemi ve insiilin direnci gibi metabolik sendrom bilesenlerini iceren ve

insanlarla benzer profil gosteren metabolik sendrom gelistigi gosterilmistir [169, 359].

Calismamizda tercih edilen melatonin ise sirkadiyen ritmin diizenlemesi islevinin yan1 sira
cesitli fizyolojik rollere sahip, giivenli bir sekilde eksojen olarak alinabilen oldukga giiclii
bir antioksidandir [360]. Melatonin yenidoganlarda klinik terapotik uygulamalarda
kullanilmaktadir. Cocuklar ve yetiskinler i¢in de diizenleyici fizyolojik etkilere sahiptir.
[361].

Melatoninin erkek {iireme sistemi {izerine olan etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis olsa bile, bu hormonun erkek iireme saghg icin gerekliligi
kacinilmazdir. Ozellikle toksik ajanlarin yol actigi oksidatif hasar artisi ve sperm
kalitesinin azalmasi gibi olumsuz etkileri onleyici 6zelligi ile giin gegtikge ilgi odagi haline

gelmekte ve arastirmalara konu olmaktadir [362-365].

Calismamizda duktus epididimis ve sperm iizerindeki fruktoz ve BPA’nin hem tek basina

hem de kiimiilatif etkileri degerlendirilmis, bu siiregte melatoninin rolii tartigilmistir.

Deneysel model igeriginde BPA ve melatoninin insan viicuduna alinim sekilleri g6z 6niine
alinarak, iki madde uygulamalar1 gavaj yolu ile yapilmis, fruktoz ise %10’luk D-Fruktoz
¢ozeltisi halinde 60 giin boyunca igme sularina eklenerek deneklere uygulanmistir [366,

367].

Fruktoz icerikli diyet ya da fruktoz eklenmis igme suyunun viicut agirlik artisina yol
actigin1 bildiren g¢alismalar oldugu gibi herhangi bir anlamliligin saptanmadigi cesitli

arastirmalar da mevcuttur [14, 130, 367, 368].

Calismamizda tiim deney gruplarina ait viicut agirlik 6lgtimleri degerlendirildiginde deney
stiresince gruplar igerisinde istatistiksel olarak anlamli bir kilo artig1 oldugu gézlenmistir
(p<0,001). Bu artig gruplar arasinda karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak herhangi bir
anlamlilik saptanmamistir (p=0,408). Ancak agirlik ortalama degerleri karsilastirildiginda,
fruktoz ve BPA’nin hem tek basina hem de birlikte uygulandigi gruplarda, kontrol grubuna
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gore kilo artisinin gergeklestigi, buna karsilik fruktoz ve BPA uygulanmis gruplara

melatonin uygulandiginda ise kontrol grubuna yaklasik degerlerde oldugu gézlenmistir.

Deneklerin deney siiresince belli periyodik araliklarla yapilan agirlik ve boy Ol¢limleri esas
almarak viicut kitle indeksleri degerlendirildiginde ise gruplar icerisinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu (p<0,001), gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
farkliligin =~ olmadig1  saptandi  (p=0,346). Ancak ortalama Ol¢glim degerleri
karsilastirildiginda fruktoz ve BPA’nin hem tek basmma hem de birlikte uygulandigi
gruplarda kontrol grubuna gére VKI’de artisa neden oldugu ve deneklerin obeziteye dogru
gittigi izlenmis, melatonin uygulandiginda ise kontrol grubuna yaklasik degerlere ulastigi

saptanmigtir.

Deney sonunda tiim deney gruplarma ait deneklerin epididimis dokular tartilarak elde
edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmis, gruplar aras1 duktus epididimis agirlik
degerlerinde bir anlamlilik saptanmamuistir. Ancak yapilan 6l¢iimler degerlendirildiginde,
en fazla agirlik ortalama degerinin fruktoz uygulanan grupta oldugu goézlenmistir.

Melatonin uygulanan gruplarda ise kontrol agirlik degerlerine yakin degerler izlenmistir.

Literatiirde yer alan 6nceki ¢alismalarda 2 ve 20 pg/ kg dozlarda BPA ° ya maruz birakilan
Wistar tiirii ratlarda, testis ve epididimis agirliginda azalma ve sperm sayisi ile motilitede
diisiis oldugu belirtilmistir. Yine farkli bir calismada erkek farelerde 25 ve 100 ng/ kg
olmak tizere farkli dozlardaki BPA’ ya etkin kalma viicut agirligi, testikular ve epididimal

sperm sayisinda belirgin azalmaya neden olmustur [369, 370].

Calismamizda da en diisiik epididimis agirligt BPA grubunda saptanmig, bu durumun

azalmis luminal sperm igerigi ve epitelde doku kaybu ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Calismamizda yer alan viicut ve organ agirlik 6l¢iim degerleri ve VKI artislar1 géz dniinde
bulundugunda, BPA ve fruktozun hem tek hem de birlikte uygulanmasinin obezite ve

MetS arasindaki iligkiyi destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

Insan yasamini biyolojik, psikolojik ve sosyokiiltiirel gibi ¢esitli agilardan etkileyen baslica
saglik sorunlarindan biri infertilitedir ve bu vakalarin yaklasik % 50'si erkek tireme sagligi

ile iligkilidir [371-373]. Erkek infertilitesine neden olan faktorler arasinda, maruz kalinan
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cevresel toksik maddeler gelmektedir [373-374]. Bisfenol A 6nemli g¢evresel
kontaminantlardan biridir ve bilim diinyasinda erkek iireme sistemi iizerine olan etkileri ile
ilgili olarak, uygulama sekli ve dozu, etkin kalma ve yas gibi degisen parametreler ile

birlikte birgok ¢alisma yer almaktadir.

Ghazzawy ve arkadaglarinin yaptiklari calismada 13-15 haftalik erkek albino ratlara 8 hafta
boyunca misir yaginda ¢ozilmiis 20 pg/kg BPA gavaj yolu ile uygulanmistir. Epididimisin
histolojik degerlendirilmesi sonucu, epitelde morfolojik degisimler izlenmis, intertiibiiler
alanda genis bosluklara rastlanmistir. Bazi hiicrelerde sitoplazmik vakuolizasyona
gozlenmistir. Kaudal sperm sayisi ise kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik olarak

saptanmustir [375].

Chitra ve arkadaglariin yaptig1 bir baska calismada ise Wistar tiirii 45 giinliik siganlara
oral olarak 60 giin boyunca 0,2; 2 ve 20 pg/kg/gin dozlarinda BPA uygulanmis
epididimisin kaput, korpus ve kauda boliimlerinde epididimal epitelde dejenerasyonun yani
sira sperm sayisinda azalma gozlenmistir. Bisfenol A, epididimal sperm viabilitesini
onemli Olclide degistirmezken, buna karsin sperm motilitesi ve sayisini, kontrol gruplarina

oranla doz bagimli sekilde azaltmigtir [370].

Bu ¢alismada da, BPA grubuna ait sigan duktus epididimis dokusunda gesitli histopatolojik
degisimler izlenmistir. Epididimal tiibiillerde kontrol ve fruktoz grubuna gére morfolojik
diizensizlikler, intertiibiiler alanda bag dokusu yapisinda ileri derecede bozulmalar oldugu
dikkati ¢ekmistir. Masson’ s trikrom boyamasi sonucu yapilan degerlendirmede kollagen
lif yogunlugunun ozellikle BPA uygulanan grupta azaldigi, melatonin uygulanan grupta ise
kollajen lif yogunlugundaki artis dikkati ¢ekmistir. Glmiis impregnasyon bulgulart
degerlendirildiginde ise BPA grubunda retikiiler lif diizenleniminin diger gruplara gore
daha yogun oldugu izlenmis, BPA grubundaki bazal membrandaki kalinlagsmanin bununla
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Intertiibiiler alandaki bag doku kayb1 bu histokimyasal

yontemde de izlenmistir.

Yalanc1 cok katli stereosilyali epiteli olusturan esas hiicrelerin arasinda g¢ekirdek ve
sitoplazma sinirlart net olarak ayirt edilemeyen, yer yer kribriform goriiniim alan
hiicrelerin varlig1 saptandi. Stereosilyalarin kontrol ve fruktoz grubuna gore daha kisa ve

kiit hale geldigi, bazi1 alanlarda seyreklestigi ve bazi tubullerde luminal sperm yoklugu
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dikkat ¢eken bulgular arasindaydi. Fruktoz + BPA grubunda da benzer histopatolojik
bulgulara rastlanmis, melatonin uygulanmasi ile birlikte BPA ve fruktoz uygulanan
gruplara gore epididimal histolojik yapmin korunmus oldugu goézlenmistir. Bazi
tiibiillerdeki sperm yogunlugundaki azalma bu bulgulara eslik etmekteydi. Ductus’ larin
disindaki alanda intersitisiyel bag dokusunun yalnizca BPA+fruktoz uygulanan gruba gore
yapilanmaya basladigi, intraluminal sperm yogunlugunun daha homojen hala geldigi ancak

bazi ductus’ larda ise sperm yoklugunun devam ettigi fokal alanlar gézlenmistir.

Tiim deney gruplarinda uygulanan ajanlarin ve antioksidanin apoptoz iizerine etkilerini
gostermek icin duktus epididimis dokulari Annexin V-FITC/PI ile boyanip akim sitometri
yontemi ile analiz edildiginde; kontrol grubuna ait apoptotik hiicre ylizdesinin diger
gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir sekilde diisiik oldugu gézlendi
(tim gruplar igin p <0,001).

BPA uygulanan grup ile Fruktoz uygulanan grup arasinda BPA uygulanan grupta apoptotik
hiicre ylizdesinin daha fazla olmasindan kaynaklanan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gorildi (p<0,001). Fruktoz+BPA ve Fruktoz+BPA+Melatonin uygulanan gruplar
karsilastirildiginda ise melatonin uygulamasinin apoptotik hiicre yiizdesini azalmasina

bagl olarak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,037).

Spermin  hem hareketlilik hem de fertilizasyon yetenegi kazandigi siire¢ olan
epididimisdeki sperm maturasyonu erkek fertilitesi i¢in kritik bir siiregtir Kan-epididimis
bariyeri ise kan ile liimen arasindaki molekiil aligverisini sinirlamasi ile bu siiregte oldukca
onemlidir. Bu bariyerin bilesenlerinden olan sik1 baglantilar ve spesifik hiicresel tagiyicilar,
uygun epididimal liimen diizeninini olusturarak ve luminal mikrogevrenin siirekliligini

saglayarak sperm matiirasyonuna katki saglamaktadir [376].

Insanlarda, kan-epididimis bariyeri bilesenlerindeki degisimlerin fertilite ile iliskili oldugu
belirtilmistir.  Fertil ve azospermik infertil hastalardaki gen ekspresyonlart

PR

karsilagtirildiginda Claudin 10 ve Z0-1 ekspresyonlariin degistigi gosterilmistir [377].

Literatirde BPA’ nin epididimis ftizerine olan etkilerini kan-epididimis bariyer
bilesenlerinden olan siki baglanti proteinleri agisindan degerlendiren ¢aligmalara

rastlanmamustir.
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Bu nedenle ¢alismamizda zonula okludens proteinleri araciligiyla, hiicre iskeletine bagh
transmembran proteinlerden biri olan, epididimisin her segmentinde ekspresyonu ile dikkat
¢eken Claudin -1; siki baglant1 birimlerinin olusumda kritik fonsiyonel role sahip olan ZO-
1 ve epididimisde tanimlanan ilk siki baglanti proteini olan okludinin immunreaktiviteleri

degerlendirilmistir [378-380].

Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda ii¢ proteinin de immunreaktivite yogunluklari
deney gruplar1 arasinda benzerlik gostermistir. Klaudin-1 esas hiicrelerin lateral plazma
membranlarinda; esas ve bazal hiicreler arasinda ve aymi zamanda bazal plazma
membraninda; ZO-1 ve okludinin ise esas hiicrelerin apikal yiizeyinde lokalize oldugu

gortilmistiir [340].

Yapilan semikantitatif degerlendirmede ii¢ proteinin immunreaktivitesi kontrol grubunda
siddetli/cok siddetli izlenirken, BPA ve BPA+ Fruktoz gruplarinda yogunlugun azaldigi

melatonin uygulamasi ile ise immunreaktivitenin kismen arttig1 gézlenmistir.

Cai ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, BPA benzeri bir endokrin bozucu olan ve
tireme toksisitesi de dahil olmak iizere bircok olumsuz biyolojik role sahip poliklorlu
bifenillerin fare duktus epididimisindeki siki baglanti proteinleri iizerine olan etkileri
arastirilmig, kaput epididimisde Western Blot yontemi ile ZO-1'in protein ekpresyonunun
poliklorlu bifenil maruziyetinin ardindan belirgin olarak azaldigi ve okludin
ekspresyonunda ise anlamli bir degisiklik olmadigr gdzlenmistir. Ayrica, histolojik
kesitlerin ~ immunohistokimyasal  degerlendirmelerinde; Z0-1 ve  okludin
immunreaktivitelerinde 6nemli derecede farklilik olmadigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak
Z0-1 ekspresyonundaki azaligin, sik1 baglanti gegirgenligini etkileyebilecegi bildirilmistir
[381].

Bu calismada ozellikle BPA kaynakli epididimal siki baglanti proteinleri lizerindeKi
immunreaktivite azalisi, BPA’nin kan-epididimis bariyeri ile epitel hiicreleri arasindaki
diizenli mekanizmay1 bozabilecegini ve luminal mikrogevrede meydana gelebilecek
degisikliklerin sperm maturasyonunu etkileyebilecegini disiindiirmiistiir. Fakat ileri

molekiiler tekniklerle bu bilginin desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Yapilan bircok deneysel ¢alismada BPA’ nin sperm kalitesi iizerinde olumsuz etkileri
oldugu gosterilmis, ratlarda epididimal spermlerde oksidatif stresi indiikledigi rapor
edilmistir [370, 382]. Sperm motilitesi, toplam sperm ve anormal sperm sayis1 artan BPA

konsantrasyonu ile iliskili olarak azalmaktadir [12, 13, 373].

Cok diisiik dozlarda bile BPA’ ya etkin kalan isgilerde sperm sayisi azaldigi bildirilmistir
[383].

Wisniewski ve arkadaglar1 5 ve 25 mg/kg/giin dozlarda BPA’ ya etkin kalan yetiskin rat

gruplarinda total ve giinliik sperm tiretiminin % 50 oraninda azaldigini bildirmislerdir [11].

Bir baska caligmada artan BPA konsantrasyonu ile birlikte anormal sperm orani bas

yoklugu ya da deformitesi seklinde artis gstermistir [384].

42 giin boyunca 200 mg/kg dozunda BPA’ya etkin birakilan yetiskin Sprague- Dawley
cinsi ratlarda sperm sayis1 ve giinliik sperm iiretimi testislerde sirasiyla % 26.15 ve %

26.16 oraninda azalirken, anormal spermatozoa orani artmistir [385].

Benzer sekilde Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir baska ¢alismada; 4 hafta boyunca 200
mg/kg BPA uygulanan rat deney gruplarinda, deney sonunda oksidatif hasar diizeyleri,
sperm parametreleri ve hormon diizeyleri ile histopatolojik degisimler degerlendirilmistir.
Viicut agirligl, sperm sayisi ve motilitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda BPA’ ya

etkin birakilan ratlarda 28 giin sonra azalmistir [386].

Oral yolla 28 giin boyunca 50, 200 ve 600 pg/ kg dozlarda BPA’ ya etkin birakilan Wistar
ratlar incelenmis ve epididimal sperm sayisinin 200 ve 600 pg/ kg doz gruplarinda azaldig:
goriilmiistiir. Sperm motilitesi, cansiz sperm orani ve bas ve kuyruk anomalili sperm

sayilart BPA gruplarinda kontrol gruplarina gore belirgin olarak artig gostermistir [387].

50, 100 ve 200 mg/kg/giin oral yol ile 28 giin boyunca BPA’ ya etkin kalan 28 giinliik
Wistar ratlarda viicut agirhiginda azalma gozlenmis, testikular agirlik 100 mg/kg/giin ve
200 mg/kg/giin dozlarma etkin kalan deneklerde azalmistir. Bu durumun BPA ’nin
spermatogenezisi inhibe ederek elonge sperm sayisin1 ve steroidogenik enzim aktivitesini
azaltmasi ile ilgili olabilecegi diisiniilmektedir. 50 mg/ kg/ giin BPA grubunda ise sperm

parametrelerinde ve testisde degisim gozlemlenmemistir. Histolojik analizler sonucunda
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tubul liimeninin capr azalmis spermatogenik hiicre serisine ait immatiir hiicreler ve

makrofajlar izlenmistir [388].

50 mg/ kg/giin ve US EPA tarafindan daha diisiik dozlarda BPA uygulamasinin sperm
kalitesini olumsuz etkiledigi yoniinde ¢alismalar mevcuttur. Vom Saal ve Nagel tarafindan
yapilan calismalarda 20 ng/g doz ile beslenen gebe farelerin yavrularinda sperm iiretimi

diislis gostermistir [247].

50 mg/kg BPA dozunda BPA 52 giin boyunca Spraque Dawley ratlara uygulanmis; viicut
agirlign ve tlreme organlarmin agirliklart arasinda fark gozlenmemistir. Testiste
spermatogonia, primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatidlerin sayisinda
kontrol grubuna gore azalma olmustur. BPA grubunda kaput epididimisin kanal ¢apinda ve
epitel boyunda belirgin azalma goriiliirken, kontrol grubunda ise epididimis ince
pseudostratifiye stereosilyali epitel ve spermatozoa ile dolu liimen goriiniimiiyle normal
morfoloji gostermistir. BPA grubunda sekilsiz spermatozoa ile dolu liimen ile epitel

kalinliginda azalma dikkati ¢ekmistir [389].

Erkek Wistar cinsi siganlara, ardisik 35 giin boyunca gavaj yolu ile farkli dozlarda (5, 25,
and 125 pg/kg) BPA ve Nonylphenol (NP) uygulanmig, deney sonunda BPA ve NP’ ye
etkin kalma sonucunda testis ve prostat agirliginin yani sira sperm sayisi ve motilitesinde
de kontrol grubuna oranla belirgin diisiis gosterdigi goriilmiistiir. Her iki madde de doz

bagimli toksisiteye neden olmustur [390].

Calismamizda da sperm yogunlugu, motilitesi ve morfolojisinin fertilite i¢in Onemi
yadsinamaz  oldugundan, epididimal spermler bu parametreler  yo6niinden
degerlendirilmistir. Diisiik sperm sayis1 (oligospermi), spermatozoa yoklugu (azoospermi)
ve morfolojik anormallikler erkek infertilitesine katkida bulunan baglica faktorler

arasindadir [391].

Bu patolojilerin molekiiler mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamistir, ancak bir¢ok
caligmada spermatogenez sirasinda artmis germ hiicresi Oliimiiniin oligospermi Ve
azoospermi hastalarinda azalmis sperm sayisin1  agiklayabilecegi  belirtilmistir.

Spermatogenezis, germ hiicrelerinde apoptozisi indiikleyen ¢esitli kimyasallar, radyasyon,
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ireme ve somatik patolojiler, sicaklik ve endokrin bozucular gibi etmenlerden

etkilenmektedir [392].

Calismamizda total sperm sayilarinda gruplar arasinda istatiksel olarak bir anlamlilik
gbzlenmese de gruplar arasi ortalama degerlerde farklilik izlenmistir (p=0,069) . BPA ve
BPA+ Fruktoz uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore sperm sayisinda belirgin azalma

gozlenirken, melatonin uygulanan gruplarda ise anlamli olmayan bir diisiis saptanmistir.

Bir diger parametre olan motilite, erkek ve disi lireme sistemi yoluyla sperm tasinmasi i¢in
gerekli bir fonksiyondur. Onceki calismalarda BPA’ nin ratlarda sperm motilitesini
olumsuz etkiledigi bildirilmistir [393, 394]. Bu c¢alismada tiim deney gruplarindan elde
edilen sperm motilite yiizde degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde
BPA+Melatonin uygulanan grupta, BPA uygulanan gruba gore anlamli bir artis soz
konusudur (p= 0,049). En diisiik motilite ylizdesi BPA grubunda izlenirken, fruktozun

motiliteyi 6nemli dl¢giide etkilemedigi goriilmiistiir.

Calismamizda spermiyogramin bir diger 6nemli bileseni olan sperm viabilitesi (canlilik)
Eosin- Nigrosin boyamasi sonucunda degerlendirilmis, kontrol grubu viabilite yiizdesinin,
BPA ve BPA+ Fruktoz grubuna gére anlamli olarak yiliksek oldugu saptanmistir (p=0,001).
Diger gruplar arasinda istatiksel olarak fark gozlenmese de, ortalama degerlere
bakildiginda canlilik yiizdeleri farklilik gostermektedir. Melatonin uygulamasi ile birlikte
viabilite ylizdesinde istatiksel olarak anlamli olmasa da bir artisin oldugu saptanan bulgular

arasindadir.

Canlilik degerlendirmesini baska bir teknikle desteklemek adina deney gruplarinda BPA,
fruktoz ve melatoninin apoptozis iizerine etkilerini géstermek i¢in ise sperm hiicreleri

ayrica Annexin V-FITC/PI ile boyanip akim sitometri yontemi ile analiz edildi.

Gruplar arasi sperm hiicrelerine ait apoptotik hiicre yilizde farkliliklart istatiksel olarak
degerlendirildiginde, kontrol grubuna ait apoptotik hiicre yiizdesinin diger gruplarla
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisik oldugu belirlendi
(p=0,004).
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Fruktoz ve BPA gruplar karsilastirildiginda ise, istatiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmese de (p= 0,422) BPA uygulanan gruptaki apoptotik sperm yiizdesinin daha fazla
oldugu goriilmiistiir. Fruktoz ve Fruktoz+Melatonin gruplar1 karsilastirildiginda ise
melatonin uygulanan grupta apoptotik sperm yiizdesinin diismesinden kaynaklanan
istatiksel bir anlamlilik mevcuttur (p= 0,004). BPA ile BPA+Melatonin uygulanan grup
(p=0,006) ve Fruktoz+BPA ile Fruktoz+BPA+Melatonin  uygulanan  grup
karsilagtirildiginda ise (p= 0,04) istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gozlenmis;
bu farkliligin melatonin uygulamasimnin Annexin-V-FITC pozitif sperm yiizdesinde
azalmaya sebep olmasindan kaynaklandigir disiiniilmiistir. Bu bulgular, Othman ve
arkadaslarinin belirtmis olduklari, melatoninin BPA tarafindan sperm hiicrelerinde

indiiklenen apoptozisi azalttigi yoniindeki bulgular destekler niteliktedir [31].

Sperm biiyiikliigii ve seklini tanimlayan sperm morfolojisinin degerlendirilmesi ve klinik
acidan oneminin erkek infertilitesi ile iligkisi tartigmali olsa da yakin zamanda yapilan
caligmalarda morfolojik degerlendirme sonuglarinin fertilite igin sensitif ve 6zgiin oldugu

gosterilmistir [338, 395, 396].

Bu caligmada, deney gruplarina ait bas, boyun ve kuyruk anomalilerine sahip spermler
sayilip gruplar arasindaki fark istatiksel olarak degerlendirilmistir. Bas anomalisine sahip
sperm sayisinin Fruktoz, BPA ve BPA+Fruktoz gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml
olarak arttigi, (Sirasiyla; p=0, 033; p=0,007 ve p= 0,000) BPA+ Fruktoz grubu ile
BPA-+Fruktoz+ Melatonin grubu karsilastirildiginda bas anomalili sperm sayisinin anlaml

olarak azaldig: saptanmistir (p= 0,018).

Boyun anomalisine sahip sperm sayisinda gruplar arasinda istatiksel olarak herhangi bir

anlamlilik gézlenmemistir (p= 0,062).

Kuyruk anomalili sperm sayilarinin istatiksel olarak degerlendirilmesi sonucunda ise
kuyruk anomalili sperm sayis1 BPA ve BPA+Fruktoz gruplarinda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlaml: diisiis gostermistir (sirasiyla; p= 0,020, p= 0,013). BPA+ Fruktoz
grubunda ise BPA+Fruktoz+ Melatonin grubuna gore kuyruk anomalili sperm sayisi

anlamli olarak ytiksek izlenmistir (p= 0,020).
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Bir¢ok caligmada da belirtildigi sekilde, normal morfolojiye sahip sperm sayisi infertil
hasta grubunda daha disiiktiir ve bu durum sperm morfolojisinin erkek fertilitesinin
degerlendirilmesinde 6nemli bir etken oldugunu gostermektedir [397]. Ozellikle bas ve

sarmal kuyruk anomalileri testikuler hasarda goriilen tipik anomali tipleridir [398].

Normal bag morfolojisine sahip sperm gelisimi poligenetik faktorlerle kontrol
edilmektedir. Cesitli anomalililere sahip sperm sayisindaki artis ise BPA’ nin germ

hiicreleri tizerinde etkili olan genotoksik etkisi ile iliskilendirilebilir [399].

Bu calismada da BPA gruplarinda kontrol grubuna gore artan bas ve kuyruk anomalilerine
sahip sperm sayisi, yine ayni gruplarda goriilen total sperm sayisinin ve motilite yiizdesinin

diistiklugii ile korelasyon gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Eksojen endokrin bozucular ve giinlik hayatta tiiketimi giderek artan yiiksek fruktoz
icerikli gidalar, tireme organlar tizerinde ¢esitli olumsuz etkilere sahiptir ve bu alandaki
caligmalar giderek hiz kazanmaktadir. Bu ¢alismada, eksojen endokrin bozucularin basinda
gelen BPA ve tiiketim gidalarinin iceriginde 6nemli bir yere sahip fruktozun epididimis
histolojik yapist ve sperm morfolojisi, sayisi ve canlilig lizerinde olumsuz etkilere sebep
oldugu izlenmistir. S6z konusu etken maddelerin olusturdugu histolojik ve yapisal
degisimler ve ileriye doniikk MetS gelisimine neden olabilecegi gbéz Oniine
bulunduruldugunda, ekzojen olarak uygulanan melatoninin olusan etkileri kismen

onleyebildigi ¢esitli yontemlerle gosterilmistir.

Calismada elde edilen immunohistokimyasal sonuglar ayni belirteclerin ileri molekiiler
teknikler kullanilmasiyla kantitatif olarak desteklenmelidir. Multidisipliner ¢aligmalar ile
birlikte melatoninin sahip oldugu birgok dnemli 6zellige ek olarak bu alandaki etkinligi ve

infertilite ile ilgili sorunlarda kullanimina yonelik olarak 6nem kazanabilir.
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