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OZET

NONILFENOL’UN SIGIRLARDA SPERM MOTILITESINE OLUMSUZ
ETKILERININ GLUTAMIN ILE GERI CEVRILMESI VE NONIiLFENOL’UN
SIGIR EMBRiYOLARINA ETKIiLERI

Endokrin bozucular olarak bilinen bazi kimyasallarin viicudun endokrin sistemi
tizerinde zararli etkileri olabilmektedir. Alkilfenol etoksilatlarin Gstrojen hormonunu
taklit ederek endokrin sistemde bozulmalara neden oldugu gosterilmistir. Hem su da
hem de karada yagayan canlilar i¢cin NF gibi tlirevlerinin ¢evrede rastlanan miktarlarinin
Ostrojenik, toksik ve karsinojenik etkileri oldugu bildirilmistir. Nonilfenol’iin plastik
siselerden su icerigine kadar sizdig1r bulunmustur. Cevresel kirleticilerin diger tiirlerin
yani sira insan iireme sistemine etkileri oldugu goriilmektedir ve son yillarda erkek
tireme sistemi bozuklugundaki sikligi artmaktadir. Nonilfenol’iin insanlar iizerinde
erken embriyonik gelismedeki zehirli etkilerinin ¢alisilmasi iizerine insan embriyonik
kok hiicrelerinde doza bagli apoptoza neden oldugu belirtilmistir. NF’nin birkag
organizma lizerinde yapilan ¢alismada kronik, agir ve zehirli 6zelliklerinin endokrin
bozulmasmna neden oldugu bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda Glutamin’in
kimyasallar iizerinde koruyucu etkisi oldugu goriilmistiir. Biitlin bu 0&zelliklerden
dolay1, bu ¢alismanin konusu NF’nin fertilizasyon ve embriyo donemindeki olumsuz
etkilerinin olup olmadigini belirlenmis ve Glutamin’in sperma iizerinde Nonilfenol’{in
kimyasal etkisine koruyucu etki gosterip gostermedigi ¢alisilmistir. Bu tez ¢alismasinda
0,1; 10; 100 pq NF/ml konsantrasyonlart segilmistir. NF’nin fertilizasyon ve
embriyonik dénemdeki etkileri arastirilmistir. 100 pq NF/ml ve 1; 5; 10 mM glutamin
konsantrasyonlar1 se¢ilmistir. Bu tez calismasinda calisilan NF konsantrasyonlarinda
gelisme olmadigi goriilmiistiir ve NF’nin embriyo iizerinde olumsuz etkileri oldugu
sOylenebilir. Glutamin’in sperma tiizerindeki Nonilfenol’lin olumsuz etkisini azalttig

gorilmistir.

Anahtar kelimeler: Embriyo, glutamin, Nonilfenol, sigir



SUMMARY

REVERSAL OF THE ADVERSE EFFECTS OF NONYLPHENOL ON SPERM
MOTILITY IN CATTLE BY GLUTAMINE AND THE EFFECTS OF

NONYLPHENOL ON CATTLE EMBRYOS

Some chemicals known as endocrine disruptors can have harmful effects on the body's
endocrine system. It has been shown that alkylphenol ethoxylates cause disruptions in
the endocrine system by mimicking the estrogen hormone.It has been reported that the
amounts of its derivatives such as NF found in the environment have estrogenic, toxic
and carcinogenic effects on both aquatic and terrestrial creatures.Nonylphenol has been
found to leach from plastic bottles into the water content.Environmental pollutants
appear to have effects on the human reproductive system as well as other species, and
the incidence of male reproductive system disorders has been increasing in recent years.
Upon study of the toxic effects of NF on early embryonic development in humans, it
was stated that it caused dose-dependent apoptosis in human embryonic stem cells.In
studies conducted on several organisms, it has been reported that the chronic, severe and
toxic properties of NF cause endocrine disruption. Studies have shown that glutamine
has a protective effect on chemicals. Due to all these features, the subject of this study is
to determine whether NF has negative effects during fertilization and embryo period and
It was studied whether glutamine had a protective effect on the chemical effect of
Nonylphenol on semen. In this thesis study, 0.1; 10; 100uq NF/ml concentrations of
were chosen. The effects of NF on fertilization and embryonic periods have been
investigated. Concentrations of 100 nq NF/ml and 1, 5, 10 mM glutamine were selected.
It was observed that there was no improvement in the NF concentrations studied in this
thesis study, and it can be said that NF has negative effects on the embryo. It has been

observed that Glutamine reduces the negative effect of Nonylphenol on semen.

Key words: Cattle, embriyo, glutamine, nonylphenol
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1. GIRIS

Hormonlarin algilandig1 reseptorler ve saklandigr salgi bezleri canlilarda endokrin
sistemi olusturmaktadir. Hormonlar birer kimyasal haberci olarak viicut igerisinde
hareket etmektedirler. Hormonlar hiicre ylizeyinde bulunan kars1 reseptorlere baglanir
ve biyokimyasal olarak hiicrenin i¢ ve dis kimyasimi degistirirler (Sise, 2011).
Endiistriyel kimyasallarin iiretimi ve serbest birakilmasi besin birikimi, toksik etkileri
ve mekanizmasi gibi konular1 akla getirmektedir ve diinya ¢apinda artis gostermeye
devam etmektedir (Jambor vd., 2018). Endokrin bozucular, endokrin sistemin gelisimini
ve fonksiyonunu etkiler. Hormonlarin iizerinde salinim, iiretim, taginma, baglanma,
yikim, aktivite ve viicuttan atilimlari roliindedir. Bu maddeler, g¢evresel kirleticiler

grubundadir (Yesilkaya, 2008).

Nonilfenol (NF), polimer endiistrisinde kullanilan insanlarin siklikla kullandigt
alanlarda cesitli {irlinlerde bulunan en 6nemli endokrin bozuculardir ve ksenodstrojen
olarak adlandirilan kimyasallar arasindadir. Endokrin bozucular gecici veya kalici
etkilerle, insanlarda ve hayvanlarda i¢ hormonal dengeleri bozan bilesiklerin tiimiidiir
(Zemheri ve Uguz, 2018). Cevresel kirleticilerden olan bu kimyasallarin bir¢cogu
hormon benzeri etkidedir ve dogurganligi, viicut gelisimini, hiicre metabolizmasini
hormon sistemini taklit ederek bozmaktadir (Ergiin, 2013). Insanlar, besin ve i¢gme suyu
ile biiylik 6l¢tide NF’ye maruz kalirlar (Uguz vd., 2003). Nonilfenol yaygin yiizeyel
aktif maddelerde bulunur. Cevreye her tiirli iiriinden sizar. Tekstil, plastik atiklar, su
sistemleri, gidalardaki katki maddeleri, deterjanlar, kozmetik iiriinler ve ila¢ sanayisinde
kullanilan kimyasallar, sigara dumani, pestisitler, herbisitler gibi ¢ok fazla iiriinde yer
almaktadirlar (Abd-Elkareem vd., 2018; Gu vd., 2018). Nonilfenol oldukc¢a hipototoksik
bir madde olarak siniflandirilmistir (Abd-Elkareem vd., 2018). NF genelde c¢evrede
yiiksek yogunlukta bulunmuyor olsa da herhangi bir kompartmanla iliskilendirilebilir ve
yiiksek organik icerik ile karakterizedir (Lee vd., 2016). Cevresel kirleticilerin diger
tiirlerin yan1 sira insan iireme sistemine etkileri oldugu goriilmektedir ve son 10 yilda,

erkek lireme sistemi bozuklugundaki siklig1 artmaktadir (Jambor vd., 2018).

1



Insanlarda endokrin bozucu bu kimyasallara maruziyet ile sperm sayisinda azalma,
meme ve testis kanserinin sikliginda artis, yardimci lireme yoOntemleri ile olan
dogumlarda artis, erkek dogumlarda inmemis testis gibi bozukluklarda artis oldugu
bildirilmistir (Carlsen vd., 1992; Toppari vd., 1996). Son zamanlarda, fetus ve
cocuklarda yapilan aragtirmalar, NF’nin merkezi sinir sistemine etki ettigi ve merkezi
sinir sisteminde bozulmalara neden olabildigi i¢in fazlasiyla ilgi gérmektedir (Gu vd.,
2018). Nonilfenol’iin karsinogenezler arasinda uzun ve kisa siireli etkileri oldugu
belirlendigi i¢in insanlar ve diger yasam tiirlerinde DNA hasarina neden oldugunu

sOylenebilir (Tabassum vd.,2017).

Alkilfenolpolietoksilat bilesikleri (AFB) iyonik olmayan ve ylizey gerilimini azaltan
katki maddelerdir ve nonilfenol bir AFB tiirevidir. Cogunlukla, evsel ve endiistriyel
deterjanlarda, plastik esyalarda, boyalarda, insektisitlerde, herbisitlerde, kozmetiklerde,
kagit ve tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. (Ahel vd., 1994) AFB'lerin diinyadaki
yillik {retimi toplami 650.000 tonun {izerindedir. Bu miktarmm % 60’indan fazla
kisminin dere, gol, nehir ve deniz gibi sularda biriktigi bildirilmistir. (Blankenship ve
Coady, 2005) Hem su da hem de karada yasayan canlilar icin NF gibi tiirevlerinin
cevrede rastlanan miktarlarinin dstrojenik, (Jobling ve Sumpter, 1993; Jobling vd.,1996;
Cabaton vd., 2009) toksik (Gong ve Han, 2006; Gong vd., 2009) ve karsinojenik
(Legler vd., 1999; Chiam vd., 2009) etkileri oldugu bildirilmistir.

Uguz vd. (2009), epididimal rat spermi lizerinde nonilfenol’iin etkisini inceledigi
caligmalarinda, NF’nin akrozomal biitiinliigii etkileyip bu nedenle sperm
hareketliliginde azalma, sperm fonksiyonlariin yok olmasi ve mitokondriyal membran

potansiyelinde azalmada énemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir.

Li vd. (2017), yaptiklar1 ¢alismada, NF’nin maruziyetinde ratlarin pankreasi lizerinde
etkileri, insiilin sekresyonundaki etkileri, glukoz toleransindaki degisiklikler ve
oksidatif stres lizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigini aragtirmiglardir. Bu ¢alisma,
NF maruziyeti olan ratlarda mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve indiikklenme
adacik hiicreleri apoptozundan dolayr pankreas hasarin1 gosteren deneysel kanitlar

saglar. Buna karsilik, NF maruziyeti olan ratlarin pankreasindaki adaciklarin boyutu



doza bagl olarak azaltilmis ve adacik boyutundaki azalma sekresyonda ve glukoz

toleransinin bozulmasinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir.

Sayed vd. (2017), calismalarinda, balik fizyolojisi iizerinde 4-NF sebepli zararh
etkilerin ciddi krize neden olacak diizeylerde olmadiginda bile su habitat1 ile birlikte

insanlarda oldiiriicii etkileri oldugunu bildirdi.

Tayvanda hamile kadinlar iizerinde yapilan bir kohort ¢alismasinda, idrar 6rneklerinde
sirastyla birinci, ikinci ve {liglincli trimesterda NF konsantrasyonlarmin 4.27, 4.21, 4.10

oldugu goriildii (Liv vd., 2019).

Tabassum vd. (2017), yaptilar1 ¢alismada, yetiskin erkek ratlarda NF’nin rat beynindeki
olumsuz etkileri ve iyilesmede melatoninin koruyucu roliinii, NF’nin maruziyetinin
irettigi norotoksik etkileri ve davramigsal bozulma oldugunugdstermistir. NF’nin
indiikledigi oksidatif stresin ratlarda toksikolojik bozulmaya katkida bulunmasi, beyinde
biligsel fonksiyonlarin bozulmasinin nihai sorumlusu oldugunu ortaya koymustur. Bu
calismada ozetlenen mevcut sonuglarla, melatoninin esasen NF kaynakli norotoksisiteye

kars1 noroprotektif bir etkiye sahip oldugu bildirmistir.

Ergiin vd. (2013), sigir spermlerinde nonilfenol’iin etkisini gormek amaciyla
yaptiklaricalismada, kontrol grubuna gore 100 pg NF /ml konsantrasyonu grubunda
istatikselolarak anlamli fark oldugunu, sigir sperm hiicrelerinde 100 pg NF/ml
konsantrasyonu grubunun DNA kirilmalarina yol acarak apoptoza neden oldugunu

bildirmislerdir.

1.1. Nonilfenol
1.1.1. Nonilfenol’iin Genel, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Hidrofob bir bilesik olan nonilfenol, bir hidroksil grubu ve yan pozisyonda dogrusal
nonil zincire sahip olan fenol halkasindan olusur (Buitron vd. 2015). NPEO’nun
yapisinda olanhidrofilik (etoksilat) ve hidrofobik (alkilbenzen)durum, iistiin siirfaktan
ozellikleri olan bir kimyasal oldugunu gostermektedir (Kassim ve Simoneit, 1993;Tai,
2000). Lipofilik ve toksik olan nonilfenol, ana bilesiklerden daha kalicidir ve

monoetoksilat ve nonilfenol dietoksilat, NFEO’larin bozunumuyla iiretilir (Belibagli ve



Uysal, 2017). Nonilfenol polietoksilatlarin (NFE) parcalanmasiyla olusan nonilfenol,
alkilfenollerin biiytlik bir kismin1 olusturan organik bilesiklerdir. Nonilfenol merkezinde
aromatikhalka, halkaya bagli olan dokuz karbonlu (C) yan zincir ve bu zincirin
karsisinda hidroksil grubunun (OH) oldugu bilesiklerin en iyi bilinenidir (Akyiiz vd.,
2011).

CoHio H

Sekil.1. 1: Nonilfenol kimyasal yapis1 (Belibagl ve Uysal, 2017).

Tablo.1. 1: Nonilfenol fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Belibagl ve Uysal, 2017).

Molekiiler Formiilii CisHx40

Molekiiler Agirhg 220,34 g/mol

Fiziksel Durumu Renksiz  veya apk san
yapiskan sivi

Erime Noktasi -8C

Kaynama Noktasi 290 -300C

Yogunluk 0,952 g/em’

pKa 10,28

Buhar Basinci 0,3Pa(25C)

log Kow 4,48

Alevlenme Noktasi 141 -155TC

Viskozite 2,500 mPa (25C)

Suda Ciziiniirlik 4,9 mg/L




Resim.1. 1: 17-estradiol / Nonilfenol (Alberts vd., 1983).

OH

Fenol

Propilen Propilen trimer

CsHe ___, CoHis \N\/\/\@7(}H
katalizér katalizdr Nonilfenol

Sekil.1. 2: Nonilfenol kimyasal sentezi (Vazquez-Duhalt vd., 2005).
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Zinciri aerobik

Sekil.1. 3: Nonilfenol Etoksilatlar icin Biyolojik Bozunma Yolu (Porter ve Hayden,
2002).

Nonilfenol, dimetilsiilfoksid (DMSO) ve etanolgibi ¢oziiciilerle iyi ¢oziinlir ve 6 mg/L
(pH 7) sudaki ¢oziiniirligiidiir. Nonilfenol’in canlilarda, uzun yarilanma Omrii ve
hidrofobikligisebebiyle bir dizi toksik etki gdsterdigi bilinmektedir. Pankreasinda i¢inde
oldugucesitli organlara zararive erkek iiremesini etkiledigi bildirilmistir (Zemheri ve
Uguz, 2018). NFE’ler diistik sicakliklar i¢in uygun ve ucuz, az yanici, iyonik olmayan
yiizey temizleyici kimyasallardandir. Bir ucu NFE molekiiliiniin hidrofilik “su ¢ekme”
ve diger ucu hidrofobik “sudan kagmma” 6zelliktedir. NFE’lerin yiizey temizleyicisi
olarak kullanilmasinin bir nedeni ayn1 anda igerdigi hidrofilik ve hidrofobik 6zelligidir

(Canada, 2002).
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Sekil.1. 4: Yiizey aktif maddelerinn hidrofilik ve hidrofobik kisimlar1 (Ecer, 2012).

NF’nin asagida verildigi gibi yapilan arastirmalar sonucundafarkli hiicrelerin

diizenleyici sistemlerine miidahale ettigi bildirilmistir.

e Mitokondrinin zar gecirgenligini degistirip hiicrelerin solunum toksisitesini

tetiklemesi; EC50 1.8 mg/L,

eistirahat halinde sarkoplazmik retikuluma iskelet kasi hiicrelerinin aktif

kalsiyum tasinmasini olumsuz sekilde etkilemesi; IC50 880-2420 mg/L,

eDiger endokrin bozucu maddelerin aksine apoptozise neden olmasi ve
farelerde sinir kok hiicrelerinin farklilasmasini ve biiylimesini inhibe etmesi; etkili

konsantrasyon660 mg/L,

eMeme bezi hiicrelerinin 0.01 mg/giin maruz kalma konsantrasyonlarinda

¢ogalmasinin artmast,

e Olgunlasmamis yapilar1 olgun yapilara doniistiirerek hiicre dongiisii
kinetigini degistirmesi,
eKromozomal sapmalar ve telemetrik iliskiler tiretmesi (Belibagli ve Uysal,

2017).

Laboratuar calismalar1 ve literatiirler, 6zellikle nonilfenol ve alkilfenollerin canli

dokularda biyolojik birikime sebep oldugunu gostermektedir (Zemheri, 2011).



Kim vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada, OF ve NF’nin zehirli etkilerini, insanlarda erken
embriyonik gelisme iizerinde c¢alismislar ve doza baglh insan embriyonik kok

hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu belirtmislerdir.

In vivo ve in vitro biyoanalizlerinde testi yapilan birka¢ organizma iizerinde OF ve
NF’nin zehirli, kronik ve agir 6zelliklerinin endokrin bozulmasma sebep oldugunu

bildirmislerdir (Boyacioglu vd., 2007).

Vivacqua vd. (2003), yaptiklar1 calismada, Bisfenol-A ve nonilfenol’iin Ostrojen
reseptorii alpha (ER-a)’yi noniyonik yiizey aktif madde triinlerine pargalanip aktive
ettigini ve Ostrojen bagimli gen ekspresyonuna neden olarak Ostrojene duyarli olan

meme kanseri hiicreleri (MCF7)’nin bliylimesini uyardiklarini belirtmistir.

Hung vd. (2009), calismalarinda, endokrin bozucularin, c¢evre ile alakali bagisiklik
sistemi diizenleyici etkiye sahip hiicre tipi olan insan dendritik hiicrelerinin
fonksiyonlarmi diizenleyebilmesi hipotezini arastirmislardir. Bunun sonucunda NF ve
OF’nin mDC (miyeloid dendritik hiicreler)’lerde bulunan &strojen reseptorlerinde,
histon modifikasyonlarinda ve MKK3/6-p38 MAPK sinyal yollarinda t-hiicrelerindeki

sitokin cevaplari iizerinde fonksiyonel etkiler gosterdigini belirtmislerdir.
1.1.2. Nonilfenol Cevresel Etkileri ve Kullanim Alanlari

Alkilfenol etoksilatlar, baz1 camasir deterjanlarina, dezenfektanlara, leke ¢ikaricilara ve
yag coziiciilere eklenen yiizey aktif maddelerdir. Alkilfenol etoksilatlarin Gstrojen
hormonunu taklit ederek endokrin sistemde bozulmalara neden oldugu gosterilmistir.
Alkilfenol etoksilatlarin sudaki varligi, suda yasayan hayvanlarin iiremesini ve hayatta

kalmasini etkiledigi bildirilmistir (Satar, 2022).

Nonilfenol’iin plastik siseler igerisinde bulunan su igerigine kadar sizdig1 bildirilmistir.
Ayrica, atiksu aritma tesislerinde bulunan atik sular cevredeki nonilfenol’iin ana
kaynagidir. Endokrin bozucu kimyasal olarak kabul edilen NF’nin Avrupa Birligi'nde
kullanimlar1 insan ve ¢evre sagligi iizerindeki olumsuz etkilerinden dolay1

yasaklanmistir (Pasli, 2022).



Endokrin bozucular olarak bilinen bazi kimyasallarin viicudun endokrin sistemi
lizerinde zararli etkileri olabilmektedir. Hormonlar farkli miktarlarda ve zamanlarda
gelisim, biliylime, {ireme, metabolizma ve bagisiklifin diizenlenmesi ig¢in
salgilanmaktadir. Endokrin bozucular dogal hormon sistemlerine etki eder ve saglik
tizerindeki etkileri, maruziyet sona erdikten ¢ok sonra bile devam etmektedir. Endokrin
bozuculara maruz kalmanin yasam boyu etkileri ve hatta gelecek nesiller i¢in bile

sonuglar1 olabilecegi bildirilmistir (Monneret, 2017).

NFEO’larin  biiylik miktar1  temizlik {riinlerinde 6zellikle de deterjanlarda
kullanilmaktadir. 2004 yilinda kullanilan 260 milyon poundluk Nonilfenol’iin %80°nin
yiizey aktif madde olarak kullanildigi bildirilmistir. Genel olarak NFEO
metabolitlerinin %37’°s1 su ekosistemine girmektedir. Bu verilere gére 2004 yilinda
yaklasik 77 milyon poundluk NFEO bazli temizlik maddesinin ABD su yollarina girdigi
bildirilmistir. 1997 yil1 AB risk degerlendirmesine gére AB'nin NF {iretimi 73.500 ton
olarak gerceklestigi bildirilmigtir. 1997 yilinda Avrupa'da yaklasik 78.500 ton NF
kullanilmistir ve ¢cogu Avrupa'da iretilmistir. NF neredeyse yalnizca bir ara madde
olarak kullanilir. Diger kimyasallarin iiretimi, bunlarin yaklasik %60'1 (47.000 ton)
NFEO yapiminda ve geri kalan1 diger NF tiirevlerini yapmak i¢in kullanilmaktadir.
NFEO'nun AB iiretimi ayni sekilde 1997'de 118.000 ton oldugu tahmin edilmektedir.
Yaklagik 77.600 ton NFEO 1997 yilinda Avrupa'da kullanilmaya baslanmistir. Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada NF seviyeleri Isvicre'deki Glatt Nehri'nde yaklasik 0,1-
0,3 pg/l olgiilmiistiir. Kanalizasyon aritma tesisinden 1 km uzakliktaki bir Finlandiya

goliinde yaklasik 0,1-0,8 pg/L civarinda NF seviyeleri 6l¢iilmiistiir (Gengel, 2011).

Yapilan bir ¢aligmada, onemli lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres nonilfenol’e
maruziyeti olan balik karaciger hiicreleri ve spermalarin ortak sonucu oldugu

bulunmustur (Pasli, 2022).

Tanghe vd. (1998), yaptiklari ¢alismada, aktif ¢amurda olan nonilfenol gideriminin
anoksik bolgelerin olmasma fazlasiyla bagimli oldugu, sicaklik ve havalandirmanin
nonilfenol’iin bozunumu igin temel faktdrlerden biri oldugu bildirilmistir. Yapilan diger
caligmalarda, anoksik, aerobik ve anaerobik kosullar altinda olanoksijenin,

nonilfenollerin tamamen mineralizasyonu i¢in 6énemli bir rol oynadig1 bildirilmistir.



Nonilfenol, ortalama bir buharlagmaya sahip olmasi ile havadaki konsantrasyonlarinin
cogunlukla diisiik olmas istenir fakat yapilan arastirmalar buharlagsmanin fazla oldugu
bazi bolgelerin oldugunu gostermistir ve atmosferik NF konsantrasyonlarmin artmis

oldugu tespit edilmistir (Belibagh ve Uysal, 2017).
1.1.3. Nonilfenol’iin Toksik ve Karsinojenik Etkisi

Toksik bir ksenobiyotik bilesik olan NF’nin ¢ok sayida organizmanin hormonal

sistemine miidahale ederek iireme gelisimini etkiledigi bildirilmistir (Lee vd., 2017).

Insanlar iizerinde NF’ye maruziyetin degerlendirilmesi gii¢ olsa da toksik etkilerin siit
ve et, sebze ekinleri, aritilmamis icme suyu gibi gida maddeleriyle olan temastan sonra
veya mesleki maruziyet esnasinda ortaya ¢ikmasi beklenmektedir (Shan vd., 2011).
Nonilfenol’iin kandaki yarilanma 6mriiniin insan viicuduna girdikten sonra, 2 veya 3
saat oldugu bilinmektedir. Metabolizma igerisine alman NF’nin digki ve idrarda
yaklasik %10 unun bulunmasi, gastrointestinal sistemde emildigini gostermektedir

(Muller vd., 1998).

Hayvanlarda yapilan bazi ¢alismalarda endokrin bozucularin 6zellikle meme, prostat,
testis, over ve tiroid gibi endokrin duyarli dokularda kanserojen aktivitesi gosterdigi
bildirilmigtir. Endokrin bozucular c¢esitli reseptorlerle etkilesime girerek (Ostrojen
reseptorleri, retinoid reseptorler vb.), DNA metilasyonu veya asetilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi genetik ve epigenetik degisiklikler ile ya da serbest radikaller

araciligiyla kanserojen etkide bulunabilirler (Bozucular vd., 2023).

Vivacqua vd. (2003), yaptiklar1 calismada, Bisfenol-A ve Nonilfenol’iin Ostrojen
reseptOrii alpha (ER-0)’yi noniyonik ylizey aktif madde {riinlerine parcalayip aktive
ettigini ve Ostrojen bagimli gen ekspresyonuna neden olarak Ostrojene duyarli olan

meme kanseri hiicreleri (MCF7)’nin biiyiimesine sebep oldugunu belirtmistir.

Hung vd. (2009), calismalarinda, endokrin bozucularin, ¢evre ile baglantili bagisiklik
sistemi diizenleyici etkiye sahip hiicre tipi olan insan dendritik hiicrelerinin
fonksiyonlarmi diizenleyebilmesi hipotezini arastirmiglardir. Bunun sonucunda NF ve

OF’nin mDC (miyeloid dendritik hiicreler)’lerde bulunan Ostrojen reseptorlerinde,
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histon modifikasyonlarinda ve MKK3/6-p38 MAPK sinyal yollarinda t-hiicrelerindeki

sitokin cevaplar1 tizerinde fonksiyonel etkiler gosterdigini belirtmiglerdir.

Nonilfenol bilesiklerinin Gstrojenik etkisi, insan meme kanser hiicrelerinde yapilan
deneylerde gostermistir ki, bu meme kanseri hiicrelerinde belirgin oranda ¢ogalmaya
sebebiyet verdigi bildirilmistir. Tiim Ostrojen reseptorlerinin, dogada bulunan tavuk
embriyosu, alabalik, fare gibi ¢esitli canlilarin meme hiicreleri iizerinde yapilan
arastirmalarda da alkilfenollere yanit1 oldugu gozlenmistir (Omeroglu vd., 2011).
Nonilfenollii bilesiklerin erkek tavsanlar lizerinde yapilan baska bir calismada sperm
tiretimi lizerinde Ostrojenik etkisine bakilmistir. Erkek tavsanlarin derisine 2 mL/kg’lik
dozda %?25’lik kalsiyum alkil fenat uygulandiginda, 4 hafta sonra sperm iiretimin
durdugu bildirilmistir (Hewstone, 1994).

Endokrin bozucularin, prostat kanserinin olugsmasi ve gelismesinde hormon etkisinde
degisiklige neden olarak 6nemli 6l¢iide biyolojik etkide bulundugu belirtilmistir (Hess-
wilson ve Knudsen, 2006).

Jubendradass vd. (2012), yaptiklar1 calismada, ratlarda NF’nin hem Fas ve Fas-1 yoluyla
hem de mitokondriye baglh olarak karacigere zarar verip apoptoza neden oldugunu

belirtmislerdir.
1.1.4. Nonilfenol’iin Embriyonik Etkisi

Iscan vd. (2005), Nonilfenol’iin baliklarda dstrojenik aktivitesinin vitellojenin (yumurta

olusumundaki 6ncii protein) artmasi ile iligskilendirildigini bildirmislerdir.

NF’nin, yiiksek konsantrasyonlarda disi baliklarda fertiliteyi azalttigi, baliklarda
nonilfenol maruziyetinden 28 giin sonra iiremede azalma oldugu ve testis yapisinda

bozulmaya neden oldugu bildirilmistir (Kinnberg vd., 2000).

Arslan vd. (2007), yaptiklar ¢caligsmada denizkestanesi tiirii olarak bilinen Paracentrotus
lividus gamet ve embriyolarinda, sperm ve yumurtalarni 0,937- 18,74 pg/L
konsantrasyon araliginda NF ve 5-160 pg/L konsantrasyon araliginda OF’ye maruz
birakarak mitotik aktivitedeki morfolojik degisim, sekil bozukluklari, sperm kalitesi,

gelisim geriligi, embriyonik ve larval 6liim, fertilizasyon basarisi oranlar1 incelenmistir.
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Kontamine spermlerin olusturmus oldugu larvalarin iskelet yapisinda sekil
bozukluklarinda artis goriilmiis ve fertilizasyon basarisina bakildiginda yaklasik %20
oraninda azalma oldugu bildirilmistir. Bu tiirde Nonilfenol’iin genotoksik ve

embriyotoksik konsantrasyonlar1 0,937 ug/L, OF i¢in 4,685 ug/L olarak bildirilmistir.

Nice vd. (2000) Nonilfenol’iin Crassostrea gigas larva gelisimine etkisini incelemek
amaciylayaptigi ¢alismada, larvalar 0,1; 1; 10; 100; 1000 ve 10000 pg/L
konsantrasyonlarinda NF’ye maruz birakilmistir. 10000 pg/LL konsantrasyonunda
verilen NF’nin Crassostrea gigas larva gelisimini geciktirici etki gosterdigi ve kabuk

deformasyonunda artisa neden oldugu bildirilmistir.

NF, BFA ve 17B-6strodiol’un sucul c¢evredeki Xenopus laevis‘in embriyo gelisimine
etkileri incelenmistir. Embriyolar iizerinde 96 saat 20 uM NF, BFA ve 10 uM 17p3-
Ostrodiol maruziyetiyle normalden kiigiik baslilik, egrilik, 6dem, anormal mide
kivrilmasi ve kisa viicut uzunlugunun uyarildig gériilmiistiir. Ozellikle gelisimin erken
donemlerinde Bisfenol-A, ge¢ donemlerinde ise nonilfenol dozlarmin etkili oldugu

bildirilmistir (Sone vd., 2004).
1.1.5. Nonilfenol’iin Spermatazoa Uzerine Etkileri

Hossaini vd. (2001), ratlara Nonilfenol’lin potansiyel lireme toksisitesini belirlenmek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 11. giinden baglayarak 18. giine kadar 30 mg/kg/giin
dozunda dietilstilbestrol (DES) ve 3, 15 ve 75 mg/kg/gliin dozlarda Nonilfenol
uygulanmistir. Erkek yavrularin NF verilen grupta viicut agirliklarinin, sag epididimisin
mutlak agirliginin, yenidogan agirliklarinin ve 110 giinliik hareketli sperm ylizdesinin
azaldig1 bildirilmistir. Erkek ratlar iizerinde 6zellikle epididimal agirliktaki azalmayla
iliskili NF’nin 15 ve 75 mg/kg/giin dozlarmin tlireme gelisiminde etkisi oldugu

bildirilmistir.

Nonilfenol’iin 25 ppm ve iizerinde kullanilan dozlarin, erkek ratlarda yiiksek oranda
disilesmeye neden oldugu, Nonilfenol dozlarinin testesteron sentezinde olan enzimlerin
aktivitesini engelledigi ve bu mekanizmada ¢esitli etkilere sahip oldugu bunun baglica

nedeni olarak rapor edilmistir (Laurenzana vd., 2002).
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Yapilan ¢alismalarda, ratlarda (Uguz vd., 2009), sigirlarda (Lukac vd., 2013; Uguz vd.,
2014a), ve koglarda (Uguz vd., 2014b) Nonilfenol’iin akrozom reaksiyonunu tetikledigi

vesperm motilitesini azalttig1 rapor edilmistir.

Karafakiogu vd. (2007), yaptiklar1 ¢alismada, Nonilfenol rat bobrek ve testis
dokusunda, lipid peroksidasyonu indiikleyici Ozellikte bir etki meydana getirdigini
belirtmistir. Uygulanan dozda taurinin bir antioksidan olarak koruyucu amagla
uygulanmasinin, bdbrek dokusunda lipid peroksidasyonunun gelisimini tam olarak
Onleyemedigi, testis dokusunda ise nonilfenol tarafindan induklenmis oksidatif stresin

azaltilmasinda etkili olabilecegi bildirmislerdir.

Ozarslan (2020), yaptigi calismada, kimyasal bir ajan olan Nonilfenol’iin testis
dokusunda hasar olusturdugu, seminifer tiibiillerde spermatogenezi bozdugu, sperm
motilitesini, kalitesini, sayisim1 etkiledigi, fonksiyonel degisikliklere sebep olarak

fertilizasyonu etkiledigini belirtmistir.
1.1.6. Nonilfenol’iin Boga Spermasi ve Diger Tiirler Uzerine Etkileri

Nonilfenol’iin biyolojik olarak viicutta biriktigi yapilan arastirmalarla belirtilmis ve
farkli NP konsantrasyonlarmin toksik etkileri oldugu istiridye gametleri ve deniz
kestanesi embriyo gelisimi ilizerinde bildirilmistir. Suda yasayan omurgasizlarda, balik
ve amfibiler gibi bazi omurgalilarda yapilan bazi ¢aligmalarda Ostrojenik bilesiklerin
cesitli olumsuz lireme sonuglarina neden olabilecegi bildirilmistir. Endokrin bozucularin
erkeklerde sperm sayisindaki diisiislere neden oldugu ve memeli iiremesi iizerindeki

olumsuz etkileri oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Uguz vd., 2009).

Uguz vd. (2009), rat spermasi ile yaptiklar1 calismada, ETOH veya DMSO ile
¢Oziinmiis NF’nin c¢esitli konsantrasyonlarma (1, 10, 100, 250 ve 500 pg/ml) maruz
birakildiktan sonra rat sperm hareketliligi tizerinde 250 pg/ml NF konsantrasyonunda
anlamli Ol¢iide azalma oldugunu bildirmistir. Rat sperm mitokondriyal membran
potansiyeli iizerinde 1 ve 4 saat siirelerinde incelendiginde ETOH iginde ¢6ziinmiis 100
ve 250 pg/ml NF ve DMSO ile ¢ozlinmiis 250 pg/ml NF ile inkubasyonunda 6nemli
Olclide azalma oldugunu bildirmistir. Rat sperm akrozamal biitiinliigli {izerinde 4 saat

maruziyet sonrast onemli 6l¢iide akrozamal reaksiyon ile sonuclandigini bildirmistir.
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Cevresel toksik bir madde olan nonilfenol, erkek iireme sistemini ¢esitli diizeylerde
etkilemektedir. Testis epididimde ve yapisinda hasara neden oldugu bilinen nonilfenol
spermatogenezi etkileyerek sperm kalitesinin kaybina, spermlerin miktarinin,

hareketliliginin ve canliliginin azalmasina neden olur. (Bistakova vd., 2016)

Bistakova vd. (2016), yaptiklar1 ¢aligmada, kisa siireli in vitro yetistirme sirasinda
cesiti NP konsantrasyonlarinin  sigir sperma motilitesi {lizerindeki etkilerini
degerlendirmistir. Sonug olarak, yiiksek nonilfenol konsantrasyonlarinin

spermatozoanin genel ve ilerleyici hareketliligi tizerindeki olumsuz etkisini bildirmistir.

Uguz vd. (2014), yaptiklar1 calismada, Nonilfenol’iin dondurulmus-¢oziindiiriilmiis
boga spermasi tizerine etkisini degerlendirmistir. Sperma 6rnekleri Ethanol veya DMSO
igerisinde farkli NF konsantrasyonlarinda (1, 10, 100, 250 ve 500 ug/ml) ¢ozdiiriilerek 4
saat 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyonun 0., 1., 2., 3. ve 4. saatlerinde
sperm parametrelerinidegerlendirmistir. 250 pg/ml ve 500 pg/ml NF dozlarindaki
gruplarda hem motilite ve hem de mitokondrial membran potansiyelinin 6nemli

derecede diistligiinii bildirmistir.

1.2. Antioksidanlar

Serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar sonucunda protein, lipid ve niikleik asitler gibi
viicutta bulunan bilesiklere zarar vererek bir¢ok biyolojik sorunlara neden olmaktadir.
Serbest radikallerin canli viicudunda artmasiyla hiicre hasarlar1 meydana gelebilir ve
saglik acisindan 6nemli sorunlar olusturma potansiyeline sahiptir (Karabulut ve Giilay,

2016).

Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 dnlemek i¢in viicutta gorev yapan savunma mekanizmalaridir (Akkaya
ve Yanardag, 2010). Serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olusturan
antioksidanlar, serbest radikallere uygun elektronun baglanmasini saglayarak stabil yap1
olusumunu saglar (Karabulut ve Giilay, 2016). Antioksidan diger molekiillerin
oksidasyonunu engelleme yetenegine sahip bir molekiildiir (Gtilgin, 2020). Serbest
radikaller normal hiicre metabolizmasinin toksik bir yan {iriiniidiir. Antioksidanlar

serbest radikalleri etkisiz hale getirerek koruyucu etki gosterirler. Radikallerle oldukca
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hizli bir sekilde reaksiyona girerek otooksidasyon/ peroksidasyonun ilerlemesini dnler.
Serbest radikallerin fazlasini etkisizlestirmek, serbest radikallerin toksik etkilerine kars1
hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemede katki saglamak antioksidanlarin rolleri

arasinda sayilabilir (Karabulut ve Giilay, 2016).
1.2.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek tutar veya daha zayif yeni molekiile
cevirerek toplayici etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyip aktivitelerini azaltarak veya
inaktif sekle doniistiirerek bastirict etki gosterir.

3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyerek zincir kirict etki gosterir.

4) Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar1 onararak onarici etki gosterir.

5) Oksidasyon reaksiyonlarin1 durdurarak, hiicresel kinaz kayiplarin1 dnleme etkisi
gosterir.

6) SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin sentezini

arttirarak enzimatik etki gosterir (Aydemir ve Sari, 2009).
1.2.2. Antioksidanlarin Nonilfenol Uzerine Etkileri

Nonilfenol’iin neden oldugu testis hasarina karsi Myricetin (MYR)'nin 1iyilestirici
etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan bu ¢alismada Myricetin’in, Noniilfenol’tin neden
oldugu hasarlar1 6nemli oranda ortadan kaldirdig1 bildirilmistir. Calismanin sonuglari,
MYR'min NF kaynakli testislerdeki hasar1 ve oksidatif stresi anlamli sekilde
hafifletebilecegini gostermektedir (Ijaz vd., 2020).

Karafakioglu vd. (2007), rat testis dokusunda yaptiklar1 c¢aligmada NF’nin lipid
peroksidasyonu indiikleyici 6zellikte bir etkisi oldugunu, uygulanan dozlarda uygulanan
taurinin bir antioksidan olarak kullanilmasinin testis dokusunda nonilfenol kaynakli

indiiklenen oksidatif stresin azalmasinda etkili oldugunu bildirmistir.

2 pg/mL aragidonik asit ve ¢ok sayida farkli miktarlarda kullanilan yaglar ile yapilan
calisgmada bu yag asitlerinin spermin dollenebilme yetene§inin arttirilmast ve

stirdiiriilebilmesi i¢in spermin dogrusal hareketliligine etki etme ve bu durumu
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stirdiirebilme konusunda olumlu etkisi oldugu bildirildi. Spermin tohumlama ortaminda
doymus yag asitleri ile ¢dzlilmesinin, dollenmeye olumlu etki ederek kadin genital
kanalindaki bulunan spermin dogrusal hareketliligini artirmasina etkisi olabilecegi

bildirildi (Islam vd., 2021).

Hossain vd. (2007), Yaptiklar1 ¢aligmada, linoleik ve oleik asidin domuz spermasinin
hareketliligini ve canliligini olumlu yonde etkiledigini bildirmiglerdir. Tiim inkiibasyon
donemlerinde arasidonik asit ve oleik asidin Akrozom reaksiyonunu (AR) anlamli
Olclide iyilestirdigini bildirmislerdir. Canlilik, hareketlilik ve AR agisindan linoleik,
oleik ve arasidonik asit kombinasyonlar1 incelendiginde, oleik ile linoleik asidin
hareketliligi anlamli bir sekilde arttirdig1 ve arasidonik ile oleik asidin AR'yi yliksek
oranda arttirdigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, doymamis yag asitlerinin, 6zellikle
arasidonik asidin domuz sperm hareketliligi ve AR'yi yiiksek oranda gelistirebilecegini
diistinerek arasidonik ile oleik asit kombinasyonunun domuz spermi AR'sini

indiiklemek i¢in 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Antioksidanlarin, ¢ok miktarda olumsuz etkisi olan kimyasalin sperma iizerindeki
etkisini azaltmakta faydali oldugu bilinmektedir. Rat epididimal spermasi iizerinde
yapilan ¢aligmada, spermanin kisa siireli saklanmasi siiresince, zamana bagli olarak
spermatolojik parametreler icerisinden motilite, anormal sperma oranindaki degisimler
ve bu degisimler iizerine karnitinin etkilerine bakildi. Her iki saklama sicakliginda da
sadece tris ile sulandirilmis gruplara kiyasla karnitin katilan gruplarda motilitenin
anlaml 6l¢iide 1yi korundugu saptanmistir. Karnitinin 6nemli bir antioksidan 6zellikte
madde oldugu, saklama siiresi boyunca sekillenen lipid peroksidasyonuna karst
antioksidatif ozellik gosterdigi diislinlildii. Calisma igerisindeki karnitin kullanilan
gruplarda motilitenin sadece tris ile sulandirilmis olan gruplarla kiyaslandiginda daha
1yl korunmus olmasi da antioksidanlarin ROS olusumunu engellemesi veya yok etmesi
ile sperm plazma membraninda bulunan lipidlerin korunmasi ve bundan dolay1 spermin
motilite ve canliliginin muhafaza edilmesini sagladigini gostermektedir. Karnitinin
kullanilmis oldugu boga sperminin dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonrasinda motilitede
olumlu etki gosterdigini bildiren calisma ile uyumlu oldugu goézlemlenmistir. Rat
epididimal spermast iizerinde iki farkli saklama sicaklifinda saklama siiresinin

ilerlemesi ile zamana baglh bas, kuyruk anomalileri ve toplam anormallik oraninda artis
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gosterdigi, sadece tris ile sulandirilmis olan gruplara kiyasla karnitin ilave edilmis
gruplarda istatistiksel agidan onemli Olclide koruyucu etki gosterdigi ve 37 °C’ ye
kiyasla 4°C’de normal morfolojik yapr biitiinligliniin daha iyi korundugu tespit

edilmistir (Yesil ve Sari6zkan, 2019).

1.3. Glutamin

Glutamin, protein sentezinde Oncii, metabolizmada bol miktarda bulunan ve standart
genetik kodlarimizin sifrelendigi 20 amino asitten biridir. Amid grubu igerir ve
glutamik asit ile amonyagin reaksiyonu sonucu elde edilir (Akkaya ve Yanardag, 2010).
Glutamin iki amino asitten olugan bes karbonlu (Hall vd., 1996) memeli plazmasinda en
cok bulunan amino asittir. Hemen hemen her dokuda aktif olarak tasinir ve metabolize
edilir. Glutamin viicudun normalde biiyiik glutamin rezervleri olmasina ragmen biiyiik
miktarlarda yeniden sentezlenebildigi i¢in “sartli esansiyel” bir amino asit olarak
tanimlanmistir. Glutamin kanda ve dokularda bol miktarda bulunur, ayn1 zamanda hizla
tilketilir. Glutamin farkli dokularda ve farkli fizyolojik kosullar altinda ¢esitli sekillerde
kullanilir. Nitrojen taginmasindaki rolii, hiicresel redoks durumunun siirdiiriilmesi,
metabolik olarak konumu ve enerji kaynagi olarak rolii hiicre i¢indeki fonksiyonlaridir
(Labow ve Souba, 2000). Glutaminin bir 'nitrojen mekigi' olarak rolii, Viicudu yiiksek

maddelerin toksik etkilerine kars1 korur (Hall vd., 1996).

O O

HaN OH
NH2

Sekil.1. 5: Glutamin

Bucak vd. (2008), yaptiklar1 calismada dondurulmus kog¢ spermasinin sperm 6zellikleri
izerine antioksidanlarin etkisini degerlendirmistir. Dondurucu genisleticinin 2,5 mM
glutamin ile eklenmesinin ardindan hareketlilik ve HOST agisindan 6nemli bir fark
gbzlenmemesinin yani sira 5 mM glutamin ile desteklenen bir dondurma genisletici,

daha vyiiksek bir hareketlilige yol a¢mistir. Cozdiiriilmiis kog¢ spermasinda
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antioksidanlarin lipit peroksidasyonu ve antioksidan aktiviteler lizerindeki etkilerine
bakildiginda CAT aktivitesi, diger tedavilerle karsilastirildiginda 5 mM glutamin

ilavesinin ardindan 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu bildirilmistir.

5 mM Glutaminin kriyoprotektif bir etki sagladigi, kontrole kiyasla ko¢ spermasinin
coziilme sonrasi hareketliligini ve membran biitiinliiglini iyilestirdigi gibi CAT
aktivitesini de onemli 6l¢iide yiikselttigini bildirmistir. Sperm sulandiricilara glutamin
(5 mM) takviyesinin, dondurulmus-¢6ziilmiis ko¢ spermine daha fazla fayda sagladigini

bildirmistir.

1.4.S1girlarda In Vitro Fertilizasyon

In vitro fertilizasyon (ivf), disi genital organ disinda olgunya da olgunlastirilan
oositlerin, kapasitasyona ugramis ya da ugratilmis spermatozoitlerle birleserek fertilize
olmasi ile embriyo olusumu ve akabinde uygun bulunan alic1 veya alicilara gelismis
donemde olan embriyolarin transferi veya uygun kosullar saglanarak saklanmasini
kapsayan bir tekniktir. [IVF, gametlerin eldesi, in vitro sekilde olgunlastirilmasi, in vitro
fertilizasyon, embriyolarin kiiltiir agsamas1 ve alicilara naklinin yapilmasi veya uygun

kosullar ile saklanmasi gibi agamalari igerir (Glindogan, 1998).

Ciftlik hayvanlarinda, 6zellikle sigirlarda in vivo kosullarda proniiklear dénemdeki
embriyolar1 elde etmek oldukca zor ve fazlasiyla masraf gerektiren bir islem olsa da
IVF (in vitro olgunlagtirma, fertilizasyon ve kiiltiir) teknigiyle mezbaha materyalinden
oldukca fazla sayida proniiklear donemindeki embriyo elde etme olanagi bulunmaktadir.

(Birler vd., 1998)
In vitro fertilizasyon igin gerekli olan kriterler asagidaki gibi siralanabilir;

» Gonadlarda gametlerin stoplazmik ve niikleer olgunlagmasi,

» Disi ve erkeklerde genital organlarinda fertil olan gametlerin
gelismesi,

» Yeterli motilitesi olan fertilize olabilecek spermatozoitlerin yeterli
miktarda olmasi,

» Fertilize olabilen 1. polar kismi1 olan ovum (Pabugguoglu, 1998).
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Cesitli aragtiricilar tarafindan sigir oositlerinin in vitro olgunlastirma siireleri 18-20 saat,
22 saat, 20-22 saat, 20-24 saat, 24 saat, 24-26 saat ve 27 saat olarak bildirilmistir.
(Birler vd., 1998)

Fertilizasyon sonrasi gebelik durumunun sekillenebilmesi i¢in embriyo transferinde,
transfer gergeklestirilecek yere uygun olabilmesi icin 2 hiicreli olan dénemden 8 hiicreli
olan ve blastosit evresine gelismelerini saglamak i¢in kiiltiir edilmeleri gerekmektedir

(Gtlindogan, 1998).

1.5. Tez Calismasinin Konusu

Cevremizde kullandigimiz esya ve materyallerin biiyiik ¢ogunluguyla siklikla cevresel
kirleticilere, kimyasallara maruziyetimiz olmaktadir. Nonilfenol gibi kimyasallarin
icerisinde bulundugu bu kirleticilere maruziyet hem erkek hem disi de infertiliteye

neden olabilmektedir.

Nonilfenol’iin sperm ve oosit iizerine etkilerini igeren ¢alismalar smirh sayida
bulunmaktadir. Fertilizasyon ve embriyo donemi etkileri incelenmis bir calisma heniiz

bulunmamaktadir.

Yapilan ¢alismalarda kullanilan nonilfenol konsantrasyonlarinda spermanin motilite ve
plazma membran biitliinligii gibi parametlerinde azalmalar oldugu bildirilmistir. Bu
durumun embriyo olusumuna olumsuz etki yarattig1 diisiiniilmektedir. Bir antioksidan
olan glutaminin boga spermasina katilan nonilfenoliin olumsuz etkilerini azaltabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle yapilacak olan calismada sperm sulandiricisina katilan
nonilfenoliin ve nonilfenol ile farkli dozlarda glutaminin birlikte kullaniminin

spermatolojik parametreler iizerine etkisi belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, mezbalarda kesilen ineklerin ovaryumlarinin 25-30 °C 1si1da (%0.9
Nacl) serum fizyolojik bulunan termosta 2 saate kadar laboratuvara taginarak,
ovaryumlarin serum fizyolojik ile yikanmasi, kesi atilarak oositlerin yikanmasi,
dondurulmus sperma ornekleri ile in vitro fertilizasyon islemi yapilmis ve sonrasi kiiltiir

asamasinda 3 (iig¢) adet deneme grubuna nonilfenol eklenmesi uygulanmistir.
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Fertilizasyon sonrasi1 embriyo siireci ve bu kimyasallarin fertilizasyonda ve embriyo

stirecindeki etkilerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmas: yapilmistir.

Mezbahaneden 37°C 1s1da (%0.9 Nacl) serum fizyolojik bulunan termos icerisine alinan
testisler laboratuvara getirilmistir. Testislerin dis kapsiilii uzaklastirildiktan sonra
epididimis diseke edilerek, spermler retrograde flushing metodu ile Tris tamponu
icerisine aktarilmistir. Ardindan Thoma lami ile sayilarak 1ml soliisyon igerisinde
yogunlugu 100-200 X 106 /ml spermatozoon olacak sekilde 5 farkli grup
olusturulmustur. Gruplar 37°C de su banyosu igerisinde muhafaza edilmistir ve

Spermatolojik parametreler 2. saatte degerlendirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Kirikkale Yaren Mezbahesi’'nden alinan toplam 57 bas disi sigir materyalinde farkl
zamanlarda mezbahadan, 57 bas disi sigirdan toplam 109 adet ovaryum alinmigtir. 109
adet ovaryumdan toplam 352 adet A ve B kalite oosit elde edilmistir. Elde edilen bu
oositler 1 kontrol 3 deneme grubu olacak sekilde gruplara ayrilarak maturasyona
birakilmistir. Toplam 352, A ve B kalite oositin 54 adeti kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir. Nonilfenol 1, nonilfenol 2 ve nonilfenol 3 deneme gruplarindaki
oosit sayilar1 sirasiyla 66, 66, 64 adet olacak sekilde maturasyon gruplar

olusturulmustur.

Kirikkale Yaren Mezbahesinde kesilmis 12-18 aylik Simental bogalara ait testisler
kullanilmistir. 2 adet testisten A ve B grubu olusturulmustur. Thoma lamu ile sayilarak
Iml soliisyon igerisinde yogunlugu 100-200 X 106 /ml spermatozoon olacak sekilde 5

farkli grup olusturulmustur.

2.2. Metot

Mezbahadan temin edilmis olan ovaryumlar, 25-30°C de 100mg/l Kanamisin Siilfat
ihtiva eden (NaCL) %0.9’luk serum fizyolojik icerisine alinarak azami iki saat
icerisinde laboratuvara ulagtirilmistir. Ovaryumlardan aspirasyon islemi yapilarak
oositler elde edilmistir. Ovaryum yiizeyindeki 2-8 mm ¢apindaki follikiillerden
laboratuvarda, 5 ml’lik enjektore takilan 21 Gauge’lik igne ucu yardimiyla oositler
aspire edilmistir. Aspirasyondan 6nce enjektor igerisine 1 ml yitkama mediumu (m-PBS)
cekilmistir. Toplanan oositler ayni soliisyon igerisinde stereo mikroskop altinda kalite

degerlendirmesi yapilarak A ve B sinifina giren oositler maturasyon siirecine alinmistir.
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Resim 2. 1: Ovaryum ve aspirasyonu

Oosit degerlendirilme kriterleri (Resim 1.3.); (Akyol vd., 2007)

A. 5-6 siradan daha fazla etrafinda kumulus hiicresi bulunup homojen
yapida olan oositler

B. 2-4 sira etrafinda kumulus hiicresi bulunan ya da az bir kisimda
kumulus hiicresi bulunmayan oositler

C. Etrafinda kumulus hiicresi bulunmayan oositler

D. Etrafinda bulunan kumulus hiicre yigininin dejenere durumda oldugu

oositler.

A kalite B kalite

Resim 2. 2: S1g1r oositlerinin morfolojik kalite siniflandirmasi

Oositler TCM-199 maturasyon mediumunun bulundugu yikama soliisyonunda

yikandiktan sonra ayni solusyondan hazirlanan ve {izeri mineral yag ile kaplanan
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100ul’lik mikrodamlalara yerlestirilmistir. Kullanilan mikrodamlalarda yaklasik 20
oosit olacak sekilde yerlestirilerek 20-22 saat %5 COy, 38,5-39°C ve %95 bagil nem

ihtiva edenCO; inkubator igerisinde inkube edilmistir.

Spermalarin kriyoprotektanlar ve seminal plazmadan ayristirilmasi, kapasitasyonu ve
sulandirilmas1t  amaciyla modifiye BO  (Brackett Oliphant) mediumundan
yararlanilmistir. Yapilan sperm isleme metodunda 6lii veya canli spermatozoonlarin
ayriminin yapilmasina ihtiya¢c duyulmamistir ve ortalama %50 motil spermatozoon
olmas1 kosuluyla islemler sonunda oosit basina yaklasik 25-30.000 canli spermatozoa
olacak sekilde fertilizasyon islemi gergeklestirilmistir. Fertilizasyon amaciyla
hazirlanmig olan mediumun 100ul’lik fertilizasyon mikrodamlalar1 yapilmis ve iizerine

mineral yag eklenmistir.

Oosit yikama soliisyonunda yikanan olgunlastirilmis oositler sonrasinda fertilizasyon
mikrodamlalarina alinmistir. Olgunlagtirilmis oositlerden yaklasik 20 adet olacak
sekilde fertilizasyon mikrodamlalarina ilave edilerek toplamda 100ul’lik inseminasyon
sartlar1 saglanan mikrodamlaciklar igerisine konmustur. Sonrasinda bunlar 5-6 saat
kadar inkubasyon ortaminda bekletilmistir. Spermalarin kapasitasyonu amaci ile 5

[U/ml Heparin ve 2mM Kafein kullanilmstir.

Inkubasyon sonras1 oositler 100ul’lik kiiltiir mediumu (CR1aa) (amino asitli Charles
Rosencrans) bulunan mikrodamlalarda 7 giin boyunca inkubasyona birakilarak 48 saatin

sonunda ilk boliinme kontrolii yapilmistir.

Resim 2. 3: Kiiltiir mediumu (CR1aa) droplari
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Oosit maturasyonu, fertilizasyon ve sonrasinda embriyo kiiltiirii amaciyla yapilan
islemlerin tamami icin %5 CO2 , %95 bagil nem ve 38,5-39°C 1sidaki inkubator

kullanilmustir.

Deneme gruplariin hazirlanmasi amaciyla; DMSO ile 0.5 g NF/ 5 ml konsantrasyonu
ile karistirilan stok soliisyon elde edilerek, stok soliisyonundan 0,1; 10; 100 pq NF/ml
konsantrasyonlarinda soliisyonlar sirasiyla hazirlanip deneme NF1, NF2, NF3 gruplari

olusturulmustur.

100 pg/ml ve iizerinde kullanilan nonilfenol dozlarinda boganin sperm hareketliliginin
onemli ol¢giide etkilendigi goriildii. Planlanan gruplar iizerinde boga spermasinda etkili

olan 100 pg/ml oraninda nonilfenol dozu kullanilmistir.

Glutaminin tek basina kullanildig1 ¢alisma sayisi olduk¢a azdir. Yapilan bir calismada
ko¢ spermasinda 5 mM dozunda kullanildiginda olumlu yonde etkileri oldugu

belirlenmistir. Calismada 1mM, SmM ve 10 mM dozlar kullanilmustir.

Tablo 2. 1: Calismada Kullanilan Gruplar ve Kimyasal Dozlar1

Kontrol Grubu Grup

100 pg/ml Nonilfenol Grup
1 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol | Grup
5 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol | Grup
10 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol | Grup

2.2.1. Motilite Tayini (M)

Gruplar 1sitma tablali faz-kontrast mikroskop ile 20X biiylitmede subjektif olarak
gozlemlenerek toplamda 5 farkli alanda spermatazoa hareket kabiliyeti yoniinden

incelenip motilite orani ylizde olarak belirlendi.
2.2.2. Plazma Membran Biitiinliigii (PMB)

Floresan atagmanli (Leica DM IL LED FLUO; Leica, Germany) mikroskop kullanilarak
SYBR-14 ve PI (Live-Dead Sperm Viability Lit L-7011; Invitrogen, Eugene, OR, USA)
floresan boyalar ile boyama yapilarak, spermalar 1-2x106/ml olacak sekilde

seyreltildikten sonra 50 pl sulandirilmis sperma ependorf tiiplere konulup tizerine 1 uM
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iceren 10 pl SYBR-14 eklenip 10 dk bekletildi. Soliisyon icerisine, 5 uM igeren 5 pl PI
eklenip 5 dk sonra 3 pl Hancock soliisyonu ile reaksiyon durduruldu. 3 pl 6rnek lam
tizerine konularak lamel kapatilip, 200 spermatozoa sayildi. PI ile boyanip ve kirmizi
floresan yayanlar 6li kabul edildi. SYBR-14 ile boyanip ve yesil flourasan yayanlar
canli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Kontrol grubu igerisinde 54 adet oositin 20-22 saat inkubasyon sonrasinda %75-80
oraninda mature oldugu tespit edilmistir. Maturasyon bulgusu olarak kumulus
ekspansiyonu oositlerin stereo mikroskop altinda siibjektif olarak degerlendirilmesiyle

elde edilmistir.

Resim 3. 1: Mature oosit goriintiisii

Fertilizasyon ve akabinde kiiltiir droplarina yerlestirilen mature oositlerin kontrol
grubunda kiiltiiriin ilk 48. saatinde yapilan kontrollerinde 11 adet oositte dorde
yariklanma goriilmiis, kiiltiir sonras1 gelisim oraninin %20 oldugu tespit edilmistir.

Kiiltiiriin 7. glinlinde yapilan kontrollerde bunlarinda gelismedigi tespit edilmistir.

26



Resim 3. 2: Kiiltiiriin 48. saatinde kontrol grubunda goriilen doérde yariklanma

Resim 3. 3: Kiiltiiriin 7. giiniinde kontrol grubunun goriintiisii

Uc adet NF deneme grubunda yer alan oositlerin hig birisinde kiiltiir ortaminda gelisme
olmadigr kaydedilmistir. Gelisme olmamasi iizerine nonilfenoliin sperma etkisine
bakmak i¢in deneme gruplarinda kullanilan dozlar ve bu dozlardan daha diisiik dozlar
ayarlanarak (0.01, 0.001 ve 0.0001 pq NF/ml konsantrasyonlarinda) spermalar {izerinde
etkisine bakilmistir. Calisma i¢in kullandigimiz nonilfenol dozlar1 spermlere katilarak
yaklagik 2 saat kadar izlendi. 0,1 pq NF/ml dozunda yaklasik 1 saat sonra %25 sperm
motilitesinde azalma oldugu goriildii. 10 pq NF/ml dozunda, doz eklenmesinin akabinde
1 saat sonunda sperm motilitesinde %40 azalma goriildii. 100 pq NF/ml dozunda, doz
eklenmesinin akabinde %55 den fazla azalma oldugu goriildii. Dozlar degistirilerek

spermatazoalar oositlere katildi. 0.01 pq NF/ml dozunda eklendikten 2 saat sonrasinda
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sperm motilitesinde yaklasik %30 oraninda, 0.001 pq NF/ml dozu eklendiginde 2 saat

sonunda yaklasik %20 oraninda sperm motilitesinde azalma oldugu goriildii.

Gruplar 2 farkh testisten alinan sperm materyali ile 1ml soliisyon i¢erisinde yogunlugu
100-200 X 106 /ml spermatozoon olacak sekilde olusturuldu. 100 pq NF/ml
konsantrasyonunda onemli 6l¢iide olumsuz etki kaydedildigi i¢in ¢alismada bu doz

konsantrasyonu kullanildu.

Tablo 3. 1: Gruplarin Motilite Tayini

Motilite (M) Yiizdesi
A Grubu B Grubu
Kontrol Grubu 80,80 80,80
100pg/ml Nonilfenol 40,40 50,55
1 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol 50,50 80,80
5 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol 50,60 70,80
10 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol 90,80 80,90

Gruplarin motilite yiizdeleri degerlendirildiginde 100pg/ml Nonilfenol kullanilan grupta
kontrol grubuna gore 6nemli Ol¢iide azalma oldugu gozlemlendi. | mM Glutamin+100
png/ml Nonilfenol kullanilan grupta glutaminin nonilfenoliin etkisini bu dozda
kullanildiginda her iki grupta da motilite yiizdesini arttirdigi tespit edildi. 5 mM
Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol grubunda yine motilite yiizdesini arttig1 gézlemlendi.
10 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol grubunda sadece nonilfenol kullanilan gruba
gore yliksek oranda ve anlamli diizeyde motilite ylizdesinde artis gézlemlendi ve ayrica
kontrol grubuyla kiyaslandiginda da glutaminin olumlu etkisi ile motilite ylizdesinde

artis oldugu soylenebilir.

Gruplarin plazma membran biitiinliigli ylizdeleri degerlendirildiginde 100pg/ml
Nonilfenol kullanilan grupta azalma oldugu goriildii. Glutamin kullanilan tiim gruplarda
glutaminin nonilfenol’iin toksik etkisini azalttig1 ve nonilfenol grubuyla kiyaslandiginda

anlamli dl¢lide plazma membran biitiinliigii ylizdelerinde artis oldugu gézlemlendi.
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Resim 3. 4: Kontrol grubunda PMB incelenen 6lii/canli sperm goriintiisii

Resim 3. 5: 100 pg/ml Nonilfenol grubunda PMB incelenen 6lii/canli sperm goriintiisii

Resim 3. 6: 10 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol grubunda PMB incelenen
olii/canli sperm goriintiisii
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istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS v.16 programi ile analiz edildi ve Parametrik olan veriler
arasindaki anlamlilik diizeyi Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve gruplar
arasindaki farklar Post Hoc Tukey Testi ile belirlendi.

Tablo 3. 2: Epididimal Boga Spermasma 100 pg/ml dozunda Nonilfenol ve Uygulanan
Nonilfenolla Birlikte Farkli Dozlarda Glutamin Uygulamasinin = Spermatolojik

Parametrelere Etkisi

Gruplar (n=4) Motilite(%) Plazma Membran Biitiinliigii(%)
Kontrol 80,00+0,00° 70,5042,62°
100 pg/ml Nonilfenol 46,25+3,75° 66,00+£1,41¢
1 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol 65,00+8,66% 74,50+1,04%
5 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol 55,00+2,88° 76,25+0,47%
10 mM Glutamin+100 pg/ml Nonilfenol 85,00+3,81% 78,25+2,05%
Istatistiksel Onem * -

Veriler = Ortalama + Standart Hata, *= P < 0,05 diizeyinde anlamlilik. °: Istatistiksel
fark
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda endokrin sistem bozucularindan olan Nonilfenol’iin sigir
embriyolar1 iizerindeki etkileri arastirilmistir. Deneylerde elde edilen veriler
incelendiginde deneme gruplarina nonilfenol eklendiginde kiiltiir ortaminda gelisme
olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan deneme gruplarinda gelisme olmadig1 goriilmesi iizerine
spermalara kullanilan dozlarda nonilfenol katilarak etkisine bakilmis ve ¢ok kisa
siirelerde sperma motilitesinde azalma oldugu goriilmiistiir. Bunun iizerine daha diisiik
dozlarda Nonilfenol dozlar1 ile sperm motilitesi incelenmis ve yine azalma oldugu
kaydedilmigtir. Bu durumdan kaynakli kiiltiir ortaminda gelisme olmadigi
diisiiniilmektedir. Yapilan aragtirmalarda Glutamin’in kimyasallar {izerinde koruyucu
etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle Nonilfenol’{in spermadaki olumsuz etkisi {izerine
Glutamin’in koruyucu etkisine bakilmistir. Anlamli diizeyde Nonilfenol’iin olumsuz
etkisini yok ettigi gozlemlenmistir. Fertilizasyon ve embriyo gelisimi igin de

Glutamin’in Nonilfenol’lin olumsuz etkisini yok edebilecegi diisiiniilmektedir.

Cakal ve Parlak (2007), denizkestanesi embriyolariiizerinde yaptiklari ¢calismada, NF
miktarini 6lgmislerdir. Diisiik miktarlarda kullanilan NF ve OF konsantrasyonlarinin
iskelet sistemi iizerinde bozukluklara neden oldugu bildirilmistir. Yiiksek kullanilan NF
ve OF konsantrasyonlarinin ise mitozu engelleyip embriyo gelisimini erken yasam

donemlerinde engelledigini bildirmistir.

Arslan vd. (2007), yaptiklar: ¢calismada denizkestanesi tiirii olarak bilinen Paracentrotus
lividus gamet ve embriyolarinda, sperm ve yumurtalar1 0,937- 18,74 pg/L
konsantrasyon araliginda NF ve 5-160 ug/L konsantrasyon araliginda OF’ye maruz
birakarak mitotik aktivitedeki morfolojik degisim, sekil bozukluklari, sperm kalitesi,
gelisim geriligi, embriyonik ve larval 6liim, fertilizasyon basarisi oranlar1 incelenmistir.
Kontamine spermlerin olusturmus oldugu larvalarin iskelet yapisinda sekil

bozukluklarinda artig goriilmiis ve fertilizasyon basarisina bakildiginda yaklasik % 20
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oraninda azalma oldugu bildirilmistir. Bu tiirde Nonilfenol’iin genotoksik ve

embriyotoksik konsantrasyonlar1 0,937 pg/L, OF i¢in 4,685 ng/L olarak bildirilmistir.

Zebrabaliklarmmin  iireme sistemlerinde iireme Oncesinde Nonilfenol’e maruz
birakilmalarinin ~ etkisi incelenmesi amaciyla {i¢ hafta boyunca 50 png/L
konsantrasyonunda Nonilfenol’e maruz birakilmis olan disi ve erkek zebrabaliklari,
kontrol grubunda bulunan disi ve erkek zebrabaliklari ile dort grupta incelenecek
sekilde ciftlestirilmistir. Bu dort grupta fekundite, embriyonik cathepsin D aktivitesi
(CAT D), yavrulardaki sekil bozuklugu degerleri, yumurta kabugu kalinligi ve
kuluckadan ¢ikma orani dl¢lilmiistiir. NF’ye maruziyeti olan erkek baliklarin bulundugu
gruplardaki degerlerin farklilik gostermedigi gozlemlenmis fakat NF’ye maruziyeti olan
disi baliklarin oldugu gruplarda CAT D aktivitesinin yavasladigi, iiremede zayiflamalar
oldugu, sekil bozuklugu oranin yiikseldigi ve yumurta kabugu kalinliginin azaldigi (%
23,6) bildirilmistir (Yang vd., 2006).

NF’nin, insan plasentasina yavas bir hizda olsa da gectigi tespit edilmistir. NF nin,
amniyon sivisinda ¢evredeki miktarlara ulastigi belirlenmistir. 19 dogum 6ncesinde NF
miktarini 6lgmek ve anne-cenin arasindaki NF gecisi olup olmadigini belirlemek igin
yapilan arastirmada 174 anneden ve gobek kordonundan aliman kan Ornekleri
incelenmis, analiz sonucunda Ozellikle biiyiiksehirlerde Nonilfenol orani tespit
edilmistir. Anne-bebek ciftlerin %63,6’sinda gébek kordonu atardamarina gore gobek
kordonu toplardamarinda daha yiiksek Nonilfenol konstantrasyonuna rastlanmistir

(Balakrishnan vd., 2011).

Lukacova vd. (2012), yaptiklar1 calismada, biiylikbas hayvan sperm hiicrelerinin
hareketliligini incelemistir. Nonilfenol’iin zamana ve doza bagh etkilerini
arastirmiglardir. Yiiksek dozlardaki (100 pg/ml’den biiyiik) nonilfenol mariziyeti olan
sperm  hiicrelerinin  hareketliliginin =~ olumsuz  etkilendigi  bildirilmistir.  Bu

konsantrasyonlarin iireme fizyolojisi lizerinde toksik etki olusturdugu bildirilmistir.

Bennetts vd. (2008), Nonilfenol’iin insan spermi lizerinde DNA biitiinliigiine zarar

verdigini ve bu durumunda diisiiklere neden olabilecegini bildirmistir.
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Uguz vd. (2009), c¢aligmalarinda NF’nin epididimal rat spermi iizerine etkisini
incelemistir. Rat sperminin nonilfenole in vitro maruz birakilmasinin 6ncelikle rat
sperm akrozomalini degistirdigini gostermistir. Nonilfenoliin akrozomal biitiinliiglini
etkileyip, NF dozuna bagli sperm hareketliliginde ve mitokondriyal membran
potansiyelinde azalma, sperm fonksiyonlarinin yok olmasinda anlamli rolii oldugunu

belirtmislerdir.

Selcen (2013), Nonilfenol’iin sigir spermlerine etkisini  gormeyi amacladigi
caligmasinda, kontrol grubuna gore 100 ug NF /ml konsantrasyonu grubunda istatiksel
olarak anlamli fark oldugunu bildirmistir. Kullanilan konsantrasyon grubunda sigir
sperm hiicreleri lizerinde DNA kirilmalari sonucunda apoptoza neden oldugunu
bildirmistir. Nonilfenol’iin sig1r oositlerindeki olgunlagsmayaetkisini gérmeyi amagladigi
deneylerde, diger gruplara goére 100 pg NF/ml konsantrasyonunda olan grubun
olgunlagsma oraninin istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugunu tespit etmistir. Ayrica
uygulanmis olan nonilfenol miktar1 ile olgunlasma yiizdelerinin arasinda giiglii negatif

dogrusal iligki oldugunu bildirmistir.

Bucak vd. (2008), yaptiklar1 ¢alismada dondurulmus kog spermasinin sperm 6zellikleri
tizerine antioksidanlarin etkisini degerlendirmistir. Dondurucu genisleticinin 2,5 mM
glutamin ile eklenmesinin ardindan hareketlilik ve HOST agisindan 6nemli bir fark
gbzlenmemesinin yani sira 5 mM glutamin ile desteklenen bir dondurma genisletici,
daha yiiksek bir hareketlilige yol agmistir. Cozdiriilmiis ko¢ spermasinda
antioksidanlarin lipit peroksidasyonu ve antioksidan aktiviteler lizerindeki etkilerine
bakildiginda CAT aktivitesi, diger tedavilerle karsilastirildiginda 5 mM glutamin

ilavesinin ardindan 6nemli 6l¢ilide yiiksek oldugu bildirilmistir.

5 mM Glutaminin kriyoprotektif bir etki sagladigi, kontrole kiyasla ko¢ spermasinin
¢Ozililme sonrasi hareketliligini ve membran biitiinliiglini iyilestirdigi gibi CAT
aktivitesini de onemli 6l¢iide yiikselttigini bildirmistir. Sperm sulandiricilara glutamin
(5§ mM) takviyesinin, dondurulmus-¢oziilmiis ko¢ spermine daha fazla fayda sagladigini

bildirmistir.
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5. SONUC

Cevre kirleticilerinin pek c¢ok alanda kullaniliyor olmasi saglik sorunlarmi da
beraberinde getirmektedir. Giinliikk yasantimizda kullandigimiz esya ve materyallerden
cevresel kirleticiler ve kimyasallarasiklikla maruziyetimiz olmaktadir. Nonilfenol gibi
kimyasallarin igerisinde bulundugu bu kirleticilere maruziyet hem erkek hem disi de

infertiliteye neden olabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda etkileri belirlenmeye calisilan nonilfenol diinyanin her iilkesinde on
binlerce ton miktarlarinda iiretilmektedir. Uretilen bu miktarlar, deterjanlarda, plastik
esyalarda, boyalarda, kozmetiklerde ve gilinliikk yasamimizda hemen her alanda

kullanilmaktadir.

Cevre kirleticilerin hem erkek hem disi de infertiliteye neden olabilecegi, erkeklerde
sperm sayisinda ve motilitesinde azalmaya neden oldugu, gamet fizyolojisi tlizerinde
olumsuz etkileri literatiirde rapor edilen bulgular arasindadir. Nonilfenol’iin dstrojenik,
toksik ve karsinojenik etkide olduguna literatiirde yaygin bir sekilde rastlanmaktadir.
Nonilfenol’iin embriyo gelisimi esnasinda meydana getirebilece8i epigenetik etkilerin
canlilarin yasami boyunca kalict etki yapabildigi rapor edilmistir. Glutamin’in

kimyasallara kars1 koruyucu etkisi olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur.

Nonilfenol’iin si1gir oositlerindeki olgunlagsmaya etkisini gérmek amaciyla yapilan
deneylerde, diger gruplara goére 100 pg NF/ml konsantrasyonunda olan grubun
olgunlagma oraninin istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu belirtilmistir. Ayrica
uygulanmis olan nonilfenol miktari ile olgunlasma yiizdelerinin arasinda giiglii negatif
dogrusal iliski oldugu bildirilmistir. Yapilan calismalarda sperma iizerinde 5 mM
glutamin ile desteklenen bir dondurma genisletici, daha yiiksek bir hareketlilige yol

acmistir.

Nonilfenol’iin sperm ve oosit iizerine etkilerini igeren ¢alismalar smirh sayida

bulunmaktadir. Fertilizasyon ve embriyo donemi etkileri incelenmis bir ¢alisma simdiye
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kadar bulunmamaktadir. Glutamin’in sperma iizerinde Nonilfenol’{in olumsuz etkisine

kars1 koruyucu etkisi olup olmayacagi iizerine yapilmis bir caligma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada Nonilfenol’lin sigir embriyolar iizerine etkisini gormek amaciyla yapilan
deneylerde, 0,1; 10; 100 pq NF/ml konsantrasyonlarinda hazirlanan gruplarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Kontrol grubunda kiiltiiriin
48. Saatinde dorde yariklanma goriiliirken, 0,1; 10; 100 nqg NF/ml konsantrasyonlarinin
kullanildig1 gruplarinin hig birinde bir gelisme goriilmemistir. Bu durum nonilfenol’iin
fertilizasyon ve embriyo doneminde anlamli sekilde toksik etkisinin oldugunu

gostermektedir.

Belirlenen dozlarda Glutamin’in sperma iizerinde Nonilfenol’iin toksik etkisine karsi
koruyuculuguna baktigimiz bu caligmada kontrol grubuna goére Nonilfenol grubunun
biiyiikk oOlglide sperma motilitesini ve plazma membran biitiinliiglini azalttig
bulunmustur. Nonilfenol’e Glutamin katulan tiim gruplarda Motilite tayinine
bakildiginda anlamli bir sekilde Glutamin’i n sperma iizerindeki Nonilfenol’iin toksik
etkisini azalttigr tespit edilmistir. Aym1 zamanda Plazma membran biitliinliigline
bakildiginda Glutamin’nin Nonilfenol {izerindeki bu etkisinin istatistik olarak anlamli

fark gosterdigi bulunmustur.
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