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OZET

ERKEK YENi ZELANDA TAVSANLARINDA BiSFENOL AF’NiN OLASI
SUBAKUT ETKIiLERI UZERINE SAFRANAL’IN KORUYUCU ROLU

Bisfenol A (BPA), 1960'lardan beri bazi1 plastiklerin ve epoksi reginelerin iiretiminde
kullanilan endiistriyel bir kimyasaldir. Son yillarda yapilan bilimsel c¢alismalar,
BPA’ya maruz kalmanin, endokrin bozukluklar ve ndro-davranigsal problemler de
dahil olmak iizere canlilarin sagligi lizerine olumsuz etkilere neden olabilecegini
gostermistir. Buna karsin, treticiler BPA’nin yerine alternatif olarak birden fazla
bisfenol analogu iiretmeye ve kullanmaya baslamistir. Bu analoglarin ise saglik
tizerindeki etkileri kesin olarak bilinmemektedir. Bu analoglardan biri olan Bisfenol
AF (BPAF)’nin ise BPA’ya gore daha yiiksek endokrin bozucu bir kimyasal ve

toksikolojik etki potansiyeline sahip olabilecegi diigiiniilmektedir.

Safran bitkisi, Tiirkiye’de ve birgok iilkede yetistirilmektedir. Kimyasal analize gore,
safran stigmalarinda 150’den fazla kimyasal bulunmaktadir ve bunlarin arasinda tim
bu farmakolojik etkiler; safrana 6zel renk, tat ve kokudan sorumlu olan krosin,
krosetin, pikrokrosin ve safranal gibi safran ana kimyasal bilesikleri ile iligkilidir.
Safranal, Crocus sativus (Cigdem, Safran) bitkisinin ikincil metobolit izolasyonu ile
olusan gii¢clii bir antioksidan maddedir. Son yillarda bu maddenin antiinflamatuar,
antikanser, antimikrobiyel, antihiperglisemik ve noroprotektif etkilerinin olabildigi

belirtilmektedir.

Bu tez ¢alismamizin amaci erkek Yeni Zelanda Tavsanlarinda bisfenol tiirevlerinden
BPAF’nin oksidatif, histopatolojik ve bazi erkek iireme parametreleri iizerindeki
olas1 negatif etkilerine kars1 safranal’in sagaltic1 potansiyelini incelemektir. Bu
anlamda yapilan ¢alismamizda 24 adet erkek Yeni Zelanda tavsani (Oryctolagus
cuniculus) kullanildi. Tavsanlar; Kontrol, BPAF, Safranal, BPAF+Safranal gruplari
olarak her grupta 6 adet olmak {izere toplam 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna (K) 1
kg canli agirlik i¢in 1 ml misir yagi, BPAF grubuna (BF) 20 mg/kg dozunda Bisfenol
AF 1 ml misir yagi igerisinde, Safranal grubuna (SF) 100 mg/kg dozunda safranal 1
ml musir yagi igerisinde, BPAF+Safranal grubu (B+S) 20 mg/kg dozunda Bisfenol



AF + 100 mg/kg dozunda safranal 1 ml musir yagi igerisinde oral olarak verildi.
Deneysel uygulama toplam 9 hafta siirdii. Haftalik olarak yem tiiketimi ve viicut
agirhiklart  Olgiildii. Calismanin  basinda ve sonunda aliman kanlardan kan
parametreleri ve elde edilen serumlardan iireme hormonlarindaki degisiklikler
incelendi. Calisma basinda ve sonunda elde edilen ejakiilatlardan bazi spermatolojik
parametrelere bakildi. Deneysel asamanin sonunda tiim gruplardaki tavsanlar
isoflurane ile genel anesteziyi takiben Gtenazi yapildi. Testis ve epididimis dokulari
histopatolojik agidan degerlendirildi. Testislerde baz1  oksidan-antioksidan
parametreler incelendi. Ayrica testis dokusu ve ejakiilattan elde edilen seminal

plazmadaki iireme hormonlari tayin edildi.

Yapilan uygulamalar sonucunda, canli agirlik ve yem tiiketiminde gruplar arasinda
bir fark goriilmedi. BPAF, kan degerlerinde graniilosit (%) ve toplam 16kosit sayisini
(WBC) 6nemli diizeyde artirdi. Buna karsin lenfosit (%) degerini diistirdii. Safranal
ise sadece WBC degerinde kismi bir azalmaya sebep oldu. Ostrojen hormonu en
yiiksek BF grubunda olmasina ragmen kontrol grubu ile arasinda anlamli olmadigi
tespit edilmistir. Fakat safranal serum ve testiste Ostrojen hormon diizeylerini
azaltmig ve bu etkisini B+S grubunda da gostermistir. Sperm konsantrasyonu ve
motilite degerlerinde BPAF 6nemli bir diisiise sebep oldu ve safranal bu degerleri
B+S grubunda kontrol seviyelerine yiikseltti. Testis dokusunda malondialdehit
(MDA) degerleri BF grubunda anlamli olarak yiikseldi. Safranal tedavisi ise
BPAF’nin MDA {izerindeki bu olumsuz etkisini S+F grubunda pozitif yonde
degistirdi. Histopatolojik olarak BPAF testis ve epididimis dokularina hasara yol
acarken, safranal’in BPAF uygulamasinin olusturdugu histopatolojik hasar {izerine

diizeltici bir etkisinin oldugu gozlendi.

Sonug olarak BPAF uygulamasinin testis ve epididimis iizerinde oksidatif hasara yol
actig1 belirlendi. Bu hasara paralel olarak MDA seviyelerinde bir artig goriiliirken,
semen kalitesinde bir diislis meydana geldi. Safranal’in ise BPAF’ nin olusturdugu bu

olumsuz etkiler tizerine koruyucu bir rol oynayabilecegi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol AF, Safranal, Tavsan, Erkek, Ureme, Fizyoloji



SUMMARY

PROTECTIVE ROLE OF SAFRANAL ON POSSIBLE SUBACUTE
EFFECTS OF BISPHENOL AF IN MALE NEW ZEALAND RABBITS

Bisphenol A (BPA) is an industrial chemical used in some plastics and epoxy paints
since the 1960s. The scientific operation in recent years is that exposure to BPA can
cause adverse effects on the health of living things, including endocrine and
neurobehavioral problems. Despite this, manufacturers have begun to produce and
use multiple bisphenol analogs as alternatives to BPA. The effects of these analogs
on health are not known for certain. One of these analogs, Bisphenol AF (BPAF),
may have a higher endocrine-disrupting chemical and toxicological impact than
BPA.

The Saffron plant is grown in Turkey and many countries. According to chemical
analysis, there are more than 150 chemicals in saffron stigmas, and among them, all
these pharmacological effects; It carries the main chemical components of saffron,
such as crocin, crocetin, picrocrocin, and safranal, which are responsible for the
specific color, taste, and odor of saffron. Safranal is a strong preservative formed by
the isolation of metabolites on the Crocus sativus (Crocus, Saffron) plant. In recent
years, it has been reported that this substance may have anti-inflammatory,

anticancer, antimicrobial, antihyperglycemic, and neuroprotective effects.

The aim of this thesis was to investigate the therapeutic potential of safranal against
the possible negative effects of BPAF, a bisphenol derivative, on oxidative,
histopathologic, and some male reproductive parameters in male New Zealand
rabbits. In the current study, 24 male New Zealand rabbits (Oryctolagus cuniculus)
were used. The rabbits were divided into 4 groups Control, BPAF, Safranal,
BPAF+Safranal groups with 6 rabbits in each group. Control group (C) received 1 ml
corn oil per 1 kg body weight, BPAF group (BF) received 20 mg/kg dose of
Bisphenol AF in 1 ml corn oil, Safranal group (SF) received 100 mg/kg dose of
safranal in 1 ml corn oil, BPAF+Safranal group (B+S) received 20 mg/kg dose of

Bisphenol AF + 100 mg/kg dose of safranal in 1 ml corn oil orally. The experiment



lasted for a total of 9 weeks. Feed intake and body weight were measured weekly.
Blood parameters were analyzed from the blood samples taken at the beginning and
end of the study and changes in reproductive hormones were analyzed from the
serum samples taken. Some spermatologic parameters were examined from the
ejaculates obtained at the beginning and end of the study. At the end of the
experimental phase, rabbits in all groups were euthanized following general
anesthesia with isoflurane. Testes and epididymis tissues were evaluated
histopathologically. Some oxidant-antioxidant parameters were also examined in the
testes. In addition, reproductive hormones were determined from testicular tissue and

seminal plasma obtained from ejaculate.

As a result of the treatments, there was no difference between the groups in live
weight and feed intake. BPAF significantly increased granulocyte (%) and total
leukocyte count (WBC) in the blood. On the other hand, the lymphocyte (%) was
decreased. Safranal caused only a partial decrease in the WBC. Although estrogen
hormone was highest in the BF group, it was not significant in comparison with the
control group. However, safranal decreased the estrogen hormone levels in serum
and testis and showed this effect in the B+S group as well. BPAF caused a
significant decrease in sperm concentration and motility values and safranal
increased these values to control levels in B+S group. Malondialdehyde (MDA)
levels in testicular tissue were significantly increased in the BF group. Safranal
treatment positively changed this negative effect of BPAF on MDA in the S+F
group. Histopathologically, BPAF caused damage to testicular and epididymis
tissues, whereas safranal treatment had a corrective effect on the histopathologic
damage caused by BPAF administration.

In conclusion, it was determined that BPAF administration caused oxidative damage
in the testis and epididymis. In parallel with this damage, there was an increase in
MDA levels and a decrease in semen quality. It was observed that saffron may play a

protective role against these negative effects of BPAF.

Keywords: Bisphenol AF, Safranal, Rabbit, Male, Reproduction, Physiology
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1. GIRIS

Bisfenol AF (2,2-bis(4-hidroksifenil)-heksafloropropan; BPAF), iki metil grubunun
triflorometil  gruplariyla degistirildigi BPA'min  florlanmis  bir  tiirevidir.
Floropolimerler ve floroelastomerler, polyesterler, poliamidler ve poliimidler gibi
0zel polimerlerin iiretimi i¢in bir monomer olarak kullanilir. BPA ve tiirevleri,
konserve yiyecek ve igeceklerin, kozmetik ve kisisel bakim iirlinlerinin sivi ve kati
kisimlarinda, elektronik malzemelerde bulunmaktadir (Jagne vd., 2016, Song vd.,
2014). Gilinimiizde BPA maruziyet oranlarindaki artis ve olumsuz saglik etkileri
sebebiyle artan toplumsal endise, BPA {iretiminde kisitlamalara gidilmesine yol
acmistir (Ma vd., 2019) ve Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan Toksikolojik
Oncelik Endeksi’nde 5. siraya yerlestirilmistir (Int. Kyn. 1). Son yillarda BPA ile
ilgili sik1 diizenlemeler ve kisitlamalar, BPA'nin yerine alternatif maddelerin
gelistirilmesi ve retilmesini tesvik etmektedir. Sonu¢ olarak, kimyasal yapisi
BPA'ya benzeyen ve “BPA analoglari” olarak adlandirilan bir dizi kimyasal,
polikarbonat plastiklerin ve epoksi re¢inelerinin imalatinda, BPA’ya alternatif olarak
kullanilmaya baglanmistir (Riaz vd., 2021). Bisfenol AF (BPAF)’nin kullanimi
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan
tanmmustir (Int. Kyn. 2).

Giderek kullanimi artmasina ragmen, BPAF iizerine yapilan ¢alisma sayist hala
sinirhi sayidadir. Calismalar BPAF maruziyetinin steroidogenez iizerinde olumsuz
etkileri olabilecegini gostermistir (Siracusa vd., 2018). Erkek zebra balig: lizerinde
yapilan incelemelerde, 1 mg/L dozunda BPAF baliklarda testosteron seviyelerini
diistirmiis ve testis morfolojisini degistirmistir (Yang vd., 2016; Shi vd., 2015).
Farelerde yapilan bir ¢alismada BPAF’nin kan testis bariyerine zarar verdigi ve
sperm kalitesini olumsuz etkiledigi goriilmiistiir (Wu vd., 2019). Elde edilen veriler,
BPAF'nin BPA'dan daha giiclii bir endokrin bozucu olabilecegini diistindiirmektedir
(Siracusa vd., 2018).

Safranal, safran (Crocus sativus) bitkisinin ikincil metobolit izolasyonu ile olusan
giiclii bir antioksidan maddedir (Hosseinzadeh ve Sadeghnia, 2005). Ayrica
safranal’in antiinflamatuar (Alayunt vd., 2019), antikanser (Zhang vd., 2018),



antimikrobiyel (Khayyat ve Elgendy, 2018), antihiperglisemik (Kianbakht ve
Hajiaghaee, 2011) ve noroprotektif (Sadeghnia vd., 2017) etkileri de bulunmaktadir.
Safran, antioksidan olarak, infertil erkeklerde sperm morfolojisi ve hareketlilik
tizerinde olumlu etkilidir (Heidary vd., 2008). Safran takviyesi egzersiz stresi ile
meydana gelen sperm DNA hasarini iyilestirmistir (Maleki vd., 2016). Ayrica
spermdeki kromatin anomaliliklerini ortadan kaldirabilmektedir (Mardani vd., 2014).
Sperm zarinin biitiinliigiini koruyan (Vaez vd., 2014) safran, kadmiyuma maruz
kalan siganlarda epididim sperm parametrelerini pozitif yonde etkilemistir (Asadi
vd., 2014). Safranal’in diyabetli siganlarin testis dokusunda antioksidatif etki
gosterdigi ve oksidatif strese karsi koruyucu bir rolii olabilecegi bildirilmistir (Ataei

ve Rahbarian, 2020).

Bu tez calismamizin amaci bisfenol tiirevlerinden BPAF nin oksidatif, histopatolojik
ve bazi erkek lireme parametreleri tizerindeki olas1 negatif etkilerine kars1 safranal’in

sagaltic1 potansiyelini incelemektir.

1.1. Tavsan

Tavsan (Orycotolagus cuniculus), Lagomorpha takiminda smiflandirilmig Leporidae
(Tavsangiller) familyasi i¢inde bulunan bir kemirgendir. Nokturnal olan bu
hayvanlar iistte ve altta olmak tizere kesici dislere sahiptir. Tavsanlar genelde vahsi
dogada toprak altina yuva kazarlar ve bu yuvalar birleserek 2 dontimliik araziyi
kaplayacak kadar biiyiiklikte bir yasam alani olusturur. Amerikan Tavsan
Yetistiriciler1 Birligi, 100'den fazla tavsan tiirlinii tanimaktadir. Laboratuvarda
yaygin olarak ii¢ cins kullanilmaktadir: Dutch Belted, Yeni Zelanda Beyazi ve
Flaman Devi (Brewer, 2006).

[Ik kontrollii beslenme yapilan tavsanlar Fransa’da manastir duvarlari icinde
yetistirilmistir (Lebas vd., 1997; Lowe, 2010). Bu hayvanlar ¢esitliligi, boyutu ve
uysallig1 sebebiyle meshur olup insanlar tarafindan biiyiik ilgi gormiistiir (Lowe,
2010). Tavsanlar, otlaklarda beslenen herbivorlardan olmasi ve yemini verimli hale
doniistiirmesi bakimindan 6nemli bir performansa sahiptir. Et liretiminde énemli bir
ozelligi; disiik besin degerine sahip bitki proteinlerini, insanlar i¢in yiiksek besin
degerine sahip hayvansal proteine ¢evirebilmeleridir (Lebas vd., 1997). Amerika gibi

bazi tlilkelerde tavsanlar oncelikli olarak toksikolojik ¢calismalar gibi gida haricindeki



calismalar i¢in de yetistirilir (Santos-Filho vd., 2007). Bu tiirin derisi yiliksek
kalitededir. El sanatlarinda, bisiklet koltuk ortiileri, sapkalar ve giysiler yapmak igin
bazi iiriinlerde kullanilir. Bunun yaninda tavsanlar kozmetik endiistrisinde, medikal
ve farmakolojik arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Dontas vd., 2011). Bu
hayvanlar ayn1 zamanda evcil hayvan olarak ve sergilerde gosteri igin de yetistirilir.
Kopekler ve kedilerden sonra diinyanin en popiiler ii¢iincii evcil hayvani olarak kabul
edilir (Brown, 2001; Huerkamp, 2003). Bu hayvanlarin yetistirilmesi; ¢ok genis alan
gerektirmemesi, lifli gidalar1 tiikketmesi ve diisiik diizeyde yatirim gerektirmesi

bakimindan ¢ok avantajlidir (Carabafio ve Piquer, 2003).

1.1.1. Erkek Tavsanlarin Ureme Sistemi Anatomisi

Erkek tavsanlarin {ireme sistemi anatomisi; testis (2 adet), epididimis (2 adet),
ampulla (2 adet), vas deferens (2 adet), iiretra, penis, preputial bezler, vezikiil bez,
bulboiiretral ve prostat kompleks bezinden olusmaktadir. Tavsanlarda, penisin
kranio-lateralinde gelismis bir skrotum dis cinsel organlarda yaygin olarak goriilen
bir 6zelliktir (Campos vd., 2014).

Skrotumu diger bolgelere gore daha az tiiylidiir ve tunica vaginalis, tunica dartos ve
cremaster kasindan olusmustur. Bu yapmnin esas fonksiyonu testislerin karin
boslugundan uzak tutulmasini saglamaktir. Boylece normal spermatogenez igin
gerekli olan testis sicakligi viicut sicakligmmin 0,5-4°C altinda tutulur. Skrotum
epididimisten gelen bosaltim kanali (vas deferens) ile inguinal halkadan gecerek
karin boslugu ile baglant1 kurar. Cinsel aktivitenin olmadig1 veya stres donemlerinde
testisler inguinal halkadan karin bosluguna girer ve cremaster kasinin hareketiyle
tekrar skrotal keseye iner (Campos vd., 2014). Penise kraniyel olarak (Brewer, 2006;
Campos vd., 2014), testislerden her biri inguinal ¢izginin bir tarafina (Resim 1.1),

yatay pozisyona daha yakin bir sekilde yerlesmislerdir (Holtz ve Foote, 1978a).



Resim1.1: Tavsan penisinin ve testisinin yerlesimi (int. Kyn. 3).

Testislerin pozisyonu; viicut pozisyonu, viicut 1sis1, ireme aktivitesi, gastrointestinal
sistemdeki organlarin dolulugu, abdominal yag miktar: ve stres gibi birgok faktore
baghidir (Campos vd., 2014). Dogduklarinda testisler karin boslugundayken
pubertasa erince skrotuma iner. Vahsi tavsanlarin testisleri cinsel aktivitenin
olmadig1 zamanlarda karin bosluguna doner (Alvarifio vd., 2000). Fraser’e (1998)
gore, testisin agirhig ve goriiniimii bulundugu bdlgeye baghdir. Ornegin, skrotumda
tutulan testisler daha agir, doku bakimindan saglam ve kirmizi renklidir. Karin

boslugunda tutulan testisler hafif, kirmizimsi-kahverengi ve yumusaktir (Resim 1.2).

Kriptorsidizm olusan tavsanlar cinsel diirtiilerini korudugu halde fertilite azalmistir.
Skrotum tam olarak gelisemez. Fakat skrotum gelismis ve testisler palpe
edilemiyorsa, abdominal bosluk veya inguinal kanala geri ¢ekilmeleri muhtemeldir.
Arastirmacilar, diger tiirler gibi bazi tavsanlar icin de kriptorsidizmin kalitsal

oldugunu diisiinmenin mantikli oldugunu belirtmislerdir (Campos vd., 2014).



Resim 1.2: Tavsan testisleri karin boslugunda, skrotal kesenin bosken goriinimii.

Oklar skrotal bolgeyi gostermektedir (Van Praag, 2015).

Testisin son kismi olan dorsomedial boliimiinde ise, bir dizi efferent tubuller tunica
albuginea'ya girer ve kaput epididimisin baslangi¢ kismina girer. Epididimisin
fonksiyonel kismi tek bir kanaldan olusur (Sekil 1.1). Bu da efferent kanallardir.
Bunlar; epididimisin basi, govdesi ve kuyruk kismi olmak iizere bircok kivrim
yaparak dogrudan vas deferense baglanir (Holtz ve Foote, 1978a). Bilim insanlari,
epididimisin kaudal kisminin ‘U’ seklinde oldugunu ifade ederler. Epididimis,
tavsanlarda spermin akrozom kisminin son seklini aldig1 yerdir (Pérez-Sanchez vd.,
1997). Tavsan, yiiksek motiliteye sahip olan spermi kauda epididimiste depolayan
tiirlerden biridir (Turner ve Reich, 1985).

Vas deferens, inguinal kanal araciligiyla epididimisin gévdesine dorsokraniyal uzanir
ve karin bosluguna girer (Holtz ve Foote, 1978a). Vas deferens'in son kismi tireter
etrafinda bir halka olusturur ve bu noktada igsi hale gelir. Capin kalinlig1r vas
deferens'in geri kalanindan farkli olmasa da, bu segmente genellikle ampulla

(ampulla vas deferens) denir (Campos vd., 2014).
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Sekil 1.1: Tavsan testisinin anatomik yapist (Van Praag, 2015)

Tavsan lreme bezleri, diger tiirlerde de oldugu gibi sayi, yer, boyut ve oranti
bakimindan da farklilik gosterir (Campos vd., 2014). Bu bezler; vezikiiler bez,
bulboiiretral bez ve 6n prostat, prostat, paraprostattan (Sekil 1.2) olusan kompleks bir
bezden olusmustur (Holtz ve Foote, 1978a; Campos vd., 2014). Hafez'e (1995) gore,
bu bezler salgilartyla ejakiilat hacminin biiyilk bir kismina katkida bulunur.
Vezikiiler bez, prostat kompleks bezi (bir glandular zar ile biiyiik bir kas kitlesi) ile
yan yana duran iki ampulla arasinda bulunur. Bu ylizden, vezikiil bezi uzunlugu
degiskendir ve icindeki sivi miktarina bagl olarak bazen gegici olarak genisler.
Icindeki s1v1 hafif viskozdan jel kivamina kadar degiskenlik gosterir (Holtz ve Foote,
1978a). Bu bez, tavsanlarin ejakiilat hacminin %45,6’sina katkida bulunur (Del Nifo
Jesus vd., 1997). Vezikiil bezin kraniyal duvari diiz kas lifleri igeren tunika
muskularis’den olugsmaktadir. Bu muskiiler yapinin liimene bakan yilizeyinde parmak
benzeri ¢ikintilar mevcuttur. Kaudal kisminin ventral ve dorsal duvari diizensiz diiz
kas lifleri bulundurur. Vezikiiler bezin kaudal ucuna yakin olan duktus deferens
kanallari, ventral duvarin i¢inden bu bezin limenine girerek iki kiigiik papilla
olusturur (Holtz ve Foote, 1978a).

Bazi aragtirmacilar tavsan prostat kompleksinin seminal bez, vezikiiler bez ve prostat
bezinden olusarak iiretra ve idrar kesesinin dorsal yan kenarinda oldugunu

bildirmislerdir (Seki ve Suzuki, 1989). Diger arastirmacilar, prostat kompleksin;



vezikill bez, koagiilasyon bezi, prostatin dorsal ventral lobu ve bulboiiretral
bezlerinden olustugunu sdylemektedir (Cockle vd., 1989). Bununla birlikte, terimleri
standartlastirmak ve anlayisi kolaylastirmak i¢in bu ¢alisma; Holtz ve Foote (1978a)
tarafindan Onerilen, Dimitrov ve Stamatova (2011) tarafindan da kabul edilen
terminolojiyi benimsemistir. Kullanilan isimler embriyolojik kokene ve bezlerin
morfolojisine gore kabul edilmistir. Bu aragtirmacilar, prostat kompleksinin fi¢
lobdan olustugunu kabul eder: 6n prostat, prostat ve paraprostat (iki adet). Tavsan
prostat bezinin farkli elementlerinin anatomik, histolojik ve immiinohistokimyasal
cesitlilik gostermesi Onemlidir ve bezin her bolimiinlin liremede 6zel bir rol

oynadigini diigiindiiriir (Dimitrov, 2010).

Sekil 1.2: Tavsanlarda erkek eklenti bezleri (Holtz ve Foote, 1978a). 1. Ampulla, 2.
Vezikiiler bez, 3. Proprostat, 4. Prostat, 5. Paraprostat, 6. Bulbotiretral bez, 7. Duktus
deferens, 8. Vesica urinaria.

Proprostat, daginik diiz kas liflerine sahip bir bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilmis
bilesik asiner bezdir. On prostat bezinde biriken beyaz graniiler sekresyonun birikimi

beyazimsi bir goriiniim verir ve boliimlerini makroskopik olarak goriiniir hale getirir

(Holtz ve Foote, 1978a).

Prostat, vezikiiler bezin kaudalinde (Resim 1.3) ve son kismi bulboiiretral bezlere
kraniyel olarak yerlesmistir (Campos vd., 2014). Ayr bir kanal sistemine sahip bir
salg1 bezidir (Holtz ve Foote, 1978a). Prostat bezi, sarims1 beyaz renklidir. On

prostat ve bulboiiretral bezleri arasinda bulunur (Campos vd., 2014). On prostatla



ayn1 bag dokusu kapsiiliinii paylasir ve sadece bir kiigiik doku tabakasi bu iki bezi
ayirir. Proprostatin kapsiilil ve trabekiilii diiz kas yapisindayken, prostatta bu yapilar
elastik bag dokudan olusmustur. Epitel hiicreleri uzun ve ¢ekirdekleri yuvarlak ya da
basik bir bicimde bulunur. Sitoplazma, mukoproteinler ve lipomusinlerden olusan
cok fazla sayida eozinofilik graniiller ile doludur. Bu graniiller glandiiler liimene
salinmaktadir. Prostatin karakteristik bir o6zelligi, farkli boyutlarda asidofilik
hiicrelere sahiptir ve bu hiicrelerin sayis1 tavsan yaslandikca artar (Holtz ve Foote,

1978a).

Resim 1.3: Erkek tavsanda aksesuar bezlerin anatomik goriiniimii. p: prostat, gv:

glandular vezikiil, vu: vesica urinaria (Dimitrov vd., 2013).

Paraprostat bezleri kiigliktiir ve prostatin her iki yaninda yer aldiklar i¢in bu sekilde
adlandirilmigtir. Bagka bir deyisle, 6n prostatin sag ve sol kenarlarina ve ventraline
yerlesmislerdir (Dimitrov ve Stamatova, 2011). Diizensiz, kabarik bir yiizeye

sahiptirler ve ¢eki¢ seklindedirler (Campos vd., 2014).

Tavsanin bulboiiretral bezi kapsiille gevrili kiiciik bir salg1 bezidir. Biiyiik bir kismi1
lobiilleri ayiran bulboglandular iskelet kasiyla kaplanmistir. Bu bez, diger tiirlerden
farkli olarak iiretra duvarindan kéken alir. Tavsanda oldukga kiigiiktiir, ancak insana

gore daha biiyiiktiir (Campos vd., 2014).

Tavsan penisinde glans penis bulunmaz (Brewer, 2006) ancak penisin govdesi

silindiriktir, 40-50 mm uzunlugundadir ve ¢apt son kismina dogru daralir.



Ciftlestikten sonra dinlenirken aniisiin ventralinde (Brewer, 2006) ve testislerin
kaudalinde bulunan preputiuma ¢ekilir (Campos vd., 2014). Tavsan preputial bezleri
hissedilemez ve preputial orifis etrafindaki dermise gomiiliidiir. Bu bezlerin fazla

sayidaki yag bezlerinin olduguna inanilmaktadir (Holtz ve Foote, 1978a).

1.1.2. Cinsel Gelisim, Puberta ve Cinsel Olgunluk

Tavsanlar hizli tireme yetenekleriyle bilinir. Pubertaya 4-6 ay arasinda erisirler.
Kiiciik 1rklar biiyiik irklara gére daha erken cinsel olgunluga ulasirlar. Tavsanlarda
cinsel olgunluk yast; 1k, cins, beslenme ve cevresel faktorlere (fotoperyot, sicaklik

ve mevsim vb.) gore degisir (Campos vd., 2014).

Tavsanlarda epididimisin sterosiliyasinda ve bulboliretral bezlerinde 6zel olarak
yerlesmis bir protein {retildigi disliniilmektedir. Diisiik affiniteli noérotropin
reseptorii (p75NTR) olan bu protein erkek tavsanlarda cinsel gelisim sirasinda
fizyolojik olaylara katkisi oldugu tahmin edilmektedir (Sanchez-Rodriguez vd.,
2018). B-NGF ve yiiksek affiniteli reseptorii TrkA, cinsel olgunlagma sirasinda erkek
tavsan kanalinda; prostat, bulboiiretral bezler ve epididimisinde bulunur. B-NGF,
endokrin yoluyla TrkA reseptorleri ile etkilesime girerek erkek tavsan tireme

sisteminin gelismesinde rol oynayabilir (Sanchez-Rodriguez vd., 2019).

Erkek iireme organlarmin farklilasmasi fetal yasamda gercgeklesir. Albuginea
olusumu gebeligin 14-15. giinleri arasinda gerceklesir. Birkac giin sonra, seminifer
tiibiillerin germinal hiicrelerle c¢evrili oldugu goriilmektedir. Androjen iretimi
gebeligin 19. giinlinde baglar. Plazma testosteron/dihidrotestosteron oranit dogumda
1,7+0,4 ng/ml, yasin ilerlemesi ile birlikte eriskin erkeklerde 2,6+0,7 ng/ml civarina
kadar artar (Alvarino vd., 2000). Testosteron, Miillerian kanallarinin gerilemesine
neden olur. Miillerian kanallart 20. giinde geriler ve 21. giinde prostat olusumu

baglar. Wolf kanallarinin gelisimi 24. giinde tamamlanir. (Alvarifio vd., 2000).

Testosteron her zaman baskin hormon olarak bilinir. Bununla birlikte, eriskinlerin
dolasimindaki  rete  testis  sivisinda  baskin  hormonlar  testosteron,
dehidroepiandrosteron ve dihidrotestosterondur. Bu hormonlar erkek tavsan iireme
sisteminin farklilagmasinda tamamlayici bir rol oynar (Lau ve Saksena, 1979). Diger

memeli tiirlerinde ise Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan bir glukoprotein



tanimlanmistir. Bu madde, fetal ovidukt, uterus ve vajinanin regresyonuna neden

olan bir Miillerian inhibitor faktoridiir (Alvarifio vd., 2000).

Testisin gelisimi hipofiz bezinin kontroliindedir. Sertoli hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilasmasi gonadotropinlere bagimlidir. Hipofizektomi sonrasinda testisin agirlig
ve sertoli hiicrelerinin sayist azalmistir. LH enjeksiyonu ile bu durum normale
getirilebilir (Alvarifio vd., 2000). Tavsanlarda yapilan bir c¢alismada, kan-testis
bariyerinin dogumdan sonra 9-10. haftalar arasinda tamamen olgunlastigi ve 10.
haftada fonksiyonel etkisini gosterdigi bildirilmistir (Sun ve Gondos, 1986). FSH,
LH ile sinerjistik bir etkiye sahiptir. Gonositlerin mitotik aktivitesi, hipofizden
bagimsizdir ancak spermatogonyumda farklilasma, spermatogenetik aktiviteye yol

acan primer spermlerin olugmasi gonadotropinler tarafindan kontrol edilmektedir
(Byskov, 1986).

Dogum ile 40. giin arasinda plazma testosteron ve FSH diizeyleri bazal
konsantrasyonlara ulasir. LH, 20.giinden itibaren azalmaya baslar (Berger vd., 1982).
Prepubertal evre, 40. giin civarinda Leydig hiicrelerinin gériinmesiyle birlikte FSH
ve testosteron konsantrasyonlarinin belirgin artisiyla baglar. Bu evrede LH
seviyesinde az miktarda artis gozlemlenir. Spermatogenez, Sertoli hiicreleri
tarafindan spesifik bir androjen baglayici proteinin (ABP) salgilanmasina neden olan

FSH tarafindan uyarilir (Setchell, 1991).

Macari ve Machado'ya (1978) gore, tavsanlarda ergenlik, ejakiilat iginde sperm
bulunmasindan daha once gergeklesir. Clinkii ergenlik ve cinsel olgunluk farkli
evrelerdir. Testisin biiylimesi 8. aya kadar devam eder. Bu periyotta vezikiil bezi ve
aksesuar bezlerinde hizli bir sekilde gelistigi gézlemlenmistir (Alvarifio vd., 2000).
Skinner (1967), tavsan dogduktan 63 giin sonra testislerinin skrotuma indigini
sOylemigstir. Diger caligmalar, tavsanin 4 ayda pubertaya ulagmasmna ragmen,
testislerin heniiz skrotumda olmadigini, sadece 6 aylikken skrotuma indigini
gostermistir (Fraser, 1988). Yapilan caligmalar, bu tiiriin 18 haftalikken cinsel

olgunluga ulastigini ortaya koymustur (Chubb vd., 1978; Frame vd., 1994).

Yeni Zelanda tavsanlarinin 129. giinde pubertaya eristigi bilinmektedir (Macedo ve
Miguel, 1986). Bununla birlikte, cinsel olgunluk; 32 haftalik Yeni Zelanda Beyaz
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tavsanlarinda giinliik spermatozoon iiretiminin bazal seviyeye geldigi zaman olarak

tanimlanmaktadir (Amann ve Lambiase, 1967; Lebas vd., 1997).

Prostat ve seminal bezden 6. haftada fruktoz salgisi artar. Aksesuar bezlerinin
salgilayici aktivitesi, sperm konsantrasyonunun azaldigi 1 yasina kadar devam eder
(Alvarino vd., 2000). Skinner (1967) igin, testisler androjenik olarak aktif hale
geldiginde ve aksesuar bezleri fruktoz ve sitrik asit liretmeye basladiginda tavsanlar
ergendir ve hayvan karakteristik olarak erkek davramismi iistlenir. ilk ¢iftlesme
davramislar1 60-70.giinlerde baslar. Ilk ciftlesmeyi ise 100. giin civarinda yapar
(Macedo ve Miguel, 1986). Bu baglamda, tavsanlarda, sperm ergenligin sonuna

dogru bulunmaya baglar (Campos vd., 2014).

1.1.3. Spermatogenezis

Spermatogenezis 42 ila 63 giin arasinda baslar, ilk sperm 60. giin civarinda tretilir
(Alvarifio vd., 2000). Ancak sperm ejakiilat igerisinde 119. giinden Once ortaya
¢ikmaz (Skinner, 1967). Lakabi ve digerleri (2016) ise ilk spermlerin 20. haftada
goriildiigiinii belirtmistir. Seminifer tubiillerin hepsi ortalama 84. giinde aktiftir
(Alvarifio vd., 2000). Spermatogenezin, skrotumun diisiik sicakligina bagli bir siireg
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, skrotuminkinden daha yiiksek sicakliklar (6rnegin

karin sicakligl) spermatogenezi engelleyebilir (Kong vd., 2000).

Spermatogenezis, germinal epitel hiicresinin (kok hiicre) farklilasarak spermatozoona
dontigmesine kadar gecen tiim asamalar1 kapsar ve iki farkli bolime ayrilir: 1)
spermatositogenezis ve 2) spermiyogenezis. Spermatositogenezis bir boliinme fazi
olup spermatogonyal hiicreler bir seri mitoz boliinme gegirerek ¢cogalirlar ve bu fazin
sonunda mayoz boliinme gegirerek haploid (n) sayida kromozom igerirler (Reece,
2009).

K&k hiicreler (spermatogonyum) seminifer tiibiillerin bazal béliimiinde yer alirlar. ilk
mitoz bollinmesiyle olusan iki hiicreden biri spermatogonyum olarak kalir ve
spermatogonyumlarin siirekliligini saglar. Digeri ise tip A spermatogonyum halini
alarak sertoli hiicre bariyerinden adluminal bdolgeye ilerler. Tip A
spermatogonyumlar mitoz béliinme gegirerek (bazen birkag jenerasyon) ¢ok sayida

tip B spermatogonyumlart olusturur. Tip B spermatogonyumlar da son mitoz
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boliinmeleri gegirerek 2n kromozomlu primer spermatositleri olusturur (Sekil 1.3).
Primer spermatositler ise mayoz boliinme gecirerek sekunder spermatositlere,
sekunder spermatositler de ikinci mayoz boliinme sonunda n kromozom sayisinda

spermatidlere doniisiirler (Reece, 2009).

Spermatogenezisin ikinci asamasi olan spermiyogenezis adluminal bélmede bulunan
spermatidlerin olgunlagma asamasini igerir. Spermiyogenezis sirasinda ¢ekirdekte ve
sitoplazmada meydana gelen degisiklikler neticesinde hareket kabiliyetini saglayan
flagellum (kuyruk) olusur. Spermiyogenezisin son asamasinda {iretilen olgun
spermatidler seminifer tiiblilin liimenine spermatozoon olarak birakilir. Bu olaya

spermiasyon denir (Reece, 2009).

n EBasal lamina (stem cell) sustentacular cells sustentacular cells
Sustentacular cell nucleus
Spermatogonium —Daughter cell type A sper- /

permamgonium—\ Cytoplasm of Tight junction between

matogenium remains at basal
lamina as a precursor cel

@ Daughter cell type B
spermatogonium \ y ?

Growth

I-—Moves to adluminal compartment

T
Basal compartment

Meiosis (early spermatogenesis)
1

Spermiogenesis ?ale
spermatogenesis)
L]
Adluminal compartment

seminiferous
tubule
Spermatozog —————f @
;e M
(b) (c) J

Copyright © 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.

Sekil 1.3: Spermatogenezisde mitoz ve mayoz béliinme (Cummings, 2001).

Swierstra ve Foote (1963), spermatid ¢ekirdeginin seklini, spermatidlerin ve

spermatozoonun bazal membran ile iligkili yeri, mayotik sekillerin mevcudiyeti ve
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liimende salgilanan spermatozoon olglitlerini kullanarak tavsanlarin seminifer epitel
siklusunun sekiz evreye boliindiiglini sdylemistir. Arastirmacilar ayrica, tavsanlarda
spermatogenez sirasinda spermatojenik hiicrelerde 6nemli bir kayip oldugunu
bildirmislerdir. Teorilere gore beklenenden %20 daha az spermatid vardir. Morton
(1988), Zhang ve digerleri (2002)’de daha az sayida spermatid gézlemlemistir.
Swierstra ve Foote (1963) bu kaybin ¢ogunun iki olgunlasma evresinde ve hemen
sonrasinda meydana geldigini bildirmistir. Bununla birlikte, son c¢aligmalar
epididimisde yuvarlak spermatidlerin  (farklilasmis  spermatidler) varligim
gostermistir. Baska bir deyisle spermatidler olgunlagsmadan oOnce testisleri terk
etmiglerdir (Zhang vd., 2002). Arastirmacilar ayrica hayvanin yasi ve mevsimin
degisikligiyle, ergenlikten sonra veya spermatogenezin aktif bir sekilde basladiginda

spermatidlerin sayisinin azaldigini 6ne siirmektedir (Zhang vd., 2002).

Tavsanlarda, ¢ok c¢ekirdekli spermatidler siklikla bulunur. Fokal tiibiiler
hipospermatogenez, spermatositlerin sigsmesi ve sertoli hiicrelerinde sitoplazmik
vakuoller yaygin olarak tavsan testislerinde goriliir. Bu degisiklikler toksik
lezyonlarla karistirilabilir. Bu oran stres veya cevresel degisiklikler ile artabilir
(Barakat, 2007). Cok ¢ekirdekli spermatidler, kiire seklinde ve 2-4 adet kiiciik,
yuvarlak, yogun kromatinli piknotik ¢ekirdege sahip olduklarindan kolayca taninirlar

(Tsunenari ve Kast, 1992).

Tavsanlarda tahmin edilen toplam spermatogenez siiresi, spermatogenezin baglangici
olarak secilen giine baghdir. Spermatogenezin, primer spermlerin {iretiminin
baslangict olan spermatogonyum ile basladigina karar verilirse, yaklasik olarak 4
seminifer epitel siklusu (4 x 10,9 = 43,6 giin) gegirmesi gereklidir. Bununla birlikte,
spermatogenezin, spermatogonyum kok hiicrelerinin olugmasi ile basladigi ve bu kok
hiicrelerin omriiniin bir seminifer epitel siklusu oldugu, ardindan spermatogenezin
yaklasik 4,75 siklus ve 51,8 giine uzadigi varsayilmaktadir (Swierstra ve Foote,
1965). Morton (1988), bir siklusun 10,8 giin siirdiigiinii, Swierstra ve Foote (1963)
tarafindan Onerildigi gibi 10,9 giin olmadigim1 ve bu tiirdeki spermatogenezin

yaklasik 48 giin stirdligiinii belirtmistir.

Yeni olusan spermatozoon hareketsizdir. Seminifer tiibiillerden ve rete testisten

salgilanan sivilar ve testisin kasilabilir yapilar1 sayesinde kaput epididimise
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aktarilirlar (Reece, 2009). Testislerden kaput epididimisin proksimal kismina
spermatozoon gecerken anormal boyun kisimlarinin ve ¢oklu defektlerin azaldig:
goriilmiistiir (Pérez-Sanchez vd., 1997). Spermatozoon asil fertilizasyon yetenegini
epididimis igerisinde ilerlerken kazanir. Yine burada motilitede, c¢ekirdek
kromatininde degisim ve plazma membran yiizeyinde degisiklikler meydana gelir
(Reece, 2009). Spermatozoon, kaput epididimisin proksimalinden distal bolgesine
gecerken sitoplazmik damlacikla karakterize edilir (Pérez-Sanchez vd., 1997). Son

olarak olusan spermatozoonlar kauda epididimisde depo edilir (Reece, 2009).

1.1.4. Spermatogenezisin Hormonal Kontrolii

Testis, tavsanlarda ana testosteron kaynagidir (Castro vd., 2002). Ayni zamanda
cinsel olgunlagma sirasinda androjen iiretim kaynagidir (Chubb vd., 1978). Temel
islevleri normal spermatogenezin siirdiiriilmesi olsa da, baslangic seviyesinden daha
yiiksek serum testosteron diizeyleri spermatogenezin etkinligini etkilemiyor gibi

goriinmektedir (Castro vd., 2002).

Testislerde hormon iretiminden Leydig ve Sertoli hiicreleri sorumludur. Leydig
hiicrelerinden testosteron {iretimi gonadotropik bir hormon olan liiteinlestirici
hormon (LH- bazen interstisyel hiicre uyarici hormon veya ICSH olarak da
adlandirtlir) tarafindan kontrol edilir. Testosteron plazma konsantrasyonlarindaki
diisiis, 6n hipofizden LH salinmasina neden olur. LH kan seviyelerinde artar ve
leydig hiicrelerinden testosteron salinimini uyarir. Testosteron seviyesinin artmasi 6n
hipofizden LH salinimini baskilar. Boylece testosteronun belirli bir diizeyde kalmasi
saglanir. Testosteron seviyelerinin tekrar diismesi LH sekresyonunun artisina sebep
olur (Sekil 1.4). Bu dongiiye negatif geri bildirim mekanizmasi denir (Reece, 2009).
Testosteronun spermatogenezisi uyarabilmesi icin interstisyel hiicrelerden gecerek
seminifer tilibiillere ulagsmasi gerekir. Testosteronun burada mayoz boliinmeleri

destekledigi diisiinilmektedir (Reece, 2009).

On hipofizden salgilanan baska bir gonadatropik hormon olan folikiil uyarict hormon
(FSH), sertoli hiicrelerinde androjen baglayict protein (ABP) yapimini uyarir. Bu
protein seminifer tiibiillerin liimenine salgilanir ve testosteron ile birlikte diger
androjenlere baglanarak spermatogenez i¢in bu hormonlarin konsantrasyonlarini

sabitler. FSH’nin ayrica sertoli hiicrelerinden Ostrojen salimimini  artirdigi
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disiiniilmektedir. Testosteron sertoli hiicreleri icerisinde Ostrojene doniiserek
Ostrojen seviyesini artirabilir. Sertoli hiicreleri ayrica 6n hipofizden FSH salinimimn

durduran inhibin hormonunun da kaynagidir (Reece, 2009).

HYPOTHALAMUS

GnRH neuron Modulatory

PITUITARY

Seminiferous
epithelium

TESTIS

Sekil 1.4: Hormonal kontrol. ARC: arcuate nucleus, SC: sertoli hiicresi, LC: leydig
hiicresi, T: testosteron, FSH: Folikiil stimiile edici hormon, LH: Liiteinlestirici

hormon (Plant, 2016).

LH spermatogenezisin devamu i¢in siirekli olarak gerekli iken, FSH spermatogenezisi
bir kez baglattiktan sonra gerekli degildir (Reece, 2009). Dogumdan sonra 6. hafta
civarinda kandaki FSH ve LH konsantrasyonlarinda, testosteron salgisinin
baslangicindan ve ergenligin goriilmesinden 6nce hizli bir artis1 vardir (Chubb vd.,
1978). Tavsanlarin ergenligi sirasinda, FSH ve androjen arasindaki bu iliskinin
FSH’nin steroidogenezis iistiinde diizenleyici bir rol oynayabilecegini gdstermektedir

(Campos vd., 2014).
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1.1.5. Sperm Uretimi

Testisler, 6 aylik olana kadar biliylimeye devam eder ve sperm iiretimini artirirlar
(Morton, 1988). Spermatozoon, yaklasik 15 haftalikken kauda epididimisde
bulunabilir (Chubb vd., 1978). Arastirmacilar ayrica giinliik spermatozoon {iretiminin
15 haftaliktan 52 haftaliga kadar giderek arttigini belirtmislerdir. Diger ¢aligmalar
gonadal rezervin, testis agirligi (Orgebin-Crist, 1968) ve tavsanin viicudu ile pozitif
iliskili oldugunu bildirmistir (Ewuola ve Egbunike, 2010). Fakat siirekli olarak 14
saatlik bir 151k periyoduna maruz kalmalar1 gonadal rezervleri olumsuz yonde
etkilemektedir (Orgebin-Crist, 1968). Arastirmaciya gore, normal sartlarda ortalama
verim 147,4x10° spermatozoon/gin ve 1 g testis 26,5x10° spermatozoon/giin
tiretmektedir. Ginliilk testiste Uretilen Spermatozoon sayisi ejakiilat igerisindeki
spermatozoon sayisindan daha yiiksektir. Bu da iiretilen spermatozoonlarin yaklasik

% 50'sinin tekrar emildigini gosterir (Holtz ve Foote, 1972).

Semen kalitesi genellikle tavsanlarda 2 yasindan sonra azalmaya baglar (Boiti vd.,
2005). Sicaklik stresinin artmasiyla testosteron konsantrasyonu, spermatogenez,
cinsel istek, ejakiilat hacmi, motilite, sperm konsantrasyonu ve ejakiilattaki toplam
spermatozoon sayisi diiserken, sperm anormallikleri ve 6lii sperm orani ayni faktore
maruz kalma ile artar (Marai vd., 2002). Tavsan spermi, kisin yaza gore daha yiiksek

metabolik aktivite gostermektedir (Sabés-Alsina vd., 2016).

Farkli ¢alismalarda Giinliik spermatozoon firetimi farkli olarak goézlemlenmistir:
148+11x10° spermatozoon/giin  (Amann ve Lambiase, 1967), 187x10°
spermatozoon/giin (Holtz ve Foote, 1972) ve 210x10° spermatozoon/giin (Amann ve
Lambiase, 1969). Sperm toplama ritminin glinlik spermatozoon iretimini
etkilememesi dikkat ¢ekicidir (Amann, 1966). Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma,
bu tiirlerde, spermatozoon rezervinin sol testiste ve sol epididimisde sagdakinden

daha az oldugunu gostermistir (Ewuola ve Egbunike, 2010).

1.1.6. Semen Ozellikleri

Semen; farkli aksesuar bezlerin, epididimisden salgilanan seminal plazmanin ve
testislerde retilen spermatozoonlarin ejakiilasyon sirasindaki karigimidir (EI-Azim
ve El-kamash, 2011). Ejakiilasyonla semen toplanirken suni vajen igerisine katilan

stvinin - sicakligt 45°C civarinda olmahidir (Boiti vd., 2005). Ayrica semen
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toplanmasindan hemen sonra Olgiilen pH 6,8-8,4 arasindadir (Alvarifio vd., 2000).
Bununla birlikte, tavsan semeni iki ana par¢adan; sivi ve jelatinli kisstmdan olusur

(Mukherjee vd., 1951).

1.1.6.1. Jel Kitlesi

Tavsan semenindeki jelatinimsi kisim vezikiil bezinden kaynaklanir (Holtz ve Foote,
1978a; Del Nifo Jesus vd., 1997) ve androjene bagimlidir (Parsons, 1950; Bell ve
Mitchell, 1984). Onemli miktarda 6strojenik maddeler ve sitrik asit ve az miktarda
fruktozdan olusur (Parsons, 1950; Mukherjee vd., 1951; Holtz ve Foote, 1978b). Iki
giinliik semen depolayan hayvanlarda jelatinimsi kiitle ilk ejakiilatlarin % 75,4"linde,
ikinci ejakiilatin ise sadece % 4,8'inde bulunur (Amann, 1966; Amann ve Lambiase,
1967; Holtz ve Foote, 1978b). Cok sayida spermatozoon tutulur ve jelatinimsi kiitle
seminal inaktiftir. Ancak tuzlu su ¢ozeltisinde seyreltildikten ve 37 °C'de inkiibe
edildikten sonra jelatinimsi kiitle, sirayla ¢ok aktif hale gelen spermatozoonu serbest
birakir (Mukherjee vd., 1951). Bunun, bosalma sirasinda iki semen bileseninin sivi
halde olmasindan dolay1 olduguna inanilmaktadir (Mukherjee vd., 1951). Daha sonra
yapilan g¢aligmalar, vezikiil bezinde bulunan sivinin kivaminin hafif viskoziteden
jellesmeye kadar degistigini gostermistir (Holtz ve Foote, 1978a). Tavsan semeninde
jel miktar1 fazla olsa da, kemirgenlerde jel kitlesinin retrograd spermatozoon kaybini
onlemekten baska higbir islevi bulunmamistir (Campos vd., 2014). Mukherjee ve
digerleri (1951), ejakiilasyondan sonra jelin pihtilasarak vajinal liimeni bir tampon
olarak doldurdugunu belirtmistir. Boiti ve digerleri (2005) tavsan semenini

topladiktan hemen sonra ve degerlendirmeden 6nce jelin ¢ikartilmasini dnermektedir.

1.1.6.2. Seminal Plazma

Spermin sivi kismidir. Tavsanlarda sperm canliligini ve motilitesini olumlu yonde
etkiler (Castellini vd., 2000, Hagen vd., 2010). Seminal plazma, ¢izelge 1.1°de
gosterildigi gibi sperm metabolizmasi igin 6nemli olan Kkarbonhidratlar, lipitler,
proteinler ve mineraller gibi bilesenleri igerir (Holtz ve Foote, 1978b; Miiller ve
Kirchner, 1978, Castellini vd., 2006b; Zaniboni vd., 2004). Fruktoz ve glikoz, sperm
hiicresi metabolizmasi icin substratlarin yani1 sira semende ana enerji kaynaklaridir
(Mann ve Parsons, 1947). Fruktoz ve testosteron konsantrasyonu ilkbahara gore

yazin daha yiiksek cikmistir (Okab, 2007). Boylece, seminal plazmada fruktoz
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konsantrasyonu testosteron aktivitesini ve semen kalitesini yansitir (Mann ve
Parsons, 1947; Okab, 2007). Bununla birlikte, tavsan semenindeki karbonhidrat
konsantrasyonu ruminantlarda bulunan miktarin ¢ok altindadir (Anand, 1973;

Mendoza vd., 1989; Roca vd., 1993).

Cizelge 1.1: Tavsanlarda seminal plazmada bulunan karbonhidratlar, protein ve
minerallerin kompozisyonu (Alvarifio vd., 2000).

Parametre Konsantrasyon
Fruktoz (mg/ 100 ml) 40 — 150
Sorbitol (mg/100ml) 80

Sitrik asit (mg/ 100 ml) 70 —200
Protein (mg/ 100 ml) 4-15
Gliserilfosforilkolin (mg) 215 - 370*
Sodyum (mmol/l) 80140
Potasyum (mmol/l) 23-120
Fosfor (mmol/l) 1-3
Magnezyum (mmol/l) 2-4
Kalsiyum (mmol/l) 2-8

*Semendeki toplam miktari

Tavsan seminal plazmasi, Na, K, Ca, Mg, Se ve Zn (Holtz ve Foote, 1978b;
Castellini vd., 2007) ve Cu, Fe, Mn, Cd, Pb ve Ni (Luka¢ vd., 2009) gibi bazi eser
elementleri igerir. Na ve K birbirine yakin konsantrasyonlarda bulunmustur ancak
belirtilen mineral konsantrasyonlar1 diger tiirlerde bulunanlardan ¢ok daha azdir
(Blackshaw ve Salisbury, 1957; Holtz ve Foote, 1978b). Bu nedenle semen ozmotik
basincinin korunmasinda c¢ok etkileri yoktur. Organik bilesenlerin ozmotik basincin
korunmasinda esas etkiyi yaptigt kabul edilmektedir (Holtz ve Foote, 1978b).

Seminal Na, seminal vezikiil bezinin ¢ikarilmasi durumunda 6nemli Ol¢lide azalir
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(Del Nino Jesus vd., 1997). Oliveira ve digerleri (2004), ¢inkonun iireme diyetine

dahil edilmesinin spermatozoon miktarini etkileyebilecegini bildirmistir.

Tavsan seminal plazmast tam olarak bilinmeyen, farkli roller oynayan, farkli
miktarlarda iiretilen birka¢ damla vezikiil (prostat salgi graniillerinden) salgis1 igerir
(Castellini vd., 2006a). Mourvaki ve digerleri (2010), prostat salgilayic1 graniillerin,
spermlerin endojen alfa-tokoferol ile beslenmesi yoluyla, spermlerin spermatozoon

i¢in in-vitro oksidatif strese kars1 korunma kaynagi olabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

1.1.6.3. Sperm Motilitesi

Motilite, tim hayvanlar aleminde spermlerin ortak bir 6zelligidir ve diiz bir ¢izgide
sabit hareket eden spermlerin yiizdesini belirtir (Chrenek vd., 2007). Ayrica, viicut
icinde fertilizasyon olan tiirler i¢in, spermlerin iireme yollarina ve oosit
penetrasyonunda tasinmasi ic¢in hareketlilik 6nemlidir (Holt ve Van Look, 2004).
Hareketliligin tespiti i¢in, semen siispansiyonu lam iizerine damlatilmali ve lamel ile
kapatildiktan sonra mikroskop altinda incelenmelidir (Emmens, 1947; Boiti vd.,
2005). Motilite ve sperm morfolojisinin degerlendirilmesi en yaygin kullanilanilan
laboratuvar testleridir (Lavara vd., 2008a). Bu ozellikler potansiyel spermatozoon
fertilitesi hakkinda bilgi verir. Ciinki{i motilite ile seminal parametreler arasinda bazi
iliskiler vardir. Bu durum tavsanlarin sperm kalitesi ile morfometrik parametreler
arasindaki iliskiyi gosterir (Hagen vd., 2010; Lavara vd., 2008b). Roca ve digerleri
(2000), 0-5 rastgele bir 6l¢ek kullanarak (0, 1, 2, 3, 4 veya 5, D 0-10, 10-25, 25-50,
50-70, 70-90 90-100 %) spermatozoonlarim motilitesini degerlendirmistir.
Ejakiilattaki sperm hiicrelerinin % 50'sinin motiliteye sahip oldugu yas 117. gilindiir

(Bell ve Mitchell, 1984).

1.1.6.4. Spermatozoon Morfolojisi

Tavsanlarda semenin 6zellikleri, 6zellikle morfolojik olarak orta ila yiiksek kalitim
dereceleri gosterir (Lavara vd., 2008c). Farkli boyama teknikleri kullanilarak optik
mikroskopi prosediirleri degerlendirilebilir (Boiti vd., 2005).

Tavsan sperminin morfometrik Olglimleri: Toplam uzunlugu 46-55 pm arasindadir
(Cummins ve Woodall, 1985; Eddy, 2006). Bas uzunlugu 7,8-8,6 um arasindadir
(Campos vd., 2014). Orta parga yaklasik 41 sira ile diizenlenmis mitokondriyle
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uzunlugu 8,5 pum'dir (Eddy, 2006). Govde kismi yaklagik 38 pum uzunlugundadir
(Cummins ve Woodall, 1985). Kafa bir spatula seklindedir ve akrozom c¢ekirdegin

disina tasmaz. Ayn1 zamanda kiigiik bir ekvatoral segmente sahiptir (Phillips, 1977;
Eddy, 2006), (Resim 1.4).

Resim 1.4: Tavsan sperminin baginin SEM goriiniimii: ac-akrozom, n-gekirdek, es-

ekvatoral segment, pacr- post akrozomal bolge. 10,000 x (Boiti, 2005).

Resim1.5: Tavsan sperminin 2.600'lik bir SEM goriintiisii(Boiti, 2005).
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Kuzminsky ve digerleri(1996), tavsan semeninin ¢esitli anormallikleri i¢in resimli bir
model gelistirmistir. Kantitatif optik mikroskopi (x400) ile gézlemlenen ortalama
degerler; toplam anormallik %18,2, bas anomalileri %2,9, kuyruk anormallikleri
%13,6 ve %1,7 kirik spermler olarak belirtilmistir. Arastirmacilar, semen analizi
stirecini hizlandirmak i¢in sadece kivrimli kuyruklari saymay1 6nermislerdir. Ciinkii
bunlar kuyruktaki anormallikleri en fazla temsil edenlerdir. Diisiik biiyiitme altinda
bile olsa, optik bir mikroskop altinda kolayca gozlenirler. Ayrica kabul edilebilir bir
ejakiilat i¢cin kivrimli kuyruklu spermlerin konsantrasyonunun gozlenen 200 hiicrenin
%17-18'ini gecmemesi gerektigini bildirmislerdir. Tavsan spermatozoonlarinin
yiiksek ortam sicakliklarina karsi ¢ok hassas olduklarini ve anormal spermatozoonun
hayvanin ugradigi bir 1s1 stresi durumunu gosterebilecegini belirtmek 6nemlidir
(Finzi vd., 1994). Arastirmacilar ayrica bu durumun, kivrimli kuyruklu spermlerin
sayisindaki artisla kolayca gozlenebilecegini iddia etmislerdir, ¢linkii bu anormallik,

toplam morfolojik anormalliklerin %80’1 ile iliskilidir (Campos vd., 2014).

Diger anormallikler arasinda Branham (1969), protoplazmik damlanin ara parcasinin
varliginin, tavsan spermatozoonlarin yavas yer degistirme hizi ile iliskili oldugunu
bulmustur. Tavsan spermatozoon akrozomu, basin 6n kenarinda bir sislik olarak
belirgindir (Gould vd., 1971), (Resim 1.5). Ekvator segmentini ayiran gizgiler,
hamsterdekinden daha yakindir (Campos vd., 2014).

1.1.6.5. Semen Hacmi ve Sperm Konsantrasyonu
Tavsanlarda ejakiilat hacmi ve sperm konsantrasyonu sirasiyla; 0.3-0.6 ml ve 150-
500x10° sperm / ml arasinda degisebilir (Adams ve Singh, 1981; Lebas vd., 1997).

Bununla birlikte, seminal 6zellikler farkl irklara gore degisebilir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2: Bazi tavsan irklarina gore ejakiilat hacmi ve sperm konsantrasyonu (Amann,
1966; Hassanien ve Baiomy, 2011; Alvarifio vd., 2000)

Tavsan Irklan Ejakiilat Hacmi Sperm Konsantrasyonu
Rex 0,54 = 0,03 ml 415,10 + 10,11x10° sptz / ml
Yeni Zelanda Beyaz 0,54 + 0,04 ml 416,72 + 9,16x10° sptz / ml
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Cizelge 1.2. Devam.

Kaliforniya

Baladi Kirmizisi

Dev Alman Alacasr*

Yeni Zelanda Kirmzisi™

0,62 = 0,03 ml 454,11 + 11,40x10° sptz / ml
0,56 + 0,04 ml 423,23 + 12,11x10° sptz / ml
1,51 ml 502,5x10° sptz / ml
0,83 ml 221,7x10° sptz / ml

* + degerler orijinal makalede (Alvarino vd., 2000) verilmemistir. Sptz: spermatozoon

Bu parametreleri degistirebilecek diger faktorler; beslenme (Kamel ve Attia, 2011),

toplama sikligi (Amann, 1966), yas (Boiti vd., 2005), ejakiilat siras1 ve ortam

sicakligidir (Finzi vd., 2010). Sperm hacminin, sperm konsantrasyonuna gore

sicakliktan daha fazla etkilendigi bildirilmistir (Roca vd., 2005). Ejakiilasyon siklig1

da sperm oOzelliklerini degistirebilmektedir (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3: Tavsan spermine ait bazi parametreler (Holtz ve Foote, 1978b; Setchell, 1991;

Battaglini vd.,1993)

Parametre

Birinci ejakiilasyon

Ikinci ejakiilasyon

Hacim (jel kitlesi harig) (ml)

Jel Kkitlesinin hacmi (ml)
Ejakiilattaki jel kitlesi (%)
Spermatozoon/ml semen (x 10°)
Sperm motilite (%)

Motilite orani (0 - 5)

Distal sitoplazmik damlacik (0 - 5)
Sperm agliitinasyonu (0 - 5)

PH

01-11 02-04
0,32-0,50 0,1-0,18
54 15
280 - 1,050 420 - 800
58 - 90 57 -87
2,3-33 20-438
06-1,0 04-0,8
1,2-2,0 0.8-1,6

7,7-8,4 -
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Lebas ve digerleri (1997), ciftlesmeden 1-2 dakika once cinsel uyarimin sperm
konstrasyonunu artirdigini ileri siirmiistiir. Onceki ¢aligmalar, bu tip bir diirtiiniin vas
deferens ve sonug olarak ejakiilattaki spermlerin sayisini arttirdigini gostermistir.
Aragtirmacilara gore, bunun nedeni, tavsanlarda cinsel uyarilma sirasinda spermin
epididimisden vas deferense tasinmasidir ve burada bosalma sirasinda cabucak
cikarilirlar. Vas deferens, cinsel istirahat sirasinda korunmus, hareketli kalabilen
spermlerin onarimini yapar. Bu nedenle, vas deferens cinsel hareketsizlik sirasinda

aktif bir organdir (Prins ve Zaneveld, 1979).

1.1.6.6. Semenin Rengi ve Goriiniimii

Bazi caligmalar tavsan semeninin beyaz oldugunu ve yogunlugunun sperm
konsantrasyonuna bagli oldugunu bildirmistir (Alvarez vd., 2006; Bilbao, 1996).
Tavsan semeninin rengine iliskin bazi1 derecelendirmeler vardir. Bilbao (1996) igin,
semen siklikla beyaz ve fildisi rengindedir, ancak gri semen kalitesiz olarak kabul
edilir. Alvarez ve digerleri (2006), siit beyazi semeninin tavsanda en iyisi ve daha
tistiin oldugunu, iyi kalitede normal semeni temsil ettigini bildirmistir. Sarimsi sperm
genellikle yapay vajinadaki sicaklik ¢ok yiiksek oldugunda normal olarak elde edilen
idrarla kontamine olmustur (Chang, 1959).

Cesitli calismalar renk ve goriiniimii tek bir parametre olarak iligkilendirmistir (El-
Azim ve El-kamash, 2011). Normal semen beyaz, opalesant ve homojendir (Boiti
vd., 2005). Arrebola ve Fernandez (2011) inci beyazi semenin kaliteli oldugunu ve
diger renklerin zayif olarak smiflandirildigini bildirmistir. Aym sekilde, homojen

goriiniim en ¢ok istenen durumdur (Campos vd., 2014).

1.2. Safranal

Crocus (Cigdem) sativus, ¢ok yillik bir bitkidir ve Liliaceae familyasina ait olan
Crocus cinsinin Iridaceae ailesinin bir liyesidir (Resim 1.6). Bu bitki Azerbaycan,
Cin, Fransa, Yunanistan, Misir, Hindistan, iran, Israil, italya, Meksika, Fas, Ispanya
ve Tirkiye gibi bir¢ok iilkede yetistirilmektedir. Bu bitkinin son {iriinii olarak safran
baharati bazi yiyeceklerin igerisinde bulunmaktadir. Safran, ¢igdem c¢iceginin

kurutulmus filamentlerinde (stigma) bulunan koyu-kirmizi bolgesidir. Tek bir
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stigmanin agirlig1 yaklagik 2 mg'dir ve her ¢igegin li¢ stigmasi vardir. 1 kg safran
baharat1 elde etmek i¢in 230.000 ¢igekten stigmalar tek tek secerek toplanmalidir.
Safran karakteristik bir renge, tada ve kokuya sahiptir. Antik c¢aglardan modern
zamanlara kadar safran bircok uygulamalarla tarihte yerini almistir. Yiyecek ve
icecek preparatlarini bir baharat olarak tatlandirmak ve lezzetlendirmek igin, bunun
yaninda parfiim olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Safran tiikketmenin en
yaygin yolu hala yiyeceklerle karistirmak veya sicak ve 1lik herhangi bir igecege

eklemektir (Liakopoulou-Kyriakides ve Kyriakidis, 2002; Tarantilis vd., 1995).

Yaygin olarak bilinen safran, yaygin bir afrodizyak, antispazmodik ve halk
hekimliginde balgam soktiiriicii olarak kullamilmistir (Zargari A., 1990). Crocus
sativus stigmalarinin sulu veya alkolik 6zlerinin farmakolojik etkileri literatiirde
tanimlanmis ve genis bir faaliyet yelpazesini olusturmus, antikonviilzan
(Hosseinzadeh and Khosravan 2002), antidepresan (Hosseinzadeh vd., 2003),
antinosiseptif ve anti-inflamatuar (Hosseinzadeh ve Younesi, 2002), antioksidan
(Farahmand vd., 2013), asetilkolinesteraz1 inhibe edici (Geromichalos vd., 2012),
antitussif (Hosseinzadeh ve Ghenaati, 2006), yoksunluk sendromunu azaltici
(Hosseinzadeh ve Jahanian, 2010), erkek erektil disfonksiyonu iyilestiricCi
(Hosseinzadeh vd., 2008), kronik serebral hipoperfiizyon sonrasi uzamsal biligsel
yetenekleri gelistirici (Hosseinzadeh vd., 2012), hipotansif (Imenshahidi vd., 2010)
ve antisolar (Golmohammadzadeh vd., 2010) o6zellikler barindirmaktadir. Safran
kokusunun kadinlarda menstrual siklus bozukluklarinin tedavisinde etkili olabilecegi
de one siirilmiistiir (Fukui vd., 2011). Kimyasal analize gore, safran stigmalarinda
150°den fazla kimyasal bulunmaktadir (Bathaie ve Mousavi, 2010) ve bunlarin
arasinda tiim bu farmakolojik etkiler, safrana 6zel renk, tat ve kokudan sorumlu olan
krosin, krosetin, pikrokrosin ve safranal gibi safran ana kimyasal bilesikleri ile

iliskilidir (Melnyk vd., 2010).
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Resim 1.6: Crocus sativus (int. Kyn. 4)

1.2.1. Safranal’in Fiziksel ve Biyokimyasal Ozellikleri

Safranal suda ¢Oziinmeyen, yagda eriyen, sistematik adi; 2,6,6-trimetilsikloheksa-
3,1-din-1-karboksidehit olan, ugucu bir karboksidehit bilesiktir. Molekiiler agirlig
150,21 g/mol olarak belirlenmistir (Carmona vd., 2007). Molekiiler formiilii;
“C1oH140” olarak belirlenmistir. Erime noktast 25 °C’nin altindadir. Soluk sarimsi
renkte, odunumsu keskin bir kokuya sahip yagli bir sividir (Resim 1.7). Oda
sicakliginda etanol icinde ¢oziinebilmektedir. Yogunlugu 0,968-0,980 (20A°)
dansitedir. Kirilma indeksi 1,525-1,533 arasindadir. Safran bitkisinin aromasini
veren ana bilesenlerden biri safranaldir. Bazi gida firmalarinda tatlandirici olarak da
kullanilabilmektedir. Safranal, krosetin biyosentezi yoluyla elde edilmektedir (Int.
Kyn. 5).

pikrokrosin + 1s1 — D-glukopsiranoz + safranal
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Resim 1.7:Safranal maddesinin fiziksel goriintiisii ve biyokimyasal yapisi

[k kez pikrosin hidrolizasyonu ile elde eden Kuhn ve Winterstein 1933 yilinda, bu
kimyasali "safranal" olarak adlandirdi (Nelson, 1953). Bu madde yiiksek
sicakliklarda (80°C) ve daha az islem siiresinde (30 dk civarinda), daha fazla
miktarda elde edilmistir (Himeno ve Sano, 1987). Safranal’in elde edildigi dogal
bitkiler asagidaki ¢izelgede (Cizelge 1.4) verilmistir.

1.2.2. Safranal’in Antioksidan Etkileri

Safranal’in gii¢lii bir antioksidan oldugunu gosteren birtakim ¢aligmalar yapilmistir.
Ratlarda yapilan bir calismada yasin ilerlemesi ile karacigerde artan lipid
peroksidasyonu ve azalan antioksidan enzim aktivitelerine kars1 safranal’in hasari
korudugu gorilmistir (Farahmand vd., 2013). Ayrica yash siganlarin beyninde
olusan oksidatif hasara kars1 da etkili olmustur (Samarghandian vd., 2015). Serebral
iskemi nedeniyle rat hipokampiisiinde meydana gelen MDA (Malondialdehit) artisini
safranal azaltmistir (Hosseinzadeh ve Sadeghnia, 2005). CCl, tarafindan indiiklenen
karaciger hasarinda safranal antioksidan sistemini tesvik etmistir (Alayunt, 2019). n
vitro yapilan bir ¢alismada safranal’in, deride olusan serbest radikalleri engelledigi
ve dermal enzimlerin inhibisyonunu sagladig bildirilmistir (Madan ve Nanda, 2018).
Diyabetik sicanlarda bronkoalveoler lavaj sivisi (BALF) ve akciger dokusunda MDA
ve nitrik oksit (NO) diizeylerindeki artis1 inhibe etmistir (Samarghandian vd., 2014a).
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Astimli farelerde yapilan bir ¢alismada da yine antioksidatif 6zelligi gozlemlenmistir
(Bukhari vd., 2015). Safranal ratlarda mide ilserine kars1 koruyucu etki gostermistir
(Tamaddonfard vd., 2019). Ayrica safranal’in diyabetli si¢anlarin testis dokusunda
antioksidatif etki gosterdigi bildirilmistir (Ataei ve Rahbarian, 2020).

Cizelge 1.4: Safranal ¢ikarilan bitkiler (Rezaee ve Hosseinzadeh, 2013)

Bitki Safranal Cikartilan Boliimii

Crocus sativus (Cigdem) Tiim bitki

Centaurea sibthorpii (Peygamber ¢igegi)
Centaurea amanicola (Som kavgalaz)

Centaurea consanguinea (Tez diigme)

Anten pargalar1
Anten pargalari

Anten pargalari

Erodyum cicutarium (Leylek gagasi) Tiim bitki
Cin yesil cay1 Yaprak
Calycopteris floribunda Yaprak

Crocus heuffelianus Filizlenmis primordia kismi

Sambucus nigra (Kara miirver) Cigek
Limon (Narenciye limon) Meyve
Achillea distans (Civan pergemi) Kok

Streptozotosin kaynakli diyabetik ratlar safranal ile tedavi edildiginde olumlu
sonuglar elde edilmistir (Samarghandian vd., 2013). Miyokard iskemi-reperfiizyon
tizerinde de antioksidan olarak safranal 6nemli bir rol oynamistir (Bharti vd., 2012).
Safranal s1ir aort endotel hiicrelerinde mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAPK)
yolagini etkileyerek antioksidan ve anti-apoptotik bir ajan olabilmektedir (Rahiman
vd., 2018). Ayrica cisplatin ile olusturulan nefroktoksisite karsisinda koruyucu etki

gosterdigi bilinmektedir (Karafakioglu vd., 2017). Ovalbumin duyarli kobaylarda
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toplam nitrik oksit ve nitrit serum diizeylerinin azalmasin1 saglamistir (Boskabady
vd., 2014). Siyatik sinirleri zedelenmis siganlarin kandaki MDA seviyelerini safranal

azaltmistir (Tamaddonfard vd., 2014).

1.2.3.Safranal’in Diger Farmakolojik Etkileri

Safranal farkli dozlarda ve uygulama yollartyla kullanilarak canlidaki bir¢ok sistem
tizerine hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda baz etkileri incelenmistir. Ozellikle
merkezi sinir sistemi tizerinde birgok arastirma yapilmistir. Bu anlamda safranal’in,
farelerde yapilan bir ¢alismada antidepresif 6zelligi kesfedilmistir (Hosseinzadeh vd.,
2003). Pentilenetetrazol tarafindan indiiklenen nébetler tizerinde safranal
antikonviilsan aktivite uygulayabildigi gézlemlenmistir (Hosseinzadeh ve Sadeghnia,
2007). Ayrica Tip-1 diyabetik siganlarda 6grenme ve hafiza bozukluklarina kars
iyilestirici etki sergilemistir (Delkhosh-Kasmaie vd., 2018). Bu bilgiler 1siginda
safranal’in sizofreni hastaligi tizerinde tedavi etme ihtimali umut edilmektedir
(Pitsikas, 2021). Parkinson hastaligi {izerinde Keapl/Nrf2 sinyal yolunu
diizenleyerek serbest radikallerin artisin1 ve hiicre apoptozisini onlerken (Pan vd.,
2016), Multipl skleroz hastaligi {izerinde yapilan in vitro bir ¢alismada ise safranal
oligodentrosit (OLN-93) hiicre yaralanmasini 6nlemistir (Alavi vd., 2019). Ayrica
Alzheimer hastaligi iizerinde de olumlu etkisinin oldugu bilinmektedir (Huang vd.,
2019). Bu etkinin nasil oldugu konusunda yapilan bir ¢aligmada ise in vitro PC12
hiicrelerinde beta-amiloid peptid ile Alzheimer modeli olusturulmus ve sonug olarak
MAPK ve PI3 Kinaz yolaklarin1 etkileyerek apoptozisi engelledigi sonucuna
vartlmistir (Rafieipour vd., 2019). Forouzanfar ve digerlerinin (2020) yaptiklari
caligma da bu sonucu desteklemistir. Diger bir ¢alisma safranal’in farelerde akut ve
kronik epilepsi modellerinde genel olarak nobeti inhibe ettigini ve nanopartikiil lipit
araciyla taginarak bu etkiyi artirabilecegini gostermektedir (Bo-Qiang vd., 2018). Bu
bilgilerin yaninda hipertirodizmin neden oldugu beyin hasarint korumustur (Shahat
vd., 2020). Ayrica safranal'in gegici reseptor potansiyel ankyrin 1 (TRPAT1) kanalini
aktive ederek antinoseptif 6zellik gosterdigi tanimlanmistir (Li Puma vd., 2019).
Sicanlarda Huntington hastalig1 {lizerinde yapilan bir ¢alismada ise safranal motor

disfonksiyonunu engelleyerek koruyucu etki gostermistir (Fotoohi vd., 2021).

Baska sistemler, doku ve organlar iizerinde de yapilan ¢alismalar safranal’in bir¢ok

etkisini gostermektedir. Bunlardan bazilari; kardiyovaskiiler sistem, metabolik
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faaliyetler, goz fonksiyonlari, kanser, dermatoloji, cinsel davraniglar ve solunum
yollar1 iizerindeki etkileri sayilabilir. Bu bilesik kalp hizini1 azaltarak ve vaskiiler
gevsemeyi saglayarak kan basincini diisiirebilir (Imenshahidi vd., 2015). Ayrica Ca*?
regiilasyonu ile miyokardiyal iskemiyi iyilestirmistir (Xue vd., 2020). Izoproterenol
kaynakli miyokard enfarktiisiinde lipid peroksidasyonunu azaltarak kardiyoprotektif
ozellik gostermistir (Mehdizadeh vd., 2013). Safranal’in sadece miyokard enfarktiis
derecesini Onemli Olgiide azaltmakla kalmayip, ayni zamanda sol ventrikiil
fonksiyonlarin1 ve miyokardin genel hemodinamik durumunu da iyilestirdigi
bildirilmistir (Bharti vd., 2012). Pihtilasma mekanizmasini etkileyerek antikoagiilan
olarak da rol oynamaktadir (Ditsa vd., 2012). Safranal, Th1/Th2 dengesizligi ile
iliskili inflamatuar hastaliklarda terapétik etkilere sahip olabilir (Feyzi vd., 2016).
Safranal, anti-inflamatuar etkisiyle dekstran siilfat sodyum kaynakli koliti hafifletir
ve makrofaj aracili iltihabi bastirir (Lertnimitphun vd., 2019). Bunun yaninda
Escherichia coli hiicrelerinin biiyiimesini tamamen yok ederek antimikrobiyel
aktivite sergilemistir (Liu vd., 2017). Safran ekstratinin Salmonella enterica
tizerindeki bakterisidal etkisi igerisinde bulunan safranal’dan kaynakli olabilecegi de
distintilebilir (Pintado vd., 2011). Ayrica safranal ve epoksidasyon tiirevleri,
Metisilin direngli Staphylococcus aureus’a karsi 6nemli bir aktivite gostermistir
(Khayyat ve Elgendy, 2018).

Safranal aglik kan glikoz, HbA1c seviyelerini 6nemli 6l¢iide azaltarak ve kan insiilin
seviyelerini 6nemli Olclide artirarak antihiperglisemik aktivite gostermektedir
(Kianbakht ve Hajiaghaee, 2011). Bununla beraber protein tirozin fosfataz 1B
(PTP1B) enzimini inhibe ederek tip 2 diyabetik olan farelerde antidiyabetik bir
tedavi olarak yararli olmustur (Maeda vd., 2014). Tip 2 diyabet olusturulmus
siganlarda, safranal hem antienflamatuar hem de antioksidatif etkisiyle bobrek doku
hasarin1  azaltmistir (Hazman ve Bozkurt, 2015). Obezite, hiperglisemi,
hipertrigliseridemia ve hipertansiyon gibi olanzapinin neden oldugu farkli metabolik

bozukluklar1 hafifletmistir (Malekzadeh vd., 2019).

Bazi calismalar safranal’in antikanser olarak da kullanilabilecegini bildirmistir.
Kolon kanseri hiicrelerine karst potansiyel antikanser etkisini; mTOR/PI3K/Akt
yolunun baskilanmasiyla apoptozisi baglatarak ve mitokondriyal membran potansiyel

(MMP) diizeyini azaltarak gostermistir (Zhang vd., 2018). Safranal, hepatoselliiler
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karsinom hiicrelerinde DNA c¢ift iplik¢ik kirilmasina ve ER-stres aracili hiicre
6liimiine neden olmaktadir (Al-Hrout vd., 2018). Ayrica in vitro bir ¢aligmada anti-
tiibiilin baglayici ajan olarak rol almistir (Naghshineh vd., 2015). Oral skuaméz
hiicreli karsinomda sitotoksik etki gostererek apoptotik davranis sergilemistir (Jabini
vd.,, 2017). Yine anti-timor aktivitesini noroblastom hiicreleri {izerinde de
gostermistir (Samarghandian vd., 2014b). Prostat kanser hiicre hattinda hiicrelerin
biiyiimesini inhibe etmistir (Samarghandian ve Shabestari, 2013). Bu bulgulari
destekleyici olarak bir baska prostat kanseri ¢alismasinda S fazli kinaz iligkili protein
2 (Skp2) regiilasyonu ile prostat kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamistir (Jiang
vd., 2020). Son olarak safranal, K-562 insan kronik miyelojen 16semi hiicrelerinin

biiylimesini engelledigi bulunmustur (Geromichalos vd., 2014).

Safranal, hizli olmayan goz hareketi (NREM) uyku siiresini artirmig, NREM uyku
gecikmesini kisaltmis ve NREM uykusunun delta gii¢ aktivitesini artirmistir (Liu vd.,
2012). Siganlarda yapilan bir c¢aligmada ise retinitis pigmentosa hastaliginda
fotoreseptor hiicre dejenerasyonunu yavaslattigi ve retina damar ag1 bozulmasini

tyilestirdigi goriilmistiir (Fernandez-Sanchez vd., 2012).

Bu etkilerine ek olarak, safranal’in immun sistem igin de giivenilir bir bilesik oldugu
diistiniilmektedir (Riahi-Zanjani vd., 2015). Erkek Wistar si¢anlarinda hem
metabolik hem de davranissal stres belirtilerinin azaltilmasinda safranal’in 6nemli bir

etkisi oldugu ortaya koyulmustur (Hooshmandi vd., 2011).

1.3. Bisfenol AF (BPAF)

Bisfenol AF (BPAF, Hekzafloroaseton bisfenol), Ostrojenik etkileri taklit eden ve
erkeklerde androjenlerin sentezini bozan, bir endokrin bozucu olan bisfenol A
(BPA)’nin 6zellikle plastik endiistrisinde hammadde olarak kullanilan analoglarindan
birisidir (Yu vd., 2022). Endokrin bozucu kimyasallar (EDC'ler) ¢evrede yaygin
olarak bulunur. Ostrojen benzeri aktivite, bisfenol A (BPA), bisfenol AF (BPAF) ve
zearalenon (Zea) gibi EDC'lere atfedilir, ancak etki mekanizmalar1 ve etki ¢esitliligi

tam olarak anlagilamamistir (int. Kyn. 2).

1.3.1. BPAF’nin Kullanim Alanlari
BPAF, giiniimiizdeki endiistriyel isletme sektorlerinde; kauguk iirlin imalati, sentetik

kauguk imalati, plastik malzeme ve regine imalati gibi alanlarda aktif olarak
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kullanilmaktadir (Int. Kyn. 2). BPAF, elektronik cihazlar ve optik fiberler (¢ok
sayida polimerde bir monomer olarak), gida isleme ekipmanlari ve Ozellikle
miikemmel stabilitesi ve sicak yirtilma mukavemeti nedeniyle 6zel elastomerlerin
sentezinde kimyasal ve termal oOzelliklerini gelistirmek i¢in capraz baglama ve
kiirleme maddesi olarak kullanilmasiyla genis uygulamalara sahiptir. Yillik tiretim
hacmi yiiksek olan bu madde; kimyasal fabrika ve tiretim tesislerinin atik sularinda

meydana gelen kirlenmenin ana kaynaklarindan biri olarak gosterilmektedir (Zhang

vd., 2013).

1.3.2. BPAF’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Molekiiler agirligr 336,23 ve molekiiler formiilii “Cy5H10F6O,” olan kimyasal bir
maddedir. Beyazdan agik griye degisen bir renge sahiptir (Resim 1.8). Kuru toz
halinde olan BPAF’nin kaynama noktas1 400 °C ve erime noktas1 162,0 °C’dir.
Isitildiginda toksik flor buharlar1 yaymaktadir. Cilt tahrisine ve goz hasarina neden

olan bu maddenin solunulmasi da ciddi sikintilari meydana getirebilir (Int. Kyn. 2).

H
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Resim 1.8: BPAF'nin molekiiler yapisi (int. Kyn. 2) ve fiziksel griiniimii.

1.3.3. Metabolizmasi ve Toksikolojik Etkileri

ABD’de BPAF cesitli gida maddelerinde kullanilmaya baslanmis ve giinliik tiiketilen
tiriinlerde, insan idrar1 veya kan orneklerinde BPAF varligina rastlanmistir (Liao ve
Kannan, 2013). Cin ve Suudi Arabistan'da insanlar {izerinde yapilan farkl

calismalarda, BPAF’nin idrar 6rneklerindeki varligi tespit edilmistir (Asimakopoulos
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vd., 2016; Yang vd., 2014). Cin’de yapilan bir arastirmada, bir iiretim tesisinin
cevresindeki bazi cevresel materyallerin igeriginde BPAF tespit edilmistir. Bu
calismada elde edilen bilgilere gore iiretim tesisinin etrafinda bulunan, o6zellikle
toprak ve kuyu suyundan, insanlara BPAF maruziyetinin olabilecegini belirtmislerdir
(Song vd., 2012). BPAF ayrica kanalizasyon ¢amurunda (72,2 ng/g kuru agirliga
kadar) (Yu vd., 2015), i¢ mekan tozunda (Liao vd., 2012) ve bal drneklerinde (53,5
ng / mL'ye kadar) (Cesenvd., 2016) tespit edilmistir. Ote yandan, BPAF konserve
iceceklerde (Regueiro ve Wenzl, 2015a) ve hazir yemeklerde (Regueiro ve Wenzl,
2015b) tespit edilmemistir. Su anda, BPAF'in tahmini diyet alimi erkekler i¢in 0,49
ng/kg viicut agirlhigi/giin ve kadmlar i¢in 0,50 ng/kg viicut agirligl/giindiir (Liao ve
Kannan, 2013). Gida ve ilag endiistrisindeki boru ve contalar BPAF polimerlerinden
yapildigi i¢in gida ve kozmetik yoluyla temas miimkiin olabilir. Elde edilen veriler,
genel popiilasyonun i¢ mekan tozunun solunmasi yoluyla bisfenol AF'ye maruz
kalabilecegini gdstermektedir (Int. Kyn. 2). Ayrica, BPAF'nin temel olarak
glukuronidasyon yoluyla metabolize oldugu, Sprague Dawley (SD) sicanlarinda diski
ve idrar yoluyla atildigi bulunmustur (Li vd., 2013; Yang vd., 2012).

BPAFnin BPA'ya kiyasla daha yiiksek Ostrojenik baglanma potansiyeli sergilemesi
dikkat ¢ekicidir (Kitamura vd., 2005; Stossi vd., 2014). Ek olarak BPAF, 6strojenik
reseptor olan ERa'ya kiyasla ERP icin ii¢ kat daha giiclii bir afinite sergilemistir
(Matsushima vd., 2010). Giiniimiizde en yogun kullanilan BPA analoglarindan biri
olan BPAF iizerine in vivo ¢aligma sayist hala sinirlt sayidadir. 2017 yilinda yapilan
in vitro bir ¢alismada BPAF nin reaktif oksijen seviyelerini (ROS) yiikselttigi, lipid
peroksidasyonunu artirdigi, katalaz ve siiperoksit dismiitaz seviyelerini olumsuz
etkiledigi gozlenmistir (Macczak vd., 2017). Zebra baliklarinda, akvaryum suyuna
ilave edilen 1 mg/L dozundaki BPAF’nin testis dejenerasyonunu artirdigi
gbzlenmistir (Yang vd., 2016). Ayrica, BPAF maruziyeti erkek baliklarda testosteron
seviyelerini diisiirmiis ve testis morfolojisini degistirmistir (Yang vd., 2016; Shi vd.,
2015). Farelerde yapilan bir ¢calismada BPAF nin kan testis bariyerine zarar verdigi
ve sperm kalitesini olumsuz etkiledigi goriilmiistir (Wu vd., 2019). BPAF'nin
kordon kani ve emzirme yoluyla aktarilabilecegini ve sonunda yavrularin
testislerinde biriktigi bildirilmistir (Meeker vd., 2010). Yetiskin erkek siganlarda

BPAF maruziyetinin serum testosteron seviyesini ve biyosentezini diistirdigii
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bildirilmistir (Feng vd., 2012). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, siganlarda 80
ve 280 mg/kg dozlarinda BPAF’nin gebelik oranlarini diisiirdiigli ve fetal cinsel
gelisimi bozdugu goriilmiistiir (Sutherland vd., 2017).

Yeni Zelanda tavsanlarinda BPAF benzeri bisfenol A’nin penis ereksiyonunu
engelledigi bilinmektedir (Moon vd., 2001). BPAF ise ratlarda leydig hiicre sayisini
ve serum testosteron seviyesini azaltmistir (Yu vd., 2022). Fare spermatogonyum
hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro ¢alismalarda, BPA ve farkli BPA analoglari
(tetrabromobisfenol A ve bisfenol B) ile yapilan karsilastirmada en yiiksek
spermatogonial toksisite BPAF’de gozlenmistir (Salleh vd., 2015). 1 uM BPAF'ye
maruz kalma, niikleer morfolojiyi degistirmis ve hiicre dongiisliniin durmasini
indiiklerken, 10 uM'lik bir konsantrasyon, hiicre iskeletinin bozulmasina ve
hiicrelerin multiniikleasyonuna neden olmustur (Liang vd., 2017). BPAF
maruziyetinin ~ spermatogonyum  hiicrelerini  hedefleyebilecegi  gosterilmistir
(Sutherland vd., 2017). BPAF'nin steroidogenez iizerindeki etkileri hala belirsizdir ve
muhtemelen farkli maruziyet yollarina bagl olarak farklilik gosterebilir. Ek olarak,
BPAF maruziyetinin ¢esitli deneysel suslar, tlirler ve maruziyet yollarinda hormon
seviyeleri ve bir¢ok iireme noktalar1 tizerindeki etkilerini incelemek i¢in daha fazla

bilimsel calismaya ihtiyag¢ vardir (Siracusa vd., 2018).
1.3.4. Bisfenollerin Steroidogenez ve Spermatogenez Ustiindeki Etkileri

Gilinlimiizde, artan kanitlar bisfenollerin steroidogenez yolunu bozma yetenegini
gostermistir. Kolesteroliin mitokondriye tasinmasindan sorumlu bir protein olan
steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR), BPA ve analoglarima maruz
kalmaktan etkilenen proteinler arasindadir. Bisfenol F, Bisfenol AF ve Bisfenol S
gibi BPA analoglar1 da StAR mRNA'nin ekspresyonunda bir azalmaya neden
olmustur. StAR mRNA ekspresyonunun bozulmasi, kolesterol taginmasindaki
bozulma ve leydig hiicresindeki mitokondriye hareket nedeniyle testis

steroidogenezinin bozulmasina neden olabilir (Shamhari vd., 2021).

CYP11Al ekspresyonunun, BPAF'ye maruz kalan erkek zebra baliklarinin
yetiskinlerinde ve embriyolarinda arttigi bulunmustur. CYP11A1'in gen veya protein

ekspresyonunun bozulmasi, leydig hiicresinin mitokondrisinde kolesteroliin
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pregnenolona donilisiimiinii azaltir. BPF ve BPAF maruziyeti, zebra balif
testislerinde CYP17 ekspresyonunu, insan adrenokortikal karsinom hiicre hattinda
HSD3B2 ve CYP17A1'in gen ekspresyonunu da azaltmistir. Bu nedenle, 173-HSD,
3B-HSD ve CYP17A1'in gen ve protein ekspresyonundaki degisikliklerle gdsterilen
steroidojenik enzimlerin degisimi, BPA, BPF, BPS ve BPAF maruziyetindeki
anormal testosteron seviyesinin nedeni olabilir (Shamhari vd., 2021).

BPA ve analoglarima maruz kalma, diisiik LH seviyesi ve leydig hiicrelerindeki
steroidojenik enzim kaskadinin bozulmasi nedeniyle testosteron Seviyelerinin
diismesine neden olur. Bu steroidogenez yolundaki bozulma, spermatogenez olarak
bilinen sperm sentezinde bir bozulmaya yol agar. BPA ve analoglarinin kan testis
bariyeri biitiinliigiinii azaltarak, testis histopatolojisini degistirerek ve sperm
defektlerine neden olarak spermatogenezi bozdugu bildirilmistir. Erkek Wistar
sicanlarinin kan testis bariyerinde, BPA'ya doza bagimli bir sekilde maruz kaldiginda
okliidin ve nektin-3'lin azaltilmasiyla kanitlanan bir rahatsizlik bulunmustur. Kan
testis bariyeri bitiinliigliniin bozulmasi, adluminal bolmedeki germ hiicrelerinin
toksik maddelere maruz kalmasina izin verebilir ve bu da seminifer tiibiillerde

spermatogenezin bozulmasina neden olabilir (Shamhari vd., 2021).

BPA ve analoglarina maruz kaldiktan sonra spermatogenez bozulmasi, germ
hiicrelerinin ¢apinin ve epitel yiiksekliginin azalmasi, germinal epitelin atrofisi ve
ayrilmasi ve diizensiz seminifer tiibiil yapisi gibi histolojik gozlemlerle gosterilebilir.
Onceki ¢aligmalar, BPA maruziyetinin, germ hiicrelerinin vakumlanmast,
dejenerasyonu ve diizensizligi ile kanitlanmis histopatolojik degisikliklere neden
oldugunu bildirmistir. BPA'ya maruz kalan yetiskin erkek SD siganlarinda germ
hiicrelerinin vakuolasyonu ve dejenerasyonu bildirilmistir. BPA'ya maruz kalan
yetiskin erkek Wistar sicanlarinin seminifer tiibiiliinde 14 giin boyunca oral gavaj
yoluyla 50 mg/kg'lik bir dozda spermatogenez siirecinin zayif oldugu bulunmustur.
Ayrica, ayni c¢aligma, spermatositlerin BPA toksikasyonu olan siganlarda en ¢ok
etkilenen germ hiicreleri arasinda oldugunu da bulmustur. Buna ek olarak, oral gavaj
yoluyla 200 mg/kg'lik bir dozda BPA'nin germ hiicrelerinin dagmikligina neden
oldugu bilinmektedir. Ayrica, BPF ve BPS gibi BPA analoglar1 spermatidlerin

uzamasina neden olur ve yetiskin erkek SD sicanlarinda spermatogenezi bozar, bu da
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seminifer tiibiillerin liimeninde olgun spermatozoonun bulunmamasina neden olur.
BPA ve analoglart (BPS ve BPAF) hiicre canliligin1 azaltir ve spermatogonyum
hiicre hattinin DNA hasarimi arttirir. Bu bisfenoller arasinda BPAF, maruziyetten

sonraki 24 saat i¢inde en diisiik konsantrasyonlarda Onemli sonucglara neden

olabilmektedir (Shamhari vd., 2021).

BPA ve analoglar1 spermatogenezi bozar ve sperm kalitesinde bir azalmaya neden
olur. Toksik maddeler tarafindan indiiklenen diisiik sperm iiretimi genellikle
oksidatif stres ve kan dolagimindaki testosteronun azalmasi ile iligkilidir. Ayrica,
spermatogenez i¢in gerekli olan sertoli hiicrelerinin yetersiz beslenme sonucu
anormallesmesi sperm gelisimindeki azalmaya sebep olabilir. Onceki calismalara
gore, yetiskin erkek sicanlarin BPA'ya maruz kalmasi, sperm iiretimi, sayisi,
hareketliligi, canlilig1 ve sperm akrozomu ve plazma zar1 mitokondriyal aktivitesinin
biitiinligiinde bir azalma ile kanitlanmis sperm kalitesinde bir azalmaya neden olur.
14 giin boyunca 50 mg/kg'lik bir dozda BPA, leydig hiicresinde hafif 6dem
olugmasina neden olmus, testosteronda bir azalmaya yol agmis, bdylece yetiskin
erkek Wistar siganlarmin sperm kalitesini diisiirmistiir. Mitokondriyal aktivite ile
spermdeki hareketlilik arasinda da bir iliski oldugu bildirilmistir, ¢link{i mitokondri,
sperm hareketi i¢cin gerekli enerji liretimini saglayan tek ATP kaynagidir. Ayrica,
Sperm-spesifik kalsiyum iyon kanali (CatSper) sperm motilitesi, hiperaktivasyon ve
akrozom reaksiyonu i¢in de ¢ok Onemlidir. Bu pH'ya duyarli kanal, sperm
fonksiyonu i¢in yeterli miktarda Ca*? saglamaktan sorumludur. Progesteron, sperm
hiperaktivasyonu ve akrozomal reaksiyon igin CatSper kanalinin aktivasyonunu
etkileyen bir faktordiir. Daha onceki bulgular, CatSper kanalinin ve iyonlarinin
ekspresyonunun, farelere oral olarak 10, 50 ve 250 pg/kg BPA dozlarina maruz
kaldiktan sonra sperm miktarinin 6nemli dl¢lide asagi regiile edildigini ve azaldigini
bildirmistir. Bu azalmalar, progesteron varliginda motilitenin ve akrozom
reaksiyonunun da anlamli olarak azaldigi bulguya paraleldir. Saglikli insan
sperminin 10 pM BPA analoglarina maruz kalmasi, CatSper kanalinin yetenegi
lizerinde benzer bir etki gdstermistir. Bir calismada, bilim insanlar1 BPG, BPAF,
BPBP, BPC ve BPBmin progesteron kaynakli kalsiyumu inhibe eden giiclii
kimyasallar oldugunu bulmuslardir. Bu BPA analoglarinin, normal CatSper
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sinyallerini engelleyerek infertiliteye sebep olacak sekilde Ca*? sinyalizasyonunu
etkiledigi gosterilmistir (Shamhari vd., 2021).
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2. MATERYAL VE METOT
Bu boliimde deney hayvani materyali ve deneysel protokol, spermatolojik analizler,
hormon tahlilleri, oksidan/antioksidan tayini, histopatolojik muayene ve istatiksel

analizde kullanilan materyal ve metotdan bahsedilecektir.
2.1. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismada Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Veterinerlik
Fizyolojisi Anabilim Dali, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Merkez Laboratuvar1 ve Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar
Uygulama ve Aragtirma Merkezi’nde bulunan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve
kimyasal maddeler kullanilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve

laboratuvar malzemeleri alt boliimlerde belirtilmistir.
2.1.1. Kimyasal Maddeler

e Bisfenol AF (%98 saflik, A18370, CAS No: 1478-61-1, Alfa-Aesar,Haverhill,
Massachusetts, USA)

e Safranal (%90 saflik, Sigma-Aldrich W338907, St. Louis, Missouri, USA)

e Ostradiol (BT-LAB E0274Rb Rabbit Estrogen ELISA kit, Bioassay Technology
Laboratory, China)

e Testosteron (BT-LAB EO0039Rb Rabbit Testosterone ELISA Kit, Bioassay
Technology Laboratory, China)

e Gonadotropin ~ Salgilatict Hormon - GnRH (BT-LAB EO0372Rb Rabbit
Gonadotropin-releasing Hormone ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory,
China)

e Folikiil Uyarici Hormon - FSH (BT-LAB E0252Rb Rabbit Follicle-Stimulating
Hormone ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, China)
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e Liiteinlestirici Hormon - LH (BT-LAB EO0251Rb Rabbit Luteinizing Hormone
ELISA Kit, Intra-Assay: CV<8%, Inter-Assay. CV<10%, Bioassay Technology
Laboratory, China)

¢ Tris aminometan (Sigma-Aldrich)

e Amonyum Molibdat (Merck)

e Tiyobarbiturik Asit (ISO-LAB Chemicals)

e Trikloroasetik Asit (Merck)

e Metanol ( Honeywell)

e L-Glutatyon Indirgeyici (Sigma-Aldrich)

e Kiimen Hidroperoksit (Sigma-Aldrich)

¢ 5,5’- Ditiyobi (2-nitrobenzoic asit)- (Sigma-Aldrich)
¢ Hidrojen Peroksit (Merck)

e Misir yagi

2.1.2. Cihazlar

e ELISA Reader (Erba Manheim Lisa Scan 1001)

¢ Refraktometre (Atago, SPR-N, Japan)

e Dijital pH metre (Orion Ross Ultra pH/ATC Triode)
¢ Spektrofotometre (Biochrom Libra S22)

o Santrifiij (Niive NF 800R)

e Mikroskop (Olympus CX21)
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e Hematoloji analizér (Mindray 2800 BC)

e \Vorteks (DAIHAN Scientific, VM-10)

e Hassas terazi (DAIHAN Biomedical, SC210)

e Buzdolabi (+4) (Profilo, KIKDN 45V, No frost)

e Derin dondurucu (-45) (Ugur Derin Dondurucu, EUPlus 961)

e Dondurucu (-80) (DAIHAN Scientific, UniFreeze U500)

e [siticili manyetik karistirict (IKA®, Yellow line MSH basic)

e Saf su (Distile su) cihazi (Niive, ND12)

e Homojenizator (IKA®, T18 digital ULTRA TURRAX)

e Otomatik doku takip cihazi (Leica)

e Mikrotom (Leica, RM 2135)

e Etiiv (Niive, FN 500)

2.1.3. Laboratuvar Malzemeleri

¢ Antikoagiilanh tiip (BD Vacutainer hemogard tiip)

e Antikoagiilansiz (jelli) tiip (BD Vacutainer Serum Separatdr tiip)

e Suni vajen

e Pipet

e Polipropilen deney tiip (10 ml)

¢ Ependorf tiip
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e Intravendz kaniil (26 G)

e Penr6z dren 5/8

e Termometre (Iso-Lab)

e Otomatik pipet (Brand)

e Farkli boyutlarda balan joje, beher ve meziir (Iso-Lab)

2.2. Deney Hayvam Materyali ve Deneysel Protokol

Calisma 2020/07-1(15/12/2020) numarasi ile Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Rektorliigiic. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan etik olarak
onaylanmistir. Ortalama agirliklari yaklasik 2400—2800 gram olan 8-10 aylik 24 adet
yetiskin erkek Yeni Zelanda tavsan1 (Oryctolagus cuniculus) kullanilmistir. Igerigi;
%9 ham kiil, %20 ham protein, %14 ham seliiloz, %0,5 kalsiyum, %0,5 fosfor, %0,2
sodyum igeren standart pelet yem ile beslemeleri ad libitum yapilmistir (Mirisan
Yem ve Yag Sanayi, Hatay, TURKEY). Deney baslangicinda tavsanlar ¢alisma
boyunca tutulacaklart %50-55 nem, 22+2 °C sicaklik ve 14:10 saatlik aydinlik:
karanlik dongiistinde 14 giin boyunca alistirilmiglardir. Deneysel uygulama toplam 9
hafta [49 giin (bir spermatogenezis siiresi) +14 giin (spermanin epididimiste depo ve
transfer siiresi)] stirmiistiir. Calisma stiresi boyunca canli agirlik ve yem tiiketimleri
haftalik olarak takip edilmistir. Oral gavaj uygulamalar1 her giin saat 17:00-18:00

arasinda yapilmistir.

Toplam 2 haftalik adaptasyon periodunu takiben tavsanlar her grupta 6 tavsan olacak
sekilde rastgele bicimde toplam 4 ¢alisma grubuna ayrilmistir: Kontrol grubu (K;1 kg
canli agirlik i¢in oral 1 ml misir yagi/giin), BPAF grubu [BF; 20 mg/kg/giin Bisfenol
AF (Alfa-Aesar A18370.14, Haverhill, Massachusetts, USA), 1 ml misir yagi
icerisinde oral], Safranal grubu [SF; 100 mg/kg/giin safranal (Sigma-Aldrich
W338907, St. Louis, Missouri, USA), 1 ml musir yagi igerisinde oral] ve
BPAF+Safranal (tedavi) grubu (B+S; 20 mg/kg/giin Bisfenol AF + 100 mg/kg/giin

safranal, 1 ml misir yag1 igerisinde oral). Dokuzuncu haftanin sonunda ve oral gavaj

40



uygulamalari bittikten 24 saat sonra tiim gruplardaki tavsanlar isoflurane ile genel

anesteziyi takiben 6tenazi yapilmistir.
2.3. Kan Ornegi Alimi

Calismanin baslangicinda, oral gavaj uygulamalarindan 1 giin 6nce ve en son oral
gavaj uygulamasindan 1 saat sonra, tavsanlardan kulak arteri yoluyla antikoagulanh
tiipler kullanilarak tam kan ve plazma i¢in, antikoagulansiz tiipler kullanilarak da
serum i¢in kan ornekleri toplanmistir. Kan alimindan 6nce tavsanlar 12 saat ag
birakilmistir. Kulak bolgesindeki killar trag edildikten sonra %95°lik etil alkol ile
temizlenen deri lizerinden kulak arteri yoluyla toplam 20 ml civarinda kan alinmastir.
Kan 6rneklerinin toplanmasinda 26 G intravendz kaniil (intraket-Nextech Braniil)
kullanilmistir. Kan orneklerinin toplanmasindan sonra kanamayi durdurmak igin

steril pamuk ile kan alma bolgesine basing uygulandi (Resim 2.1).

Tam kan analizleri ve plazma elde etmek i¢cin EDTA’ll tiipler kullanilmustir.
Antikoagiilansiz (jelli) tiipler ise serum elde etmek i¢in kullanilmigtir. Kan 6rnekleri
alindiktan sonra soguk zincir igerisinde muhafaza edildi. Daha sonra 30 dakika
icerisinde 2000 devirde 20 dakika santrifiij edildikten sonra serum ve plazma
kisimlar1 alindi. Serum érnekleri Testosteron, Ostrojen, GnRH, FSH ve LH analizleri
i¢in -20 °C’de saklandi. Hematoloji analizérii (Mindray 2800 BC) kullanilarak taze
kan ve serumdan ayni giin igerisinde tam kan degerleri (hematokrit, hemoglobin,

toplam eritrosit, platelet, I6kosit ve % 16kosit) analiz edilmistir.

41



Resim 2.1: Tavsan sentral kulak arterlerinden intraket yardimi ile kan alinmasi.

2.4. Hormon Tabhlilleri

Hormon analizleri, iiretici firmanin (Bioassay Technology Laboratory, China)
talimatlarina gore yapilmistir. Serum, testis ve seminal plazma testosteron (BT-LAB
EO0039Rb Rabbit Testosterone ELISA Kit, Intra-Assay: CV<8%, Inter-Assay:
CV<10%, Bioassay Technology Laboratory, China), ostradiol (BT-LAB E0274Rb
Rabbit Estrogen ELISA Kkit, Intra-Assay: CV<8%, Inter-Assay: CV<10%, Bioassay
Technology Laboratory, China), gonadatropin salgilatict hormon (GnRH; BT-LAB
E0372Rb Rabbit Gonadotropin-releasing Hormone ELISA Kit, Intra-Assay:
CV<8%, Inter-Assay: CV<10%, Bioassay Technology Laboratory, China), folikiil
uyarict hormon (FSH; BT-LAB E0252Rb Rabbit Follicle-Stimulating Hormone
ELISA Kit, Intra-Assay: CV<8%, Inter-Assay: CV<10%, Bioassay Technology
Laboratory, China) ve liiteinlestirici hormon (LH; BT-LAB EO0251Rb Rabbit
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Luteinizing Hormone ELISA Kit, Intra-Assay: CV<8%, Inter-Assay: CV<10%,
Bioassay Technology Laboratory, China) seviyelerinin tayini i¢in tavsanlara ozel
ELISA kitleri kullanildi (Resim 2.2).

Resim 2.2: Hormon tayinlerinde ELISA test prosediirlerinin uygulanmasi.

2.5. Sperm Orneklerinin Toplanmasi

Calisma baslangicinda, tavsanlar 14 giin boyunca suni vajene alistirildi. Calisma
stiresince haftada 1 kez alinan ejakiilatlar, suni vajen yoluyla dogrudan dereceli ve
tlitilmig cam tiiplerin igerisine toplandi. Hacim ve agirlik, ejakiilatta bulunan jel
kism1 uzaklastirildiktan sonra Ol¢tildii. Ejakiilat 6rnekleri spermatolojik muayeneler

yapilana kadar +32°C’lik su banyosunda tutuldu (Ata vd., 2018).

Tavsanlardan sperm aliminda gereken uygun sicakligi saglamak i¢in suni vajenin
icerisine 1lik su (yaklasik 45 °C) ve hava dolduruldu (Boiti vd., 2005). Bdylece suni
vajenin ejakiilasyon aninda normal bir disi tavsamin vajina sicakligma (39 °C)
ulagmast saglandi (Lebas vd., 1997). Sperm alimina hazir olan suni vajenin penroz
dren boliimiine kayganlik saglanmasi amaciyla vazelin siiriildii. Disi tavsan ve erkek

tavsan ayni kutunun i¢ine konularak erkegin libido seviyesi artirildi. Erkek tavsan
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ciftlesme icin disiye yaklasinca ejekiilasyon suni vajen igerisine gergeklestirildi.
Ejakiilatlar 1lik sperm toplama kadehi (dereceli) ile toplandi (Resim 2.3).

Resim 2.3: Sperm alimi i¢in kullanilan suni vajen ve sperm toplama islemleri.

2.6. Sperm Analizi

Adaptasyon periodu sirasinda suni vajen kullanmaya alistirilan tavsanlardan, ¢alisma
baslangic1 ve sonunda toplanan ejakiilatlardan ejakiilat hacmi, ejakiilat agirligi,
sperm pH, konsantrasyon ve motilitesi Olglilmistir (Ata vd., 2018). Ejakiilat
ornekleri alindiktan hemen sonra pH metre (Orion Ross Ultra pH/ATC Triode, Orion
3 Star pH benchtop, Thermo Scientific, USA) kullanilarak, hidrojen iyon
konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Alinan sperm ornekleri fosfath salin tamponu (PBS) ile
10 kat sulandirildi. Yiizde sperm motilitesini belirlemek i¢in bir 1sitma plakasina

(37,8 °C) sahip bir faz-kontrast mikroskobu kullanildi (400X biiyiitme, Nikon E
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200). Mikroskopta 3 farkli alan taranarak ortalamalari alinmis ve yiizde (%) olarak

degerlendirilmistir.

Ejakiilat hacmi, jel uzaklastirildiktan sonra, dereceli tiip ile tayin edildi. Ejakiilat
agirligl hassas terazide Olgiildii. Ayn1 mikroskopta sperm saymmi 0,1 ml formalin
salin soliisyonunda (% 0,9’luk salin igerisinde % 4’liik formol) Thoma laminda 400
kat biiyiitme ile yapildi. Toplam ejakiilattaki sperm sayisi ise sperm konsantrasyonu

ile ejakiilat hacmi degerlerinden hesaplandi.

Olgiimler sonunda kalan ejakiilatlar 2000 devirde 20 dakika santirfiij edilerek
seminal plazma ayrilarak, elde edilen seminal plazmadan 10uL refraktometreye
(Atago, SPR-N, Japan) damlatilarak toplam seminal plazma protein seviyeleri
(SPTP) kaydedildi.

2.7. Otenazi ve Testis-Epididimis Agirhklarimin Tayini

Erkek Yeni Zelenda tavsanlarindan ikinci agsamanin bitimiyle kan alindiktan sonra,
isoflurane ile genel anestezisi altinda 6tenazisi yapildi. Tavsanlara uygulanan 6tenazi
isleminden sonra ecksenterasyon yontemi ile laparotomi yapildi. Once kavum
abdominis agilarak karin organlarinin dis goriiniisleri kontrol edildi. Daha sonra
costatom yardimiyla costa’lar caput’larina yakin yerlerden kesildi ve diyafram
uzaklastirilarak gogilis organlart incelendi. Skrotum kesesine yapilan ensizyon hatt
yardimiyla testis ve epididimis ¢ikartildi. Daha sonra biitiin tavsanlarda kullanilan
etken maddelerin etkilerinin incelenmesi icin testis ve epididimis 5°C’lik serum
fizyolojik ile yikandiktan sonra tartildi ve dig goriiniisleri kontrol edildi. Alinan sag
testis ve sag epididimis histopatolojik muayene icin ayrildi. Alinan sol testis iki esit
parcaya ayrilarak oksidan-antioksidan ve hormon parametrelerinin tespiti igin -80
°C’de saklandh.

2.8. Oksidan ve Antioksidan Tayini
2.8.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan g¢ikarilan testis dokularmin tartimi yapildi ve sogukluklari

muhafaza edilerek cam tiiplere aktarildi. Dokularin iizerine 1/10 oraninda diliisyon
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olacak sekilde %]1,15’lik potasyum kloriir i¢eren bir tampon ilave edildi. Daha sonra
dokular yine sogukluklari muhafaza edilerek homojenizatérde 16.000 devir/dakika
hizda 3 dakika homojenize edildi. Hazirlanan bu homojenatlarda MDA ve protein

tayini yapildi.

Homojenat +4°C sogutmal1 santrifiijde 1 saat siireyle 5000 g’de santrifiij edilerek
stipernatant elde edildi. Ayrilan siipernatantlarda GSH-Px, CAT ve GSH enzim
aktiviteleri ile protein Ol¢iimii yapildi. Elde edilen siipernatantlar 1/1 oraninda
kloroform/etanol (3/5) ile karigtirilip tekrar sogutmali santrifiijde 45 dakika siireyle
3500 rpm’de santrifiij edildi.

2.8.2. Doku Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin Ol¢iimii

Dokularda MDA diizeyleri, lipid peroksidasyonunun aldehid {iriinlerinden biri olan
MDA ile tiyobarbiturik asitin (TBA) reaksiyonu temeline dayanmaktadir (Placer,
1966). MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢ozeltinin
absorbanst 532 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilerek lipid peroksidasyonun

derecesi saptanmaktadir.
2.8.3. Doku Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi Ol¢iimii

Doku GSH-Px aktiviteleri Lawrence ve Burk’un (1976) tarif ettigi metoda gore
spektrofotometrik olarak yapildi. Metodun esasinda, GSH-Px hidrojen peroksit
vasitastyla indirgenmis glutatyon (GSH)’un okside glutatyon (GSSG)’a
oksidasyonunu katalize eder. Hidrojen peroksit t-biitilhidroperoksitin bulundugu
ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla
GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’in NADP’ye yiikseltgenmesi
sirasindaki absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik olarak okunmasiyla

belirlendi (Lawrence ve Burk, 1976).
2.8.4. Doku Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Doku katalaz (CAT) aktiviteleri Aebi (1983)’nin belirttigi metoda gore
spektrofotometrik olarak belirlendi. Enzim aktivite tayininde ya azalan substrat

miktar1 ya da meydana gelen {irlin miktar1 Olciilerek enzimin aktivitesi saptandi.
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Katalaz, hidrojen peroksit (H,O,)’in yikimin1 katalize eder. H,O;’in Kkatalaz
tarafindan yikim hizi, HyO;’nin 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden
yararlanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. 240 nm’de kor sifira ayarlandiktan

sonra 30 saniye i¢indeki absorbans farki Olc¢lilmek suretiyle katalaz aktivitesi

hesaplandi (Aebi, 1983).
2.8.5. Doku Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Ol¢iimii

GSH diizeyi Sedlak ve Linsay’mn (1968) metodu ile tayin edildi. Bu tayinde
kullanilan; 5, 5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoikasit) (DTNB), siilfidril bilesikleri
tarafindan rediikte edilmis bir disiilfid bilesigidir. Oldukca sar1 renkli bir anyon
olusturur. Ornek ile DTNB’nin olusturdugu sar1 renkli kompleksin renk siddeti
ortamdaki GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir, 412 nm’de spektrofotometrik
olarak ol¢iilmiistiir (Sedlak ve Linsay, 1968).

2.8.6. Doku Protein Tayini

Doku protein miktar1t Lowry ve digerlerinin (1951) belirttigi yonteme gore yapildi.
Alkali bakir tartarat ayiraci peptid baglar ile peptid yapar. Her 7 veya 8 amino asit
artig1 1 atom bakir baglar. Fenol ayirac1 bakir ile muamele edilmis karigima ilave
edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu renk 650 nm’de okunur. Protein
konsantrasyonu ile olugan renk arasinda yiiksek konsantrasyonlar i¢in lineer bir iligki

olmadigindan 6rnekler sulandirilarak dl¢iimler yapildi (Lowry vd., 1951).
2.9. Histopatolojik Muayene

Deneme siiresi sonunda anestezi altinda tiim tavsanlarin nekropsileri yapilarak sag
testis ve epididimis dokular1 alinarak % 10’luk tamponlu formaldehit soliisyonunda
48 saat siireyle tespit edildi. Doku 6rnekleri otomatik doku takip cihazina (Leica TP
1020, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) konularak rutin takip
islemi kapsaminda; doku ornekleri alkol serilerinden (% 70, 80, 96, 100) gegirilerek
dehidrasyonlari; ksilol serilerinden gegirilerek seffaflandirilmalarinin ardindan sonra
parafinde bloklandi. Bu bloklardan mikrotomda (Leica RM 2135, Leica Biosystems

Nussloch GmbH, Nussloch, Almanya) 5 mikron kalinliginda alman seri kesitler
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alindi. Her bir tavsandan alinan doku ornegi Hematoksilen-Eosin ile boyanarak
(Luna, 1968) arastirma 1sik mikroskobunda (Olympus BX50-F4, Tokyo, Japan)
incelendi, elde edilen sonuglarin mikro fotograflar1 (Olympus DP12-BSW, Tokyo,
Japan) alind1 ve asagida yer alan Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru yontemine uygun
olarak skorlandi (Cizelge 2.1; Johnsen, 1970). Bu yontemde normal testisin ortalama
skoru ile 8-10 arasinda degismektedir. Daha diisiik degerler ise azalmis germ hiicre

maturasyonu, spermatogenez ve germinal epitel hasarini gostermektedir.

Cizelge 2.1: Johnsen testikiiler biyopsi skoru kriterleri

10 | Germinal epitelin santral liimen g¢evresinde ¢ok katli yapida olmasi, liimenin

acik ve ¢ok sayida spermatozoon igeriyor olmasi

9 | Germinal epitel goriilmekle birlikte limeni tikayabilecek Onemsiz miktarda

dokiintii, tikali limende spermatozoon ve dokiintii epitel goriilmesi

8 | Germinal epitelin ¢ok tabakali olmasi ancak liimende 10’dan az sayida

spermatozoon bulunmasi

7 | Cok sayida spermatid olmasi ve hi¢ spermatozoon olmamasi

6 | Spermatozoon olmamasi ve 10’dan az sayida spermatid olmast

5 | Sadece spermatositlerin olmasi, spermatozoon ya da spermatidlerin hig

olmamasi

4 | Hi¢ spermatozoon ve spermatid olmamasi ve 5’den az sayida spermatosit

varligi

3 | Germ hiicresi olarak sadece spermatogonyum varligi

2 | Sadece Sertoli hiicreleri olmasi ve hi¢ germ hiicresi olmamast

1 | Seminifer tubul liimeninde hi¢ hiicre olmamasi

2.10. istatiksel Analiz

Tiim degerler ortalama + SD (Standart Sapma) olarak verilmistir. Istatistiksel
degerlendirme i¢in SAS istatistik programinin PROC ANOVA prosediirii kullanildi.
Istatistiki fark bulunan sonuglar Tukey testi ile karsilastirildi. Tiim istatistiksel

uygulamalarda, gruplar arasindaki fark P < 0,05 oldugunda fark anlamli kabul edildi.

48



3. BULGULAR
3.1. Genel Saghk Durumu

Calisma sirasinda tavsanlarda herhangi bir klinik problem ortaya ¢ikmamistir. Genel
saglik durumunun kontrolleri ¢alisma boyunca yapilmistir. Postlir degisimi, denge
kaybi, istahsizlik, halsizlik, ¢evreye karsi dikkat ve dehidratasyon belirtegleri gibi
bulgularda herhangi bir problemle karsilasilmamis ve ayrica herhangi bir enfeksiyoz

durum gézlenmemistir.

3.2. Canh Agirlik ve Yem Tiiketimi

Caligsma siiresince haftalik olarak canli agirlik ve yem tiiketimi degerleri 6l¢lilmiistiir.
Calisma sonrasinda Slgiilen canli agirlik ve yem tiiketimi verilerinde gruplar arasinda
herhangi bir fark goriilmemistir (Cizelge 3.1). Bu veriler sonucunda, hem calisma

baslangicinda hem de calisma boyunca canli agirlik ve yem tiikketiminde gruplar

arasinda farklilik bulunmamistir (Grafik 3.1, Grafik 3.2).

Grafik 3.1: Haftalara Gore Gruplarin Canli Agirliklar: (Ortalama + SD)
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Yem Tiiketimi (gram)

Grafik 3.2; Haftalara Gore Gruplarin Yem Tiketimi (Ortalama + SD)

50

4 KONTROL
4 BPAF
SAFRANAL

BPAF+SAFRANAL



Cizelge 3.1: BPAF ve safranal’in 9 hafta uygulama sonrasi Yeni Zelanda Beyaz
Tavsanlarinda canli agirlik ve yem tiikketimi (ortalama+SD) tizerindeki etkileri.

K BF SF B+S P=

Canh Agirhk (kg)
Yem Tiiketimi (g)

4,13+0,11 3,7+0,47 4,04+0,12 4,00+0,23 0,145
197,0+9,65 189,3+8,47 201,8+9,9 196+ 8,36 0,161

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. Aym satirdaki farkl tist
simge harfleri (a, b, €) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gstermektedir.

3.3. Kan Parametrelerindeki Degisiklikler

Calisma Oncesinde tavsanlardan elde edilen tam kan orneklerinde alyuvar,
hemoglobin, hematokrit, ortalama alyuvar hacmi (MCV), ortalama alyuvar
hemoglobini (MCH), ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) ile
beyaz kan hiicreleri ve platelet degerlerinde gruplar arasinda herhangi bir farklilik

goriilmemistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2: Deneysel ¢alismadan once Yeni Zelanda Beyaz tavsanlarinin bazi kan
parametreleri (ortalama+SD).

K BF SF B+S P=
RBC (x10°/mm?) 6,52+0,39 6,62+0,25 6,44+0,52  6,37+0,41 0,729
Hg (g/dI) 12,21£1,36  12,91+1,43 11,31£1,52  11,43£1,25 0,196
Hmt (%) 41,75+3,14  44,51+4,03 40,88+3,78  40,01+3,39 0,188
MCYV (fl) 64,50£1,91  61,48+5,17 63,55£2,28  65,25+2,92 0,260
MCH (pg) 21,95+1,05  21,661,10 21,46£1,31  22,01£1,59 0,869
MCHC (g/dl) 33,61£0,72  33,56+0,75 33,16£0,88  33,66+0,64 0,656
MPV (fL) 6,80+0,06 6,86+0,17 6,930,225  6,65+0,19 0,088
PDW (fL) 6,51+0,16 6,31£0,29 6,45£036  6,76£0,37 0,114
WBC(x10¥mm?) 7,92+0,97 8,15+1,0 8,26+0,66  8,08+1,09 0,936
Lenfosit (%) 53,5543,96  55,03+8,61 55,30+6,47  5525+577 0,959
Monosit (%) 3,35+0,68 2,710,62 2,53+0,55  2,58+0,76 0,155
Graniilosit (%) 43,10+3,88  45,58+6,33 43834372 42,16£5,66 0,689

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. RBC=Toplam Alyuvar
Sayis;; Hg=Hemoglobin; Hmt=Hematokrit; MCV= Ortalama alyuvar hacmi; MCH=Ortalama alyuvar hemoglobini;
MCHC=0Ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonu; MPV=Ortalama trombosit hacmi; WBC=Toplam akyuvar sayisi;
PDW= Trombosit dagilim genisligi.
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Deneysel calisma sonrasi elde edilen 6rneklerden analizi yapilan kan parametreleri
Cizelge 3.3’te gosterilmistir. BPAF ve safranal’in bazi kan parametrelerinde énemli
farkliliklara neden oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 3.3). Elde edilen sonuglar BPAF
ve safranal uygulamalarinin kirmizi kan hiicre sayisi, hemoglobin, hematokrit, MCV,
MCH, MCHC ve platelet degerleri ilizerine olumlu ya da olumsuz bir etkisinin
olmadigini gostermistir. Buna ragmen, BFAF uygulamalarinin toplam beyaz kan
hiicre sayisinda (WBC) bir artisa sebep oldugu gozlenmis ve WBC degerleri en
yiiksek BPAF grubunda bulunmustur. BPAF grubundaki bu artisin, K ve SF
grublarma gore onemli oldugu gozlenmistir. Lenfosit (%) degerlerinde gruplar
arasinda onemli bir fark oldugu goriilmiistiir. BF ve B+S grublarinda K grubuna gore
lenfosit yiizdeleri azalirken, K grubu ile SF grubu arasinda herhangi bir fark
bulunmamigtir. Bununla beraber BF ve B+S gruplarinda toplam graniilosit (%)

degerleri diger gruplara gore daha yiiksektir.

Cizelge 3.3: BPAF ve safranal uygulamasinin Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarinin bazi kan
parametreleri (ortalama+SD) tizerindeki etkileri.

K BF SF B+S P=
RBC (x10°/mm?) 6,23+0,93 6,39+0,67 6,78+0,63 6,74+0,46 0,473
Hg (g/dl) 12,75£0,70  11,23+1,83 12,53+1,09 12,80+0,38 0,088
Hmt (%) 46,93+375  41,78+637  41,83+349  4498+228 0,129
MCV (fl) 61,8144,44  56,204529  61,03+7,11 60,73+7,98 0,434
MCH (pg) 17,26£1,51  16,70+1,84 17,78+1,57 17,53+1,89 0,726
MCHC (g/dI) 26,93£1,61  27,26£1,66  27,53+0,55 27,83+1,11 0,681
MPV (fL) 6,55+0,23 7,10+0,38 6,45+0,78 6,95+0,37 0,094
PDW (fL) 7,05+0,23 7,11+0,38 7,03+0,45 6,88+0,09 0,652
WBC(x10*/mm?) 7,19°+0,62  10,75%1,27 8,35™+1,7 9,77%+1,7 0,001
Lenfosit (%) 42,16%+9,77  20,96°+4,15 43,53%+4,76  21,81°+10,39 0,001
Monosit (%) 3,68+1,57 2,33+1,14 2,68+0,83 2,50+0,88 0,207
Graniilosit (%) 54,18°+10,1  76,70%5,0 53,81°+4,59  7566%11,2 0,001

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. Ayni satirdaki farkli tist
simge harfleri (a, b, ¢) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermektedir. RBC=Toplam Alyuvar Sayisi;
Hg=Hemoglobin; Hmt=Hematokrit; MCV= Ortalama alyuvar hacmi; MCH= Ortalama alyuvar hemoglobini; MCHC=
Ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonu; WBC=Toplam akyuvar sayisi; MPV= Ortalama trombosit hacmi; PDW=
Trombosit dagilim genisligi.
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3.4. Hormonal Degisiklikler
Calisma oOncesi alinan serum Orneklerinde gruplar arasi Ostrojen ve testosteron

seviyelerinde herhangi bir farka rastlanmamuistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Deneysel caligmadan 6nce Yeni Zelanda Beyaz tavsanlarinin baglangic serum
Ostrojen ve testosteron konsantrasyonlari (ortalama+SD).

K BF SF B+S P=
Ostrojen (ng/L) 21,5242,56  19,05£2,14  19,38+221  21,51+398 0,293
Testosteron (ng/ml) 12,13£0,90  11,57+0,87 11,79+0,84  11,29+1,31 0,540

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu.

Calisma sonrasit alinan serum, seminal plazma ve testis dokusu oOrneklerindeki
Ostrojen ve testosteron hormon seviyeleri Cizelge 3.5’de, GnRH, LH ve FSH
seviyeleri ise Cizelge 3.6’de verilmistir. Genel olrarak Ostrojen seviyeleri disinda
tireme ile ilgili bakilan diger hi¢bir hormon seviyesinde gruplar arasi bir farklilik
bulunmamistir. Calisma sonrasinda elde edilen serum, seminal plazma ve testis
dokusundaki testosteron, GnRH, FSH ve LH hormonlar1 diizeylerine bakildiginda
gruplar arasinda istatistiki bir fark goriilmemis, BPAF ve safranal uygulamalarinin
bu hormonlar iizerinde pozitif veya negatif bir etkisine rastlanmamistir (Cizelge 3.5
ve 3.6). Bununla birlikte serum Ostrojen seviyeleri BF grubunda, SF ve B+S grubuna
gore istatistiki olarak yiiksek bulunmustur. Benzer bir sekilde testis dokusundaki
toplam Ostrojen seviyeleri BF grubu tavsanlarda, SF ve B+S grubuna gore daha
yiiksek olarak elde edilmistir. Bu hormonun, serumda ve testis dokusunda SF ve B+S
grubunda en diisiik degerlere sahip oldugu goriilmektedir. BF grubunda serum ve
testis dokusunda &strojen miktar1 en yiiksek degerlerde olmasina ragmen K grubuna

gore onemli bir istatistiki farklilik bulunmamistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5: BPAF ve safranal’in Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarinin serum, seminal
plazma ve testisde bulunan testosteron ve Ostrojen seviyeleri (ortalama+SD) tizerindeki

etkileri.

K BF SF B+S P=
Serum Ostrojen 20,36% = 5,02 21,80°+  1531™+425 14,88°+2,87 0,023
(ng/L) 4,82
§eminal Plazma 29,19 + 8,94 33,7+5,68 36,8 £ 7,51 33,51 +£12,35 0,546
Ostrojen (ng/L)
Testis Ostrojen 20,92 + 3,96 29,84% + 8,07°+£9,15 11,28°+12,18 0,001
(ng/L) 7,49
Serum 12,01 +£1,99 11,61 £1,57 12,17+ 0,84 11,17+2,05 0,741
Testosteron
(ng/ml)
Seminal Plazma 42,69 + 4,63 37,65+4,09 44,70 £5,67 4492 +12,73 0,343
Testosteron
(ng/ml)
Testis Testosteron 75,5+ 14,7 66,5+ 16,5 75,9+225 68,7+ 16,3 0,731

(ng/ml)

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. Ayn1 satirdaki farkl st
simge harfleri (a, b, ¢) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar gostermektedir.

Cizelge 3.6: BPAF ve safranal’in Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarinin serum, seminal
plazma ve testisde bulunan GnRH, FSH ve LH seviyeleri (ortalama+SD) iizerindeki

etkileri.

K BF SF B+S P=
Serum GnRH 237,0+ 31,6 223,3+22.6 225,0+30,7 200,8 = 18,0 0,150
(ng/L)
Seminal Plazma  153,8 13,3 151,7+£22.4 149,6+ 26,6 160,5+ 24,6 0,849
GnRH (ng/L)
Testis GhRH 162,7+ 17,6 147,9 + 17,0 161,1 £25,5 149,9 + 27,6 0,575
(ng/L)
Serum FSH 249+33 243+35 233+1,5 23,7+3,8 0,842
(mIu/ml)
Seminal Plazma 12,6+£2,4 12,4+7,5 9,3+4,0 9,4+59 0,574
FSH (mIU/ml)
Testis FSH 20,5+5,5 13,5+4,5 172+7,1 16,0 +£ 6,3 0,261
(mIu/ml)
Serum LH 9,1+0,6 8,8+ 1,7 8,7+14 10,8 +£2,3 0,137
(mIU/ml)
Seminal Plazma 14,3+ 1,7 13,9+ 1,9 13,2+0,9 13,8+ 3,3 0,862
LH (mIUu/ml)
Testis LH 13,6 2,6 12,725 145+2.4 13,3+£2,7 0,676
(mIU/ml)

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu.
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3.5. Spermatolojik Degisiklikler

Calisma baslangicinda alinan ejakiilat 6rneklerine dair spermatolojik veriler Cizelge
3.7°de verilmistir. Calisma baglangicinda toplanan ejakiilat 6rnekleri incelendiginde
sperm konsantrasyonu, progresif motilitesinde ejakiilat hacmi, ejakiilat agirligi,
seminal plazma toplam proteini ve semen pH’s1 gibi bakilan hic¢bir degerde gruplar

arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7: Deneysel calisma Oncesi Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarimin deney
baslangicindaki spermatolojik parametreler (ortalama+SD).

K BF SF B+S P=

Sperm Konsantrasyon 272.83+81,3 227.66+77,1 257,83+52,8 244,66+55,2 0,698
(x10%/mm®)

Sperm Motilite (%) 62,50+5,24 54,16+12,81  60,83+9,7 61,66+6,83 0,393
Ejakiilat Hacmi (ml) 0,63+0,26 0,76+0,24 0,73+0,28  0,85+0,18 0,519
Ejakiilat Agirhg (mg) 0,828+0,30 0,755+021  0,841+0,25  0,848+021 0,905
Sperm pH 6,80+0,04 6,80+0,13 6,82+0,10 6,80+0,06 0,987
SPTP (mg/dl) 2,354+0,32 2,41+0,51 2,43+0,46 2,38+0,49 0,989

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. SPTP = Seminal Plazma
Toplam Protein. Ayni satirdaki farkli {ist simge harfleri (a, b, c) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermektedir.

Dokuz haftalik caligma siiresinin sonunda gruplardan elde edilen spermatolojik
degerler Cizelge 3.8’te sunulmustur. BPAF nin ejakiilat hacmi ve agirligi, sperm
PH’s1 ve seminal plazma toplam protein degerleri lizerine olumsuz bir etkisinin
olmadig1 gozlendi. Testis ve epididimis yas agirliklart da benzer bir sekilde grupar
arasinda farklilik gostermedi. Bununla birlikte BPAF uygulamasinin sperm
konsantrasyonu ve progresif motilite iizerine olumsuz etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. BF grubunda bu degerler hem K hem de SF grubuna gore onemli
Olglide azalmistir. Ayrica, BPAF’ye ek olarak verilen safranal’in (B+S grubu),
BPAF’nin bu iki parametre iizerine olumsuz etkisini azaltmada basarili oldugu

gozlenmistir (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8: BPAF ve safranal’in Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarinin bazi ireme
parametreleri (ortalama+SD) {lizerindeki etkileri.

K BF SF B+S P=

Sperm Konsantrasyon  284,2%:67,4  194,0°+65,7  305,8%:352  246,7°+435 0,012
(x10%/mm®)

Sperm Motilite (%6) 64,16%+5,8 45,0°+8,94 67,5°+8,21  63,33°+£6,05 0,001
Ejakiilat Hacmi (ml) 1,01+0,27 0,85+0,1 1,0+0,23 0,91+0,24 0,557
Ejakiilat Agirhg (mg) 096+037 0,77+019  098+0,33  0,88+0,33 0,654
Sperm pH 6,83 = 0,05 6,75+0,11 6,86+ 0,1 6,8 £0,04 0,183
SPTP (mg/dl) 2,43 + 0,46 243+05  228+041  2,48+048 0,892
Testis Agirhgi (g) 3334020  3,14+0,19 3,15+ 0,19 3,16+ 0,23 0,368

Epididimis Agirhg (g) 0,77+009 0,78+007  080+008  0,79+008 0,888

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. SPTP = Seminal Plazma
Toplam Protein. Ayni satirdaki farkli iist simge harfleri (a, b, c) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermektedir.

3.6. Oksidan-Antioksidan Parametrelerdeki Degisiklikler

Calisma sonunda elde edilen testis dokularindan analizleri yapilan MDA, GSH, GPX,
CAT degerleri Cizelge 3.9’da gosterilmistir. BF grubunda MDA degerleri diger
gruplara gore yiikksek bulunmustur. SF ve K gruplart arasinda testis MDA
degerlerinde herhangi bir fark gézlenmemistir. Ayrica bu gruplarda MDA seviyesi
diger iki grupta bulunan tavsanlara gore daha diisiiktiir. B+S grubundaki MDA
seviyeleri K ve SF gruplarina gore daha yiiksek olmasina ragmen, BF grubu ile
kiyaslandiginda testis MDA seviyelerini pozitif yonde etkiledigi goriilmektedir.
Ayrica BFAF uygulamalarinin testis GSH seviyesi iizerine olumsuz etkileri oldugu
goriilmistiir. BF grubundan elde edilen GSH seviyelerinin SF ve B+S gruplarina
gore 6nemli olarak diisiik bulunmustur. Bununla birlikte testis GPx ve CAT degerleri

arasinda gruplar arasinda farklilik gézlenmemistir.
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Cizelge 3.9: BPAF ve safranal’in Yeni Zelanda Beyaz Tavsanlarinin testis dokularinda bazi
oksidan-antioksidan parametreler (ortalama=+SD) {izerine etkileri.

K BF SF B+S P=
MDA (nmol/g 3,67°+£0,47  16,30%°+6,16 4,64°+1,00 8,77°+0,55 0,0001
protein)
GSH (nmol/g 1,74%+0,20 1,43°+0,17 1,84%+0,21 1,97%+0,36 0,009
protein)
GPx (1U/g protein) 26,95+3,52 25,93+2,49 26,69+2,67  2595+2,11 0,884

CAT (lU/g protein) 91,35+5,88 90,13+4,84 90,99+6,02 88,93+5,37 0,877

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. Ayni satirdaki farkli iist
simge harfleri (a, b, ¢) gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar gostermektedir.

3.7. Histopatolojik Bulgular

Tiim deneme grubu tavsanlarin testis ve epididimislerinin makroskobik

incelenmesinde herhangi bir lezyona rastlaniimada.

3.7.1. Testis Dokusuna Ait Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubunda yer alan tavsanlarin testis dokular1 incelendiginde; bazal membran,
seminifer tubullerin germinatif epiteli ve Sertoli hiicreleri ile intertisyel alanda
bulunan Leydig hiicreleri normal histolojik yapida gdzlendi. Tubulus seminiferus
kontortus yapilarinin diizgiin ve liimenlerinin belirgin yapida oldugu, tubulus
duvarinin 4-6 sirali spermatogenik germinatif epitel seri hiicreleri ve Sertoli hiicreleri
de i¢ine alan kalin bir katman halinde oldugu goriildii. Spermatogenik hiicreler bazal
membrandan itibaren sirasiyla kok hiicre 6zelliginde olan spermatogonyumlar ile
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoa asamalarinda
gozlendi. Spermatogenik asamalardan gecen spermatidler, kuyruklar1 liimende,
baslar1 tubulusun duvarma yonelik normal sekilde gozlendi. Interstisyel alanda yer
alan yuvarlak gorliniimlii, eozinofilik sitoplazma ve eksantrik yerlesimli ¢ekirdege
sahip olan Leydig hiicreleri tek tek ya da gruplar halinde normal goriiniimde izlendi.
Interstisyel alanda yer alan vaskiiler yapilar normal goriiniimli idi. Tubulus
seminiferus kontortus yapilarinin etrafinda yassilagsmis ve uzun ¢ekirdekleri ile yer
alan tek siralt normal histolojik yapidaki myofibroblast hiicreleri goriildii (Resim
3.1,3.2,3.3).
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Resim 3.1: Kontrol grubuna ait testis dokusunun normal histolojik yapisinin
mikroskobik goriintimii. H.E. X40

Resim 3.2: Kontrol grubuna ait testis dokusunun normal histolojik yapisinin yakin
mikroskobik goriiniimii. H.E. X100
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Resim 3.3: Kontrol grubuna ait testis dokusunun normal histolojik yapisinin daha
yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400

Oral yolla BPAF verilen gruptaki tavsanlarin testislerinin mikroskobik olarak
incelenmesinde tubuluslarin ¢ogunlugunun morfolojilerinin bozuldugu ve bazilarinin
atrofiye oldugu goriildii. Dejenere tubuluslarin ¢ogunlugunda germinatif epitel
hiicrelerin bazal membrandan ayrilarak spermatogenik hiicre serilerini olusturan
farkli gelisim agsamalarindaki hiicrelerde belirgin bir kayba ve disorganizasyona yol
actig1, dolayisiyla germinatif epitel kalinliginda azalmaya neden oldugu gozlendi.
Germinatif epitel kalinligindaki bu azalmanin spermatogenik hiicre biitiinliigliniin
bozulmasina yol agtigi ve yer yer sadece bazal membran ile kok hiicre 6zelliginde
olan spermatogonyumlar ve Sertoli hiicrelerinin bulundugu izlendi. Dejenere
tubuluslarda germinal hiicrelerde dejenerasyon ile bazi spermatogonyumlarin
cekirdeklerinin  kiigiiliip bliziiserek piknotik ¢ekirdekli bir hal aldig ve
spermatognezisin durdugu veya bliyiik oranda azaldigi, dejenere tubulus germinatif
epitel hiicreleri ve yer yer interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde vakuoller ile
interstisyel alanlarda yer yer 6dem gozlendi. Bazi tubuluslarda germinatif epitelden
dokiilen hiicrelerin liimende biriktigi tespit edildi. Bazi alanlarda tubuluslarin

bitistigi bolgelerin birbirlerinden ayrildigi belirlendi (Resim 3.4, 3.5 ve 3.6).
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Resim 3.5: BPAF grubuna ait testis dokusunda yapilar1 tamamen bozulmus

seminifer tubullarin yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X100
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Resim 3.6: BPAF grubuna ait testis dokusunda yapis1 tamamen bozulmus seminifer

tubulusta dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin daha yakin mikroskobik goriintiimii.

H.E. X400

B+S grubunda bulunan tavsanlarin tubuluslarinda biiyiik oranda morfolojik olarak
normale yakin goriinimde olmakla birlikte bazi tubuluslarda ve Leydig hiicrelerini
de igeren interstisyel alandaki morfolojik degisikliklerin sadece BPAF uygulanan
gruba gore daha hafif derecede oldugu, dejenere tubuluslarda spermatogenik hiicre
serisinde kismen hafif derecede bozulma ile birlikte baz1 germinatif hiicrelerde tek
tiik vakuoller dikkat c¢ekti. Bu grupta ¢cogunlukla tubulus bazal membrani {izerinde
diizenli dizilim gosteren spermatogonyumlar, spermatogenezise ait farkli gelisim
asamalarindaki germinatif epitel hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve bu hiicreler arasindaki
baglantilar spermatozoalar1 da igerecek sekilde spermatogenezise devam ettigi
goriildii. Leydig hiicrelerini de iceren interstisyel alan, normal goriiniimde olup bu
alanlarda herhangi bir 6dem veya damarlarda konjesyona rastlanilmadi (Resim 3.7,

3.8ve 3.9).
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Resim 3.7: BPAF+Safranal grubuna ait testis dokusunun normale yakin histolojik

yapisinin mikroskobik goriiniimii. H.E. X40

Resim 3.8: BPAF+Safranal grubuna ait testis dokusunun normale yakin histolojik

yapisinin yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X100
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Resim 3.9: BPAF+Safranal grubuna ait testis dokusunda germinatif epitel hiicre

serileri ve interstisyumda yer alan Leydig hiicreleri ile vaskiiler yapilarin normale

yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400

Safranal uygulamasi yapilan gruba ait tavsanlarin testis dokularinda, tubulus bazal
membrani, tubulus duvarindaki spermatogenik hiicre serilerini olusturan
spermatogonyum, spermatosit, spermatid hiicreleri ile destek hiicreleri olan Sertoli
hiicreleri ile Leydig hiicrelerini de kapsayan interstisyel alanin kontrol grubuna
benzer bir histolojik yapida oldugu, spermatogenezin normal devam ettigi gozlendi
(Resim 3.10, 3.11 ve 3.12).
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Resim 3.10: Safranal grubuna ait testis dokusunun normal histolojik yapisinin
mikroskobik goriiniimii. H.E. X40

Resim 3.11: Safranal grubuna ait testis dokusunun normal histolojik yapisinin yakin

mikroskobik goriiniimii. H.E. X100

64



Resim 3.12: Safranal grubuna ait testis dokusunun normal histolojik yapisinin daha

yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400

3.7.2. Epididimis Dokusuna Ait Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait tavsanlarin epididimislerinin kauda boliimiiniindeki kanallar,
histolojik olarak oval sekilli ve normal epitel kalinlig1 olan ve intraluminal sperm
varh@ ile karekterizeydi. Interstisyumda normal vaskiiler yapilar gdzlendi. Temel
hiicre tipleri; esas hiicreler, bazal hiicreler ve seffaf (berrak) hiicreler olan duktuslarin
epitel katmanlart normal histolojik yapida izlendi. Duktus epididimislerde aralarda
acik renk sitoplazmalari ile ayirt edilen seffaf (berrak) hiicreler de normal histolojik
yapida izlendi. Ayrica bu gruba ait duktuslar arasindaki intersitisyel bag dokuda
kollajen lif demetleri ve bag doku hiicreleri normal olarak goriildii (Resim 3.13 ve

3.14).
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Resim 3.13: Kontrol grubuna ait epididimis dokusunun normal histolojik yapisinin
mikroskobik goriiniimii. H.E. X100

Resim 3.14: Kontrol grubuna ait epididimis dokusunun normal histolojik yapisinin
yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400
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BPAF grubuna ait tavsanlarin epididimal kanallarindan bazilar1 kontrol grubuna gore
normal sekil ve yapilarin1 kaybederek morfolojilerinin bozuldugu, bazilarinin bazal
membraninin daha kivrimli hal aldig1 veya birkisim duktuslarin bazal membraninin
ayrildigi, bazi duktuslarda yer yer kanal duvarimi doseyen epitel dokusunun kayba
ugrayarak inceldigi, bazi1 duktuslarda duvart olusturan epitel hiicrelerin
sitoplazmalarinda vakuollesmelerin oldugu yapilarla karekterize dejenerasyonlarin
ve piknotik cekirdekli koagulatif nekrotik degisikliklerin oldugu, epitel katmanda
yapt biitlinliigiiniin bozuldugu, birkisim duktuslarin epitel hiicrelerinin liimene
dokiildiigt dikkati ¢ekti. Ayrica bazi duktuslarda luminal sperm azlig1 veya yoklugu
da tespit edildi. Duktuslar1 ¢evreleyen sirkiiler kas tabakasinda yer yer ayrilmalar ile
interstisyel bag dokuda az da olsa kayiplar oldugu izlendi. Baz1 kanallarin seffaf
hiicrelerinde hiperplazi goriildii (Resim 3.15, 3.16, 3.17 ve 3.18).
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Resim 3.15: BPAF grubuna ait epididimis dokusunda dejeneratif ve nekrotik
degisikliklerin mikroskobik goriiniimii. H.E. X100
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Resim 3.16: BPAF grubuna ait epididimis dokusunda epitel hiicrelerde vakuoler
dejenerasyon ve piknotik c¢ekirdekli koagulasyon nekrozlarinin oldugu yakin
mikroskobik goriiniimii. H.E. X400

Resim 3.17: BPAF grubuna ait epididimis dokusunda dejeneratif ve nekrotik
degisikliklerin yakin mikroskobik goriintimii. H.E. X400
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Resim 3.18: BPAF grubuna ait duktus epididimis dokusunda seffaf hiicrelerinde

hiperplazi ve koagiilasyon nekrozlarin yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400

B+S grubuna ait tavsanlarda epididimal kanallarin ve intersitisiyel bag dokusunun
sadece BPAF verilen gruba gore morfolojik yapilarinin korunmus oldugu tespit
edildi. Kismen de olsa bazi kanal epitel hiicrelerinde dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler goriilmekle birlikte bu duktuslarda duvar1 doseyen epitel dokusunun
kaybmin 6nemli dl¢lide azaldigi, epitel katmanda yap1 biitlinliiglintin siirdiiriildiigi,
dolayisiyla sadece BPAF uygulanan gruba kiyasla kanal duvarinda incelmenin
belirgin bir Onlendigi gozlendi. Benzer sekilde BPAF ile birlikte Safranal
uygulamasiyla bazi kanallarin seffaf hiicrelerinde hiperplazinin de azaldigi goriildii.
Yine kontrol grubuna gore bazi epididimal kanallarda sperm yogunlugunda azalma
olmakla birlikte sadece BPAF verilen grupla kiyaslandiginda intraluminal sperm
yogunlugunda belirgin bir artis izlendi. Epididimal kanallar1 ¢evreleyen periduktal
sirkiiler kas dokusunun diizenli gériiniim sergiledigi goriildii. Interduktal alandaki
intersitisiyel bag dokusunun sadece BPA verilen gruba oranla bag doku hiicreleri ve
kollajen liflerin yogunlugu ve vaskiiler olusumlar agisindan normale yakin bir yapida
oldugu, bu itibarla kontrol grubuna yakin bir histolojik goriiniim arzettigi goriildii

(Resim 3.19, 3.20 ve 3.21).
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Resim 3.19: BPAF+Safranal grubuna ait epididimis dokusunun normale yakin

histolojik yapisinin mikroskobik goriiniimii. H.E. X100

Resim 3.20: BPAF+Safranal grubuna ait epididimis dokusunun normale yakin

histolojik yapisinin yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400
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Resim 3.21: BPAF+Safranal grubuna ait duktus epididimis dokusunun seffaf
hiicrelerinde hiperplazi haricinde normale yakin histolojik yapisinin yakin

mikroskobik goriiniimii. H.E. X400.

Safranal uygulanan gruba ait tavsanlarin epididimislerinin duktuslarinin morfolojik
yapilari, kanallarin duvarint déseyen epitel hiicreleri, luminal sperm yogunlugu,
interstisyel yapilarin durumunun kontrol grubu ile benzer bir histolojik goriintii

arzettigi goriildi (Resim 3.22 ve 3.23).

Resim 3.22: Safranal grubuna ait epididimis dokusunun normal histolojik yapisinin
mikroskobik goriiniimii H.E. X100
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Resim 3.23: Safranal grubuna ait epididimis dokusunun normal histolojik yapisinin
yakin mikroskobik goriiniimii. H.E. X400

3.7.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Testis dokusundan alinan orneklerin hematoksilen-eozin teknigine gére boyanarak
151k mikroskopu altinda Johnsen skorlar1 kriterlerine gore skorlarin ortalamalar
asagidaki ¢izelgede (Cizelge 3.10) sunulmustur. Johnsen testikiiler biyopsi skoru
sonuglarina gore Kontrol grubu ile Safranal grubu skorlarinin benzer, BF grubu ile K
grubu karsilastirildiginda istatistiksel agidan onemli 6lgiide diisiikk, B+S grubunun K
grubuna yakin, BPAF grubundan istatiksel olarak yiiksek oldugu tespit edildi (P =
0,0001).

Cizelge 3.10: Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (ortalama =+ SD)

K BF SF B+S P=

Johnsen skoru 95+0.54* 35+1.04° 9.1+0,44° 7,1 £0.75° 0.0001

K= Kontrol grubu, BF= Bisfenol AF grubu, SF= Safranal grubu, B+S= Bisfenol AF+Safranal grubu. Ayni satirdaki farkl st
simge harfleri (a, b, ¢) gruplar arasinda istatistiksel “+” olarak anlamli farkliliklar gostermektedir.
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4. TARTISMA

Endokrin bozucu kimyasallar (EDC'ler), hayvanlarin endokrin sistemine miidahale
etme ve suda yasayan omurgalilarin tireme saghigimi etkileme kabiliyetine sahip
olduklari i¢in ¢evrede bulunan maddelerin tehlike degerlendirmesinde odak noktasi
olmustur (Urbatzka vd., 2012, Schiller vd., 2013). Yirmibirinci yilizyilda giderek
artan endiistriyel Bisfenol AF (BPAF) kullanimina bagli olarak, hem hayvansal hem
de bitkisel kaynaklardan elde ettigimiz iirlinlerin bu kimyasal ile kontamine olmasi
ve dolayist ile ¢evremizdeki biitiin memelilerin besin zinciri igerisinde bulunmasi
kacinilmazdir. Bu yiizden, bisfenol A (BPA) ve analoglari, her yerde bulunmalari ve
dolayisiyla insanlar ve organizmalar tarafindan c¢evreden ve besin zinciri yoluyla
artan maruziyetleri nedeniyle giderek bir endise kaynagi olmustur (Song vd., 2012,
Li vd., 2013, Jo vd., 2014). BPA analoglar1 arasinda BPAF, BPA'nin en yaygin
kullanilan alternatiflerinden biridir ve gida ambalaji, elektronik iiriinler ve optik elyaf
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Matsushima vd., 2010). Giinlimiizde
besin ile temas eden bircok malzemede artan BPAF kullanimi, BPAF’yi de 6nemli

bir doga kirleticisi yapmistir (Feng vd., 2012).

BPAFin yiiksek sicaklik kompozitlerinde, elektronik malzemelerde ve gaz gecirgen
membranlarda polikarbonat kopolimerlerde sik¢a kullanilmasi, BPAF’nin
sedimanlarda veya toprakta kilogram basina birka¢c mikrograma ve nehir suyunda
litre basina bir diizine mikrograma kadar konsantrasyonlara sahip su sistemleri de
dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli gevresel matrislerde siirekli olarak tespit edilmesine yol
acmustir (Song vd., 2012, Yang vd., 2014b). BPAF nin toksikolojik etkileri hakkinda
sinirlt  bilgi mevcuttur ve BPAF’nin maruz kalma smirlarma iligkin - veri
bulunmamaktadir. Bu sebepten dolayi, yapilan bu ¢alismada en ¢ok kullanilan bir
BPA analogu olarak BPAF ile giiglii bir antioksidan olan safranal’in Yeni Zelanda
Beyaz tavsanlarindaki spermatolojik, oksidan-antioksidan ve c¢esitli kan

parametreleri iizerine etkileri incelenmistir.

Bisfenol A (BPA) ve analoglar1 serum albiimine baglanarak kan tarafindan tasinir
(Zhao vd., 2021). Bu yiizden BPA, baz1 biyokimyasal ve hematolojik parametreleri
etkileyebilmektedir. BPA’nin bu etkilerini disi ratlarda inceleyen bir calismada,

WBC degerleri artarken lenfosit ylizdelerinde 6nemli bir diisiis oldugu belirtilmistir.
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Ayni1 zamanda bu calismada nétrofil yiizdelerinde de anlamli bir artis oldugu
goriilmektedir. Calismamizda BPAF’nin mevcut etkilerinin, BPA’nin bu etkisine
benzer oldugu goriilmektedir. Ayrica graniilosit degerlerimizde ki bu artis, notrofil
artig1 ile iliskilendirilebilir (Abid ve Hassan, 2016). BPAF ile yapilan in vitro bir
calismada insan periferik kan mononiikleer hiicreleri {istlinde sitotoksik

potansiyelinin oldugu belirtilmistir (Michatowicz vd., 2015).

BPAF’nin, BPA ve diger BPA analoglarina gore eritrositlerde daha giiclii apoptotik
potansiyel sergiledigi bildirilmistir (Maéczak vd., 2016). BPA’nin, Yeni Zelanda
tavsanlarinda ise WBC, lenfositler, monositler, graniilositler ve trombositler iistiinde
herhangi bir etkisi bulunmazken, eritrosit sayis1 ve hemoglobin iistiinde negatif etki
gostermistir (Gulay ve Yildiz Gulay, 2018). Alabaliklarda ise BPA eritrositlerde
mikroniikleus sikliginda artisa neden olmustur (Frenzilli vd., 2021). Polikistik Over
Sendromlu kadinlarda BPA; HCT, MCV, MCH, WBC ve MPV gibi kan
degerlerinde herhangi bir degisiklige neden olmamistir (Kawa vd., 2019). Erkek
ratlarda yapilan bir ¢alismada RBC, HGB, HCT, MCHC degerleri BPA’nin oral
maruziyeti sonucunda kontrol grubuna gore artis gostermistir (Barali¢ vd., 2020).
Yine baska bir c¢alismada farelerde BPA’nin farkli dozlarda hematolojik
parametrelerde degisikliklere neden oldugu gériilmiistiir (Alabi vd., 2021). Isvicre
albino farelerinde yapilan calismada ise BPA hemoglobin degerlerinde anlamli
olarak diisiise sebep olmustur (Hoque vd., 2020). Aym1 zamanda BPAF eritrositler
istiinde oksidatif stres ve hasara da neden olmustur (Macczak vd., 2017). Literatiir
bilgilerine bakildiginda BPAF’nin 6zellikle 16kosit degerleri {izerine olan etkilerinin
genel anlamda BPA ve diger analoglari ile uyumlu oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun yaninda BPAF tavsanlarda kirmizi kan hiicrelerine ait parametrelerde
herhangi bir degisiklik gostermemistir. Bu durumun ¢alismamizda kullanilan BPAF
dozunun erkek tavsanlarda kirmizi kan hiicreleri iizerinde olumsuz bir etki

olusturacak diizeyde olmadigin diistindiirmektedir.

Safranal, diger safran bilesenleri ve E vitamini ile karsilagtirilmali yapilan bir
caligmada sicanlarda WBC degerlerinde bir etkisi goriilmemis fakat RBC, HCT ve
hemoglobin iistiinde baz1 degisikliklere neden olmustur (Hariri vd., 2011). Yine bu

sonuglara benzer sekilde olan erkek si¢anlarda 21 giin safranal uygulamasinda WBC
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sayist degismezken RBC, HCT ve hemoglobin degerlerinde anlamli bir diisiis oldugu
belirtilmistir (Hosseinzadeh vd., 2013). Baska bir ¢alismada, safranal siganlarda
RBC, HCT ve hemoglobin degerlerinde hig¢bir degisiklige neden olmamustir (Arihan
vd., 2016). Farelerde safranal farkli dozlarda kullanildiginda WBC, nétrofil, lenfosit
ve monosit sayilarinda gruplar arasinda bir fark bulunmamistir (Riahi-Zanjani vd.,
2015). Calismamizda bakmis oldugumuz kan parametreleri iizerine safranal
uygulamasi K grubunda bulunan tavsanlarla kiyaslandiginda herhangi degisiklige yol
acmamistir. Bununla birlikte safranal’in WBC degerleri iizerine BF grubuna gore

olumlu yonde etkileri oldugu gozlenmistir.

Leydig hiicreleri tarafindan kolesterolden sentezlenen testosteron hormonu, erkek
tireme sisteminin gelismesinde ve testislerde spermatogenezde anahtar rol oynar (Ye
vd., 2011). Testosteron, spermatositlerin gelisimi sirasinda mayoz boliinmenin
tamamlanmas1 i¢in gereklidir. Testosteron ayrica spermatidin vaktinden Once
seminifer tiibille gecmesini Onlemede rol oynarken, olgun spermlerin seminifer
tiibiile gegisini ise kolaylastirir (Xiao vd., 2014). Sicanlarda deneysel oral BPAF
uygulamasinin kolesterol biyosentezi, tasinmasi ve steroid biyosentezi siiregleri ile
ilgili hem genlerin hem de proteinlerin ekspresyon seviyelerinde dramatik bir diistise
neden oldugu goriilmistir (Feng vd., 2012). BPAF maruziyetinin, testosteron
biyosentez yolundaki genlerin ve proteinlerin degistirilmesi yoluyla testosteron
diizeylerini etkiledigi dogrulanmistir (Fic vd., 2015). Ayrica bu uygulamanin serum
(Feng vd., 2012; Yu vd., 2022), plazma ve testikiiler testosteron (Huang vd., 2020)
diizeylerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. BPAF, erkek zebra baliklarinda
da testosteron seviyelerinde azalmaya neden olmustur (Yang vd., 2016).
Calismamizda testikiiler ve serum testosteron diizeylerinde istatistiki anlamda bir
farklilik saptanmamustir. Sadece BPAF uygulanan grubun testikiiler testosteron
diizeyinde sayisal bir azalmanin oldugu fakat bu azalmanin istatiksel agidan anlamli
olmadigr goriildi. Literatiir bilgileri genelde BPAF’nin testosteron diizeyini
diisiirdligiinii bildirmis olsa da (Feng vd., 2012; Yu vd., 2022), erkek tavsanlar
lizerinde yapmis oldugumuz bu calisma uygulanan BPAF dozunun testosteron
seviyeleri lizerine olumsuz bir etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir. Farkli
sonuclar, hayvan tiirii, bisfenol maruziyetinin dozu ve farkli hayvanlardaki

metabolizmasinin farkli olusu, uygulama yolu ve siiresine bagl olabilir.
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Omurgalilarda, testosteron gibi Ostrojen hormonu da, cinsiyet farklilasmasinda,
cinsel olgunlagsmada ve treme aktivitesinde rol oynar (Chang vd., 2013). Bu
baglamda, BPAF’nin zebra baliklarinda 0Ostrojen seviyesinde bir artisa neden
olduguna dair veriler bulunmaktadir (Feng vd., 2012, Yang vd., 2016). Ayrica,
BPA'ya maruz kaldiktan sonra kandaki E, seviyelerinin arttigin1 bildiren ¢aligmalar
da bulunmaktadir (Lassen vd., 2014; Scinicariello vd., 2016). Ostrojenin leydig
hiicrelerinin isleyisini ve testosteron lretimini bozdugu diisiiniilmektedir (Hecker
vd., 2005). Ancak Stoker ve digerleri (2020) ile Alboghobeish ve digerleri (2019)
tarafindan yapilan caligmalarda BPA'ya maruz kalan yetiskin erkek sigcanlarin kan
dolagimindaki oOstrojen seviyelerinde diisiis tespit edilmistir. Zebra baliklar1 ile
yapilan bagka bir calismada da 125 pg/L dozundaki BPAF’nin Ostrojen seviyeleri
lizerine olumsuz bir etkisinin bulunmadigi gozlenmistir (Shi vd., 2015).
Calismamizda BPAF uygulanan gruba ait serum ve testikiiler Ostrojen seviyesinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak artmadigi saptandi. Sadece safranal verilen
grubun serum ve testikiiler dstrojen diizeyi kontrol ve BPAF gruplarina gére anlamli
sekilde diisiiktii. BPAF ile birlikte safranal verilen grubun serum ve testikiiler
Ostrojen diizeyleri kontrol grubu ve BPAF grubu ile kiyaslandiginda Ostrojen
diizeyinin istatistiki acgidan anlamli sekilde azaldigi gorildi. Bu baglamda,
calismamizdan elde ettigimiz serum ve testikiiler Ostrojen bulgularimiz BPAF
maruziyetinin Ostrojen diizeyini arttirdigin1 bildiren bazi literatiir bilgisi ile

uyumsuzluk gostermektedir.

Farkli ¢alismalarda elde edilen artmis, azalmis veya degisiklik gostermemis Ostrojen
seviyeleri, BPAF’nin baliklar ve memeliler de dahil olmak iizere farkli hayvan
tirlerinde ve farkli gelisim asamalarinda (embriyonik-puberte 6ncesi- yetigkin) ve
cok genis bir doz diizeyinde kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. BPA ve
analoglari, dehidroepiandrosteronun androstenediona donistiiriildiigii arka kapi
yolagim1 etkileyerek testikiiler testosteron sentezinin azalttigi diisiiniilmektedir.
Androstenedion, A4 yolundan sorumludur ve bu yol, Ostrojenin asir1 {retimini
uyarma agisindan yiiksek risk teskil eder. Bu arka kapi yolu, p450 aromataz
aktivasyonunu igeren testikiiler steroidogenezde alternatif yol olarak da bilinir.
Aromatazin aktivasyonu CYP19A1'in artan gen ve protein ekspresyonu ile sergilenir

ve bu da cAMP'nin aktivasyonuna yol acar. Bu mekanizma testiste Ostrojenin asiri
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tiretimine neden olur ve bu da BPA ve analoglarinin bir etkisi olarak ortaya ¢ikar
(Eladak vd., 2015, Feng vd., 2016, Ullah vd., 2018, Ullah vd., 2019). Bununla
birlikte, BPA ve analoglarinin A4 yolundaki etkileri doza bagh farklilik
gostermektedir ve farkli calismalarda elde edilen sonuglar1 da etkilemektedir.
Caligmamizdan elde edilen bulgular kullanilan dozda BPAF’nin ostrojen seviyeleri
tizerinde bir etkisini olmadigimi gostermis olsa da, safranal uygulamasinin Gstrojen
seviyelerini diisiirdiigiinii gostermistir; sonuclar incelendiginde safranal’in testikiiler

dokuda androjenlerden dstrojen doniistimiinii azaltiyor gibi goziikmektedir.

Hipotalamus-hipofiz ekseni (HPG), erkek iireme sistemi de dahil olmak iizere insan
ve ¢iftlik hayvanlarinda endokrin hormon iiretimini diizenleyen ana merkezdir (Park
vd., 2018). Hipotalamus, hipofiz bezlerinin néroendokrin aktivitesini uyarmaktan
sorumlu hormonlar1 ya én ya da arka bezde salgilar. On hipofiz bezi tarafindan
diizenlenen néroendokrin aktivitelerden biri de HPG eksenidir (Chakraborty, 2020).
Omegin, GnRH enzimatik reaksiyona giren bir polipeptitten meydana gelerek
hipotalamusun arkuat niikleusunda 6zellesmis noronlarinda iiretilir ve aksonlardan
eminentia mediana (median eminens)’nin dig bolgesine tasimnan depolama
graniillerinde paketlenir. Bu hormon, ©6n hipofiz bezinden LH ve FSH'nin
biyosentezini ve sekresyonunu uyarmak i¢in her 30-120 dakikada bir yaklasik 1000
noronun sinir uglarindan senkronize uyarilarla hipofizer portal sistemine salinir
(Millar, 2005). LH ve FSH ise glikoprotein yapida hormonlardir ve 6n hipofiz
bezinde gonadotrop adi verilen ayni hiicrelerden salgilanirlar. Hipotalamusta GnRH
bulunmadiginda, hipofiz bezinden LH ya da FSH hemen hemen hi¢ salgilanmaz.
FSH seminifer tiibiillerde, 6zgiil FSH reseptorleriyle Sertoli hiicrelerine baglanir. Bu
olay, hiicrelerin biiyiimesine ve c¢esitli spermatogenik maddelerin salgilanmasina
neden olur. Ayni anda, interstisyel alanlardaki Leydig hiicrelerinden tiibiiller i¢ine
difiize olan testosteron hormonu spermatogenez iizerinde siddetli bir tropik etki
gosterir. Bu nedenle, spermatogenezin baglamasi icin, FSH ve testosteron
hormonlarinin her ikisi de gereklidir. Testislerin interstisyel Leydig hiicrelerinden
testosteron salgilanmasi, ancak hipofiz bezinden salgilanan LH’nin uyarisi ile

gerceklesebilmektedir (Guyton ve Hall, 2000).
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Dolayisi1 ile HPG ekseni ii¢ seviyede hormon {iretimiyle karsilasir: hipotalamus
GnRH salgilar, 6n hipofiz bezi FSH ve LH salgilar ve testis, 0zellikle Leydig
hiicreleri, testosteron sentezler. Hipotalamustan salinan GnRH, FSH ve LH
salgilamasi i¢in 6n hipofiz bezini uyarir. Her iki hormon da testosteron, Ostrojen,
progesteron ve inhibin gibi hedef hormonlar: salgilamak i¢in testislere etki eder. Bu
mekanizmanin birincil amacit homeostaz dengesini saglamak ve hormon
diizenlemesinin pozitif ve negatif geri bildirimini diizenlemektir (Castillo-Sanchez
vd., 2020, Talpade vd., 2018). GnRH, LH ve FSH salgisi, kissl geni tarafindan
diizenlenen ndropeptid kisspeptin (KISS1) tarafindan kontrol edilir (Bakar vd., 2017,
Kang vd., 2006, Kawamura vd., 2014). Genel olarak, KiSS1 ve G protein-bagh
reseptor 54 (GPR54) kompleksi HPG ekseni geri bildirim diizenlemelerinde yer alir
(Zhu vd., 2020). KiSS1, kissl reseptorii olarak da bilinen GPR54'e baglanarak bir
Kiss1/GPR54 kompleksi olusturur. Bu kompleks, GnRH salinimini uyarmak igin
GnRH noéronunu hedef alarak néroendokrin iireme eksenini diizenler (Dedes, 2012).
Daha sonra, GnRH, gonadotropik hormonlarin, o6zellikle LH ve FSH'nin
salgilanmasini indiiklemek icin 6n hipofiz bezindeki néron iletimini uyarir. Ayrica
ERa, treme ve cinsel davramiglarin diizenlenmesinde de onemli bir rol oynar
(Khbouz vd., 2020, Weiser vd., 2008). E, hipotalamusta ERa'ya baglandiginda,
GnRH salgilanmasini baskilar (Chimento vd., 2014).

Cesitli deneysel calismalar, BPA ve BPF, BPS ve BPAF gibi analoglarinin, mRNA
gen ekspresyonunu hedefleyerek KiSS1 ve ERa araciligiyla HPG eksenini
bozdugunu ortaya koymustur. Perinatal donemde 2 pg/kg/agirlik dozunda kullanilan
BPA'nin beyindeki GnRH noron miktarimi arttirdigi ve erkek sican yavrularinin
kanindaki LH seviyelerinde bir artisa yol ac¢tigt bulunmustur. Buna karsilik, daha
onceki birkag¢ caligma, oral gavaj veya intraperitoneal enjeksiyon yoluyla 25 mg/kg
/agirlik ila 200 mg/kg/agirhik arasinda degisen c¢esitli BPA dozlarina maruz
kaldiklarinda yetiskin erkek sicanlarin kanindaki FSH ve LH seviyelerinde bir
azalma oldugunu bildirmistir (Shamhari vd., 2021). Bisfenollerin karsilastirilmali
toksikolojik etkilerini inceleyen bir ¢aligmada ise BPAF analogunun bazi dozlarda
GnRH, FSH ve LH hormon seviyelerini artirdigi goriilmiistiir (Qiu vd., 2021).
Ayrica, BPA'ya maruz kalan sigan ve zebra balig1 gibi laboratuvar hayvanlariin

beyinde Kissl mRNA ekspresyonunda artis gosterdigini bildirmistir (Qiu vd., 2016,
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Stoker vd., 2020, Bai vd., 2011, Cao vd., 2012). icme suyu yoluyla 50 pg/kg
dozunda BPA'ya maruz kalma Kiss 1 mRNA ifadesinde artisa neden olmustur
(Stoker vd., 2020). Ayn1 bulgular sicanlarin yavru ve yavrularinda ve zebra baliginin
transgenik embriyosunda da kaydedilmistir (Qiu vd., 2016, Bai vd., 2011, Cao vd.,
2012). Zebra baligi embriyolarmin déllenme sonrasi 120. saatte 1000 pg/L BPA ve
BPS'ye maruz birakilmasi Kissl geninin ifadesinin arttigimi ortaya koymustur.
Dahasi, Kiss 1 reseptorii yiiksek oranda ifade edilmis ve hipotalamusta GnRH3
noronlarinin sayisinda artisa yol agmuistir (Qiu vd., 2016). GnRH3 noronu, zebra
baliginda iireme sisteminin hipofiz gonadal eksenini dolayli olarak kontrol eden bir
noromodiilatordiir (91,92). Ayrica, Qiu ve digerleri (Qiu vd., 2016) 0,1 ve 1 mg/L
BPF igeren bir akvaryumdaki erkek zebra baliklarinin GnRH ndéronlarinin artisim
etkileyen GnRH reseptorlerinin (GnRHR1 ve GnRHR2) ekspresyonunda bir artis
gosterdigini bulmustur. Bir bagska BPA analogu olan BPAF’nin da gnrh2, fshf ve
Ih'nin mRNA ekspresyonunu artirarak erkek zebra baligi yavrularinda HPG
eksenini bozdugu bildirilmistir (Shi vd., 2015). Zebra baliginda gnrh2, fshp ve 1hf
sirasiyla insan GNRH2, FSHf} ve LHp ile ortologdur.

Bununla birlikte, BPA ve analoglarinin dogrudan veya dolayh etkileri olduguna dair
calismalar olsa da, etkileri hala tartismalidir. Bu analoglar, erkek iireme sistemi
tizerinde BPA 1ile ayni1 olumsuz etkileri gosterebilir; ancak erkek {ireme
hormonlarinin fizyolojik fonksiyonlarini aciklayan toksikolojik verileri hala sinirlidir
ve erkek tireme sistemindeki hormonlarin fizyolojik fonksiyonlar iizerindeki etkileri,
HPG ekseni, steroidogenez ve spermatogeneze lizerinde odaklanilmasina ragmen tam
olarak ispatlanamamistir (Shamhari vd., 2021). Bu c¢alismamizda elde ettigimiz
bulgulara baktigimizda; bisfenol analoglarindan BPAF’nin uygulanan dozlarda
GnRH, FSH ve LH seviyeleri tizerinde herhangi bir artiric1 veya azaltici etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. BPA ve analoglarimin beyindeki GnRH ile plazmadaki
FSH, LH ve testosteron seviyeleri arasindaki korelasyon tizerindeki etkileri hala
stiphelidir. Farkliliklarin sebebi ise farkli dozlardan, maruz kalma seklinden, hayvan
tiirlerinden ve calisma siiresinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Korelasyonu
iceren baska mekanizmalar da olabilir. Ornegin; bisfenoller iireme hormonlarinin

diizenlenmesinde negatif/pozitif geri bildirim sisteminin mekanizmasin1 bozabilir
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veya bunu beyinde veya testiste reseptor seviyesinde rekabetci inhibisyon yoluyla

yapabilir.

Ejakiilatta bulunan motil sperm sayisi ejakiilat kalitesi agisindan Onemli bir
parametredir. Belirli miktarda sperm sayisina sahip olmayan ejakiilatlarda fertilite
oranlarinda diisiis gozlenmektedir (WHO, 2010). Mevcut c¢alismamizda erkek
tavsanlarda BPAF maruziyetinin sperm konsantrasyonunda ve sperm motilitesinde
anlamli diizeyde azalmalara neden oldugu tespit edilmistir. BPAF grubundaki
tavsanlardan elde edilen ejakiilatlardaki sperm sayist kontrol grubuna gore %30’dan
daha fazla oranda azalmistir. Progresif motilite, BPAF grubunda %45’ler civarina
diismiistiir. Bu bulgular daha 6nce BPA ve analoglar ile elde edilen sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Sicanlarda (Majid vd., 2019) ve farelerde (Vom Saal vd.,
1998) yapilan deneysel calismalarda BPA’ya bagli spermatolojik parametrelerde
olumsuz degisiklikler bildirilmistir. BPAFmin kan-testis bariyer biitiinliglini
bozdugu, sperm miktarin1 6nemli Ol¢iide azaltti§i ve insan ovaryum graniiloza
hiicresi benzeri hiicrelerde apoptozisini indiikledigi goriilmiistiir (Huang vd., 2020,
Wu vd., 2019). BPA pubertal siganlarda giinliik sperm tiretimini azaltmistir (Herath
vd., 2004). BPA maruziyeti spermatogenezde bozulma gibi lireme bozukluklar ile
iliskilendirilmistir (Wang vd., 2016). BPA’ya bagli spermatogenez siireci olumsuz
etkilenmis ve ardindan olgun spermde bir azalmaya yol agmistir (Hecker vd., 2005).
Ayrica insanlarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalardan da benzer sonuclar elde

edilmistir (Rochester, 2013; Salian vd., 2011).

Diger yandan, c¢alismamizda kontrol ve safranal gruplari arasinda sperm
konsantrasyonu, sperm motilite orani ve ejakiilat hacmi gibi parametreler agisindan
bir farklilik belirlenememistir. Ote yandan, safranal uygulamasinin BPAF nin neden
oldugu sperm motilitesindeki azalmalari B+S grubunda anlamli sekilde diizelttigi
goriildii. Ayni uygulamanin sperm konsantrasyonu {iizerindeki etkileri de olumlu
bulundu. Benzer sekilde farkli antioksidan 6zellikteki kimyasallar da sperm kalitesi
tizerine olumlu etkiler gostermekte ve oksidatif hasara karst koruyucu
olabilmektedir. Punikalajinin Yeni Zelanda tavsanlarinda BPA’nin yol agtigi
oksidatif hasar tizerine olumlu etkileri gozlenmistir (Yildiz Giilay vd., 2020).

Kaliforniya tavsanlarda yapilan bir ¢aligmada nano-selenyum (Se), sarimsak yaginin
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ve bunlarin kombinasyonlarinin besinlere ilave edilmesiyle ejakiilat hacminde, sperm
motilitesinde ve canliliginda artisin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica anormal sperm
yilizdesinin azaldig1r gbézlemlenmistir. Nano-Se ve sarimsak yagi ile takviye edilmis
diyetlerle beslenen tavsanlarda, serum testosteron seviyesinin arttig1 ifade edilmistir
(Abdel-Wareth vd., 2019). Erkek Yeni Zelanda tavsanlarinda askorbik asidin semen
kalitesi ve seminal plazma enzimlerini artirdigi, serbest radikal seviyelerini ise
azalttig1 belirtilmistir. Ayrica, askorbik asidin aliiminyum ve endosiilfan kaynakli
iireme toksisitesinin korunmasinda etkili olabilece§ini gostermistir (Yousef vd.,
2005; Ata vd., 2007). Saf Cinkonun (Zn) erkek tavsan yemine ilavesi bazi
reprodiiktif 6zelliklerine olumlu yonde etkilemistir (Amen ve Muhammad, 2016).
Nauclea latifolia (Afrika Seftalisi) ile tedavinin erkek cinsel fonksiyonunu ve

testisleri oksidatif hasardan korudugu bildirilmistir (Alabi vd., 2018).

Keciboynuzunun kaynatilmasiyla hazirlanan kegiboynuzu ekstrati verilen tavsanlarda
sag ve sol testis agirliginda belirgin bir artisa neden olmustur. Ayni sekilde
epididimis agirlig1 artmis ve seminifer tiibiillerin ¢aplar1 bliylimiistiir. Ayrica serum
testosteron seviyeleri yiikselmistir. Yapilan bu c¢alisma sonucunda ileri hareket
motilitesinin yiizdesi, sperm yiizdesi ve konsantrasyonu baglangica gore artis
gostermistir (Ata vd., 2018). Moringa oleifera yaprak unu ile ikame edilen ticari
yemle beslenen tavsanlarda, sperm membran biitiinliigiiniin olumlu yonde etkilendigi
bildirilmistir (Suarni vd., 2016). Yine ar1 poleninin de tavsanlarda plazmadaki
androjenleri artirdigr  bildirilmistir  (Attia vd., 2011). Calismamizda, diger
arastirmalara benzer bir sekilde safranal’in yiiksek dozlarda testis dokusunu
BPAF’nin negatif etkisilerine karsi koruyabilecegi ve spermatolojik parametleri
olumlu yonde etkileyebilecegi gozlenmistir. Bu ¢alismamizda safranal’in sperm
konsantrasyonu ve motilitesi lizerine pozitif etkileri olabilecegi ve erkek tavsanlarda

tireme fizyolojisi lizerine 6nemli katkilar saglayabilecegi goriilmektedir.

Daha onceki ¢aligmalar, glinlik BPA uygulamalariin SOD ve CAT gibi enzim
aktivitelerini etkiledigi lipit peroksidasyonunu arttirdigi ve bu yiizden toplam
antioksidan kapasitesini azaltabildigini gostermistir (Mahmoudi vd., 2018). BPA ve
analoglar1 dokulardaki antioksidan kapasiteyi tiiketebilecek bir toksin gibi rol

oynayabilir (Aboul Ezz vd., 2015). Kalp dokusu (Aboul Ezz vd., 2015), karaciger
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dokusu ve bobrek dokusunda (Ola-Davies ve Olukole, 2018) oldugu gibi, testis
dokusunda da lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA seviyesini artirarak ve toplam
antioksidan diizeylerini azaltarak oksidatif hasara neden olmus olabilir. Siganlarda
yapilan bir calismada da BPAF’nin testikiiler MDA seviyelerini arttirdifi ve
antioksidan seviyelerini azalttig1 bildirilmistir (Tian vd., 2022). Farelerde ise BPAF
uygulamasinin karaciger dokusu MDA diizeyini etkilemedigi bildirilmektedir (Meng
vd., 2019). MDA, membran lipid peroksidasyonunun en 6nemli {iriinlerinden biridir
ve 1Uretimi membran hasarim1 siddetlendirebilir. Bu c¢alismada sadece BPAF
uygulanan grubun testis dokusu MDA diizeyi kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi belirlendi. Kontrol ve giigli bir
antioksidan olan safranal uygulanan gruplarda ise MDA seviyeleri daha diisiik olarak
Olciildi. BPAF, Bisfenol A gibi erkek tavsanlarda oksidatif strese ve doku
dejenerasyonuna neden olabilmektedir (Karabulut ve Gulay, 2022). Bulgularimiz,
calismamizda Olgililen reprodiiktif hormonlarin  seviyelerinde bir degisiklik
olmamasma ragmen BPAF’ye bagli gozlenen spermatolojik parametrelerdeki

olumsuz degisikliklerin artmis oksidatif strese bagli olabilecegini desteklemektedir.

Kimyasal Kirleticilerin neden oldugu oksidatif stresin agirt ROS iiretimini indiikledigi
ve boylece antioksidan savunma sistemini veya hiicresel bilesenleri bozdugu
gosterilmistir (Martinez vd., 2020; Mourabit vd., 2019). SOD ve CAT gibi
antioksidan enzimler, redoks durumunun korunmasinda ve oksidatif hasarin
onlenmesinde esastir (Gu ve vd., 2020). MDA seviyesi, antioksidan savunmanin
azalmasi ve ROS oksidasyonundan kaynaklanan lipid peroksidasyonunun derecesini
yansitir (Ge vd., 2015). BPAF’nin zebra baliklarinda SOD ve CAT enzimlerinin
aktivitesini inhibe ettigi ve MDA seviyesini artirdi gosterilmistir (Gu vd., 2020).
Ayrica, BPA ve analoglarinin plazma, testis ve spermde oksidatif stresi indiikledigi
ve bunun da spermatogenez bozukluguna neden oldugu bildirilmektedir (Gules vd.,
2019). Calismamizda BPAF’nin testis dokusunda MDA seviyelerini yiikselttigi
gozlenmistir. Testis dokusunda artan oksidatif stres leydig, sertoli ve germ hiicre
disfonksiyonu sonucu sperm kalitesinde bir azalmaya ve testis anormalliklerine yol
acar (Yusoff vd., 2017). BPAF’nin testosteron sentezini digiirerek, kritik
steroidogenez ile ilgili genlerin ekspresyonunu asagi dogru diizenleyerek, ROS ve

apoptoz/otofajik hiicre Oliimiinii indiikleyerek leydig hiicrelerinin yenilenmesini
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bloke edebilir (Yu vd., 2022). Ayrica sertoli hiicresindeki hiicre iskeletinin
diizensizligini indiikledigi ve sertoli hiicresinin spermatogenezi desteklemek igin
seminifer epitelde gergeklestirmis oldugu hiicresel homeostazisi engelledigi
gozlemlenmistir. Farelerde BPAF maruziyetinin, doza bagl bir sekilde kan-testis
bariyer biitiinliigli, sperm miktar1 ve sperm kalitesini olumsuz yonde etkiledigi

vurgulanmigtir (Wu vd., 2019).

BPA ve analoglarina maruz kaldiktan sonra spermatogenezin bozulmasi, germ
hiicrelerinin ¢ap1 ve epitel yliksekliginde azalma, germinal epitelin atrofisi ve
ayrilmasi ve diizensiz seminifer tiibiil yapisi gibi histolojik gozlemlerle gdsterilebilir
(Zahra vd., 2020, Wang vd., 2016). Onceki ¢alismalar, BPA maruziyetinin, germ
hiicrelerinin ~ vakuolasyonu, dejenerasyonu ve diizensizligi ile kanitlanan
histopatolojik degisikliklere neden oldugunu bildirmistir (Zahra vd., 2020, Wang vd.,
2016). Yetiskin erkek Sprague-Dawley si¢anlarinda 52 giin boyunca oral gavaj
yoluyla veya 30 giin boyunca alternatif giinlerde intraperitoneal enjeksiyon yoluyla
BPA'ya maruz kaldiktan sonra germ hiicrelerinin vakuolasyonu ve dejenerasyonu
bildirilmistir (Zahra vd., 2020). BPA'ya 50 mg/kg dozunda 14 giin boyunca oral
gavaj yoluyla maruz kalan yetiskin erkek Wistar siganlarinin seminifer tiibiiliinde
spermatogenez siirecinin zayif oldugu ve durdugu tespit edilmistir (Akintunde vd.,
2019). Ayrica, ayn ¢alismada spermatositlerin BPA uygulamasi yapilmis siganlarda
en ¢ok etkilenen germ hiicreleri arasinda oldugu da bulunmustur (Akintunde vd.,
2019). Wang ve digerleri (Wang vd., 2016) oral gavaj yoluyla 200 mg/kg dozunda
BPA'nin germ hiicrelerinde diizensizlige neden oldugunu bulmustur (Wang vd.,
2016). Ancak, bu degisiklikler farkli BPA analoglart uygulamis si¢anlarda
gozlenmemistir. Ayrica, yetiskin erkek Sprague-Dawley sicanlarinda BPF ve BPS
gibi BPA analoglar1 seminifer tiibiillerin limeninde bulunan olgun sperm hiicre
sayisini azalmakta ve spermatogenezi olumsuz etkilemektedir (Jiang vd., 2016, Ullah
vd., 2018, Ullah vd., 2019). BPA ve analoglar1 (BPS ve BPAF) hiicre canliligini
azaltmakta ve spermatogonyum hiicre hattinin (C18-4) DNA hasarini artirmaktadir
(81). Bu bisfenoller arasinda BPAF, maruziyetten sonraki 24 saat i¢inde en diisiik

konsantrasyonlarda 6nemli sonuglara neden olmaktadir (81).
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BPA ve analoglar1 spermatogenezi bozarak, sperm kalitesinde bir azalma ile
kanitlanan sonucun bozulmasina yol acar. Toksik maddelerin neden oldugu diisiik
sperm Uretimi genellikle oksidatif stres ve kan dolasimindaki testosteronun azalmasi
ile iligkilidir (Jubaidi vd., 2019, Kamaruzaman ve Mat Noor, 2012). Ayrica, sperm
gelisimindeki azalma, spermatogenez i¢in gerekli olan yetersiz beslenmeye neden
olan anormal sertoli hiicrelerine de bagli olabilir (Li vd., 2009). Onceki ¢alismalara
gore, yetiskin erkek sicanlarin BPA'ya maruz kalmasi, sperm iiretiminde, sayisinda,
hareketliliginde, canliiginda ve sperm akrozomunun biitiinliiglinde ve plazma
membran mitokondriyal aktivitesinde azalma ile kanitlanan sperm kalitesinde bir
diisiise neden olmaktadir (Alboghobeish vd., 2019, Jiang vd., 2016, Zahra vd., 2020,
Wang vd., 2016, Majid vd., 2019, Wisniewski vd., 2015, Akintunde vd., 2019). BPA,
14 giin boyunca 50 mg/kg dozunda leydig hiicrelerinde hafif 6dem olusturarak
testosteronda azalmaya yol agmis ve bdylece yetiskin erkek Wistar sicanlarinin
sperm kalitesini diisiirmiistiir (Akintunde vd., 2019). Mitokondri, sperm hareketi i¢in
gerekli enerji iretimini saglayan tek ATP kaynagi oldugundan, spermde
mitokondriyal aktivite ile hareketlilik arasinda da bir iliski oldugu bildirilmistir
(Wisniewski vd., 2015). Sperme 6zgii iyon kalsiyum kanali (CatSper) da sperm
hareketliligi, hiperaktivasyonu ve akrozom reaksiyonu i¢in ¢ok énemlidir. Bu pH'a
duyarli kanal, sperm fonksiyonu icin yeterli Ca?* saglamaktan sorumludur (Sun vd.,
2017). Onceki bulgular, CatSper kanalinin ifadesinin ve yiiklerin, farelerin 10, 50 ve
250 pg/kg/kg BPA dozlarma oral yoldan maruz kaldiktan sonra spermin 6nemli
Olglide azaldigini bildirmistir (Wang vd., 2016). Saglikli insan sperminin 10 pM
BPA analoglarina maruz birakilmasi1 CatSper kanalinin yetenegi tizerinde benzer bir
etki gostermistir. Bir caligmada, arastirmacilar BPG, BPAF, BPBP, BPC ve BPB'nin
progesteron kaynakli Ca2+'y1 inhibe eden gii¢lii kimyasallar oldugunu bulmuslardir
(Rehfeld vd., 2020). Bu BPA analoglarmin Ca®* sinyalini etkiledigi ve bunun da
normal CatSper sinyaline miidahale ederek kisirliga yol agabilecegi gosterilmistir

(Rehfeld vd., 2020).

Eksojen olarak alinan antioksidanlarin ¢ogu bitkilerden elde edilen fitokimyasallardir
(Sarangarajan vd., 2017). Safran ¢icegi Crocus sativus’un stigmalarindan elde edilen
safranal’in Onemli derecede antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve oksidatif stres

nedeniyle ortaya ¢ikan hastaliklarda 1yi bir terapdtik ajan  olabilecegi
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vurgulanmaktadir (Rahaiee vd., 2015). Safranal, safranin ana aktif bilesenlerinden
biridir ve antioksidan etkilerinden sorumludur. Safranal, hiicre zarlarimi stabilize
eder, ROS'u temizler ve doymamis membran lipitlerinin peroksidasyonunu azaltir.
Bu nedenle, safranal, radikal siipiiriici etkinligin ndrodejeneratif hastaliklar gibi
etkili bir rol oynadig1 durumlarda terapétik degere sahip olabilir (Samarghandian vd.,
2015). Ratlarda yapilan caligmalarda safranal’in lipid peroksidasyonu ve MDA
diizeyini azalttigi ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir
(Hosseinzadeh vd., 2009). BPAF ile birlikte safranal uygulanan grubun testis dokusu
MDA diizeyinin anlamli derecede azaldigi tespit edildi. Bu sonug, daha uzun siireli
safranal kullaniommin MDA degerlerinin normal diizeylere gelme ihtimalini de
giiclendirmistir. Ataei ve Rahbarian (2020), diyabetik ratlarda yaptigi ¢aligmada
safranal’in bu etkisini desteklemektedir. Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki denge bozuldugunda ortaya ¢ikar. GSH, hiicreleri serbest radikal
hasarindan koruyan en Onemli hiicre i¢i hidrofilik antioksidan olarak kabul edilir
(Pandey ve Rizvi 2010). Sicanlarda BPAF maruziyetinin testis dokusunda GSH
diizeylerini azalttig1 ve oksidatif hasara neden oldugu ifade edilmektedir (Tian vd.,
2022). Bu g¢alismada BPAF’nin testis dokusu GSH diizeyinde safranal ve
BPAF+safranal grubuna gore anlamli diizeyde azalmaya neden oldugu belirlendi.
Safranal uygulamasinin BPAF nin diistirmiis oldugu testis dokusu GSH diizeyini
arttirdigr gozlendi. Kontrol, safranal ve tedavi grubunun GSH diizeyleri arasinda

anlaml bir fark gozlenmedi.

Glutatyon peroksidaz, spermatogenezin erken asamasi ic¢in gerekli olan ve
spermatozoonun mitokondriyal kapsiillerinde yapisal bir protein olarak islev goren
bir antioksidan enzimdir (Schneider vd., 2009). Hem BPA hem de BPAF’nin, zebra
balig1 ve insan vaskiiler endotelyal hiicrelerinde siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) aktivitesinde azalma dahil olmak {iizere antioksidan savunma
sisteminin ekspresyonunu asagi dogru diizenleyerek oksidatif stresi indiikleyebildigi
bildirilmistir (Gu vd., 2020). Farelerde BPAF maruziyetinin karaciger dokusu SOD,
CAT ve GSH-Px enzim aktivitesi lizerinde istatistiksel olarak farkliliga neden
olmadig1 bildirilmektedir (Meng vd., 2019). Bu calismada testis dokusu CAT ve
GSH-Px enzim aktiviteleri agisindan gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir

fark gozlenmedi. Calismanin antioksidan enzim aktivite sonuglarinin literatiir
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bilgileriyle uyumsuzlugunun deney hayvani tiirii farkliligindan veya BPAF’nin
uygulama siiresinden kaynaklanabilecegi degerlendirildi. Oksidan ve antioksidan
parametreler acisindan  sonuglar  degerlendirildiginde  tavsanlarda  BPAF
uygulamasinin testis dokusu MDA diizeyini arttirdigi, GSH diizeyini ise azalttig1 ve
oksidatif strese neden oldugu belirlendi. Ayni calismada safranal uygulamasinin
BPAF’nin neden oldugu testis dokusu MDA diizeyi artisin1 ve GSH diizeyi azalisini
onledigi, giiglii antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve BPAF’nin neden oldugu

oksidatif strese karsi testis dokusunu korudugu tespit edildi.

Histopatolojik bulgular sonucunda; testis dokusunun seminifer tubuluslarinin
bozulmast ile BPAF’nin erkek iireme patolojisindeki diger bulgular
desteklemektedir (Sutherland vd., 2019). Fare, Xenopus laevis (Afrika penceli
kurbagasi), zebra baligi gibi farkli tiir hayvanlarda ve tavuk embriyosunda yapilan
calismalarda oldugu gibi testislerin histolojik yapist bozulmustur (Wu vd., 2019;
Yang vd., 2016; Mentor vd., 2020; Cai vd., 2020). Bisfenol A'nin sicanlarin
epididimisinde oksidatif stres ve epitel dejenerasyonuna neden oldugu bildirilmistir
(Chitra vd., 2003). Ratlarda yapilan baska bir calismada BPA maruziyetinin testis ve
epididim dejenerasyonu, tikaniklik, atrofi ve germinal hiicre dokiintiisii gibi
histopatolojik degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir (Aydogan vd., 2010).
Calismada kontrol grubunun testis ve epididimis dokular1 histopatolojik olarak
incelendiginde bazal membran, seminifer tubullerin germinatif epiteli ve sertoli
hiicreleri ile intertisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri normal histolojik yapida
gozlendi. Safranal grubunda tubulus bazal membrani, tubulus duvarindaki
spermatogenik hiicre serilerini olusturan spermatogonyum, spermatosit ve spermatid
hiicreleri ile destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri ile Leydig hiicrelerini de kapsayan
interstisyel alanin kontrol grubuna benzer bir histolojik yapida oldugu ve
spermatogenezin normal devam ettigi belirlendi. Sadece BPAF’ye maruz birakilan
gruptaki tavsanlarda testis dokusunda tubuluslarin ¢ogunlugunun morfolojilerinin
bozuldugu ve bazilarimin atrofiye oldugu tespit edildi. BPAF ile birlikte safranal
uygulanan grupta tubuluslarin biiylik oranda morfolojik olarak normale yakin
goriinlimde oldugu goriildii. Fakat baz1 tubuluslarda ve leydig hiicrelerini de igeren

interstisyel alanda hafif derecede morfolojik degisiklikler, dejenere tubuluslarda
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spermatogenik hiicre serisinde kismen hafif derecede bozulmalar ve baz1 germinatif

hiicrelerde az miktarda vakuollerin varlig tespit edildi.
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5. SONUC VE ONERILER

Tavsanlarda yapilan bu ¢alismada sonug olarak canli agirlik ve yem tiikketiminde
gruplar arasinda bir fark goriilmedi. BPAF, kan degerlerinde graniilosit (%) ve
toplam 16kosit sayisint (WBC) 6nemli diizeyde artirirken, lenfosit (%) degerini
diisiirdii. Safranal ise sadece toplam 16kosit sayisinda kismi bir sekilde azaltti. Analiz
edilen diger kan parametrelerinde ise gruplarin birbirine yakin oldugu anlasilmistir.
Serum ve testis dokusunda Ostrojen hormonu en yiiksek BF grubunda olmasina
ragmen kontrol gruplar ile arasinda anlamli bir farkin olmadig1 goriildii. Sperm
konsantrasyonu ve motilite degerlerinde BPAF 6nemli bir diisiise sebep oldu ve
safranal bu degerleri B+S grubunda kontrol seviyelerine yiikseltti. Testis dokusunda
MDA degerleri BF grubunda anlamli olarak yiikseldi. Safranal tedavisi ise BPAF’nin
MDA iizerindeki bu olumsuz etkisini S+F grubunda pozitif yonde degistirdi. GSH,
GPx, CAT diizeylerinde ise 6nemli bir farklilik bulunmamustir. Histopatolojik olarak
BPAF testis ve epididimis dokularma hasara yol acarken, safranal’in BPAF
uygulamasinin olusturdugu histopatolojik hasar tizerine diizeltici bir etkisinin oldugu
gozlendi. BPAF ve safranal, reproduktif hormonlar olan GnRH, FSH ve LH

diizeylerinde bir degisiklige neden olmamustir.

Endokrin bozucu kimyasallar (bisfenoller vb.), endojen hormon biyosentezini,
metabolizmasini, sinyalini veya etkisini bozarak endokrin homeostazina miidahale
edebilir. Boylece insan ve hayvanlarda iireme sorunlarina neden olabilir. Ayrica
organ ve dokularda oksidatif stresi indiikleyerek fonksiyon bozukluklarina yol
acabilir. Bisfenol, Ostrojen reseptorii agonist aktivitesine sahip ¢evresel bir endokrin
bozucu olarak smiflandirilmistir. Toksik, endokrin bozucu ve olasi kanserojen
etkileri nedeniyle, BPA su anda bazi tiiketici TUriinlerinden asamali olarak
kaldirilmaktadir. BPA'nin yerine giderek artan miktarlarda bisfenol AF, bisfenol F ve
bisfenol S gibi yapisal analoglar kullanilmaktadir. BPAF, bisfenol A’ya benzer
kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen daha fazla Ostrojenik ve toksik etkiye
sahiptir. Bu calismanin bulgulart incelendiginde BPAF maruziyetinin erkek
tavsanlarin testis dokusunda oksidatif strese ve Ostrojen hormonlarinin saliniminda

degisiklige neden oldugu goriildii. Bu etkiler sperm parametrelerinde ve testis dokusu
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histolojik yapisinda istenmeyen sonuglara sebep oldu. Ayrica toplam 16kosit sayisi,
lenfosit ve graniilosit yiizdelerinde degisiklige neden olan BPAF nin in vivo olarak
farkl1 dozlarda ve farkli tiir hayvanlarda kan parametreleri iistiindeki etkisinin
incelenmeside gerekmektedir. Daha yiiksek dozlarda kullanilacak BPAF’nin bu
etkilerinin daha belirgin olacagi degerlendirildi. Safranal’in testis dokusunda
antioksidan aktivite gosterdigi ve BPAF nin testis dokusunda neden oldugu olumsuz
etkileri azaltabilecegi degerlendirildi. Sperm parametreleri iistiinde safranal’in
etkisinin ilk defa incelendigi bu calismada, sperm konsantrasyonu ve motilite
degerlerinde pozitif etkisini gostererek erkek iireme problemlerinde yeni bir alternatif
terapotik ajan olabilir. Safranal’in herhangi bir toksik etkisini gérmedigimiz bu
calismada elde ettigimiz verilerle degerlendirilerek tedavi edici 0Ozellikleri
arastirilabilir. Bu amacla hem BPAF’nin tavsan testis dokusunda etkilerinin tam
olarak ortaya ¢ikarilabilmesi hem de safranal’in koruyucu etkilerinin ortaya
konulabilmesi i¢in degisik doz, farkli hayvan tiiri, uygulama metodu ve siirelerde

molekiiler diizeyde yeni bilimsel arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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