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ONSOZ

Son yillarda, endokrin sistemimizin ¢evresel kirlilikteki artisa bagli olarak kimyasal
maddeler tarafindan olumsuz etkilenmeye baslamasi, toplumda saglik ve lireme
degisiklikleri ile ilgili olas1 kaygilar1 arttirmaktadir. Bu yiizden, ¢evresel endokrin
bozucular diinya genelinde kayda deger oranda medyanin ilgi odag: haline gelerek,
Avrupa ve ABD basta olmak iizere, bir¢ok iilkenin devlet kurumlari, sanayi ve
akademileri, uzman gruplar1 ve yonetim kurullarinin giindemine oturmustur.

Bisfenol A (BPA) 6strojenik etkili endokrin bozucu kimyasallar grubunun bir
tiyesidir. Sanayi, tip ve giinliikk yasantimizda kullandigimiz birgok malzemede yaygin
kullanimi1 ve canlilar {izerindeki olasi etkilerinden dolayr son 20 yil igerisinde
BPA’ya yonelik caligmalar yogunlagsmistir. BPA’nin metabolik hastaliklardan
fertiliteye kadar olumsuz etkilerine dair ¢ok sayida yaymn bulunsa da, tavsanlar
lizerine etkilerini inceleyen c¢aligmalara rastlamak miimkiin degildir. Calismamiz
endokrin bozucu bir kimyasal olan BPA’nin tavsanlarda spermatolojik parametreler
basta olmak {izere hematolojik, biyokimyasal ve hormonal parametrelerin yani sira
farkli dokularda malondialdehid (MDA) ve antioksidan enzim seviyelerini,
karaciger, bobrek, beyin ve testis dokularindaki histopatolojik etkilerini igermektedir.
Bu baglamda, bu konudaki literatiir boslugunu doldurmaya yardimci olacagini
diistinmekteyiz.

Doktora 6grenimim ve tez calismam boyunca ¢ok fazla emegi bulunan, bilgi
ve tecriibeleriyle her zaman yol goOsteren saygideger danigsman hocam Prof. Dr.
Mehmet Siikrii GULAY ’a katkilarindan ve desteklerinden dolay1 tesekkiir ediyorum.
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi ve Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dallarinda bulunan degerli Ogretim Uyelerine Doktora
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Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi personeline ve HPLC cihazi ile
serum BPA seviyelerinin belirlenmesinde emegi olan Bilimsel ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkez Laboratuvari calisanlarina tesekkiir ediyorum. Her
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1. GIRIS

Hayatimizin her noktasinda gesitli kimyasallardan elde ettigimiz yapay malzemelerin
yogun olarak kullanilmasina bagli endokrin bozucu kimyasallar (EDC) ile karsi
karsiya kalma riskimiz artirmistir (Sharpe, 2010). Bu kimyasallar, insan ve
hayvanlarin endokrin sistemi iizerinde olumsuz etki gosterdiklerinden dolayr EDC
olarak adlandirilmaktadir. Genel olarak, EDC’lerin hormonal sistem tizerindeki
etkilerine bagl fertilite bozukluklari, genital malformasyonlar, kanser, obezite,
insiilin direncinde artis ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklar gozlenebilmektedir.
EDC’lerden iiretilen malzemelerin yogun bir sekilde kullanilmasindan dolayi
insanlar bu maddelere cesitli yollardan maruz kalabilmektedir. ilaglarda, dogal
tirtinlerde, pestisitlerde, plastiklerde, parfiimlerde, losyonlarda, boyalarda ve
yiyeceklerde bulunabilen bu kimyasallar viicuda girdiginde hormon gibi davranabilir
veya hormon reseptorlerine baglanip dogal hormonlarin isleyisini engelleyebilirler
(Rudel ve Perovich, 2009; Sharpe, 2010).

Ozellikle son yiiz yilda sanayilesmenin ve endiistrilesmenin hizli bir sekilde
artmasina paralel olarak ¢evre kirliliginde de 6nemli bir 6lgiide artis gozlenmistir.
Cevre kirliliginin birden fazla nedeni olmasina ragmen, fabrika atiklarinin kontrolsiiz
olarak dogaya birakilmasi, toprak, su ve havanin kirlenmesinde en onemli
sebeplerden birisi olmustur. Bisfenol A (BPA) da bu kirlenmede rol oynayan
EDC’ler arasinda gosterilebilir. Her yil yaklasik olarak 100 ton BPA atmosfere
salinmaktadir (Rubin, 2011; Michatowicz, 2014). Bunun yani sira yiizey sularinda ve
toprakta da kayda deger oranlarda BPA tespit edilmektedir. Su, toprak ve atmosferin
kirlenmesine neden olan bu kontaminasyon, dogal ¢evreyi insanlar ve hayvanlar igin
BPA’ya maruz kalma kaynaklarindan biri haline getirmistir. Buna ragmen, insanlar
i¢in birincil BPA kaynag: gidalardir (Kang ve ark., 2006; Vandenberg ve ark., 2007).

BPA'ya oral alim, temas veya solunum yoluyla maruz kalinabilir (Hartmann, 2014).

Bu tez calismasi diinya iizerinde her gegen giin artan ve iilkemizde de son

yillarin popiiler giindem maddesi olan BPA’nin, tavsanlar iizerindeki kan ve



spermatolojik parametreler, hormonal seviyeler ve farkli organlardaki oksidan-
antioksidan enzimler iizerine etkisini ortaya koymak i¢in yapilmigtir. Ayn1 zamanda
BPA’nin tavsanlarda iireme parametreleri iizerine ¢alisiimamis olmasindan dolayi
yapilacak yeni ¢alismalarda 6nemli bir kaynak olma niteligi de tasimaktadir. Ayrica
tavsanlarda daha oOnce belirlenmemis olan NOAEL ve LOAEL degerlerinin

bildirilmesinden dolay: literatiirdeki eksik parcalardan birini de tamamlamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bisfenol A’nin Genel Ozellikleri ve Tarihcesi

BPA’nin bulunmasi ve sentezlenmesinde iki bilim insani 6nemli rol oynamustir.
1891'de Saint Petersburg'daki Tibbi Cerrahi Akademisinden Rus kimyaci Aleksandr
Pavlovich Dianin, fenol ile aseton reaksiyonunda BPA sentezini ilk kez bildiren
kisidir (Czub, 2011). Daha sonra, 2 fenol grubu ve 1 aseton molekiiliinden BPA
sentezi 1905'te Marburg Universitesinden Alman kimyager Theodor Zincke
tarafindan da bildirilmistir (Sekil 2.1; Zincke, 1905). Zincke, BPA ve BPA ile
baglantili bazi bilesiklerin sentezinin yani sira BPA'nin temel 6zellikleri hakkinda da
(molekiiler bilesimi, yaygin ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigii ve erime noktasi gibi) onemli

bilgileri literatiire kazandirmustir (Zincke, 1905; Czub, 2011).

Bu bilgilerden sonra 1910larin sonuna kadar, BPA kullanimi ve
uygulanmasina dair baska bir ¢alismaya rastlanmamistir. BPA'nin daha teknolojik bir
yontem ile sentezlenmesi ve bunun yapay zamk tiretimi i¢in kullanilmasina yonelik
ilk patent ise 1917'de Wallace Appleton Beatty tarafindan elde edilmistir (Beatty,
1917). BPA'nin ilk endiistriyel uygulamasi, 1923 yilinda bir Alman sirketi tarafindan
Albertdl adi verilen sentetik gomalak (cila ve zamk yapiminda kullanilan regine)
tretimiydi (Czub, 2011). 1930'larda, Middlesex Hastanesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Enstitiisti'nden Edward Charles Dodds ve Wilfrid Lawson tarafindan yapilan
caligmalar sonucunda sentetik bir ostrojen oldugu anlasildi (Dodds ve Lawson,
1936).

Endiistrinin BPA’ya olan ilgisi 6zellikle fenolik regine kullaniminin (kaplama
uygulamalarinin yami sira kaucuk, plastik ve petrol iirlinlerinde) ve iiretiminin
baslamasi ile baglantili olarak 1930'larin sonlarinda basladi. Ancak, BPA iiretiminin
en biiyiik gelisimi 1950'lerde plastik ¢aginin baslamasiyla kendini gosterdi (Czub,
2011). Gliniimiizde 2000’li yillara geldigimizde ise BPA diinya lizerinde en yiiksek

tiretim hacmine sahip kimyasallardan birisi haline gelmistir (Vandenberg ve ark.,



2007). Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of
Pure and Applied Chemistry; IUPAC) adlandirma sistemine gore 2,2-bis(4-
hidroksifenil) propan olarak isimlendirilen BPA’nin genel 6zellikleri tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1. Bisfenol A’nin Genel Ozellikleri (ECB, 2003; ECHA, 2017a).

TUPAC adi 2,2-bis(4-hidroksifenil) propan
CAS Numarasi 80-05-7

EC Numarasi 201-245-8

EC adi 4.,4'-1sopropilidendifenol

Dian (Ticari Marka); Parabis (Ticari Marka);
2,2-bis (p-hidroksi-fenil) propan;
p,p'-Izopropiliden-bisfenol;
p,p'-Izopropiliden-di-fenol;
Fenol,4,4-1sopropiliden-di; Difenilol Propan;
Bis (4-hidroksifenil) dimetil metan;
Bis (4-hidroksifenil) propan;
Dimetilmetilen-p,p'-Di-fenol;
Dimetil Bis (p-hidroksifenil) metan;
4,4’-Dihidroksi-2,2’-difenil propan;
Diger adlar 4,4'-Dihidroksidifenildimetil metan;
4,4’-Dihidroksidifenil propan;
B-di-p-Hidroksifenil propan;
p,p’-Dihidroksidifenildimetil metan;
p,p’-Dihidroksi-difenil propan;
2,2’-(4,4’-Dihidroksidifenil) propan;
4,4'-dihidroksidifenil-2,2'-propan;
2,2°-di (4-hidroksifenil) propan;
2,2’-di (4-fenilol) propan;
4,4-Isopropiliden bisfenol;
4,4°-(1-metiletiliden) bisfenol




+ )J\ + L, + H O
H3C CH, 2
HO OH
Fenol Aseton Fenol Bisfenol A

Sekil 2.1. Fenol ve Asetondan Bisfenol A Sentezi (Kosaka ve Sinclair, 1982).

2.2. Bisfenol A’min Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

BPA hafif fenolik kokulu, beyaz renkli ve kat1 sekilde olup atmosfer sicakliginda
diisik buhar basincina sahiptir fakat ugucu degildir (Resim 2.1). Organik
¢oziiclilerde iyi ¢oziinebilirken suda diisiik ¢ozliniirlige sahiptir (Danish EPA, 2012).
Asetik asit, alkali soliisyon, alkol ve asetonda iyi ¢dziiniirken Karbon tetrakloriirde az
¢Oziiniir (Toxnet, 2013). Tablo 2.2’de BPA’nin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri

ayrintili olarak verilmistir.

Resim 2.1. Bisfenol A’nin Fiziksel Goriinimu



Tablo 2.2. Bisfenol A’nin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri.

Ozellik Deger Kaynak
CH3
Kimyasal yapisi HO~©—<::4©— OH | (Staples ve ark., 1998)
CH3
Molekiiler formiili CisH1602 (Staples ve ark., 1998)
Molekiiler agirlig 228,29 g/mol (Staples ve ark., 1998)

Fiziksel durumu (20 °C ve

Beyaz, kati, kiigiik pargal1 ya

(Danish EPA, 2012)

101,3 kPa=1 atm de) da toz sekilde
Erime/Donma noktasi 155 -157°C (Danish EPA, 2012)

4 mm Hg 220 °C (Staples ve ark., 1998)
Kaynama noktasi )

4 mm Hg 360 °C (Danish EPA, 2012)
Alevlenme noktasi 207°C (Czub, 2011)
Kendiliginden  tutugma

600°C (Czub, 2011)
sicakligl
Buhar basinci (25°C de) 5,3x10° kPa (ECB, 2003)

Ozgiil agirhg (20 — 25°C
de)

1,060 — 1,195 g/cm?®

(Staples ve ark., 1998)

Suda ¢oziiniirligi (mg/L)

120 — 300 mg/L, Pratikte

¢Oziinmez

(Czub, 2011)

Metanol, etanol, aseton,

(Czub, 2011)

Iyi ¢oziindiigii maddeler dietil eter, anhidréz asetik
(Toxnet, 2013)
asit ve alkali sollisyon
Koku Hafif fenolik koku (Danish EPA, 2012)
Renk Beyaz, a¢ik kahverengi (Czub, 2011)




2.3. Bisfenol A Uretimi ve Kullanim Alanlari

BPA, siilfiirik asit veya hidroklorik asit gibi bir asitle katalize edilen iki equvalan
fenol ile bir equvalan asetonun (ismindeki A son ekiyle belirtildigi gibi)
kondensasyonuyla hazirlanir (Czub, 2011). BPA'nin saflig1 iireticiye bagli olarak %
99-99,8 arasinda degismektedir. Genellikle geriye kalan % 0,2-1 saf olmama durumu
fenol (<% 0,06), BPA’nin orto- ve para- izomerleri (<% 0,2) ve sudan (<% 0,2)
kaynaklanmaktadir (ECB, 2003).

Esas olarak polikarbonat (%71) ve epoksi regine (%25) tiretimi i¢in kullanilan
(Hartmann, 2014) BPA’nin diinya pazari son yillarda ortalama %10'luk bir oranla
biiytimiistiir (Czub, 2011). BPA’nin yillara gore diinyadaki iiretim kapasitesi 2002
yilinda 2,9 milyon ton iken (Toxnet, 2013), bu miktar iki kattan daha fazla artarak,
2012 yilinda 6 milyon tona (Pivnenko ve ark., 2018), 2013 yilina gelindiginde ise 6,8
milyon tona ulasmistir (Macczak ve ark., 2015; Tablo 2.3). 2023 yilinin sonunda ise
diinya tizerindeki BPA pazarinin yaklasik 7,3 milyon tona ulagsmasi beklenmektedir
(Research and Markets, 2018).

BPA iiretimi her gegen yil artarak devam etmektedir. Bu artan iiretim ile
birlikte diinya iizerinde bir¢cok firma BPA iiretimi yapmaktadir. Bunlar arasinda Atul,
Bayer Material Science, Chang Chun Petrochemical, Dow Chemical, Hexion
Specialty Chemicals, Idemitsu Kosan, Kazanorgsintez, Khuzestan Petrochemical,
Kingboard Holdings, Kumho P&B Chemicals, LG Chemical, Mitsubishi Chemical,
Mitsui Chemicals, Nan Ya Plastics, Nippon Steel Chemical, Novokuibyshevsk
Petrochemical, PCC Synteza, RhodiaBrasil, SABIC Innovative Plastics, Shreyas
Intermediates, Sunoco Chemicals, Taiwan Prosperity Chemical ve Ufaorgsintez JSC
gibi mega firmalar bulunmaktadir (ICIS Chemical Business, 2008). Diinya genelinde
farkli iilkelerde BPA iiretimi yapilmaktadir. Ozellikle Almanya, Hollanda, ABD ve
Japonya gibi iilkeler yiiksek miktarda BPA iiretim kapasitesine sahiptir (Ballesteros-
Goémez ve ark., 2009). 2010 yilinin ortalarindan itibaren BPA'nin diinyadaki en
biiyiik ireticileri Bayer (Amerika, Avrupa ve Asya'da % 23 pay), Mitsui, Nan Ya



Plastics (Asya'da sirasiyla % 9 ve % 8), SABIC, Dow ve Hexion (Amerika ve
Avrupa'da sirasiyla %16,2, %7,3 ve %5,6) sirketleridir (ECHA, 2015).

Tablo 2.3. Bisfenol A’nin Yillara Gére Diinyadaki Uretim Kapasitesi.

Yillar Milyon ton Kaynak

2002 2,9 (Toxnet, 2013)

2003 3,2 (Lin ve ark., 2009)

2004 3,7 (Toxnet, 2013)

2005 5,2 (Geueke, 2014)

2006 3,9 (Amin ve ark., 2019)
2007 4,7 (Huang ve ark., 2012)
2008 4,9 (Czub, 2011)

2009 3,8 (Danish EPA, 2012)
2010 5,0 (Zielinska ve ark., 2019).
2011 55 (Rochester, 2013)

2012 6,0 (Pivnenko ve ark., 2018)
2013 6,8 (Macczak ve ark., 2015)
2023 7,3* (Research and Markets, 2018)

*Tahmini deger

2.3.1. Polikarbonatlar

BPA esas olarak polikarbonat (%71) diretiminde kullanilir. Polikarbonatlar
termoplastik  polimerlerdir.  Dijital {irinler, cep telefonlari, bilgisayarlar,
konteynerler, kimlik kartlari, oyuncaklar, gidayla temas eden malzemeler, tibbi
cihazlar, polikarbonat su depolari, gikolata kaliplari, su 1siticilar, mutfak esyalari, su
sigeleri, gozliikk camlari, tiiketici elektronigi ve elektrikli techizat gibi birg¢ok tiiketici
tirtinlerinin Uretimi i¢in kullanilirlar. Ayrica, otomotiv endiistrisinde ve su dagitim
sebekelerindeki borularda kullanilmaktadir (Hartmann, 2014). BPA igeren
polikarbonatlar, GE Plastics (ABD) tarafindan Lexan® ve Bayer (Almanya)



tarafindan Makrolon® markasi altinda neredeyse eszamanli olarak ticarilestirilmistir

(Ruijten, 2018). Polikarbonatlarin uygulama alanlari tablo 2.4’de ayrintili olarak

agiklanmustir.

Tablo 2.4. Polikarbonatlarin Uygulama Alanlar1 (Czub, 2011; ECHA, 2017b).

Uygulama

Alanlari

Pay1

Ornek Uygulamalar

Optik

medya

32

Kompakt Diskler: CD ve DVD'ler, Blu-Ray diskler, dijital ve
holografi diskleri, veri depolama teknolojisi (Bellek kartlar1 ve USB
disklert)

Elektrik ve

elektronik

23

Cep telefonlari, alarm cihazlari, SLR kameralar, elektrikli tiras
makineleri, sa¢ kurutma makineleri, buharli iitiiler, mikserler,
bilgisayarlar, monitorler, televizyonlar, fotokopi makineleri,
yazicilar, mikrodalgalar, kahve makineleri, elektrikli ocaklar i¢in 6n
paneller, elektrikli 1siticilar, otomatlar icin seffaf 6n paneller, tren ve
ucaklar i¢in i¢ aydinlatma panelleri, TV'ler i¢in arka aydinlatma
birimleri, anahtar modiilleri i¢in kasa, dagitict kutulari, sigortalar,
batarya giic istasyonlari, elektrik sayaclari, anahtarlar, prizler, figler,
lamba tutucular, faks makineleri, ¢agri cihazlari, devre kesiciler,
kablo soketleri, ekranlar, roleler, LED'ler, emniyet salterleri,

buzdolaplari

Farkli
karigimlar

15

Ozellikle otomotiv endiistrisinde, elektrikli cihazlarda ve elektronik

cihazlarda kullanilir

insaat

13

Cat1 kaplamalari, mimari camlar, sera camlari, giivenlik camlari,
cat1 pencereleri, giines panelleri i¢in kapaklar, yollar ve tren yollari
icin glriltii azaltma setleri, otobiis bekleme duraklari i¢in camlar,
yol isaretleri, stadyumlar i¢in i¢ giivenlik kalkanlari, halojen
yildirim sistemleri i¢in muhafaza ve baglanti elemanlari, reklam
afisleri i¢in 6n paneller, tabelalar, biiyiikk reklam ekranlari, sokak
lambalar1 ve lambalar i¢in su ve toz gecirmez aydinlatma kiireleri,

trafik lambalari i¢in reflektorler
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Tablo 2.4. Polikarbonatlarin Uygulama Alanlar1 (Devam)

Uygulama .
Pay1 | Ornek Uygulamalar
Alanlan
Yan camlar, seffaf tavan pargalari, arka camlar, seffaf arka
govde parcalari, far lensleri, far, arka lamba, goOsterge
Otomotiv 9 reflektorleri, sis farlari, i¢ aydinlatma kapaklari, fren lambalari,
tamponlar, radyatér ve havalandirma 1zgaralari, gdsterge
panolari, arka 151k reflektorleri, kaplamalar, sinyaller
Kan oksijenatorleri, kardiyotomi rezervuarlari, diyaliz
cihazlari, solunum cihazlari, dis hekimlerinin operasyon
Tip ve lambalari, goglis pompalari, i.v. konektorler, nester kiliflari,
saglik 3 laparoskop tutacaklari, kontakt lens tutucular, siringa basliklari,
medikal ambalaj filmi, ampuller, tek kullanimlik operasyon
aletleri, gozliikk camlar
Yeniden kullanilabilir su ve siit sigeleri, ¢atal bigak takimi, gida
Paketleme '
. 3 kaplari, siirahiler, su damacanalari, saklama kaplari, su
ve siseler .
sogutucu siseler
Giivenlik ve kayak gozliikleri, giines gozliikleri, koruyucu
Digerleri 2 maskeler, motosiklet ve bisiklet kasklari, polisler igin giivenlik

zirhlari, oyuncaklardaki saydam bloklar

2.3.2. Epoksi recineler

BPA bazli epoksi regineleri ilk olarak 1937'de, Dr. Sylvan Greenlee tarafindan

sentezlenmistir (Ruijten, 2018). Epoksi regineler (%25), polikarbonatlardan sonra

BPA'nin en fazla kullanildig1 ikinci {riindiir. Gida ile temas eden malzemelerdeki

kaplamalarda (Ozellikle konserve yiyecek ve iceceklerde), dis dolgularinda,

elektronik iiriinlerde, fiber takviyeli plastik malzemelerde, endiistriyel koruyucu

kaplamalarda, zemin kaplamalarinda ve yapistiricilarda kullanilir (Hartmann, 2014).

Epoksi reginelerinin uygulama alanlari tablo 2.5’de ayrintili olarak agiklanmustir.
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Tablo 2.5. Epoksi Reginelerinin Uygulama Alanlari (Czub, 2011; ECHA, 2017b).

Uygulama N
Pay1 | Ornek Uygulamalar
Alanlan
Gemi ve yatlarin govdeleri, su alti kaplamalari, agik deniz
Denizcilik petrol sondaj platformlari, destekli ¢elik yapilar, deniz
ve koruyucu | 20 konteynerleri, ¢elik kopriiler, depolama tanklari, elektrik
kaplamalar motorlari, motorlar, makineler, icme suyu dagitim borulari,
gaz borulari, korozyon 6nleyici kaplamalar
Insaat panelleri (kaplama, metal ¢at1, tavan, garaj kapilari),
radyatorler, insaat demiri (beton takviye), bahge aletleri ve
ekipmanlari, otomotiv parcgalari, motor bloklar, c¢elik
Toz boyalar ' ' . '
] 18 mobilyalar, ¢elik raflar, ofis mobilyalar1 (etajerler, metal
ile kaplama
masalar, dosya dolaplar1), borular, vanalar ve baglanti
pargalari, alet takimlari, petrol ve gaz endiistrisinde kullanilan
celik borularin ve baglant1 parcalarinin korozyon korumasi
Elektrik ve 16 Elektronik pargalar (transformatorler, indiiktorler), motorlar,
elektronik jeneratorler, anahtar mekanizmalar1 kaplamasi
i Doseme, gida endiistrisi, kimya tesisleri, ilag endiistrisi,
nsaat
115 kiremit ve tugla kaplamalar, dolgu ve onarim malzemeleri,
mithendisligi .
masalar i¢in kaymaz kaplamalar, taban suyu korumasi
Yiyecek ve igecek kutulari, yemek tepsileri, variller, kovalar,
biikiilebilir tiipler (dis macunu ve krem tiipleri gibi), gazoz
Teneke kutu sisesi kapaklari, pisirme kaplari, insaat panelleri, ocaklar,
ve bobin 11 karavanlar, havalandirma ve iklimlendirme ekipmanlari, ofis
kaplamalari mobilyalari, buzdolabi ve derin dondurucular, bulasik
makineleri, camasir makineleri, kurutucular, ev aletleri
(6rnegin elektrikli siipiirgeler)
Otomotiv 9 Korozyon koruyucu kaplamalar ve araba, otobiis ve vagonlar

kaplamalar1

icin su bazl astarlar
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Tablo 2.5. Epoksi Reginelerinin Uygulama Alanlar1 (Devam)

Uygulama N
Alanlart Pay1 | Ornek Uygulamalar
Hokey ve golf sopalari, kayak ve kayak sopalari, sorf
tahtalari, snowboard, spor raketleri (tenis, badminton,
Kompozitler squash), kasklar, borular, tanklar, konteynerler, gaz siseleri,
- Alagimlar ° otomobil parcalar1 (govde paneli, kabin, riizgarlik, saft),
vagonlar, tekneler, yatlar, havacilik (u¢ak), askeri
(helikopter)
Otomobil, tekne ve ugaklar i¢in yapistiricilar, ingaat ve
Yapistiricilar | 4 binalar i¢in yapisal yapistiricilar, tamir takimlari, optikler,
fiber optikler, optoelektronik
Digerleri 5 Baski miirekkepleri, ahsap kaplamalar, kagit ve tahta

vernikleri, plastikler ve astarlanmis metaller i¢in kaplamalar

2.3.3. Polisiilfonlar

BPA ve bis (4-klorofenil) siilfon'un kondensasyonuyla sentezlenen termoplastik bir

polimerdir. Yiiksek sicakliklarda dayaniklilig1 ve kararliligr i¢in kullanilir. Polistilfon

tireticileri, polisiilfon'un polikarbonat polimerlerinden daha yiiksek bir 1s1 direnci ve

daha iyi hidrolitik kararlilik sundugunu, buhar ve diger sterilizasyon tekniklerine

maruz kaldiginda mekanik 6zelliklerini yiiksek oranda korudugunu iddia etmektedir.

Polisiilfonar, ileri derece seffaf, sterilize edilebilir, uzun siireli bulasik makinesinde

giivenle yikanabilir ve darbelere kars1i dayanikli olma o6zelliklerinden dolay:

polikarbonatlara alternatif olarak kullanilmaktadir (Geens ve ark., 2011).
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2.3.4. Poliakrilatlar

Dental kompozit regineler, monomerlerin bir karisimindan olusur ve bu monomerler
igerisinde en yaygin olarak BPA glisidil metakrilat (Bis-GMA) kullanilmaktadir.
Bis-GMA'ya ek olarak, bu regineler BPA dimetakrilat (Bis-DMA) gibi BPA igeren
bagka monomerler de igerir. Dolgu macunlari dis yapilarina uygulanir uygulanmaz,
kimyasal bir kiirleme veya fotoaktivasyon yoluyla polimerize edilirler (Geens ve

ark., 2011).

2.3.5. Polieterimid

Polieterimid, sira dist mekanik, termal ve elektronik 6zelliklere sahip, polikarbonat
ve polisiilfondan daha yiiksek sicakliklarda direnci ve sertligi artiran, yiiksek
performansl bir plastiktir. Bu nedenle saglik, elektrik-elektronik, otomotiv, ugak

endiistrileri ve mikrodalgalarda kullanilir (Geens ve ark., 2011).

2.3.6. Tetrabromobisfenol A

Tetrabromobisfenol A (TBBPA) 6nemli bir alev geciktiricidir. Bir ¢6ziicli varliginda
BPA'nin bromlamasi ile iretilir (WHO, 1995). TBBPA, eser miktarda BPA
(genellikle 3 ppm'den az) igerir (Geens ve ark., 2011).

2.3.7. BPA Formaldehit Re¢ineleri

BPA formaldehit regineleri veya fenoplast regineleri bir fenol ve formaldehitin
reaksiyon Tlriinlerinden meydana gelir. Su ile seyreltildikten sonra, kagitlarin
emdirilmesi ya da ahsap liflerin kaplanmas1 i¢in kullanilirlar. Bu fenoplast regineleri,
elektronik, havacilik ve radyo miihendisligi i¢in elektrikli parcalarda kullanilabilir

(Geens ve ark., 2011).
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2.3.8. Benzoksazinler

Bisfenol A, benzoksazin monomerlerinin sentezinde prekiirsér olarak kullanilir.
Mekanik performans ve molekiiler esnekligi ile birlikte fenoliklerin termal ve alev
geciktirici Ozelliklerini sergileme yetenekleri nedeniyle ilgi gérmiistiir. Bu nedenle,
kompozit, kaplama ve yapistirici Uretim endiistrisinde ¢esitli uygulamalarda

kullanilabilirler (Geens ve ark., 2011).

2.3.9. Termal kagit

Termal kagit, 1960'h yillarin sonlarinda, ilk olarak kopyalama makinelerinde ve daha
sonra faks makinelerinde kullanilmaya baslanmistir. Giliniimiizde ise termal kagit
yazar kasa ve aligveris fisleri, biletler (otobiis, tren, ucak gibi ulagim biletleri, sinema,
tiyatro, spor etkinlikleri, eglence parklari, oyun alanlari, arenalar gibi eglence
biletleri, park biletleri ve piyango biletleri), etiketler (gida ambalaji, receteler ve
endustriyel barkodlar), faks kagitlari, EKG kagitlari, brosiirler, posta zarflari,
gazeteler, kagit havlular, tuvalet kagitlar1 ve gida kartonlarinda kullanilmakta ve
termal kagit tiretiminde BPA’dan yararlanilmaktadir (Michatowicz, 2014; Danish
EPA 2014).

2.4. Bisfenol A Maruziyeti

Insanlar iizerinde dogrudan BPA calisilmasindaki etik problemler nedeniyle,
BPA’nin dogrudan insanlar iizerine etkilerini arastiran ¢alismalar sinirli sayidadir
(Volkel ve ark., 2002; Tsukioka ve ark., 2004; Volkel ve ark., 2005). Insanlar
genellikle ya yiyecek, icecek ve cevresel kontaminasyon yoluyla ya da mesleki
sebeplerden dolay1 (BPA iiretimi yapan fabrikalarda calisma gibi) BPA’ya maruz
kalirlar (Hartmann, 2014; Ribeiro ve ark., 2017).
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2.4.1. Bisfenol A’min Gida Maruziyeti

Yiyecek ve icecekler toplam BPA maruziyetinin yaklasik olarak % 80-90'1m1
olusturur (Hehn, 2016). BPA’nin konserve kutularin i¢ yiizeylerini kaplamada epoksi
recinelerinin  kullanimi ya da polikarbonat iiretiminde bir monomer olarak
kullanimindan dolayi, bu tiir malzemelerle temas eden gidalara sizmasi ve bu
gidalarda kontaminasyona yol agmasi miimkiindiir (VVandenberg ve ark., 2007). Bu
sebeple, genel olarak gidalar, 6zellikle de konserve gidalar, BPA maruziyetinin ana

kaynag olarak kabul edilir.

Bazi arastirmalarda cesitli kosullar altinda BPA’nin yiyeceklere gecis
seviyeleri arastiritlmis ve konserve kutulardan gida maddelerine veya igeceklere BPA
sizintis1 bildirilmistir (Brotons ve ark.,1995; Takao ve ark., 2002; Kang ve ark.,
2003; Goodson ve ark., 2004). Gidalarin BPA ile kontaminasyonu, genellikle epoksi
recineler ve polikarbonat igeren gida ambalaj malzemeleri ile temastan kaynaklanir.
Epoksi reginelerin yani sira, PVC organosoller de metal kutunun i¢ yiizeyi ile
yiyecek veya igecek arasinda dogrudan temasi 6nlemek ve metal kutular1 paslanma
ve korozyondan korumak i¢in i¢ yiizey kaplamalari olarak kullanilir (Goodson ve
ark., 2002; Cao ve ark., 2011). Ayrica, bu tiir kaplama malzemeleri cam kavanozlarin

metal kapaklarinda da bulunmaktadir (Cao ve ark., 2011).

BPA, polikarbonattan yapilan siseler ve stre¢ filmler gibi gida maddeleri ile
temas eden plastik malzemelerden de gegebilir (Hartmann, 2014). Polimerizasyon
isleminin tam yapilmamasindan dolay1, polikarbonat kaplar ve kaplamalarda BPA
monomerinin kalintilari, 6zellikle yiiksek sicakliklarda depolama ve isleme sirasinda
gidalara gecgebilir (Geens ve ark., 2012). BPA gecisinin kagit yoluyla da olabilecegi
bildirilmistir. Caligmalar, geri doniistiiriilmiis kagitlardan yapilan mutfak havlularinin
dikkate deger konsantrasyonlarda BPA igerebilecegini gostermistir (Hartmann,
2014).
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2.4.2. Hava ve Ev Tozu

BPA’nin iiretimi veya BPA igeren esya ve malzemelerin kullanimi sirasinda bu
kimyasal maddenin gevreye sizabilecegi, hava ve ev tozunu kontamine edebilecegi
bildirilmistir (Hartmann, 2014). Bu bakimdan, gida yoluyla maruziyete ek olarak, i¢
ortam havasi ve tozu insan maruziyetinin 6nemli bir kaynag olabilir. Cocuk bakim
merkezleri, evler, ofisler ve arastirma laboratuvarlarindan alinan toz numunelerinde,
her gramda birka¢ mikrogram konsantrasyonda BPA bulunmustur. I¢ ortam
tozlarmin yutulmasi insanlarda, 6zellikle de ¢ocuklarda BPA'ya maruz kalma yolu
olarak gosterilmigtir. Farkli ¢alismalarda ev tozunda BPA seviyeleri arastirilmig
(Rudel ve ark., 2003; Vandenberg ve ark., 2007; Geens ve ark., 2009) ve 2010
yilinda Gida ve Tarmm Orgiitii (Food and Agriculture Organization; FAO) ile Diinya
Saglik Orgiitii (World Health Organization; WHO) uzmanlarimn birlikte yaptiklar:
toplantida, genel niifus i¢in toprak/toz ile BPA'nin alimi1 0,0001-0,03 pg/kg viicut
agirligi/giin olarak bildirilmistir (Liao ve ark., 2012). Ayrica Japonya'da yapilan bir
caligmada sehir havasindaki mevsimsel BPA degisimleri arastirilmis, sonbahar-kis
mevsimleri arasinda BPA konsantrasyonlarinda artma, kis-ilkbahar mevsimleri
arasinda ise azalma oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada dis ortam havasindaki
ortalama BPA degerleri ise 0,51 ng/m® olarak bildirilmistir (Matsumoto ve ark.,
2005).

2.4.3. Termal Kagit

Daha once de belirtildigi gibi, termal kagitlarda renk gelistirici olarak kullanilan bir
katki maddesi olan BPA, 6zellikle ucgak, tren ve otobiis biletlerinde, makbuzlarda,
aligveris figlerinde ve piyango biletlerinde kullanim alani1 bulmustur (Mielke ve ark.,
2011). Bu yiizden birgok insan giinlilk yasantisinda termal kagitlar ile temas eder.
BPA igeren termal kagitlarla temas sonucu dermal yolla BPA gecisi olabilecegi gibi,
bu tiir materyale temas ettikten sonra ellerin yikanmamasi ve kontamine olmus
ellerle agiza veya yiyeceklere temas edilmesi neticesinde de oral yolla BPA’ya

maruz kalinabilir (Zalko ve ark., 2011). Bu sebeple, termal veya geri doniistiiriilmiis
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kagitlar BPA kontaminasyonunun bir bagka kaynagi olarak on goriillmektedir (Geens
ve ark., 2012). Yapilan ¢alismalarda BPA igeren termal kagitlar ile siirekli temasi
halinde olan kasiyerlerin idrarinda yiiksek seviyelerde BPA bulundugu bildirmis
(Braun ve ark., 2011) ve bu baglamda, BPA kirliliginde deri temasinin da goz
onlinde bulundurulmasi gerektigi sonucuna varilmistir (Mielke ve ark., 2011).
Ayrica, BPA'nin serbest bir monomer olarak bulundugu kagit paralarin kullanilmasi
da BPA kontaminasyonuna sebep olabilir. Bu nedenle, deri temasi yoluyla BPA'nin
emilimi, o6zellikle makbuz ve yaza kasar fislerinin beraber kondugu ciizdanlarda
bulunan kagit paralarin ellenmesinden dolayr da meydana gelebilir (Liao ve Kannan,
2011; Hartmann, 2014).

2.4.4. Tibbi Cihazlar ve Saghk Uygulamalari

Farkli tibbi cihazlarin yapiminda kullanildigi i¢in, kii¢cliik miktarlarda BPA’nin géz
lensleri, tiip baglantilar1, solunum cihaz1 muhafazasi, kan oksijenatdrleri, yeni dogum
inkiibatorler, nebulizatorler ve nemlendiriciler gibi medikal cihazlardan ve saglik
uygulamalarinda kullanilan polikarbonatlar ve polisiilfonlardan sizabilecegi
bildirilmistir. Yapilan bir calismada tedavi i¢in yogun bakima maruz kalan prematiire
bebeklerdeki kan BPA seviyeleri, genel popiilasyonda bulunan seviyelerden daha
fazla bulunmustur (Calafat ve ark., 2009). Ayrica BPA, polikarbonatdan yapilan ya
da epoksi ile kaplanan kaplarda paketlenmis halde bulunan ilaclara da gecebilir.
BPA, tibbi iiriinlerin iiretiminde kullanilan PVC malzemelerden de sizabilir (Geens
ve ark., 2012).

2.4.5. Dis Uriinleri

Recine bazli monomerler dis hekimliginde yapistiricilar, dnleyici dolgular ve dolgu
maddeleri olarak kullanilir. BPA'dan sentezlenen Bis-GMA, 1960'lardan beri bir¢ok
dental materyalde kullanilmigtir. Polimerize olmamis monomer pargalarinin dislere

uygulandiktan hemen sonra dis materyallerinden sizabilecegi ve tiikriikte
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¢oziinebildigi gosterilmistir. Bu nedenle, dis iriinleri insanlarda BPA maruziyetine
yol agabildigi bildirilmistir (Sasaki ve ark., 2005; Vandenberg ve ark., 2007; Rathee
ve ark., 2012).

Ozetlemek gerekirse, BPA kaynag olarak ilk sirada yiyecek ve igecekler olsa
da, giiniimiizde BPA’ya su, hava, toprak ve temas ettigimiz bir¢ok iiriinde rastlamak
miimkiindiir. Glinlimiizde BPA'nin insanlar tarafindan tahmini alim1 1 ila 5 pg/kg
vicut agirligi/glin arasinda degismektedir (Murata ve Kang, 2018). Serbest BPA,
insanlarda hizli bir sekilde metabolize edilmesine ragmen, yetiskin ve ¢ocuklarin
idrarinda (<0,1-822 ng/ml), hamile kadinlarin serumunda (<0,1-154 ng/ml), gobek
kordonu serumunda (<0,05-52 ng/ml) ve gogis siitiinde (<0,04-11 ng/ml)
rastlanmaktadir (Murata ve Kang, 2018).

2.5. Bisfenol A Metabolizmasi

Insanlarda BPA, oral alimindan sonra gastrointestinal sistemden (GIS) hizla emilir.
Daha sonra karacigerde iridin difosfat-glukuronosiltransferaz (UGT) tarafindan
glukuronik asit ile konjuge edilerek, ana metaboliti olan BPA glukuronid’e (BPAG)
ve daha az oranda siilfotransferaz ile BPA siilfata (BPAS) doniistiiriiliir (Hanioka ve
ark., 2008; Quesnot ve ark., 2014; Nahar ve ark., 2015; Thayer ve ark., 2015; Yalcin
ve ark., 2016). Eser miktarlarda meydana gelen diger metabolitleri ise BPA'dan 10
kat daha az Ostrojenik Ozellige sahip olan 5-hidroksibisfenol A [2-(4,5-
dihidroksifenil)-2-(4-hidroksifenil) propan] (Elsby ve ark., 2001) ve BPA'dan daha
ostrojenik olan MBP [4-metil-2,4-bis (4-hidroksifenil) pent-1-en]’dir. Bu son
metabolit MBP, BPA'nin bildirilen 6strojenik etkilerine katkida bulundugu
distintilmektedir (Yoshihara ve ark., 2004). Bu metabolitlerden BPAG ve BPAS,
sirastyla B-glukuronidaz (GUSB) (Ginsberg ve Rice, 2009) ve steroid siilfataz (STS)
ile BPA'ya geri doniistiiriilebilir (Sekil 2.2; Nahar ve ark., 2013; 2015).

Serbest BPA, esas olarak diski (% 56-82) ve idrar (% 13-28) yoluyla

viicuttan atilir. Bu baglamda BPA ve metabolitlerinin % 99'undan fazlas1 diski ve
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idrarla atildig1 anlasilmaktadir. Toplam BPA’nin % I'inden daha az miktar
dokularda tutulur (Kang ve ark., 2006).

Kemirgende BPA metabolizmasi, BPA'nin aktif ve inaktif formlar1 arasindaki
dontistim ile karakterize edilen enterohepatik dolasim tarafindan gergeklestirilir. BPA
gastrointestinal kanalda emilir, glukuronidasyon i¢in karacigere gider ve BPAG
olarak safraya salimir (Nishikawa ve ark., 2010). BPA glukuronid safra kanalindan
ince bagirsaga ulasir, B-glukronidaz enzimi ile yeniden aktif hale getirilir ve aktif
form dolasim sistemine girer. Sekumdaki aktif BPA, kolon duvarindan geri emilerek
glukuronik asit ile yeniden baglandig1 ve deaktive edildigi yer olan karacigere gelir
(Sakamoto ve ark., 2002; Doerge ve ark., 2010). BPA diskiyla atilmadan 6nce bu
enterohepatik dolasim birka¢ kez olusabilir (Sekil 2.3). Bu durum, kemirgenlerde
BPA'nin daha uzun siireli bir yar1 6mre sahip olmasina neden olur. Bundan dolay1
ayni oral doz i¢in kemirgenler, primatlardan daha uzun siire aktif BPA'ya maruz

kalabilirler (Infosan, 2009).
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Sekil 2.2. Bisfenol A Metabolizmast (Bucher ve ark., 2017°den uyarlanmustir).
UGT=Uridin disfosfat-glukuronosiltransferaz; SULT=Siilfotransferaz; GUSB=pB-
glukuronidaz; STS=Steroid siilfataz.
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Volkel ve ark. (2002), tarafindan BPA metabolizmasi ve toksikokinetigi
izerine yapilan bir ¢alismada, sekiz goniilliiye oral olarak 5 mg dis-BPA (54-90
pg/kg) uygulanmistir. Arastirmada kullanilan doz, insanlarin tahmini maruz kalma
diizeylerinden yaklasik 10 kat daha yiiksek olarak segilmistir. Arastirmacilar, die-
BPAG'nin idrar yoluyla atilimi1 igin 5.4 saat, kandan klerensi i¢in ise 5.3 saatlik bir
yarilanma omrii bildirmistir. Oral uygulamadan 24 ila 34 saat sonra kan ve idrar die-
BPAG seviyeleri tespit edilebilir limitinin altinda bulunmustur. Bu bulgular, insanda
BPA'nin GIS tarafindan hizli emilimini, karacigerde glukuronik asit ile
konjugasyonunu ve idrar yoluyla BPAG olarak hizli bir sekilde atildigini
desteklemektedir. Bu sonuclar BPA'min kemirgenlerin aksine insanlarda
enterohepatik dolasimdan geg¢medigini ortaya koymustur (Volkel ve ark., 2002;
Chapin ve ark., 2008). Kemirgenlerde BPAG'nin baslica eliminasyon yolu safra iken
(Inoue ve ark., 2001), insanlarda BPAG neredeyse tamamen idrar yoluyla atilir
(Sekil 2.3 ve 2.4; Volkel ve ark., 2002).
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Bisfenol A Bisfenol A Glukuronid
Karaciger Enzimi
UGT
Enterohepatik
Dolagim
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Disky/Idrar Idrar
Sican ve Fare insan ve Maymun

Sekil 2.3. Karacigerde Bisfenol A’nin Glukuronidasyonu ve Eliminasyon Yolu
(Taylor ve ark., 2011). UGT=Uridin disfosfat-glukuronosiltransferaz.
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Sekil 2.4. Kemirgenler ve Primatlardaki Bisfenol A Metabolizmasi (Nahar 2014).
UGT=Uridin disfosfat-glukuronosiltransferaz; GUSB=B-Glukuronidaz;
SULT=Siilfotransferaz; STS=Steroid siilfataz.

2.6. Bisfenol A Toksisitesi

Elde edilen verilerin 151¢inda BPA'nin kullanim1 ve gidayla temasi icin ilk glivenlik
standartlar;, 1988 yilinda ABD Cevre Koruma Ajansi (US EPA) tarafindan
getirilmistir. US EPA, insan i¢in BPA referans dozunu 50 pg/kg viicut agirligi/giin
olarak belirlemistir (EPA, 1988; Kang ve ark., 2006; Vogel, 2009).

BPA'nin akut toksisitesi hakkindaki mevcut veriler, BPA'nin insan sagligina

iligkin tiim maruziyet yollarmin diisiik akut toksisiteye yol acabilecegini
gostermektedir (Bakker ve ark., 2014). Ratlarda ve farelerde, test edilen hayvanlarin
yarisinda 6lim meydana getiren oral doz degeri (LD50) olarak 2000 mg/kg viicut
agirhi@i/gilin tizerindeki dozlar rapor edilirken, tavsandaki dermal LD50 degeri olarak
2000 mg/kg viicut agirhgi/giin bildirilmistir. Inhalasyon igin, 170 mg/m¥e

(ulagilabilecek en yiliksek konsantrasyon) alti saatlik bir maruziyet, ratlarda 6lim
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meydana getirmezken, st solunum yollarinda hafif ve gegici bir epitel hasar
olusmustur. Insanlarda akut, tek dozluk oral LD50 degerlerine ait bilgi
bulunmamaktadir. Saglikli goniilliiler kullanilan bir ¢alismada, 5 mg BPA’nin (54-90
ug/kg araliginda) insanlar tarafindan iyi tolere edildigi ve akut toksisiteye yol
acmadigi gozlenmistir (Volkel ve ark., 2002; Bakker ve ark., 2014).

Farkl1 bir ¢alismada, BPA'nin Siganlardaki LD50 dozu oral, intraperitoneal ve
intravendz yolla sirasiyla 3250, 841 ve 35,26 mg/kg viicut agirhigr olarak
bildirilmistir (Sigma-Aldrich, 2004; Pant ve Desphande, 2012). Farelerde LD50
dozu, oral ve intraperitonal yolla sirasiyla 2400 ve 150 mg/kg olarak bulunmustur
(Sigma-Aldrich, 2004).

Tyl ve ark. (2002, 2008), tarafindan BPA'nin kronik toksisitesinin ele alindig1
caligmalarda farelerde 1 pg/kg/giin ile 500 mg/kg/giin, ratlarda ise 3 ug/kg/giin ile
600 mg/kg/giin arasinda degisen genis araliklarda oral yolla BPA uygulamalari
yaptlmistir. Bu iki biiylik multigenjenerasyon calismasinda, BPA’nin karaciger,
bobrek ve viicut agirhigr tizerine olumsuz kronik etkilerine ancak 50 mg/kg viicut
agirhi@y/giin ve daha yiiksek BPA dozlarinda rastlanmistir. Ug nesil boyunca devam
eden bu ¢aligmalarda, rat karacigerindeki kronik inflamasyona sebep olan en diisiik
doz 50 mg/kg viicut agirligi/giin olarak gozlenmesine ragmen, net bir doz-cevap
iliskisi ortaya konulmamistir. Bu yiizden karacigerdeki bu degisikliklerin BPA’dan
ziyade ratlarin kalitimlarina dayali farkliliklar sebebiyle olabilecegi diistintilmiistiir.
Ayni ¢aligmada, disilerde bobreklerin renal tiibiil dejenerasyonu ise ancak 500 mg/kg
viicut agirligl/glin  dozlarinda gozlenirken, diisiik dozlarda (=50 mg/kg viicut
agirligi/giin) belirli bir etkiye rastlanmamistir. Bu nedenle, bobrekler i¢in BPA nin
ratlarda olumsuz etkiye neden olmayacak doz olarak (NOAEL) 50 mg/kg viicut
agirhigl/glin olarak bulunurken, farelerde karaciger iizerindeki etkiler icin NOAEL

dozu 5 mg/kg viicut agirligi/giin olarak rapor edilmistir (Tyl ve ark., 2002 ve 2008).
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2.7. Bisfenol A’nin Ostrojenik Aktivitesi

BPA, Ostrojen reseptorleri alfa (ERa) ve beta (ERP) 'ya baglanma afinitesinin dogal
hormon 6strodiol'den (E2) 1000 — 10000 kat daha diisiik oldugu tahmin edildigi i¢in
zayif bir Ostrojen olarak degerlendirilmistir (Kuiper ve ark., 1998; Andersen ve ark.,
1999; Fang ve ark., 2000). BPA, ERp i¢in daha yiiksek bir afiniteye sahip olmasina
ragmen, her iki reseptore de (ERa ve ERP) baglanabilir (Kuiper ve ark., 1997;
Routledge ve ark., 2000; Matthews ve ark., 2001; Alonso-Magdalena ve ark., 2012).
BPA, Ostrojen reseptorlerinin yani sira tiroid ve androjen hormon reseptorleri dahil
olmak iizere birgok steroid hormon reseptdriine zayif bir sekilde baglanarak endokrin
fonksiyonunu bozabilir (Gould ve ark., 1998; Kuiper ve ark., 1998; Moriyama ve
ark., 2002; Welshons ve ark., 2003). Ek olarak BPA, transmembran ER, G proteini
bagl reseptor 30 (GPR30) ve orfan niikleer reseptor olarak tanimlanan Ostrojen
iligkili reseptor gamma (ERRy) i¢in giiclii bir baglanma afinitesine sahiptir
(Takayanagi ve ark., 2006; Thomas ve Dong, 2006).

Farelerde yapilan g¢alismalar, BPA'nin prostat agirliginin artmasina, beyin
fonksiyonlarinda  gelisimsel degisimlere, {ireme organlarinin  gelisiminin
bozulmasina, testosteron salgilanmasinda ve sperm iiretiminde bozulmaya neden
oldugunu gostermektedir (Michatowicz, 2014). Gelisimsel maruziyet {izerine yapilan
caligmalarda, insan giivenli doz seviyelerinde ya da altindaki seviyelerde
kemirgenlerde olumsuz etkiler goriilmistir (Rubin, 2011). Bu etkiler arasinda
ergenlik zamaninin degismesi, Ostrus dongiilerinde degisme, prostat degisiklikleri,
meme bezi gelisiminde degisme, uterus ve ovaryumda degisiklikler, beyin sekstiel
dimorfizmlerinde degisiklikler, beyin steroid reseptor seviyelerinde degisiklikler,
sosyoseksiiel davraniglarda degisme, viicut agirliginda degisme ve glukoz
homeostazinda degismeler sayilabilir (Rubin, 2011). Insanlarin idrarindaki BPA
konsantrasyonlari, dstradiol: testosteron orani ile ters iliskilidir (Michatowicz, 2014).
Ayrica, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, tekrarlayan abort ve premature dogum
sayisinda artig, semen kalitesinin diigmesi ve sperm DNA hasar1 gibi saglik
komplikasyonlarinda artisa sebep olmustur (Rubin, 2011; Bjornsdotter ve ark.,
2017).
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Hayvanlarda dogum oncesi veya dogum sonrast diisiik dozlarda BPA
maruziyetlerinin farkli fizyolojik sistemler tizerinde olumsuz etkileri bulunabilir. Bu
etkiler arasinda erkek ve disi lireme sistemleri (over kistlerinin artisi,
endometriyumun hiperplazisi, erken ergenlik ve yetiskinlerde sperm iiretiminin
azalmasi), beyin (nérogenez ve sinaptogenez), lipit metabolizmasi, insiiline
duyarlilik, bagisiklik sistemi ve meme gelisimi (hiperplazi) lizerindeki olumsuz

etkileri sayilabilir (Geens ve ark., 2012).

2.8. Bisfenol A’min Saghk Uzerine Etkileri

2.8.1. Bisfenol A’nin Ureme Uzerine Etkileri

Bazi epidemiyolojik calismalar, BPA'nin insanlarda iireme toksisitesine neden
olabileceginden ve iriner BPA seviyeleri ile sperm kalitesi arasindaki olumsuz
iliskiden bahsetmektedir. BPA’ya mesleki olarak maruz kalan erkeklerde yapilan
caligmalar, idrar ya da serum BPA seviyelerindeki artisin sperm konsantrasyonu,
toplam sperm sayisi, sperm canliligi ve sperm motilitesi lizerine olumsuz etki
yaptigin1 gostermektedir. Laboratuvar hayvanlarinda yapilan deneysel ¢alismalarda,
BPA uygulamalarinin sperm sayisint ve hareketliligini azaltirken, seminifer
tiibiillerde apoptotik hiicre sayisini artirdig bildirilmistir (Yin ve ark., 2017). Ayrica
farkli ¢aligmalar, BPA maruziyetinin, hormon ve steroidojenik enzim seviyelerinde
degisiklikler, sperm sayis1 ve sperm hareketliliginde azalma ve sperm DNA hasari
dahil olmak iizere, spermatogenezisi olumsuz yonde etkiledigini géstermistir (Peretz
ve ark., 2014). Toplam 45 giin boyunca oral yoldan uygulanan 0,2, 2 ve 20
ug/kg/giin BPA dozlarinin erkek Wistar siganlarin testis ve epididimis agirliklarinda
anlamli diisiise yol ag¢tig1 bildirilmistir (Chitra ve ark., 2003). Yine 10 haftalik
farelerde yapilan farkli bir caligmada, BPA'nin subkutan enjeksiyonlar1 (yaklagik 15-
20 mg/kg/giin), sperm hiicrelerindeki morfolojik bozukluklar ile motil sperm
oranlarinda olumsuz etkiye sebep olmustur (Aikawa ve ark., 2004). In vitro ve in
vivo  toksikolojik  ¢aligmalar, BPA  maruziyetinden kaynaklanan  oosit

matiirasyonundaki bozulma, ovaryum oOstradiol sentezinde azalma ve erken gebelik
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kayb1 nedeniyle kadin fertilitesinde bir diisiis oldugunu bildirmistir (Cantonwine ve
ark., 2013).

2.8.2. Bisfenol A’nin Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Oksidatif stres, serbest radikal tiretimi ile antioksidan kapasite arasindaki dengenin
bozulmasi olarak tanimlanir (Betteridge, 2000). Suthar ve Verma, yapmis olduklari
calismada BPA'nin antioksidan enzimlerin etkilerini azaltarak oksidatif stres
olusturduklarini ortaya koymustur (Suthar ve Verma, 2014). BPA enjeksiyonunun,
fare organlarinda hidrojen peroksitin asir1 tiretimine yol agtigi belirtilmistir (Kabuto
ve ark., 2003). BPA'nin neden oldugu reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimindeki
artig, ROS tiretimi ile hiicresel antioksidan savunma kapasitesi arasinda olusturdugu
dengesizlik nedeniyle, oksidatif strese sebep olmaktadir (Murphy, 2009; Anet ve
ark., 2019). Dokularda Malondialdehid (MDA) seviyeleri 6l¢timii, lipit
peroksidasyonunun bir gostergesidir. Yapilan bir ¢alismada BPA ile doku MDA
seviyeleri arasinda pozitif bir iliskiye rastlanmigtir (Samova ve ark., 2018a). BPA’ya
bagli olarak dokularda gozlenen MDA diizeyindeki anlamli yiikselme, ROS’un asir1
tretilmesinden ve antioksidan enzimlerin baskilanmasindan kaynaklaniyor

olabilecegi belirtilmistir (Samova ve ark., 2018a).

2.8.3. Bisfenol A’min Diger Rahatsizhiklar Uzerine Etkileri

BPA'ya maruz kalma ile kanser, obezite, diyabet, néroendokrin ve bagisiklik
sistemlerinin bozukluklar1 gibi hastaliklar arasinda potansiyel baglantilar olduguna
dair ¢aligmalara rastlamak miimkiindiir (Gao ve Wang, 2014). BPA'nin karaciger
hasar1, bozulmus pankreas f-hiicre fonksiyonu, diizensiz tiroid hormon sekresyonu
ve obezite riskinde artig gibi etkilere sahip oldugu belgelenmistir (Melzer ve ark.,
2010). Ayrica, BPA'nin gogiis ve prostat kanserinin gelisimini uyardigi da tespit
edilmistir (Kandaraki ve ark., 2011; Deb ve ark., 2016). Baz1 epidemiyolojik

caligmalar, yetigkin popiilasyonlardaki BPA maruziyetinin, koroner arter kalp
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hastaligi, kalp krizi, hipertansiyon ve periferik arter hastaligi dahil olmak {izere
kardiyovaskiiler hastaliklarin ~ goriilme riskinde artisa yol agabilecegini

gostermektedir (Gao ve Wang, 2014).

Bu ¢alismanin amaci farkli dozlarda BPA’ya maruz kalan erkek Yeni Zelanda
tavsanlarinda, BPA’nin kan ve biyokimyasal parametrelerdeki degisikliklerine,
dokulardaki olasi etkilerine, yem tiiketimi ve canli agirlik {izerine etkilerine
bakilmasidir. Serum, karaciger, bobrek ve testis dokularinda MDA, SOD, CAT ve
GPx diizeylerinin belirlenmesi ve bu dokularin histopatolojik agidan incelenmesidir.
Ayrica BPA’nin ireme hormonlari ve spermatolojik parametreler lizerine etkilerinin

arastirilmasidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Analizlerde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Calismada Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dal1, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji
Anabilim Dali, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi ve Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi’nde bulunan cihazlar, laboratuvar
malzemeleri ve kimyasal maddeler kullanilmigtir. Kullanilan kimyasal maddeler,

cihazlar ve laboratuvar malzemeleri alt basliklarda belirtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler

e Bisfenol A (%99 saflik, Lot:MKBQ5209V, CAS 80-05-7, Sigma-Aldrich Co,
St. Louis, MO)

e Rabbit Testosteron (CSB-E06927Rb, Cusabio Biotech CO., LTD Wuhan,
Hubei, China)

e Rabbit Ostradiol (CSB-E06915Rb, Cusabio Biotech Co., LTD Wuhan,
Hubei, China)

e Rabbit Lutinizing Hormon — LH (Cat No: SG-0004Rb, SinoGeneClon
Biotech Co.,Ltd., China)

e Rabbit Follicle Stimulating Hormone — FSH (Cat No: SG-0001Rb,
SinoGeneClon Biotech Co.,Ltd., China)

e Rabbit Inhibin alfa — INHA (Cat No: SG-0015Rb, SinoGeneClon Biotech
Co.,Ltd., China)
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Malondialdehid — MDA (Cat No: SG-50252, SinoGeneClon Biotech
Co.,Ltd., China)

Stiperoksid Dismiitaz — SOD (Cat No: SG-0061Rb, SinoGeneClon Biotech
Co.,Ltd., China)

Katalaz — CAT (Cat No: SG-50185, SinoGeneClon Biotech Co.,Ltd., China)

Glutatyon Peroksidaz — GPx (Cat No: SG-0120Rb, SinoGeneClon Biotech
Co.,Ltd., China)

Misir yagi

3.1.2. Cihazlar

ELISA (Mindray MR-96A)

Vorteks (IKA® MS1Minishaker)

Hassas terazi (Shimadzu BL-220H)

Buzdolabi (+4) (Vestel White FR 430 No Frost)
Derin dondurucu (-20) (Bosch GSD30410NE)
Dondurucu (-80) (Haier, Cin)

Isitic1lt manyetik karistirict (IKAMAG® RH)
Dijital pH metre (Metrohm 744 ph meter)
Distile su cihazi (Tugrul Miihendislik)
Homojenizator (IKA® Yellow line DI 18 basic)
HPLC (Shimadzu Prominence)

Refraktometre (Atago, SPR-N, Japan)
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Hematoloji analizorii (Abacus Junior Vet SN-100702)
Otoanalizor (Gesan Chem 200)

Mikroskop (Nikon Eclipse E200)

Otomatik doku takip cihazi (Leica)

Mikrotom (Leica RM 2155)

Etliv (Memmert BE 500)

3.1.3. Laboratuvar Malzemeleri

Antikoagiilanli tiip
Antikoagiilansiz tiip
Jelli tiip

Suni vajen

Pipet

Ependorf tiip

L.V. kaniil

Penrdz dren 5/8
Termometre
Otomatik pipet

Farkl1 boyutlarda balan joje, beher glass ve deney tiipleri
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3.2. Hayvan Materyali

TUBITAK tarafindan 1160027 numarali proje ile desteklenen bu calisma Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis (25.11.2015/159) ve biitin ¢alismalar Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirilmistir. Bu aragtirmada yaslar1 8-10 ay ve agirliklar1 2,7-3,7 kg arasinda
degisen 24 adet erkek Yeni Zelanda tavsani kullanildi. Tavsanlar galvanize
kafeslerde bireysel olarak tutuldular ve ¢alismaya baslamadan 6nce 14 giin boyunca
laboratuvar sartlarna (%50-55 nem, 22+2 °C sicaklik ve 14:10 saatlik
aydinlik:karanlik dongiisiinde) ve suni vajen ile sperm vermeye alistirildilar. Calisma
siiresince tavsanlarin agirliklar1 ve yem tiiketimleri haftalik olarak Oolgiildii ve

agirliklarina gore ¢alismada kullanilan kimyasallarin doz ayarlamalar: yapildi.

Su ve yem ad libitum olarak verildi. Tavsanlar standart ticari tavsan yemi
(Korkuteli Yem Gida San.-Antalya); %6,93 ham kiil, %17,0 ham protein, %12,68
ham seliiloz, %3,67 ham yag, %0,49 kalsiyum, %0,46 fosfor) ile beslendiler. Ayrica
spermatolojik verileri standardize edebilmek icin ejakiilatta 100 milyon/ml’den az

sperm olan tavsanlar ¢alisilmaya alinmadi.

3.2.1. Deney Dizaym ve Protokolii

Calismada kullanilan Yeni Zelanda tavsanlari 14 giinlik alisma periyodunun
ardindan her grupta 6 tavsan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildilar. Kontrol
grubuna 9 hafta boyunca agiz yolundan sonda ile misir yagi verildi (KONT). BPA10
grubuna misir yag: icerisinde 10 mg/kg canli agirlik dozunda BPA, BPA20 grubuna
misir yagt igerisinde 20 mg/kg canli agirlik dozunda BPA ve BPA100 grubuna misir
yag1 igerisinde 100 mg/kg canli agirlik dozunda BPA oral gavaj ile giinliik olarak
verildi. Oral gavaj uygulamalar1 her giin sabah yemlemesinden Once saat 08:00 ile

09:30 aras1 yapildi.
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Deney siiresi boyunca gruplara uygulanan protokol asagida belirtilmistir.

e KONT: Kontrol grubu: giinliikk misir yagi oral (her 1 kg canli agirlik i¢in 1 ml
misir yagi);

e BPAI10: 10 mg/kg BPA grubu: giinlik BPA (10 mg/kg canli agirlik) misir
yagi icerisinde (1 ml misir yagi 10 mg BPA iceriyordu);

e BPA20: 20 mg/kg BPA grubu: giinliik BPA (20 mg/kg canli agirlik) misir
yagi igerisinde (1 ml misir yagi 20 mg BPA igeriyordu);

e BPA100: 100 mg/kg BPA grubu: giinlik BPA (100 mg/kg canli agirlik) misir
yagi icerisinde (1 ml misir yagr 100 mg BPA igeriyordu).

Bu ¢alismanin sonunda her gruptan rastgele 3 tavsan 6tenazi yapilirken, diger
tavsanlar 9 hafta daha herhangi bir oral gavaj uygulamas: yapilmadan aym

laboratuvar ortamlarinda tutularak bu stirenin sonunda otenazi edildiler.

3.2.2. Kan Alimi

BPA uygulamalarmin sonunda (9. hafta) tavsanlar 12 saat a¢ birakildilar. Kan alimi
icin bir tutucuya (holder) yerlestirilen tavsanlarin damarlarinin belirlenmesine
yardimet olmast i¢in kKulak killari tiras edildi (Resim 3.1). Kulak derisi % 95°1ik alkol
kullanilarak temizlendi. Biitiin tavsanlarin merkezi kulak arterinden intraventz kaniil
yardimiyla (24G 1.V. Kaniil — Wellmed) 25 ml civarinda kan toplandi (Resim 3.2).
Kan toplama islemnden sonra temiz steril pamuk toplama yerinde tutuldu ve

kanamay1 durdurmak i¢in parmak basinct uygulandi.
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Resim 3.1. Damarin Belirlenmesi Amaciyla Kulaklarin Temizlenmesi

Resim 3.2. Tavsan Sentral Kulak Arterinden 1.V. Kaniil ile Kan Alinmasi
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Tam kan analizleri ve plazma elde etmek icin EDTA’ tiipler kullanildi.
Antikoagulansiz tiipler ise biyokimyasal analizler ve serum elde etmek igin
kullanildi. Soguk zincir igerisinde muhafazasi saglanan kanlar 30 dakika igerisinde
2000 devirde 20 dakika santrifiij edildikten sonra serum ve plazma kismi alindi.
Serum ornekleri BPA, testosteron, dstrojen, FSH, LH ve inhibin analizleri igin -20
°C’de, oksidan-antioksidan parametreler i¢in ise -80 °C’de saklandi. Hematoloji
analizorii (Abacus Junior Vet SN-100702) kullanilarak tam kan degerleri
(Hematokrit, hemoglobin, toplam eritrosit, platelet, 16kosit ve % Il6kosit) ve
otoanalizor (Gesan Chem 200) kullanilarak biyokimyasal parametre degerleri [serum
glukoz, kolesterol, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST),
alkalen fosfataz (ALP), iire, kreatinin degerleri] taze kan ve serumdan ayni giin

analiz edildi.

3.2.3. Hormon ve Enzim Analizleri

Hormon ve enzim analizlerinde kullanilan kitler, iiretici firmalarin talimatlarina gore
yapilmistir. Serum ve seminal plazma testosteron (Rabbit Testosterone ELISA Kit,
Cat No CSB-E06927Rb, Cusabio Biotech Co., LTD.) ve ostradiol hormon (Rabbit
Estradiol ELISA Kit, Cat No CSB-E06915Rb, Cusabio Biotech Co., LTD.)

seviyelerinin tayini i¢in tavsanlara 6zel ELISA kitleri kullanilds.

Rabbit Lutinizing Hormon (LH), Rabbit Follicle Stimulating Hormone
(FSH), Rabbit Inhibin alfa (INHA), Malondialdehid (MDA), Siiperoksid Dismiitaz
(SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) gibi hormonlar ve antioksidan
enzimlerin analizleri SinoGeneClon Biotech Co., Ltd. tarafindan tavsanlar i¢in 6zel

tiretilen ELISA kitleri kullanilarak yapild.

Karaciger, bobrek ve testis doku orneklerinden (-80 °C’de saklanan) 0,4 gram
agirhginda kiiglik bir parca kesildi. Kesilen doku orneklerinin tizerine 7,4 pH’ya
sahip 5 °C’lik PBS’den 2 ml konularak doku homojenizatorii ile pargalandi.

Dokularin homojenizasyonu saglandi. Homojenize ornekler, 5 °C’lik sicaklikta 3000
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devirde 20 dakika boyunca santirfiij edildi. Siipernatantlar toplandi. ELISA kitlerinde

doku stipernatantlar1 ve serum kullanilarak ELISA cihazinda analiz yapildi.

3.2.4. Spermanin Alinmasi

Tavsanlar ¢aligma dncesinde uygulanan 14 giinliik adaptasyon donemi boyunca suni
vajen ile sperma vermeye alistirildilar. Sperm alim islemi igin dncelikle Bredderman
ve ark. (1964), tarifine gore suni vajen yapildi (Resim 3.3). Tavsanlardan sperm
aliminda uygun sicaklik gerektigi i¢in suni vajenin igerisine sibop kismindan hava ve
ik su (yaklasik 45 °C) dolumu saglandi (Boiti ve ark., 2005). Boylece suni vajenin
ejakiilasyon aninda 39 °C’de normal bir disi tavsanin vajina sicakligina ulagmasi
saglandi (Lebas ve ark., 1997). Sperm alimina hazir hale gelen suni vajenin penroz
dren kismi vazelin kullanilarak kayganlik saglandi. Disi tavsan, erkek tavsanin
kafesine konularak erkegin libido seviyesi artirildi. Erkek tavsan ciftlesme icin disiye
yaklasinca suni vajenin igine ejekiilasyon saglandi (Resim 3.4). Ejakulat 1lik sperma
toplama kadehine toplandi. Calisma siiresince, sperm kalitesinde bir diislise sepeb
olmamak i¢in haftada 1 kez ejakulatlar alind1 (Resim 3.5). Dokuzuncu hafta sonunda

toplanan 6rnekler ise spermatolojik parametrelerin hesaplanmasinda kullanildi.

Resim 3.3. Tavsanlarin Spermlerini Almada Kullanilan Suni Vajen
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Resim 3.4. Erkek Tavsanlardan Sperm Numunelerinin Toplanmasi

Resim 3.5. Erkek Tavsanlardan Ejakiilat Toplanmasi
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3.2.5. Spermanin Muayenesi

Ejakulat elde edilir edilmez, semen hacmi ve agirligi, spermanin spermatozoa sayisi,
motilitesi ve pH’s1 tespit edildi (Davies Morel, 1999; Ax ve ark. 2000). Normal bir
sperm numunesinin homojen beyaz opal bir goriiniimii vardi. Sperm igerisinde
eritrosit (kirmizimsi) veya idrar (sar1) bulunan numuneler tespit edildi. Koyu, sari

veya diger anormal semen Ornekleri analizler i¢in kullanilmada.

3.2.5.1. Ejakulat pH’s1

Sperma 6rneklerinin baslangi¢ hidrojen iyon konsantrasyonu (pH) sperma elde edilir
edilmez 5,5-9,0 smirlarinda 0,5 derece aralikh pH kagidinda o6lgiildii (pH-
Indikatorpapier Neutralit pH 5,5-9,0 Merck, Merck KgVit C, 64271 Darmstadt,

Germany).

3.2.5.2. Ejakulat Hacmi ve Agirhgi

Ejakiilat alinmadan 6nce dereceli sperm toplama kadehi tartilarak darasi alindi.
Ejakulat elde edilir edilmez, eger jel mevcut ise, ejakiiattan ayrildi. Sperm toplamak
icin kullanilan kadeh tartilarak ejakiilatin agirhigi (mg) tespit edildi ve hacmi dereceli

tiipte (ml) okunarak kaydedildi.

3.2.5.3. Spermatozoa Konsantrasyonu

Her bir ejakulatin spermatozoa konsantrasyonunu tespit etmek i¢in iki bolimli
hemositometre lamina (Thoma lami) aktarildi. Spermatozoa sayimi 0,1 ml formalin
tuzlu su soliisyonu iginde 40x10 biyiitmede eritrosit sayimida kullanilan Thoma

laminda yapild1 (Davies Morel, 1999).
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3.2.5.4. Progresif Motilite

Motilite tahmini (ylizde olarak) orta biiyiitmede (40x10) 1sitma tablali faz kontrast
mikroskobu kullanilarak g6z muayenesi ile yapildi. Sperma ornekleri PBS soliisyonu
ile 37,8 °C de 10 kat sulandirildi. Lam, faz kontrast mikroskobuna yerlestirildi.
37,8°C ye 1sinmasi beklendikten sonra, kiiclik bir damla sulandirilmis sperma lam
tizerine konarak 400x biiyiitmede yiizde olarak motilite tahmin edildi (Ax ve ark.,
2000). Motilitenin belirlenmesine yonelik olarak, en az ii¢ mikroskop alaninda
degerlendirme yapildi ve bir yonde diizgiin dogrusal hareket eden spermatozoonlarin
ayni alandaki tim spermatozoonlara yiizde (%) oran1 seklinde motilite tespit
edilerek, ti¢ farkli alanin ortalama degeri kaydedildi. Bu deger progresif motilite

degeri olarak kullanildi.

3.2.5.5. Seminal Plazma Proteini

Semen Ornekleri 3000 devirde 5 dk santrifiij edildi. Seminal plazma ve sperm
hiicreleri ayrildi. Refraktometreye (Atago, SPR-N, Japonya) 10 pl seminal plazma

yerlestirildi ve seminal plazma protein degeri dl¢iildii.

3.2.6. Cahsmanin Sonlandirilmasi — Otenazi ve Yas Organ Agirhklarinin Tayini

Erkek Yeni Zelenda tavsanlarindan kan alinmasini takiben, isoflurane ile genel
anestezisi altinda Gtenazi yapildi. Tavsanlara uygulanan Otenazi isleminden sonra
eksenterasyon yontemi ile laparotomi yapildi. Once kavum abdominis agilarak karin
organlarinin dig goriiniisleri not edildi. Daha sonra costatom yardimiyla costa’lar
caput’larina yakin yerlerden kesildi ve diyafram uzaklagtirilarak gogilis organlar
incelendi. Daha sonra biitiin tavsanlarda kullanilan etken maddelerin etkilerinin
incelenmesi igin karaciger, bobrekler, testis, epididimis ve beyin gibi organlar PBS

ile yikandiktan sonra tartildi ve dig goriiniisleri not edildi.
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Uygun nekropsi yontemleriyle alinan karaciger sol lobu, sol bobrek, sol testis,
sol epididimis ve sol beyin hemisferi histopatolojik muayene igin ayrildi. Alinan
karaciger kaudal lobu, sag bobrek ve sag testis ortadan ikiye boliinerek oksidan-

antioksidan parametrelerin tespiti i¢in -80 °C’de bekletildi.

3.2.7. Serum BPA Analizi

HPLC analizleri Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Bilimsel ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkez Laboratuvarinda yapildi (Resim 3.6). Iki pompa
(LC-20AT, Shimadzu, Kyoto, Japonya), bir Shimadzu RF-20A floresan detektor, 5
ml'lik dongiilii bir 7125 enjektér (Rheodyne, Cotati, CA), 200 ml'lik bir dongiiye
sahip SPV-N-6 kolon anahtar valfi (GL Sciences, Tokyo, Japonya) ve bir Tosoh
FBR-1 kaydedicisinden (Tokyo, Japonya) olusan bir HPLC sistemi kullanildi. Sistem
2 mobil fazdan olugmaktaydi: mobil faz 1: pompa 1 igin asetonitril-H.O—metanol
(72:13:15, v/v) ve mobil faz 2: pompa 2 i¢in asetonitril-0,1 M asetat buffer (pH 5,5)—
metanol (55:12:33, v/v). Mobil faz 1, 0.10 ve mobil faz 2, 0.30 ml/dk akis hizlarinda
iletilmekteydi. Her iki kolon i¢in sicaklik, kolon firininda (Omron E5C3, Tokyo) 35
°C'de muhafaza edildi. Numune, kolon 1 (prekolon, Wakosil-I11 5C18, 150/1.0 mm,
Wako) iizerine enjekte edildi ve kolon dondiirme valf dongiisiinden ge¢mek ig¢in
mobil faz 1 ile temizlendi. 10.75 dakikalik bir enjeksiyon siiresinden sonra, valf
dondiiriildii ve daha sonra analiz edilen madde kolon 2 iizerine (ayirma kolonu,
separation column, Protein & Peptide C18, 150 x 4.6 mm i.d., Vydac, Hesperia, CA)
yiiklendi ve floresans detektoriine mobil faz 2 ile ayristirildi. Bu valf pozisyonu
analiz sonlandirilincaya kadar tutuldu. Floresan yogunlugu, 350 nm'lik bir uyarma ile

475 nm'de izlendi.

3.2.8. Histopatolojik Muayeneler

Alman doku &rnekleri % 10’luk tamponlu formaldehit icerisinde bir giin tespit edildi

ve daha sonra trimleri yapildi. Trim islemi uygulanan dokular kasetlere alinarak
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%10’luk formaldehit sollisyonu icerisinde 24 saat boyunca tespite birakildi. Tespit
asamasindan sonra dokular otomatik doku takip cihazina (Leica, Wetzlar, Almanya)
konularak dereceli alkollerden (%50, %70, %80 %96 %100) ve ksilolden gegirilerek
parafine gomiildii. Bloklanan dokular RM 2155 model mikrotomda (Leica, Wetzlar,
Almanya) 3-5 um kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin boyasi (Merck

Millipore) ile boyandi. Isik mikroskobunda incelendi.

Resim 3.6. Bisfenol A Analizleri igin Kullanilan HPLC Cihaz1

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Biitiin degerler ortalama degerler olarak verilmistir. Istatistiksel degerlendirme igin
SAS (PROC ANOVA prosediirii) istatistik programindan faydalanildi. Istatistiki fark
bulunan sonuglar Tukey testi ile karsilastirildi. Yem ve viicut agirliklarindaki haftalik
degisiklikler icin PROC MIX prosediirii kullanildi. Haftalik bazda gruplar arasindaki
farklarin bulunmasi i¢in Lsmean testi yapildi. Tiim istatistik uygulamalarinda gruplar

arasi farklilik, P< 0,05 oldugunda 6énemli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Saghk Durumu

Aragtirmada kullanilan tavsanlarda, ¢alisma siliresi boyunca, klinik agidan herhangi
bir olumsuz belirti gézlenmedi. Genel olarak tavsanlarin postiirii, denge ve
koordinasyonu, burun mukozasinin kurulugu, dis etlerinin rengi, ¢evreye dikkati,
kiirkiin goriiniimii, derinin esnekligi, defekasyon, gozlerin canlilifi ve solunumun

diizgiinliigli gibi parametrelerde BPA’ya bagl bir degisiklige rastlanmada.

4.2. Serum BPA Seviyeleri

Gruplar arasindaki serum BPA seviyeleri, BPA dozuna bagli olarak, istatistiki agidan
anlamli bir farklilik gosterdi (P<0,0001). KONT grubuna ait serum orneklerinde
Olciilebilir diizeyde BPA’ya rastlanmazken (0,00+0,00 pg/ml), giinliik oral dozdaki
artisa paralel olarak, BPA uygulanan gruplarda serum BPA seviyelerinin arttigi
gozlendi (BPA10=0,24+0,02; BPA20=0,58+0,09; BPA100=0,89+0,12 pg/ml).

Calisma sonunda her gruptan 3 tavsan ile devam edilen 9 haftalik dinlenme
doneminde hicbir gruba ait serum Orneklerinde Olgiilebilir seviyede BPA’ya

rastlanmadi.

4.3. Yem Tiiketimi ve Canli Agirhk

Calisma siiresince haftalik olarak elde edilen canli agirlik ve yem tiiketimi verileri
bakimindan gruplar arasinda farklilik goriilmedi (Tablo 4.1). Calisma siiresince
gruplardaki ortalama canli agirlik 3,40+0,46 ile 3,52+0,57 kg arasinda degisirken
(P=0,517), ortalama yem tiketimi ise 151,3+37,1 ile 168,5+29,1 g/giin
civarlarindaydi (P=0,559).
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Genel olarak biitiin gruplarda, calisma siiresince yem tiiketiminde énemli bir
dalgalanma gozlenmezken, 8. haftada BPA100 grubunda ani bir azalma meydana
geldi (Grafik 4.1). Gruplar arasindaki canli agirlik degisimleri goz Oniinde
bulunduruldugunda, biitiin gruplarda canli agirliklarin bir Onceki haftaya gore
rakamsal olarak pozitif bir sekilde degistigi goriildi (Grafik 4.2). BPA100 grubuna 8.
haftada gozlenen ani yem tiiketimindeki diisiisiin, canli agirlik iizerine istatistiki

olarak bir etkisinin olmadig1 gozlendi (Grafik 4.2).

Calisma sonunda her gruptan 3 tavsan ile devam edilen 9 haftalik ek donemde
de gruplar arasinda canli agirlik ve yem tiikketimi verileri arasinda anlamli bir fark

tespit edilmedi (Tablo 4.2, Grafik 4.3 ve 4.4).

4.4. Organ Agirhiklarindaki Degisiklikler

BPA calismasinin ilk 9 haftalik kisminda, her grup i¢cin 3 tavsana ait organ
agirliklarina ait veriler Tablo 4.1°de verilmistir. Cesitli organlara ait agirliklar goz
Oniine alindiginda gruplar arasinda istatistiki agidan herhangi bir farklilik tespit
edilmedi ve BPA uygulamalarinin g¢aligmada bakilan organlarin yas agirliklari

uzerine bir etkisine rastlanmadi.

Calismanin son asamasi olan 9 haftalik ek siire zarfi sonunda 6tenazi edilen
tavsanlara ait yas organ agirliklar1 Tablo 4.2°de verilmistir. Gruplar arasindaki yas
organ agirliklar incelendiginde herhangi bir BPA uygulamasinin olmadig1 bu ek siire

sonunda da istatistiki olarak bir farkliliga rastlanmadi.
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Grafik 4.1. Erkek Yeni Zelanda Tavsanlarinda Agiz Yolundan BPA Uygulamasinin
Yem Tiiketimi Uzerine Etkisi (n=6). KONT=Kontrol; BPA10=10 mg/kg/giin bpa;
BPA20=20 mg/kg/giin bpa; BPA100=100 mg/kg/giin bpa.
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Grafik 4.2. Erkek Yeni Zelanda Tavsanlarinda Agiz Yolundan BPA Uygulamasinin
Canli Agirlik Uzerine Etkisi (n=6). KONT=Kontrol; BPA10=10 mg/kg/giin bpa;
BPA20=20 mg/kg/giin bpa; BPA100=100 mg/kg/glin bpa.
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Grafik 4.3. Erkek Yeni Zelanda Tavsanlarinda Agiz Yolundan BPA Uygulamasini
Takiben 9 Haftalik Dinlenme Siiresinin Canli Agirlik Uzerine Etkisi (n=3).
KONT=Kontrol; BPA10=10 mg/kg/giin bpa; BPA20=20 mg/kg/gin bpa;
BPA100=100 mg/kg/giin bpa.
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Grafik 4.4. Erkek Yeni Zelanda Tavsanlarinda Agiz Yolundan BPA Uygulamasint
Takiben 9 Haftalik Dinlenme Siiresinin Yem Tiiketimi Uzerine Etkisi (n=3).
KONT=Kontrol; BPA10=10 mg/kg/giin bpa; BPA20=20 mg/kg/gin bpa;
BPA100=100 mg/kg/giin bpa.
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4.5. Eritrositler Uzerine Etkileri

Calisma sonunda elde edilen kanlarda, oral yolla BPA uygulamasinin hematokrit,
ortalama alyuvar hacmi (OAH) ve ortalama alyuvar hemoglobini (OAHb)
degerlerinde 6nemli bir degisiklige sebep olmadigi goriilmiistiir (Tablo 4.3). Yine
Tablo 4.3’te goriildiigii gibi, c¢alisma doneminin sonunda bakilan hematolojik
parametreler arasinda alyuvar sayisi, hemoglobin miktar1 ve ortalama alyuvar
hemoglobin yogunlugu (OAHbY) degerlerinde ise gruplar arasinda belirgin bir fark
gozlenmistir. Ozellikle oral yolla 20 ve 100 mg/kg/giin BPA uygulamalariin erkek
tavsanlarda alyuvar sayilarinda ve hemoglobin miktarlarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak bir diisiise sebep oldugu anlasilmaktadir (P<0,05 ve P<0,03).
Bununla birlikte OAHbY sadece en yiiksek BPA doz uygulamasinda KONT grubu

tavsanlarina gore anlamli bir sekilde diigmiistiir (P<0,05).

BPA’nin alyuvar, hemoglobin ve OAHbY {izerine olumsuz etkisinin iyilesme
doneminde devam etmedigi gozlendi (Tablo 4.4 ). Toplam 3 tavsandan elde edilen
verilere gore 9 haftalik iyilesme donemi sonunda gruplar arasinda kan

parametrelerinin herhangi birinde istatistiki a¢idan bir farka rastlanmadi.

4.6. Akyuvar ve Platelet Diizeyleri

Calisma sonunda gruplarin toplam akyuvar diizeylerine gore degerlendirilmesinde
akyuvar sayisinin gruplar arasinda istatistiki acidan degismedigi goriilmiistiir (Tablo
4.5). Ayrica, oral BPA uygulamasi, lenfosit, monosit ve graniilosit sayilarinda da bir
farliliga yol agmamistir. Bu sonuglara paralel olarak, lenfosit, monosit ve graniilosit
yiizdeleri arasinda da gruplar arasinda istatistiki bir farklilik goriilmemistir (Tablo
4.5). Benzer bir sekilde Tablo 4.5’te goriildiigii gibi BPA uygulamalarinin platelet
seviyelerinde de herhangi bir olumsuz etkisine rastlanmamistir (P>0,05). 9 hafta
stiren iyilesme donemi sonunda da akyuvar ve plateletler ile ilgili parametrelerde

gruplar arasinda herhangi bir farkliliga rastlanmadi (Tablo 4.6).
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4.7. Ure ve Kreatinin Diizeyleri

Calisma gruplarindan elde edilen serum iire ve kreatinin degerleri Tablo 4.7°de
verilmistir. Oral yolla verilen BPA uygulamasi serum iire ve kreatinin diizeylerini
ozellikle BPA20 ve BPA100 gruplarinda KONT grubuna gore istatistiksel olarak
yiikseltmistir (Tablo 4.7). Ure ve kreatinin seviyelerindeki bu artisin iyilesme dénemi

sonunda kontrol seviyelerine dondiigii gozlenmistir (Tablo 4.8).

4.8. Serum AST, ALT ve ALP Diizeyleri

Calisma sonunda elde edilen aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT) ve alkalen fosfataz (ALP) degerleri Tablo 4.7’te verilmistir. Serum AST, ALT
ve ALP diizeyleri arasinda KONT ve BPA10 gruplar arasinda istatistiki olarak bir
fark gozlenmezken, bu enzimlerin serum seviyelerinde BPA20 ve BPA100

gruplarinda KONT grubuna gore yiikselme oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.7).

BPA uygulamalarinin devam etmedigi 9 haftalik iyilesme donemi sonunda
serum AST, ALT ve ALP diizeylerindeki farkliligin devam etmedigi gozlendi
(Tablo 4.8). Toplam 3 tavsandan elde edilen verilere gore gruplar arasinda test edilen

karaciger enzimlerinin herhangi birinde istatistiki agidan fark gozlenmedi.

4.9. Serum Glukoz, Kolesterol ve Trigliserid Diizeyleri

Calisma donemi sonunda kandaki glukoz, kolesterol ve trigliserid seviyeleri Tablo
4.7’te gosterilmistir. Dokuz haftalik ¢alisma doneminin sonunda serum glukoz
degerlerinde anlamli bir degisiklik olmamistir (Tablo 4.7). Benzer bir sekilde, BPA
uygulamalarinin sonunda serum kolesterol ve trigliserid degerleri i¢in anlamli bir
fark bulunmamustir (P>0,05; Tablo 4.7). Calisma dénemi sonunda, iyilesme donemi
boyunca takip edilen tavsanlarda da gruplar arasinda serum glukoz, kolesterol ve

trigliserid seviyelerinin anlamli olarak degismedigi goriilmistiir (Tablo 4.8).
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4.10. Ureme Hormonlar1 ve Spermatolojik Bulgular

Dokuz haftalik BPA uygulamalar1 sonunda elde edilen serum ve seminal plazmadaki
testosteron ve Ostrojen hormonlar1 ve serum inhibin, LH ve FSH degerleri Tablo
4.9°da  verilmistir.  Tavsanlardaki serum  testosteron (KONT=4,81+0,54;
BPA10=3,58+0,25; BPA20=3,56+0,46 ve BPA100=3,39+0,15 ng/ml; P<0,04) ve
seminal plazma testosteron seviyeleri (KONT=10,7+0,46; BPA10=10,2+0,26;
BPA20=10,1+0,38 ve BPA100=9,86+0,36 ng/ml; P<0,02) BPA’ya bagl olarak
azalirken, serum ve seminal plazmada ostradiol hormon seviyelerinde gruplar
arasinda istatistiki olarak herhangi bir anlamli farkin olmadigi gozlendi (P>0,1;
Tablo 4.9). Benzer bir sekilde serum inhibin, FSH ve LH degerlerinin de BPA
uygulamalarindan etkilenmedigi goriildii. Biitiin gruplar arasinda inhibin, LH ve FSH

seviyelerinde anlamli bir farklilik gézlenmedi (P>0,1; Tablo 4.9).

BPA uygulamalarinin devam etmedigi 9 haftalik iyilesme donemi sonunda
elde edilen serum ve seminal plazmadaki testosteron ve Ostrojen degerleri Tablo
4.10°da verilmistir. Tavsanlardaki serum ve seminal plazma testosteron ve Ostradiol
hormon seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkin olmadigi
gozlendi (P>0,1; Tablo 4.10).

Calisma sonunda gruplardan elde edilen ejakulat hacmi, ejakulat agirligi,
seminal plazma proteini, progresif motilite, pH ve spermatozoa konsantrasyonuna
ait degerler Tablo 4.11°de sunulmustur. BPA uygulamasinin ejakulat hacmi, ejakulat
agirligi, seminal plazma proteini ve pH iizerine etkisinin olmadig1 gézlendi. Bununla
birlikte, serum testosteron seviyelerindeki degisime paralel olarak, BPA
uygulamalariin progresif motilite ve spermatozoa konsantrasyonu {iizerine etkili
oldugu goriildii. KONT grubundaki erkek tavsanlar en yiiksek progresif motiliteye
sahipken, BPA uygulanan biitlin gruplarda progresif motilitede KONT grubuna gore
azalma meydan geldi (P<0,001). BPA10 grubu, BPA20 ve BPA100 gruplar ile
karsilastirildiginda daha yiiksek progresif motiliteye sahip oldugu goriiliirken,
BPA20 ve BPA100 gruplari arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmadi. Spermatozoa

konsantrasyon degerleri incelendiginde KONT grubu degerlerinin BPA gruplarindan
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daha yiiksek seviyelerde oldugu goriiliirken (P<0,02), BPA gruplar1 kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, istatistiki agidan herhangi bir farklilik gériilmedi (Tablo 4.11).

BPA uygulamasinin progresif motilite lizerine olumsuz etkisi son donem olan
9 haftalik iyilesme doneminde de devam ettigi gorildi. Bu olumsuz etki KONT
grubu ile kiyaslandiginda BPA20 ve BPA100 gruplarinda istatistiki agidan anlaml
sekilde diisiis meydana getirdi (P<0,02). Ancak, spermatozoa konsantrasyonunda
gozlenen diisiisiin iyilesme doneminde diizeldigi ve gruplar arasindaki farkin ortadan
kalktigi gozlendi (Tablo 4.12). Dinlenme donemi sonunda spermatozoa

konsantrasyonu kontrol degerlerine dondii.

4.11. Oksidan ve Antioksidan Parametreler

Gruplardan elde edilen serum MDA, SOD, CAT ve GPx degerleri Tablo 4.13°de
verilmistir. BPA uygulamasi serum MDA seviyelerini anlamli olarak yiikseltirken,
SOD seviyelerinde ise diisiise sebep oldu. Serum CAT seviyeleri istatistiki olarak en
yiikksek KONT grubunda bulundu. BPA uygulanan biitiin gruplar, KONT grubuna
gore daha diigik serum CAT seviyelerine sahipken, BPA gruplar1 arasinda da
istatistiksel farka rastlandi. BPA100 grubundaki serum CAT diizeyleri, BPA10
grubuna gore daha diisiik bulundu. Serum GPx diizeylert KONT ve BPA10 gruplar
arasinda istatistiki bir fark bulunmazken, BPA20 ve BPA100 gruplari KONT
grubuna gore istatistiksel olarak bir diisiis gosterdi.

Karaciger dokusuna ait oksidan-antioksidan parametreler Tablo 4.14°de
sunulmugtur. Karaciger MDA seviyeleri BPA uygulanan gruplarda KONT grubuna
gore yiikseldi. Karaciger SOD ve CAT diizeyleri BPA uygulamalarini takiben biitiin
BPA gruplarinda KONT grubuna gore diiserken, GPx diizeyleri BPA20 ve BPA100
gruplarinda KONT grubuna gore azaldi.
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Bobrek MDA seviyeleri agisindan gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda
KONT grubunun en diisiik MDA degerine sahip oldugu, BPA uygulanan gruplarda
ise MDA degerleri arasinda istatistiki agidan bir fark bulunmadigi goriilmektedir
(Tablo 4.15). Bobrek SOD degerleri KONT ve BPA10 gruplar1 arasinda farklilik
gostermezken, BPA20 ve BPA100 gruplarinda KONT grubuna gore azaldigi
anlasilmaktadir. Bobrek CAT degerlerine bakildiginda, en yiikksek CAT seviyesinin
KONT grubunda, en diisiik CAT seviyesinin ise BPA100 grubunda oldugu, BPA10
ve BPA20 gruplar1 arasinda ise istatistiki olarak ©Onemli bir farkin olmadigi
goriilmektedir. Biitiin BPA gruplarinda bobrek GPx degerleri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak azalma gosterirken, BPA gruplari arasinda anlamli bir farkliliga

rastlanmadi.

Testis dokusuna ait oksidan-antioksidan parametreler Tablo 4.16’da
verilmistir. Testisdeki MDA seviyesinin BPA uygulanan gruplarda KONT grubuna
gore yiikseldigi gozlendi (P<0,005; Tablo 4.16). Rakamsal olarak en diisiik testis
SOD seviyesi BPA100 grubunda goriiliirken, BPA10 ve BPA20 gruplari ile arasinda
anlamli bir farklilik gézlenmedi. Rakamsal olarak en yiiksek testis SOD seviyesine
ise KONT grubunda rastlanmasina ragmen, istatistiki olarak fark sadece BPA20 ve
100 gruplan ile gozlendi (P<0,01; Tablo 4.16). KONT grubuna ait testis CAT
seviyesi BPA gruplari ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulundu. BPA
gruplar1 arasinda testis CAT seviyesi degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadigi goriildii (P<0,003; Tablo 4.16). Testis GPx enzim seviyesinde de
CAT enziminde oldugu gibi en yiiksek deger KONT grubunda bulundu. En diisiik
testis GPx enzim seviyesine BPA20 grubunda rastlanmasina ragmen BPA gruplari
arasinda istatistiksel bir farkliliga rastlanamadi (P<0,018; Tablo 4.16).
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4.12. Histopatolojik Bulgular

Makroskobik olarak KONT grubu nekropsilerinde karacigerde hafif renk agilmasi
gozlendi. Bu tip degisiklikler gosteren karacigerlerin kenarlar1 kiitlesmisti. BPA
gruplarina ait nekropsilerde karacigerde solgunluk, kenarlarinda kiitlesme ve gevrek
kivam hakimdi. Karacigerlerde renk agilmasi, yer yer beyazimsi renkli nekrotik
odaklar dikkati ¢ekti. I¢ organlarda kanamalara rastlandi. Bobrekler siskin ve soluk
renkli goriinimdeydi. Midede, ince ve kalin bagirsaklarda kanama dikkati g¢ekti.
Beyin 6demli bir goriinimdeydi. Beyin dokusunda meningeal damarlarin dolgun
oldugu dikkati ¢ekti. Testis dokusu siskin ve gevsek bir kivama sahipti. Genel olarak
dalak dokusunda higbir grupta spesifik bir lezyona rastlanmadi.

Karaciger dokularinin degerlendirmesinde Ahmed ve ark. (2015),
degerlendirme kriterleri 6rnek alindi. Karaciger dokulari incelenirken karacigerde
remark kordonlarinda dissosiasyon ve safra kanallarinda hiperplazi, karaciger epitel
hiicrelerinde dejenerasyon, yangi hiicresi infiltrasyonlar1 ve fibrozis bulgulart goz
oniinde bulunduruldu. BPA grubundaki karaciger dokularinda vena sentralis, vena
porta ve sinuzoidlerin dilate durumda ve i¢lerinin eritrositlerle dolu oldugu gézlendi.
Remark kordonlarinda dissosiasyon belirgindi. Karaciger epitel hiicrelerinde
ozellikle periportal ve sentriasiner yerlesimli bulanik siskinlikten hidropiye varan
siddetli dejeneratif degisikliklere rastlandi. Bazi alanlarda piknotik hiperkromatik
cekirdekli hepatositler fark edildi. Parenkim igerisinde ¢ogunlukla midzonal, zaman
zaman sentriasiner yerlesimli hafif siddette fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlari
gozlendi. Kuppferin yildiz hiicreleri belirginlesmisti. Bazi alanlarda portal ven

cevresinde 6dem ve hyalinizasyonlar mevcuttu (Resim 4.1 ve 4.2).
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Resim 4.1. BPA Gruplarinda Karaciger Dokusunun Histopatolojik Incelqnmesi a;
Karacigerde siddetli dejenerasyon (D), Piknotik gekirdekli hepatositler (Ince ok),
Portal bolgede perivaskiiler 6dem (O), Dilate portal ven (Kalin ok), HE, X100.

Resim 4.2. BPA Gruplarinda Karaciger Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi b;
Hepatositlerde siddetli dejeneratif degisiklikler (D) ve fokal mononiiklear hiicre
infiltrasyonu (Ince ok), HE, X200.
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Bobrek dokusu incelenirken Ahmed ve ark. (2015), yaptiklar1 bobrek toksik
hasarmin incelendigi bir ¢alismanin kriterleri géz Oniine alindi. Glomeruluslarda
hiicresellik artisi, bowman boslugunun genisligi, glomerular atrofi, tubul
epitellerinde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler, intersitisyumda kanama, 6dem
mononiiklear hiicre ve bag doku proliferasyonlar1 yoniinden degerlendirildi. BPA
grubundaki bobrek dokularinda korteks ve Ozellikle kortiko-medullar bolgedeki
bircok glomerulusta mezengial hiicre proliferasyonuna bagl hiicresellik artisi
gozlendi. Bazi alanlarda bowman bosluklarinin genisledigi ve iglerinde pembe
homojen renkte proteindz kitlelerin varligi tespit edildi. Bu glomeruluslarla iliskili
proksimal konvolut tubulus epitellerinin sitoplazmalarinin graniiler goériiniimde
oldugu, siddetli olgularda bu tubul epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin piknotiklestigi
ya da tamamen gozden silindigi gozlendi. Cogunlugu proksimal konvolut tubuluslar
olmak iizere bazi alanlarda distal tubulus liimenlerinde proteindz kitlelere rastlandi
(Resim 4.3). Intersitisyumda bazi alanlarda 6dem ve kanamalar ile yer yer fokal
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 gozlendi. Ayrica intersitisyumda fibrotik

degisiklikler (Resim 4.4) ile atrofik glomeruluslara rastlandi.

Beyin dokusu incelenirken Aydogan ve ark. (2008), yaptiklart ¢alismada
degerlendirdikleri kriterler yoniinden beyin parietal korteksinde vakuolizasyon ve
hasarli dokular1 fagosite ettikleri bilinen ¢ekirdekleri ig seklinde ve sitoplazmanin bir
kosesine eksantrik yerlesimli tash yiiziik goriiniimiindeki gitter hiicreleri (kopiik
hiicreleri) yoniinden incelendi. BPA grubundaki beyin dokularinda néropil igerisinde
ve bazi alanlarda ndron sitoplazmalarinda vakuolizasyonlar gozlendi. Birgok alanda
ve Ozellikle vakuolizasyonlarin ¢evresinde tash yiiziik goriinimiindeki gitter
hiicrelerine rastlandi. Bazi olgularda cekirdeklerini kaybetmis, pembe homojen
kitleler halinde (Red neuron) dejenere néronlar ve bunlarin cevrelerinde glia

hiicrelerine rastlandi (Resim 4.5 ve 4.6).
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Resim 4.3. BPA Gruplarinda Bébrek Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi a;
Proksimal ve distal tubullerde dilatasyon, siddetli dejeneratif ve nekrotik
degisiklikler (Kalin oklar), Bowman boslugunda genisleme (B), Bowman boglugu ve
tubul liimenlerinde proteindz kitleler (Hyalin kast), (Ince oklar). HE, X200.

Resim 4.4. BPA Gruplarinda Bébrek Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi b;
Dejenere tubul limenlerinde proteindéz kitleler (P), intersitisyumda fokal
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 (Oklar) ve fibrozis (F). HE, X400.
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Resim 4.5. BPA Gruplarinda Beyin Parietal Korteks Dokusunun Histopatolojik
Incelenmesi a; Noron dejenerasyonu (red néron) ve ndronofaji (Kalin oklar),
noropilde vakuollesmeler (Ince oklar) ve gitter hiicreleri (Sar1 oklar). HE, X400.

Resim 4.6. BPA Gruplarinda Beyin Parietal Korteks Dokusunun Histopatolojik

Incelenmesi b; Néron dejenerasyonu (red noron) ve ndronofaji (Kalin ok) ve gliozis
(G). HE, X400.
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Testis dokusu incelenirken Jahan ve ark. (2016), kriterleri g6z Oniinde
bulunduruldu. Buna gore sertoli hiicrelerindeki dejenerasyon, germ hiicrelerindeki
dokiilme, liimendeki spermatid miktar1 ve intersitisyumun genisligi degerlendirildi.
BPA gruplarindaki testis dokularinda sertoli hiicrelerinin biiyiik bir kisminin dejenere
olup liimene dokiildiigii fark edildi. Bazal hiicrelerin biiylik bir kismi gdzden
kaybolmustu. Spermatid sayisinda azalma ve intersitisyumda daralma mevcuttu
(Resim 4.7).

Resim 4.7. BPA Gruplarinda Testis Dokusunun Histopatolojik Incelenmesi;
Seminifer tubuluslarda dejenerasyon, tubul limenlerinde dokiilmiis sertoli ve germ
hiicre topluluklari ile azalan sperm iiretimi (Ok), Bazal hiicrelerde azalma (B), Sertoli
hiicrelerinde disorganizasyon (S). HE, X400.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde yaygin olarak polikarbonat ve cesitli plastik iiriinlerinin iiretiminde
kullanilan endiistriyel bir kimyasal olmasi sebebiyle BPA’nin besin zincirimiz
igerisine girmis olmast kaginilmazdir. Endiistriyel alanda kullaniminin giderek
artmasi yaninda biberonlarda, konserve kutularmin i¢ kaplamalarinda, igecek
kutularinda, dis iiriinlerinde, teknolojik {iriinlerde ve hastanelerde kullanilan
malzemelerde katki maddesi olarak ¢ok yogun bir sekilde kullanilmast BPA’y1
onemli bir ¢evre kirleticisi haline getirmistir (Vom Saal ve Hughes, 2005; Calafat ve
ark., 2008). Bundan dolay1 ¢alismamizda, sentetik bir Ostrojen olarak gelistirilen
BPA’nin farkli dozlarda oral uygulamalarinin erkek Yeni Zelanda tavsanlarindaki

etkileri arastirilmistir.

Calismamiz siiresince  KONT ve deneme gruplart i¢in kullandigimiz
tavsanlarin kanlarindan almis oldugumuz Orneklerdeki BPA seviyeleri gruplar
arasinda farklilik gosterdi. Calisma boyunca tavsanlar BPA kontaminasyonuna sebep
olabilecek kaynaklardan wuzak tutulmaya calisildi. Tavsanlar galvenize celik
kafeslerde tutuldular. Yemlik ve suluklarda sirasiyla galvanize ve cam materyal
kullanildi. Bu durumla ortiisecek sekilde KONT grubundaki tavsanlarin serumlarinda
BPA’ya rastlanmadi. Diger gruplarda ise uygulanan BPA dozuna paralel olarak,
tavsanlarin serum BPA seviyelerinde istatistiki acidan bir artis gozlendi. Ureme ile
ilgili parametrelerde BPA’nin LOAEL dozu 10 mg/kg/giin, diger parametrelerde ise
20 mg/kg/giin olarak tespit edildi. Bu dozlar sirasiyla serum BPA seviyelerini
0,24+0,02 ve 0,58+0,09 pg/ml diizeylerine yikseltti. Kemirgenlerde daha once
yapilan caligmalar, farkli yollarla verilen BPA’nin sadece doza bagh etkilerine
bakarken, hangi serum seviyelerine ulastiginda bu etkilerin olusmaya basladigini
arastirmamistir. Calismamiz, BPA’nin olumsuz etkilerinin yukarida agiklanan serum

seviyelerinde gézlenmeye basladigini belirtmesi sebebiyle de onem gdstermektedir.

Arastirmamizda kullanmis oldugumuz BPA dozlar erkek tavsanlarda canli

agirlik artig1 ve gilinliik yem tiiketimi tlizerine etkili olmadi. Bulgularimizdan farkl
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olarak BPA’nin kemirgenlerde canli agirlik iizerine etkileri ile ilgili farkli sonuglar
mevcuttur (Liu ve ark., 2013a). Perinatal ve puberte dncesi donemlerde, sentetik bir
Ostrojen olan BPA’nin viicut agirhigini artirabilecegi anlasilmaktadir (Markey ve ark.,
2001; Nikaido ve ark., 2004; Akingbemi ve ark., 2004; Miyawaki ve ark., 2007;
Newbold ve ark., 2007). Moghaddam ve ark. (2015), tarafindan farelerde yapilan bir
calismada 4 hafta boyunca 0,5 ve 2 mg/kg/giin dozunda BPA'ya maruz kalan yetiskin
erkek farelerde canli agirlikta bir artisa sebep oldugu rapor edilmistir. Benzer sekilde,
Marmugi ve ark. (2012), eriskin farelerde 5, 50 ve 500 pg/kg/giin BPA'nin viicut
agirhigin arttirdigini gostermistir. insan ve kemirgenlerde kandaki BPA seviyelerin
artig1 ile obezite arasinda bir iliski olabilecegi, yliksek BPA nin oksidatif strese bagli
olarak yag depolanmasini hizlandirarak canli agirlikta bir artisa yol agabilecegi
bildirilmektedir (Moghaddam ve ark., 2015). Siganlarda 70 pg/kg/giin dozundaki
BPA’nin abdominal adipositlerde bulunan PPAR, C/EBP, LPL, GLUT4, Cypl9,
GPAT ve DGAT gibi genleri upregiile ettigi (Somm ve ark., 2009), farede
lipoprotein lipaz aktivitesini arttirip triasilgliserol yigilmasini artirdigi ve yag
dokusundaki adipositlerde hipertrofiye sebep oldugu bildirilmistir (Masuno ve ark.,
2002). Diisiik seviyelerdeki BPA’nin HepG2 hiicrelerinde ROS iiretimini artirdigi ve
buna bagl olarak hiicre i¢i yag birikimini uyardigi da gosterilmistir (Huc ve ark.,
2012). Baska bir ¢alismada, insan dokularindakinden ¢ok daha yiiksek yogunluklarda
BPA kullanildiginda adipositlerin igerisine glukoz girisinin GLUT4’ler tarafindan
hizlandirildig1 da anlagilmaktadir (Deems ve ark., 1994).

Farkli dozlardaki BPA’nin viicut agirligint artirdigina dair birgok calisma
bulunsa da, bu durumun tersini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Fare (Honma
ve ark., 2002) ve si¢anlarda (Talsness ve ark., 2000) BPA’nin viicut agirhiginda bir
azalmaya sebep olabilecegi gozlenmistir. Bununla birlikte, ¢alismamizla paralel
olarak, BPA'nin yetiskin hayvanlarda viicut agirhi@ina etkisi olmadigin1 gésteren
farkli arastirmalar da mevcuttur. Avci ve ark. (2016), 25 mg/kg/giin dozunda
uygulanan BPA’nin sicanlarda viicut agirhigr iizerine etkisinin olmadigimm
belirtmistir. Ahmed ve ark. (2015), tarafindan ratlarda yapilan baska bir ¢aligmada 70
giin boyunca 150 mg/kg/giin BPA’nin oral uygulamalarinin viicut agirhig iizerine bir
etkisinin olmadigi rapor edilmistir. Marmugi ve ark. (2014), BPA’ya 31 hafta
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boyunca maruz kalan 6 haftalik farelerde viicut agirliginda bir degisikligin olmadigi
soylemistir. Bu bulgularla paralel olarak BPA’nin viicut agirhiginda herhangi bir
farkliliga sebep olmadigina dair farkli arastirmalara rastlamak miimkiindiir (Ishido ve
ark., 2004; Kabuto ve ark., 2004; Ryan ve Vandenbergh, 2006; Marmugi ve ark.,
2012). Literatiirdeki bu farklilik BPA’nin uygulanma siiresi ve dozu, hayvanlarin

cinsiyeti, yaslar1 ve tiirlerin degisik olmasi ile agiklanabilir.

Calismamizda, viicut agirlig1 verilerine benzer bir sekilde, gruplar arasinda
giinliik yem tiiketiminde de BPA’ya bagl bir degisim gézlenmedi. Furukawa ve ark.
(1994), yaptiklar1 bir ¢alismada farelerin diyetlerine 13 hafta boyunca %0 ile %4
arasinda farkli dozlarda BPA ilave etmelerin sonucunda %4 BPA iceren diyet
gruplarda yem tiiketiminin arttigini rapor etmislerdir. Fakat, Kobroob ve ark. (2018),
5 hafta boyunca 50, 100 ve 150 mg/kg/giin BPA dozlarini intraperitonel olarak
enjekte ettikten sonra gruplar arasinda yem tiiketiminde farklilik olmadigi sonucuna
ulagmiglardir. Giinliik enerji alimi ve viicut agirliginin diizenlenmesi hipotalamusun
kontroliinde olan homeosatik bir sistemdir (Broberger, 2005). Ostrojen ve dolaysi ile
Ostrojenik etkileri olan endokrin sistem bozucular hipotalamus iizerinden bu yapiya
etki ederek istah ve enerji dengesi iizerine rol oynayabilir. Arkuat niikleusta bulunan
2 farkli hipotalamik néron grubu metabolik bilgilerin entegrasyonu i¢in kritik 6neme
sahiptir. ilk grup yiiksek oreksijonik etkiye sahip néropeptid Y (NPY)’dir. NPY;
insiilin, leptin ve grelin gibi bir¢cok hormon i¢in baglanma bolgesi igerir. NPY
salinimindaki bir artig, gida aliminda artisa ve enerji tilketiminde ise azalmaya neden
olur. Arkuat niikleusta bulunan diger bir néron grubu ise proopiyomelanokortin
(POMC) salgilar. POMC salgis1 yem tliketimini azaltirken enerji tiiketimini artirir.
Dolayist ile bu iki farkli ndron grubu zit etkilere sahiptir. Su anki hipoteze gore
adipoz dokunun artisi, POMC ile birlikte insiilin ve leptin seviyesini yiikseltirken,
NPY sentezini-aktivitesini baskilayarak, yem tiikketimini azaltmaktadir. Tam tersine,
NPY sentezi ve saliniminin artarken POMC seviyelerinin diismesi ise yem tiiketimini
artirmaktadir (Inui, 2000; Eva ve ark., 2006; Bertocchi ve ark., 2011). Insanlarda
NPY sisteminin diizgiin ¢aligmamasi ile obezite ve tip-2 diyabet arasinda bir iligki
oldugu diistiniilmektedir (Ding ve ark., 2005; Ukkola ve Kesdniemi, 2007). Fotal

doénemde BPA’ya maruz kalmanin, bu kimyasalin 6strojenik etkileri yiiziinden, NPY
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sistemi iizerine etkili olabilecegi ve yem tiiketimini artirabilecegi diisiiniilse de,
yetiskinlerde neden yem tiiketimini azalttigi veya etkilemedigi tam olarak ortaya
konulmamistir. Calismamizda da BPA’nin yetiskin tavsanlarda yem tliketimi {izerine

etkisine rastlanmamustir.

Bulgularimiz, erkek Yeni Zelanda tavsanlarinda 9 hafta boyunca uygulanan
BPA’nin kan glukoz seviyelerini istatistiki agidan degistirmedigini gostermektedir.
BPA ile tip-2 diyabet iliskisini inceleyen literatiir bilgiler, bu baglantinin yas,
cinsiyet, maruz kalma siiresi ve farkli hastaliklarin varhigina gore degisebilecegini

gostermektedir.

BPA ile tip-2 diyabet gibi metabolik hastaliklar arasinda bir baglanti
olabilecegine dair literatiir bilgisine rastlamak miimkiindiir. Kuzey Amerika’da 2002-
2003 wyillar1 arasinda gergeklestirilen genis capli bir tarama g¢alismasinda, 18-74
yaslar1 arasinda degisen deneklerde iiriner BPA’daki artisa paralel bir sekilde tip-2
diyabet goriilme riskinde de bir yiikselme belirlenmistir (Lang ve ark., 2008). Ayni
poplilasyondan alinan Orneklerde BPA ve kan glukoz seviyeleri arasinda bir
baglantiya ise rastlanmamistir. Ayn1 ¢alismanin 2005-2006 yillar1 arasinda taranan
deneklerde iiriner BPA seviyelerinin genel olarak diisiik olmasina bagli BPA ve tip-2
diyabet arasindaki iliski daha zayif olarak tespit edilmistir (Lang ve ark., 2008). Bu
iki donem birlestirilerek analizler yapildiginda ise BPA/tip-2 diyabet baginin yine
kuvvetli oldugu sonucuna varilmistir. Silver ve ark. (2011), ayn1 ¢alismanin 2003-
2008 yillar1 arasin1 kapsayan 5 yillik donemindeki verileri kullanarak yaptiklart farkli
bir analizde ise iriner BPA ile hemoglobin Alc (HbALc) arasindaki iligkiyi
gozlemlemis ve iiriner BPA’nin yiikselmesi ile hem tip-2 diyabet insidansinin hem
de kandaki HbAlc seviyelerinin artmasi arasinda 6nemli olgiide iliskili oldugunu
tespit etmislerdir. Ancak HbAlc ve BPA arasindaki baglanti sadece 2003-2004
yillar1 arasindaki donemde belirgin olarak bulunmus, diger donemlerde ayn1 kuvvetli

baglantiya rastlanmamaistir.

Cin’de yetigkinlerin kullanildig1 bir ¢alismada tip-2 diyabet belirteci olarak

kan glukoz seviyelerine bakilmis, yiiksek iiriner BPA ile kan glukozu arasinda bir
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iliskiye rastlanmamigtir (Ning ve ark., 2011). Giiney Kore’de yapilan baska bir
calismada BPA ile tip-2 diyabet arasinda bir baglant1 bulunamazken (Kim ve Park.,
2013), Kore ve Cin popiilasyonlarindan deneklerin kullanildigi iki farkli Asya iilkesi
calismasinda ise BPA ile insiilin direnci arasinda kuvvetli bir baglant1 oldugu rapor
edilmistir (Hong ve ark., 2009; Wang ve ark., 2012). Tarantino ve ark. (2013), ise
BPA/tip-2 diyabet iliskisinde erkek-kadin farkliliginin olabilecegini, kadinlarda
polisistik ovari sendromu olanlarin olmayanlara gére daha yliksek risk grubunda
oldugunu ve polisistik ovari sendromu bulunan kadinlarda yiiksek BPA ile tip-2

diyabet arasinda pozitif iligki oldugunu bildirmislerdir.

Verilerimiz BPA ile kan yaglari arasinda genel olarak olumsuz bir iligkiyi
ortaya koyamamistir. BPA ve kan yaglar arasindaki iligskiyi inceleyen caligmalar
simirhdir. Ratlara kisa stireli (4 giin) 0,1, 1 ve 10 mg/kg dozlarinda oral BPA
uygulamalarinin serum kolesterol seviyeleri iizerine etkisinin olmadig gosterilmistir
(Dodge ve ark., 1996). U¢ ay boyunca diisiik dozlarda BPA (0,033 ve 0,333 mg/kg)
verilen ratlarin serum kolesterol diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiki olarak
farklilik gostermemistir (Seidlova-Wuttke ve ark., 2005). Bununla birlikte, BPA’ nin
yag metabolizmasi lizerine olumsuz etkisini gosteren farkli ¢aligmalar mevcuttur. 70
yasindaki bireylerde yapilan bir calismada yiiksek serum BPA seviyeleri ile
kolesterol seviyeleri arasinda pozitif bir iliski bulundugu fakat BPA’nin trigliserid
seviyelerini etkilemedigi bildirilmistir (Olsén ve ark., 2012). Amraoui ve ark. (2018),
yaptigi bir caligmada BPA uygulamalarinin siganlarda kolesterol ve trigliserid
seviyelerini ytikselttigi bildirilmistir. Toplam 10 ay boyunca BPA verilen farelerde
glukoz intolerans, dislipidemi, karacigerde kolesterol ve trigliserid birikiminde artis
gibi metabolik problemlere rastlanmistir (Ke ve ark., 2016). Ayrica, ayni ¢alismada
BPA’ya maruz kalmanin karacigerde yag asidi ve kolesterol sentezini uyaran anahtar

enzimlerin ekspresyonunu artirdigi gozlenmistir.

Yapilan bir arastirmada, uzun siireli BPA uygulamalar1 Fasn ekspresyonunu
KONT grubuna gore 2 kat, Scdl, Hmgcr ve Sqgle ekspresyonunu ise 4 kata kadar
artirdigin1  gostermektedir (Ke ve ark., 2016). Bu veriler BPA’nin yag asidi ve

kolesterol yapimini artirdigim1 ve buna bagli olarak yag metabolizmas: {izerine
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olumsuz bir etkisinin oldugunu diisiindirmektedir. Bu baglamda BPA’ya bagh
metabolik problemlerin ortaya ¢ikabilmesi i¢in uzun siireli bir maruziyet gerekebilir.
Sonug olarak uzun siireli BPA maruziyeti hepatik lipit metabolizmasini etkileyerek

ilerleyen yaslarda farkli metabolik hastaliklara yatkinlig1 artirabilir.

Alyuvarlar kanda en ¢ok bulunan hiicre tipi olup, kanimizda oksijenin
taginmasi gibi ¢ok dnemli fizyolojik gorevleri bulunur. Bir ¢ok zenobiyotik kanimiz
tarafindan tasinir ve bu yiizden alyuvarlarin bu zenobiyotiklerden etkilenmesi
mimkiindiir (Stasiuk ve ark., 2009). Bu ¢alismada 6zellikle yiiksek dozlarda oral
yolla verilen BPA’nin eritrosit sayisi, hemoglobin miktar1 ve hemoglobin
konsantrasyonu {izerine olumsuz etkili oldugu sonucuna varilmistir. Benzer bir
sekilde Macczak ve ark. (2015), BPA’nin alyuvar seviyelerini etkileyebilecegini ve
hemolize sebep olabilecegini bildirmistir. Farkli calismalarda BPA’nin alyuvar
zarinda serbest radikal olusumunu tetikleyebileceginden bahsedilmektedir (Suthar ve
ark., 2014). BPA’nin lipofilik 6zelligi sayesinde alyuvarlar i¢in sitotoksik oldugu
bildirilmistir. Ayrica BPA’nin hemoglobinde bulunan demire baglanip, demirin
hemoglobinden ayrigmasina sebep olabilecegi, serbest demirin alyuvar
sitoplazmasina ge¢ip lipit peroksidasyonuna yol acabilecegi de belirtilmistir. Serbest
radikal olusumu ve peroksidasyon, alyuvarlarda hasar meydana getirerek dmiirlerini
kisaltmakta ve erken hemolize sebep olmaktadir (Maéczak ve ark., 2015). Literatiir
bilgileri, BPA gibi fenolik bilesiklerin stiperoksit radikal olusumuna ve dolayisi ile
hem molekiiliinde bulunan demirin oksidasyonuna sebep olarak methemoglobin
donilisiimiine yol actigini ortaya cikarmaktadir (Bukowska ve Kowalska, 2004).
Methemoglobin  iceren  alyuvarlar 1se hizlh  bir sekilde dolasimdan

uzaklastirilmaktadir (Giardina ve ark., 1995).

Ahmed ve ark. (2015), tarafindan ratlarda yapilan bir ¢alismada 70 giin
boyunca 150 mg/kg/giin BPA’nin oral olarak verilmesi sonucunda eritrosit sayisi,
hemoglobin konsantrasyonu, hematokrit degeri 6nemli derecede azalttigi ve ortalama
alyuvar hacminde ve ortalama alyuvar hemoglobin konsantrasyonunda bir farkliligin
olmadig: bildirilmistir. Ratlar ile yapilan bir bagka calismada 4 hafta boyunca oral

olarak verilen 125 mg/kg/giin BPA dozu eritrosit sayisinda ve hematokrit oraninda
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onemli derecede bir diisiis bildirilmesine ragmen hemoglobin konsantrasyonunda ve
ortalama alyuvar hacminde bir farkliligin olmadig: bildirilmistir (Ulutas ve ark.,
2011). Eritrosit sayisindaki azalma, eritropoezisin bozulmasina ve/veya kirmizi kan
hiicrelerinin tahrip edilmesindeki artisa bagli olabilecegi gosterilmistir (Schaer ve
ark., 2013). In vitro olarak yapilan bir ¢alismada 150 pg/ml BPA dozunun insan
eritrositleri lizerine % 96,20 oraninda hemolize neden oldugu rapor edilmistir
(Samova ve ark., 2018b). Ayrica BPA’nin kemik iliginde oksidatif hasara yol ac¢tig1
da bildirilmistir (Tiwari ve Vanage, 2017). Calismamizda, eritropoezisin bozulmasi
ve/veya hemoliz sonucunda alyuvar hiicrelerinin tahrip olmasi eritrosit sayisinin ve

hemoglobin konsantrasyonunun diismesini agiklamaktadir.

Viicudumuzun savunma sisteminin temel taslarindan olan beyaz kan hiicreleri
ayni zamanda enflamasyon belirtegleri arasinda sayilirlar (Song ve ark., 2017). Farkli
calismalar BPA’nin bu belirtegleri yetiskin insanlarda yiikseltebilecegini gostermistir
(Erden ve ark., 2014; Choi ve ark., 2017). Bununla birlikte BPA’ya maruz kalma ile
kandaki 16kosit sayist arasinda dogrudan bir baglantinin arastirildigi calisma sayisi
sinirhdir. Insanlarda yapilan 2 farkli calismada iiriner BPA seviyeleri ile akyuvar
sayilar1 arasinda bir baglantiya rastlanmamistir (Yang ve ark., 2009; Maserejian ve
ark., 2014). Buna ragmen, yine insanlarda yapilan baska bir ¢alismada ise iiriner
BPA ile akyuvar sayisi arasinda pozitif bir baglanti bildirilmistir (Song ve ark.,
2017). Caligmamizin sonunda ise akyuvar, lenfosit, monosit ve graniilosit sayilarinda
ve ylizdelerinde gruplar arasinda istatistiki agidan bir farklilik gortiilmemistir. Benzer
bir sekilde ratlar tizerinde yapilan bir ¢alismada akyuvar, lenfosit, monosit ve nétrofil
sayilarinda istatistiksel olarak herhangi bir degisiklige rastlanmadigi rapor edilmistir
(Ahmed ve ark., 2015). Ulutas ve ark. (2011), ratlar ile yaptiklar1 ¢alismada
kullandiklart 125 ve 250 mg/kg/giin BPA dozunun akyuvar, lenfosit, monosit,
graniilosit yilizdelerinde ve platelet seviyelerinde bir degisikligin meydana
gelmedigini bildirmislerdir. Abid ve Hassan (2017) disi ratlarda yaptiklar1 ¢alismada
30 gilin boyunca 250 mg/kg/glin BPA’y1 oral gavaj yoluyla uygulayarak akyuvar
sayisinda ve notrofil yiizdesinde bir artis belirlerken lenfosit ylizdesinin diistiiglinii
ancak monosit, eozinofil ve bazofil ylizdesinde bir degisiklik ile karsilasmadiklarini

bildirmislerdir. Biitiin bu farkliliklar uygulanan dozun siiresi ve miktari, ¢aligmada
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kullanilan hayvan tiirlerinin ve cinsiyetlerinin farkliligindan kaynaklanmis olabilir.
Insan calismalarinda ise cinsiyetin yaninda, yas, hormonal durum (menapoz &ncesi-
menapoz sonrasi) ve kisilerde kronik rahatsizliklarin olup olmamasi gibi durumlar

sonuglar arasinda farkliliklar1 agiklayabilir.

Serum iire ve kreatinin seviyelerindeki artis genel anlamda bdbreklerde
meydana gelen bir hasarin belirtegleri olarak algilanir (Edelstein, 2008). Serum iire
ve kreatinin seviyeleri yaptigimiz ¢alismada en yiiksek iki BPA dozunda artig
meydana getirmistir. Bu artis BPA’ya bagli bir bobrek hasarini diisiindiirmektedir.
Benzer bir sekilde, 15 glin boyunca ratlara intraperitonel olarak verilen 100
ng/kg/giin BPA, serum iire ve kreatinin seviyelerinde onemli bir artisa neden
olmustur (Rahimi ve ark., 2015). Wahby ve ark. (2017), ratlara 70 giin oral yolla
BPA (40 mg/kg/giin) verdikleri bir ¢alismada plazma iire ve kreatinin seviyelerinin
onemli derecede artis gosterdigini saptamislardir. Ahmed ve ark. (2015), serum {ire
ve kreatinin seviyelerinin arttigini belgelemislerdir. Peerapanyasut ve ark. (2019), 5
ve 50 mg/kg/giin BPA’nin serum iire ve kreatinin seviyelerinde bir degisiklik
olusturmadigini bildirseler de, Ola-Davies ve Olukole, (2018) si¢anlarda giinliik 10
mg/kg BPA dozunun iire ve kreatinin diizeylerini olumsuz etkiledigini belirtmistir.
Genel olarak BPA’nin karacigerde konjuge olmasindan sonra bobreklerden atilmasi
sirasinda meydana gelebilecek oksidatif stres, bobreklerde bir probleme sebep
olabilir. Zaten ¢alismamizdan elde edilen veriler, BPA’ya bagl toksik bir hasarin
varligin1 histopatolojik olarak da ortaya koymaktadir. BPA grubundaki tavsanlarin
bobrek dokularinda gozlenen mezengial hiicre proliferasyonu, bowman bosluklarinda
pembe homojen renkte proteindz Kkitlelerin varligi, tubul epitel hiicrelerinin
cekirdeklerinde piknotiklesme ve bazi alanlarda 6dem ve kanamalar bobrek hasarin
diistindiirmektedir. Bobrek dokusundaki bu hasar serum {tire-kreatinin seviyelerindeki
artisin baglica sebebi olabilir. Ayrica, ¢alismamiz sonucunda gézledigimiz BPA’ya
bagl serum kreatinin seviyelerindeki yiikselmeler, bobreklerin toksik metabolitleri

viicuttan atmada yeteri kadar etkili olamadiginin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir.

Serum ALT ve AST gibi enzimlerin seviyeleri karaciger fonksiyonlar

hakkinda bilgi veren onemli enzimlerdir (Panteghini ve Bais, 2015). Karaciger
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dokusunda bir dejenerasyon oldugunda bu enzimlerin serum seviyelerinde bir artig
gozlenmektedir (Panteghini ve Bais, 2015). Yiiksek iiriner BPA seviyelerinin
karaciger fonksiyonlarinda olumsuz degisikliklere yol agabilecegi bildirilmistir
(Lang ve ark., 2008; Melzer ve ark., 2010). Bulgularimiza goére, BPA’nin en yiiksek
iki dozunun erkek tavsanlarda bakmis oldugumuz karaciger enzimlerinin serum
seviyelerini artirdigi sonucuna varilmistir. Karaciger dokusundaki hasar da bu
bulgular1 desteklemektedir. Karaciger dokusunun histopatolojik bulgular1 BPA’ya
baglh siddetli dejeneratif degisiklikler oldugunu gostermektedir. Calismamizda
incelenen karaciger dokularinin bazi alanlarinda piknotik hiperkromatik cekirdekli
hepatositler, fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlar: ile birlikte portal ven
cevresinde 6dem ve hyalinizasyonlara rastlanmistir.  Insanlarda  yapilan
epidemiyolojik calismalar, liriner BPA ile ALT ve AST gibi karaciger enzimleri
arasinda pozitif bir iliskiyi ortaya koymaktadir (Erden ve ark., 2014). Ayrica
karaciger enzimlerindeki artis genel bir yangi olgusunun bir belirteci olarak
algilanabilir (Song ve ark., 2017). Cocuklarda yapilan baska bir ¢alismada da serum
AST seviyelerinin, liriner BPA artisina bagl ytikseldigini gdstermektedir (Khalil ve
ark., 2014). Laboratuvar hayvanlarinda yapilan deneysel c¢aligmalardan da benzer
sonuclar elde edilmistir. Siganlarda yapilan deneylerde BPA’nin karaciger
enzimlerini yiikselttigi belirtilmistir (Korkmaz ve ark., 2010; Avci ve ark., 2016).
Benzer bir sekilde, Poormoosavi ve ark. (2018) ile Ahmed ve ark. (2015)’nin
sicanlarda yaptiklari ¢alismalarda serum ALT, AST ve ALP seviyelerinin arttig1 ve
karaciger hasarina yol actigi rapor edilmistir. Bu enzimlerin yiikselme derecesi
hepatoseliiler fonksiyon kaybi ile dogru orantili olarak artmaktadir. BPA’nin
oksidatif stresi artirdigi ve organlarda toksisiteye sebep olabilecegi konusunda
caligmalar mevcuttur (Daidoji ve ark., 2003; Korkmaz ve ark., 2010). Bu durumun
ROS ve serbest radikal seviyelerinde artisa sebep olarak prooksidan/antioksidan
dengesini bozdugu ve karaciger dokusunda harabiyete sebep olma riskini artirmasi

sebebiyle meydana geldigi diisiiniilmektedir (Videla, 2009).

Calismamizda, bobrek ve karaciger dokularindaki histopatolojik degisiklikler
ve bu dokulardaki hasarin belirtisi olarak kabul edilen enzimlerdeki yilikselmelere

paralel olarak, bobrek ve karacigerdeki oksidan ve antioksidan parametrelerde de
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BPA uygulamasma bagh degisiklikler gozlenmistir. Bu dokularda MDA
seviyelerinin yiikseldigi, SOD, CAT ve GPx enzim seviyelerinin ise azaldigi
anlasilmaktadir. Genel olarak oksidatif stres, serbest radikallerin ve/veya ROS
tretimi ile antioksidanlar tarafindan ortadan kaldirilabilme durumu arasindaki
dengesizligin bir sonucu olarak meydana geldigi kabul edilmekte ve bu durumun
dokularda hasarmin baglatilmasina ve ilerlemesine katkida bulunan patolojik bir
mekanizma oldugu disiiniilmektedir. Lipit peroksidasyonunun yaygin olarak
kullanilan bir gostergesi olan MDA, oksidatif stres i¢in potansiyel bir biyomarker
olarak kabul edilir (De Zwart ve ark., 1999). SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen
perokside doniismesini katalize ederken, CAT ve GPx ise hidrojen peroksiti hidrojen
oksit haline getiren enzimlerdir. Dokularda MDA’nin BPA’ya bagh artisi, bu
dokularda lipit peroksidasyonunun artmasinin bir isaretidir (Samova ve ark., 2018a).
Bu nedenle, ¢alismamizda gozlemledigimiz BPA ve MDA arasindaki bu pozitif
iliski, BPA'nin karaciger ve bobreklerde lipit peroksidasyonunu artirabileceginin
gostergesidir. Ayrica BPA’ya bagh karaciger ve bobrek dokusunda meydana gelen
SOD, CAT ve GPx seviyelerinde azalma bu dokulardaki oksidatif stresin arttigini
gosteren belirteglerdir. Bu bulgular, BPA’ya bagli dokularda oksidatif stresin
arttigin1 belirten baska literatiirler ile 6rtiismektedir (Carlisle ve ark., 2009; Preethi ve
ark., 2014; Chung ve ark., 2017; Ola-Davies ve Olukole, 2018). Bu calismalar,
BPA'nin SOD, CAT ve GPx aktivitelerini azaltarak antioksidan savunma sisteminin
tiikenmesini ve dokularda oksidatif strese neden oldugunu bildirmektedir. Mahmoudi
ve ark. (2015), 5 mg/kg dozundaki BPA’nin karacigerde oksidatif stresi uyardigini,
hiicre zar1 hasarina yol agarak hepatotoksisite ve mitokondriyal disfonksiyon ile ilgili

isaretleyici enzimlerin serbest birakilmasindan sorumlu oldugunu gostermistir.

Oksidatif stres, hepatik hiicrelerde lipit birikimine ve hepatite katkida
bulunabilir (Zhang ve ark., 2018). Giinliik 10 mg/kg BPA, lipit peroksidasyonunun
artmasina, CAT ve SOD gibi antioksidan enzim aktiviteleri tizerine etki ederek
toplam antioksidan kapasitede bir azalmaya neden olmaktadir (Mahmoudi ve ark.,
2018). BPA’nin kalp dokusunda da benzer bir sekilde antioksidan seviyesini tikettigi
ve CAT aktivitesini diistirdiigi gozlenmistir (Aboul Ezz ve ark., 2015). BPA

dogrudan bir toksin gibi hareket ederek dokularin antioksidan seviyesinin azaltilmasi
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sonucu oksidatif stres olusturabilir (Aboul Ezz ve ark., 2015). BPA’ya bagli renal ve
hepatik hasar hidrojen peroksit seviyesinin yilikselmesi, artmis lipit peoksidasyonu ve
buna bagli ROS olusumunda artisla paralellik gosterebilir (Ola-Davies ve Olukole,
2018).

Uremede sperm sayisinda azalma ve progresif motil spermatozoa
yiizdesindeki diisiis sperm Kkalitesi yoniinden Onem tagimaktadir. Dollenmenin
olabilmesi i¢in ejakiilatta belli sayida spermin olmasi sarttir (WHO, 2010). Mevcut
¢alismanin sonuglari, uygulanan en diisiik oral BPA dozlarinda bile yetiskin erkek
tavsanlarda spermatozoa konsantrasyonunu yaklasik %24 oraninda azalttigini
gosterdi. Progresif motilitedeki azalma, BPA10 grubuna gore, BPA20 ve 100
gruplarinda istatistiki olarak daha da yiiksek bulundu. Ayrica, progresif motilite,
KONT grubu ile kiyaslandiginda, BPA ile tedavi edilen gruplarda doza bagiml bir
sekilde %23'ten %50'ye kadar geriledi. Bulgularimiz, daha 6nceki ¢aligmalar ile de
paralellik gostermektedir. Siganlarda BPA’ya bagli semen kalitesinde benzer doz
bagiml bir azalma gézlenmistir (Chitra ve ark., 2003). Fare (Vom Saal ve ark.,
1998) ve siganlarda (Richter ve ark., 2007; Salian ve ark., 2011; Liu ve ark., 2013b;
Wisniewski ve ark., 2015) yapilan farkli deneysel caligmalarda da BPA’ya bagl
semen kalitesinde bir diisiis bildirilmistir. Li ve ark. (2010)’nin BPA iiretimi yapan
fabrikalarda calisan iscilerle yaptigi epidemiyolojik bir ¢aligmada tiriner BPA nin
artis1 ile sperm kalitesi arasinda olumsuz iliski oldugu gozlendi. BPA’ya maruz
kalmanin yetiskinlerde anormal testikiiler fonksiyonlara yol agtigi (Tinwell ve ark.,
2002), glinliik sperm yapiminda azalmaya sebep oldugu (Rochester, 2013), testikiiler
steroidogenezisi baskiladigi (Akingbemi ve ark., 2004) ve spermatogenezisi bozdugu
(Salian ve ark., 2011) bildirilmektedir. BPA ile infertilite arasinda bir iliski oldugu da
rapor edilmistir (Oehlmann ve ark., 2009). Ayrica, erkeklerde serum BPA
diizeylerinin yiikselmesine paralel olarak embriyo kalitesinin diistiigiine ve BPA’nin
sperm kalitesini olumsuz etkileyebilecegine dair verilere ulasmak da mimkiindiir
(Bloom ve ark., 2011). Nadir olarak BPA maruziyeti ve sperm kalitesi arasinda
baglantiya rastlamayan c¢alismalar olmasmna ragmen (Ashby ve ark., 2003),

literatiiriin gogunlugu olumsuz bir etkiyi desteklemektedir.
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BPA'nin sperm kalitesi tiizerindeki olasi olumsuz etkisi dogrudan
spermatogenezis iizerine olabilir (Toyama ve ark., 2004). Spermatogenezis, folikiil
stimiilan hormon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH) tarafindan uyarilan Leydig
hiicrelerinde yapilan testosteron hormonu tarafindan kontrol edilir. Yetiskin
memelilerde androjenler sertoli hiicrelerini uyararak erkek sperm gelisimini saglar.
FSH, spermatogonya miktarini ve bu hiicrelerin miyoz boliinme evresine gegisini
uyararak, spermatogenezisi uyarir (Al-Hiyasat ve ark., 2002; O’Shaughnessy ve ark.,
2010). Testosteron ise miyoz boliinme ve spermiyogenezis i¢in gereklidir. Boylece
FSH ve/veya testosteron hormonlarindaki azalma spermatogenezis ilizerine olumsuz
etki gosterecektir (Chowdhury, 1979). Mevcut calismada, serum LH, FSH ve inhibin
diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmamasina ragmen, BPA maruziyeti nedeniyle
testosteron seviyeleri azalmistir. Literatiirde dolagimdaki testosteron seviyeleri ile
BPA arasindaki iligki ile ilgili farkli sonuglar bulmak miimkiindiir. Baz1 ¢aligmalar,
BPA’nin testosteron seviyesini arttirdigina dair bulgular sunmaktadir. Hanaoka ve
ark. (2002), BPA’ya maruz kalan is¢ilerde, BPA’nin testosteron seviyelerini
yiikselttigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, yetiskinlerde (Galloway ve ark., 2010)
ve yeni doganlarda (Fénichel ve ark., 2012) BPA ile androjenler arasinda pozitif bir
iliski bulunmustur. Baska bir ¢aligmada ise BPA’nin erkek sicanlarda serum
testosteron diizeylerini degistirmedigi bildirilmistir (Gamez ve ark., 2014). Bununla
birlikte, BPA'min plazma testosteron diizeylerini baskilayabilecegini ve
spermatogenezis tizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegini gosteren ¢aligmalar
da vardir (Tohei ve ark., 2001; Mendiola ve ark. 2010; Jin ve ark., 2013). Buna ek
olarak, BPA’nin yetiskin insan testis dokularinda anti-androjenik 6zelliklere sahip

oldugu gozlenmistir (Desdoits-Lethimonier ve ark, 2017).

Nonilfenollerin, Leydig hiicresinde testosteron sentezi i¢in gerekli olan
p450c17 enzimi lizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Laurenzana
ve ark., 2002; Han ve ark., 2004). Dolayis1 ile BPA gruplarindaki testosteron
konsantrasyonlarinin azalmasi, BPA’nin p450c17 enzimini baskilamasi sebebiyle
gerceklesmis olabilir. Leydig hiicreleri tarafindan testosteronun yerel iiretimi,
spermatogenezin siirekliligi i¢in ¢ok onemlidir (O'shaughnessy, 2014) ve yapilan

mevcut ¢alismada BPA uygulamasi sperm iiretiminin adimlari i¢in gerekli olan kritik



83

hormonal dengeleri bozmus olabilir. Calismamizda BPA’ya baglhi FSH ve LH
diizeylerinde herhangi bir degisikligin olmamasi, bu fenol bilesiginin Leydig
hiicrelerinin islevleri tizerine dogrudan etkili olabilecegini ve bu hiicrelerin iizerinden

testosteron iiretimini baskilayabilecegini diisiindiirmektedir (Akingbemi ve ark.,

2004).

BPA maruziyeti sonucunda olusabilecek oksidatif stres testis dokusundaki
seviyelerinin azalmasi, semen Kalitesini olumsuz etkileyebilecek baska bir faktor
olarak diistiniilebilir (Chitra ve ark., 2003). SOD ve CAT gibi enzimler, hidrojen
peroksit gibi  ROS’un temizlenmesinden sorumlu hiicre i¢i enzimatik
antioksidanlardir. Buna ek olarak, SOD hiicrelerdeki ROS’a kars1 ilk savunma hattini
olusturur (Sen ve ark., 2010). Mevcut ¢alismamizda, oral BPA'ya maruz kalan
tavsanlarin testis dokularindaki SOD, CAT ve GPx seviyeleri KONT grubundaki
doku seviyelerine gore daha diisiiktii. Ayrica, BPA testis dokularinda MDA {iretimini
uyarmaktadir (Aydogan ve ark., 2010). Benzer bir sekilde, ¢alismamizdaki BPA
uygulamalar1 sonucunda testis MDA konsantrasyonlar1 da yiikselmistir. BPA’ya
bagli olarak testis dokusunda MDA seviyelerindeki artig, normalden daha fazla ROS
tiretimini takiben artan oksidatif strese bagli meydana gelmis olabilir (Yonar ve ark.,
2014). Boylece, BPA erkek Yeni Zelanda tavsanlarinda serbest radikal olusumunu
uyararak ROS iretimini artirabilir ve testis dokusundaki oksidatif stresti uyarabilir
(Chitra ve ark., 2003). BPA maruziyeti ile uyarilan oksidatif stresin artmasi
enzimatik antioksidan savunmalarini olumsuz yonde etkileyebilir, testis dokusunda
ve/veya sperm hiicrelerinde oksidatif hasari artirabilir ve bdylece sperm gelisimini

ve/veya hayatta kalmasini olumsuz olarak degistirebilir.

Bulgularimiz, oksidatif stresteki artiga paralel olarak, BPA maruziyetinin
testis dokusunda histopatolojik degisikliklere sebep oldugunu goéstermektedir.
Histopatolojik  degisiklikler, semen kalitesinde gozlemledigimiz — olumsuz
degisiklikleri etkileyen bir baska faktdr olabilir. Onceki ¢alismalar BPA’nin testis
dokusunda nekroza, seminifer tiibiil dejenerasyonuna ve dev hiicre olusumuna sebep
olabilecegini gostermistir (Fawzy ve ark., 2018). BPA, seminifer tiibiillerde

apoptotik hiicrelerin sayisini arttirmaktadir (Yin ve ark., 2017). BPA'nin seminifer
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tiibiillerin yiizey alanini azalttigina dair bulgular da mevcuttur (Kazemi ve ark.,
2016). Calismamizda, seminifer tiibiillerde dejenerasyon, sertoli ve germ hiicre
bozulmasi, sperm iiretiminde azalma, bazal hiicrelerde azalma ve BPA maruziyeti
nedeniyle diizensiz Sertoli hiicreleri gibi daha Onceki ¢alismalarla uyumlu

histopatolojik bulgular spermatogenezisin olumsuz etkilendigini dogrulamaktadir.



85

6. SONUC

Calismamizda oral yolla uygulanan BPA’nin biitiin dozlarda serum BPA
seviyelerinde artisa sebep oldugu gozlenmistir. Serum Orneklerindeki BPA’nin 9
haftalik dinlenme donemin sonunda ise tamamen metabolize olarak viicuttan

uzaklagtirildig anlagilmaktadir.

Caligsma siiresince haftalik olarak elde edilen canli agirlik ve yem tiiketimi ile
nekropsi sirasindaki tartimlardan elde edilen organlarin yas agirlik verileri
bakimindan degerlendirildiginde BPA’nin canlhi agirlik, yem tiikketimi ve yas organ

agirliklari iizerine bir etkisinin olmadigi kanisina varilmstir.

Calisma sirasinda degerlendirilen hematolojik parametreler incelendiginde
BPA20 ve BPA100 gruplarindan elde edilen alyuvar sayis1 ve hemoglobin miktari ile
BPA100 grubundaki OAHbY degerlerinde KONT grubu ile kiyaslandiginda bir
diisiis oldugu gorilmektedir. Hematokrit, OAH, OAHb, akyuvar sayisi, lenfosit,
monosit, graniilosit ve platelet sayilar1 gibi diger kan parametrelerinde ise deney
gruplar1 arasinda bir farkliliga rastlanmamis ve BPA uygulamalarinin bir etkisinin

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Biyokimyasal parametrelerden serum {ire, kreatinin, AST, ALT ve ALP
degerleri BPA20 ve BPA100 gruplarinda KONT grubuna gore istatistiksel olarak
yiikselmistir. Fakat ayn1 donemde serum glukoz, kolesterol ve trigliserid seviyeleri

BPA uygulamalarindan etkilenmemistir.

Tavsanlardaki serum ve seminal plazma testosteron seviyeleri BPA
uygulamalarina bagl olarak azalirken, serum ve seminal plazma 6stradiol seviyeleri
ile serum inhibin, FSH ve LH degerleri BPA uygulamalarindan etkilenmemistir.
Ayrica, serum ve seminal plazma testosteron seviyelerindeki diisiise paralel olarak,
erkek tavsanlarin ejakiilatlarindan elde edilen verilere gére BPA’nin progresif

motilite ve spermatozoa konsantrasyonu degerlerini olumsuz olarak etkiledigi
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gozlenmistir. Ejakulat hacmi, ejakulat agirligi, pH ve seminal plazma protein

miktarlar: ise BPA uygulamalarindan etkilenmemistir.

Oksidatif stresin gostergelerinden biri olan MDA seviyeleri serum, karaciger,
bobrek ve testisde BPA ile iliskili olarak artarken, aym1 dokulardaki SOD, CAT ve
GPx seviyelerinde diislis goriilmiistiir. Antioksidan enzim seviyelerinin diismesi ve
MDA’nin yiikselmesi BPA’nin oksidatif strese neden oldugu sonucunu

desteklemektedir.

Sonug olarak ¢alismamizda BPA’nin erkek Yeni Zellanda tavsanlarinda bazi
kan parametreleri ve biyokimyasal parametreler iizerine olumsuz etkisinin oldugu
gozlendi. Bu parametreler bakimidan olumsuz etkinin gézlenmedigi en yiiksek BPA
seviyesi (NOAEL) 10 mg/kg/giin dozu olurken olumsuz etkinin goriilmeye basladigi
en diisilk BPA dozu (LOAEL) ise 20 mg/kg/giin olarak bulundu. Bulgularimiza gore
0,58+0,09 pg/ml serum seviyelerindeki BPA’nin erkek tavsanlarda olumsuz bir
etkiye yol agtigr gozlenmektedir. 100 mg/kg/giin dozu seviyesine kadar BPA ise
Klinik agidan herhangi bir probleme yol agmazken canli agirlik artisinda da olumsuz
bir etkiye sebep olmadi. Spermatolojik parametrelerden motilite ve spermatozoa

konsantrasyonu i¢in ise BPA’nin LOAEL dozu 10 mg/kg/glin olarak tespit edildi.

Otenazi yapilmayan erkek tavsanlarda 9 haftalik dinlenme periyodunu
takiben kan ve biyokimyasal parametrelerin normal seviyelerine dondigi ve
BPA’nin bu parametreler iizerine etkilerinin kalict olmadig1 gozlendi. Tavsanlar igin
yaklasik 1 spermatogenezis siiresi olan 9 haftalik dinlenme periyodu sonunda BPA
kullanilan erkek tavsanlarda spermatozoa konsantrasyonu kontrol tavsanlari
seviyesine ylikselirken, sperm motilitesi ozellikle 20 ve 100 mg/kg/giin dozlarinda
hala kontrol tavsanlarina gore diisiiktii. Calismamizin sonucuna gore yiiksek
dozlardaki BPA’nin motilite iizerine etkisinin ortadan kalkabilmesi i¢in daha uzun

bir siireye ihtiya¢ duyulabilecegi kanaatine varildi.
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OZET

Erkek Yeni Zelanda Tavsanlarinda Subakut Bisfenol A Toksisitesi

Ozellikle son 50 yillik donem icerisinde plastik ve plastik malzemeden yapilan
tirlinlerin kullanirminda 6nemli derecede bir artis gozlendi. Bu artis, plastik iirlinlerin
ana malzemelerinden biri olan bisfenol A (BPA)'nin da hayatimizin bir pargasi
haline gelmesine sebep oldu. BPA kullanimindaki yogun artisa paralel olarak bu
kimyasal ile ilgili soru isaretlerinin olusmasi da kagmilmazdi. Erkek tavsanlarinda
yapmis oldugumuz bu ¢alismada farkli dozlarda uygulanan oral BPA’nin kan, testis,
bobrek ve karaciger dokularindaki etkileriyle bazi {lireme hormonlart ve
spermatolojik parametreler iizerine olasi etkilerinin arastirilmasi amaglanmastir.

Arastirmamizda 24 adet “Yeni Zelanda” cinsi yetiskin erkek tavsan
kullanilmistir. Toplam 14 giinliik alistirma periyodunun sonunda tavsanlar rastgele 4
gruba ayrildi: Kontrol grubuna (KONT) 1 mg/kg dozunda misir yagi, BPA10
grubuna musir yagi igerisinde 10 mg/kg canli agirlik dozunda BPA, BPA20 grubuna
musir yagi igerisinde 20 mg/kg canli agirhik dozunda BPA ve son olarak BPA100
grubuna misir yagi igerisinde 100 mg/kg canli agirlik dozunda BPA oral gavaj
yardimut ile 9 hafta boyunca giinliik olarak verildi. Caligma siiresince yem alimlar1 ve
viicut agirliklar: haftalik olarak tayin edildi. Calisma sonunda alinan kanlardan kan
ve biyokimyasal parametreler, iireme hormonlarindaki degisiklikler ve oksidan-
antioksidan durum incelendi. Calisma sonunda elde edilen ejakiilatlardan
spermatolojik parametrelere bakildi. 9 haftalik siirenin bitiminde her gruptan 3 tavsan
rastgele secilerek Otenazi uygulandi. Elde edilen doku 6rneklerinden MDA ve bazi
antioksidan enzim seviyeleri ile histopatolojik incelemeler yapildi. Otenazi
yapilmayan diger tavsanlar 9 hafta boyunca ayn1 kosullarda tutularak, BPA’nin olas1
etkilerinin stirekliligi arastirildi.

Calismamizda BPA uygulamalarinin serum BPA seviyelerini doza bagl bir
sekilde artirdigr gozlendi. Uygulamalar sirasinda tavsanlarda herhangi bir klinik
semptom goriilmedi. Giinliik yem tiiketimi, canli agirlik ve yas organ agirliklar1 da
BPA uygulamalarindan etkilenmedi. BPA, bakmis oldugumuz tiim dokularda
oksidatif stresin artmasina yol agarken, eritrosit, hemoglobin, iire, kreatinin, ALT,
ALP ve AST diizeylerini de olumsuz etkiledi.

Yapmis oldugumuz ¢alismada testis dokusunun BPA’dan olumsuz etkilendigi
de gozlendi. Buna paralel olarak spermatolojik parametrelerden sperm
konsantrasyonu ve progresif motilitede BPA’ya bagli olarak diislis gozlendi. Serum
FSH, LH, inhibin ve &strojen seviyeleri farkli BPA dozlarindan etkilenmezken,
serum testosteron seviyelerin diistiigii gozlendi.

Calismamizin son agamasinda ise Otenazi yapilmadan bekletilen tavsanlarda
BPA’ya bagl degisen parametrelerin kontrol seviyelerine dondiigii ve BPA’nin
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uyguladigimiz doz ve siirelerinin tavsanlarda kalici bir hasara yol agmadigi
belirlendi.

Sonug¢ olarak, BPA’ya maruz kalan tavsanlarda bakilan biitiin dokularda
oksidatif bir hasarin varlig1 belirlendi. Bu hasara paralel olarak cesitli enzimatik
parametreler bozulurken, spermatolojik parametrelerde de diisiis meydana geldi.
Caligmamizda spermatolojik parametreler icin BPA’nin LOAEL dozu 10 mg/kg/giin
olarak bulunurken, hematolojik ve biyokimyasal parametreler i¢in bu doz 20
mg/kg/giin olarak tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Biyokimyasal parametreler, Hematolojik parametreler,
Histopatoloji, Oksidatif stres, Spermatolojik parametreler
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SUMMARY

Subacute Bisphenol A Toxicity in Male New Zealand Rabbits

Especially in the last 50 years, the use of plastics and plastic products were increased
in great significance. This increase made bisphenol A (BPA), one of the main
materials for plastic products, as a part of our lives. It was inevitable that the number
of BPA related question paralleled with the increase in the use of BPA. The aim of
this study was to investigate the possible effects of oral BPA on blood, testis, kidney
and liver tissues, and some reproductive hormones and spermatological parameters in
male rabbits.

In the current study, a total of 24 adult male New Zealand White rabbits was
used. Following the 14 days adaptation period, the rabbits were randomly divided
into 4 treatment groups. The control group (KONT) received daily 1 mg/kg corn oil,
whereas, BPA10, BPA20, and BPA100 groups received 10 mg/kg, 20 mg/kg and 100
mg/kg body weights of BPA in corn oil, respectively for 9 weeks. During the
experiment, feed intake and body weights were determined weekly. Blood and
biochemical parameters, changes in reproductive hormones and oxidant-antioxidant
status were determined from the blood samples taken at the end of the study. At the
end of the experimental period, 3 rabbits from each group were randomly selected
and euthanized. MDA and some antioxidant enzyme levels and histopathological
examinations were performed from the tissue samples taken from the euthanized
rabbits. Remaining 3 rabbits from each group kept under the same laboratory
conditions for another 9 weeks to investigate whether BPA effects remained through
the recovery period.

Our study indicated that BPA treatments increased serum BPA levels in a
dose-dependent manner. No clinical symptoms were observed in rabbits during
treatments. Daily feed consumption, live body weights, and fresh organ weights were
not affected due to BPA exposures. BPA resulted in increased oxidative stress in all
tissues examined. Moreover, erythrocyte, hemoglobin, urea, creatinine, ALT, ALP
and AST levels were affected negatively due to BPA treatments.

In the present study, the testicular tissue was negatively affected by oral BPA
treatments. Spermatological parameters such as sperm concentration and progressive
motility were also decreased because of BPA exposure. While serum FSH, LH,
inhibin and estrogen concentrations were not altered due to BPA, serum testosterone
levels were decreased significantly in BPA treated groups.

Results from the rabbits from the recovery period indicated that most of the
negative effects of BPA seen during the treatment period were transient and did not
cause permanent damage in male rabbits.
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As a result, BPA stimulated the oxidative damage in all of the tissues
examined. Paralleled with these damages, various enzymatic parameters were
changed negatively. Moreover, spermatological parameters were also affected
negatively. In our study, the LOAEL doses of BPA for spermatological and
hematological-biochemical parameters were 10 mg/kg/day and 20 mg/kg/day,
respectively.

Key words: Biochemical parameters, Hematological parameters, Histopathology,
Oxidative stress, Spermatological parameters
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