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1. GIRIS

Diinyada giderek artan niifusla birlikte gelisen teknoloji ve hizli sanayilesme cevre
Kirliligini de beraberinde getirmektedir. Cesitli kaynaklardan ¢ikan radyoaktif, kati,
stvi ve gaz halindeki kirletici maddelerin hava, su ve toprakta yiiksek oranda
birikmesi ¢evre kirliliginin olusmasina neden olmaktadir. Cevre kirliligine neden
olan kimyasallarin arasinda fenolikler, alkoller, aldehitler, steroller, poliaromatik
hidrokarbonlar, pestisitler, dioksinler, alkilfenolik bilesikler, farmosotik kaynakli
hormonal veya anti-hormonal ilaglar, deterjanlar, agir metal bilesikleri,
poliklorobifenil (PCB), polibrobifenil (PBB) gibi kimyasallar bulunmaktadir
(Toppari ve ark., 1996; Crisp ve ark., 1998).

Cevresel kirleticilerin birgogu canlilarin endokrin sistemini olumsuz yo6nde
etkileyebilmektedir. Endokrin bozucu maddeler; endokrin sistemin gelisimi ve
fonksiyonunu degistiren maddelerdir. Bu maddeler, hormonlarin tiretim, salinim,
baglanma, tasinma, aktivite, yitkim ve viicuttan atilimlari lizerine etki etmektedirler

(Yesilkaya, 2008).

Ksenoostrojen olarak da adlandirilan cevresel kirleticilerin bir¢cogu hormon
benzeri etkilere sahiptir (Soares ve ark., 2008). Bu kimyasallar, viicutta hormon
sistemini taklit ederek viicut gelisimini, dogurganligi ve hiicre metabolizmasini
bozmaktadir (Jacobsen ve ark., 2010). Ksenoostrojenler farkli etki mekanizmalari ile
endokrin  sistemi etkilemektedirler. Ksenodstrojenlerin  bir kismi  hormon
reseptOrlerine baglanarak hormon gibi davranmakta, bir kismi ise dogal hormonun
spesifik reseptér bolgesine baglanmasini engelleme seklinde anti-hormonal etki
gostermektedir. Baska bir deyisle, bu bilesikler organizma igerisinde hormon
reseptorlerini taklit etme veya onlarin etkilerini tersine c¢evirme kabiliyetine

sahiptirler. Ksenodstrojenik kimyasallarin gosterdikleri bu hormonal veya anti-



hormonal aktiviteler endokrin sistemin isleyisini olumsuz yonde etkilemektedir
(Carney ve ark., 1997; Cook ve ark., 1997; Bolger ve ark., 1998). Bu kimyasallar
hem karada, hem de suda yasayan canlilar agisindan onemli sonuglart bulunan
Ostrojenik etkilere sahiptirler (McLachlan, 1980;1985).

Endokrin sistemi olumsuz etkileyen bu kimyasallar; PCB, dioksin ve
benzopren, polivinilkarbon (PVC), bisfenol A (BFA), pestisitler, bitki ilaglari,
mantar ilaglari, parazit ilaglari, AF ve agir metaller olarak 6zetlenebilir (Tabb, 2006).
Bu kimyasallarin ¢ogu yagda eriyebildiginden, yag dokusunda birikirler veya yikilip
zararsiz hale getirilmeleri islemi zor oldugu i¢in viicutta uzun siire kalarak zararl

etkilerde bulunabilirler (Solomon ve Schettler, 2000; Lee, 2007).

Endokrin bozucularin insan sagligi iizerine etkileri incelendiginde o6zellikle
tireme sisteminde degisik mekanizmalarla bircok patolojiye yol actigi gosterilmistir
(Massart ve ark., 2005; McLachlan ve ark., 2006). Bu maddelere uzun siireli olarak
gerek besinler yoluyla agizdan, gerek deterjan ve kozmetikler gibi evsel kullanim
esnasinda deri yoluyla; gerekse bu maddelerin iiretiminde c¢alisanlarda solunum ve
deri yoluyla maruz kalma sonucunda saglik ve fertilite problemleri ortaya
cikmaktadir (Kris-Etherton ve ark., 2002). Tablo 1.1.’de endokrin bozucularin iireme

sistemi iizerindeki etki mekanizmalar1 gosterilmistir (Yesilkaya, 2008).

Tablo 1.1. Endokrin bozucularin treme sistemi tizerindeki etki mekanizmalari
(Yesilkaya, 2008)

BFA ve B, Dietilstilbestrol, Metoksiklor,
Klordekon, Oksilfenol, Nonilfenol, Genistein,
DDT ve metabolitleri

Ostrojen Reseptorlerini
Uyararak Etkileyenler

Androjen Reseptorlerini inhibe | Vinklozin, Flutamid, DDT ve metabolitleri,

Ederek Etkileyenler Metoksiklor, Fenitrotion, Prosimidon, Linuron
Steroid Hormon Sentezini Fitalatlar, Trifeniltin, Fenarimol, Fadrozol,
inhibe Edenler Ketokonazol, Finasterid, Endosulfan

Deltametrin, Oksilfenol, 1,2-dibromo-

Apoptozise Neden Olanlar 3kloropropan




Endokrin bozucularin ¢ogu, 6strojenik etkili olmakla birlikte antidstrojenik ve
antiandrojenik etkili olanlar da bulunmaktadir. Ayrica Ostrojenik ya da
antiandrojenik endokrin bozucularin, erkeklerde testis ile prostat kanseri ve
kadinlarda meme ile endometrium kanseri gelisiminde risk faktorii oldugu ileri
suriilmustir (Lee, 2007; Hess-Wilson ve Knudsen, 2006).

Endokrin sistemi bozucu maddelerden alkilfenol etoksilat bilesikleri (AFB)
cevrede istikrarli degildirler ve bunlar etoksi birimlere bdliinerek AF’lere
dontigebilirler (Lee, 2007). AFB, biyolojik olarak kolay parcalanma 6zelliginde olup,
sularda biyolojik olarak parcalanarak biitilfenol (BF), oktilfenol (OF) ve nonilfenol
(NF) gibi AFB tiirevlerine doniismektedir. Ana bilesenlerine gore AF’ler; ozellikle
NF ve OF daha hidrofobik ve zehirlidirler. Bir¢ok arastirma bu kimyasallarin
endokrin bozucu etkilerini gostermistir. NF, AFB’nin % 82’sini olustururken, ayni
zamanda biyolojik bozunuma en dayanikli olan kimyasaldir (Nimrod ve Benson,
1996; Shang ve ark., 1999; Ackermann ve ark., 2002; Kwack ve ark., 2002). Hale ve
ark. (2000), NF miktarinin kanalizasyon atiklarinda 14,000 pg/L, ¢okeltilerde ise
70,000 pg/L kadar ¢iktigini rapor etmislerdir.

Bir bagka endokrin bozucu olan Bisfenol-A (BFA) polikarbonat plastiklerde,
epoksi recinelerde, polyesterde, lastik ve poliamid sanayinde, PVC plastik
pencerelerde, kompakt disklerde, is giivenlik kasklarinda, kursun gegirmez camlarin
yiizeyine kaplanan filmlerde, otomotiv parcalarinda, toz boyalarda, su ve siit
siselerinde, bebek biberonu, bir¢ok elektrik ve elektronik par¢a yapiminda
kullanilmaktadir. BFA’nin ¢ok genis kullanim alanimin olmasi giinliik hayatta
kisilerin BFA ile temas etme risklerini arttirmaktadir (Staples ve ark., 1998; Sheehan,
2000).

NF ve BFA yapisal olarak Ostradiol (17f-estradiol) hormonu ile benzerlik
gostermektedir. Bu sayede NF ve BFA, Ostrojen hormonunu taklit edebilmektedir.
Bilindigi tizere, 6stradiol (E2 veya 17B-6stradiol) kadinlik 6zelligini saglayan ana

hormon olan 0Gstrojen tiirevidir. Disi cinsel organlarinin gelisimini ve cinsel



olgunluga erisimi saglar. Beyinden gelen uyarict hormonlar LH ve FSH araciligiyla
overlerden yani yumurtaliklardan salgilanir. Progesteron hormonuyla birlikte
yumurtlama ve adet sikluslarmin diizenlenmesini saglar. Erkeklerde testislerden az
miktarda salgilanir ve prostat ile meme dokusunun gelismesinde rol alir. Sekil
1.1.’de 17B-0stradiol (a), NF (b) ve BFA (c) arasindaki yapisal benzerlik

gosterilmektedir.

OH

| e
HO G
() 17p-6stradiol
HO

(b) NF

Y
vO O ore

(c) BFA

Sekil 1.1. 173-6stradiol (a), NF (b) ve BFA’nin (¢) kimyasal yapilarinin
karsilastiriimasi.

Ostrojene yapisal benzerliginden dolayr dstrojen reseptdrlerine baglanarak
Ostrojeni taklit edebilen ya da ostrojen reseptorlerini isgal ederek konsantrasyona
bagli olarak dogal Ostrojenin etkisini azaltabilen, bu kimyasallarin ¢ogu
ksenodstrojenler olarak da adlandirilir ve bunlarin parcalanma iiriinleri dstrojenik,
mutajenik, toksik veya karsinojenik olabilmektedir (Toppari ve ark., 1996; Bigsby ve
ark, 1999).



NF, giinlik yasamda deterjanlarda, boyalarda, herbisitlerde, pestisitlerde ve
kozmetik iiriinlerde yaygin olarak bulunmaktadir. Ostrojenik etkileri nedeniyle bu
maddenin, kemirgenlerde testis ve epididimisi olumsuz yonde etkileyerek lireme
fonksiyonunu bozdugu ileri siiriilmektedir (De Jager ve ark., 1999a; De Jager ve ark.,
1999b).

NF’nin istiridyeler iizerindeki o6ldiiriicii ve Ostrojenik etkilerini belirlemek igin
yapilan arastirmada, 0,1 mg NF/L’lik konsantrasyonda hi¢ 6liim olmadigi ve 96
saatlik LC50 degerinin 0,3 mg NF/L oldugu belirlenmistir. Ostrojenik etkiyi 6l¢gmek
igin yapilan arastirmada yedi giin boyunca 0,1 mg NF/L’ye maruz birakilan grupta
alkali-labil fosfat (ALP)’nin arttigi gézlenmistir. Ondort giinliik deneylerde tiim
konsantrasyonlarda (0,0125; 0,025; 0,05 ve 0,1 mg NF/L) ALP artis1i gézlenmistir
(Marin ve ark., 2008).

Ostrojenin ikincil cinsiyet Kkarakterlerinin gelisimini saglamasindan dolayz,
Tayvan’da ergenlik donemindeki 786 6grencinin idrarlarindaki NF konstantrasyonu
ve bunun ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisimindeki etkisi arastirilmistir. Idrar
orneklerinin % 30’u pozitif olarak belirlenmistir. NF konsantrasyonlar1 178,25 pg/g
kreatine kadar degismektedir. Yaslar1 dokuz, on ve on buguk arasinda degisen
Tayvanh kizlarin, % 15’lik bir kisminin adet gérmeye bagladigi belirlenmistir.
Tayvanli kizlarda goriilen bu oran, beyaz ve siyahi kizlardan daha fazladir. Beden
kitle indeksi (BKI) cinsiyet gelisiminde énemli bir etken oldugu igin ikincil cinsiyet
karakterlere sahip olup olmama konusunda idrardaki NF seviyelerinin anlamli bir
fark olusturmadig1 belirlenmistir. Yasin ve BKi’nin etkisi diizenlendikten sonra, adet
gorme yasinin idrardaki NF seviyesinin artistyla ters korelasyona sahip oldugu
goriilmistiir. Arastirmacilar sonu¢ olarak NF’ye maruz kalmanin ergenlik gelisimini

etkileyebilecegini belirtmislerdir (Chen ve ark., 2009).

Bir baska endokrin sistem bozucu olan BFA, polikarbonat plastiklerinin
icerisinde ve Ozellikle de yiyecek, igecek kaplarinda ve dis malzemelerinde bulunan

ve Ostrojen reseptorlerine baglanarak ostrojenik etki gosteren bir maddedir (Bigsby



ve ark, 1999). BFA’nin, disi farelerde endometrium epitel hiicrelerinin ¢ogalmasina,
overlerde degisikliklere, yumurta sayisinda azalmaya ve uterus agirliginda artmaya
neden oldugu gosterilmistir. BFA’ya maruz kalan erkek farelerde ise prostatta
biiyiimeye, epididimis agirliginda azalmaya ve anogenital bozukluklarda artmaya

neden oldugu tespit edilmistir (Maffini ve ark., 2006).

Cevresel dozlarda BFA’ya maruz kalmanin genis burunlu Kayman
timsahlarinin (Caiman latirostris) cinsiyetleri tizerindeki etkisi incelendiginde,
yumurta igerisine ¢esitli dozlarda uygulanan BFA’nin yumurtalik cinsiyetini ve
yumurtaligin histolojik yapisim1 degistirerek Ostrojen benzeri gelisimsel etkiler

gosterdigi belirlenmistir (Stoker ve ark., 2003).

Seta ve ark. (2005) BFA’ya maruz kalmanin, yetiskin disi farelerin
eslesmeden, yavrularin siitten kesilmesine kadar olan annelik davranislarini etkileyip
etkilemedigini belirlemek iizere bir caligma yapmislardir. Sonucta BFA’ya maruz
kalan annelerin annelik davranislarini olusturan bazi 6zel bilesenlerde azalmalar

oldugunu gozlemislerdir.

Insanlarin maruz kaldiklarina benzer oranlarda BFA ve etinildstradiyole maruz
kalan erkek farelerin prostat gelisimlerinin bozuldugu belirlenmistir (Taylor ve ark.,

2011).

Benachour ve ark. (2007) aralarinda BFA ve NF’nin de bulundugu bazi
endokrin yikict maddelerin sitotoksik etkilerini ve aromataz inhibisyonunu
aragtirmiglardir. Hiicresel yasama yetenegi yirmi dort saat igerisinde tiim
ksenobiyotikler tarafindan 50 uM esik degerinde etkilenmistir ve aromataz 6liimciil
olmayan dozlarda inhibe edilmistir. Plasental mikrozomlar iginde, en aktif
ksenobiyotikler mikrosomal aromatazi, NADPH metabolizmasindan bir sekilde
bagimsiz olarak inhibe etmislerdir. Hiicrelerde, uzatilmis diisik dozlu maruz

birakilmalarda aromataz inhibasyonunun elli katina ytikseldigi gézlenmistir.



1.1.  Nonilfenol

1.1.1. Nonilfenol’iin Genel, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Nonilfenol (NF)’ler, alkil fenollerin genis bir grubunu olusturan organik bilesiklerdir.
NF, nonilfenol polietoksilatlarin (NFE) pargalanmasiyla olusmaktadir (Warhurst,
1995). NF merkezinde aromatik (veya benzen) halka, halkaya bagli dokuz karbonlu
(C) yan zincir ve bu zincirin karsisinda hidroksil grubu (OH) bulunduran
bilesiklerden en iyi bilinenidir (Cox, 2003). NFE’ler, AFB iiretiminin % 80-85’ini
olusturmaktadir (ICIS, 2007). AFB genellikle aritma tesislerinde, diger alkilfenolik
bilesiklere indirgenerek nehirlere ve denize karisir. NFE iiretiminin % 83’1 ¢evrede,
% 37°si su ortamlarinda bulunur (CES, 1993). Alkilfenolik bilesikler su
ortamlarinda, birka¢ etoksilat grubu igeren alkilfenol etoksilatlar, alkilfenoksi
karboksilik asit ve alkilfenoller olarak {i¢ ana grup seklinde bulunurlar. Sekil 1.2.’de
AFB’nin indirgenerek olusturdugu bilesikler sematik olarak gosterilmektedir (Tubau

ve ark., 2010).
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Sekil 1.2. AFB’nin indirgenerek olusturdugu bilesiklerin sematik olarak gdsterilmesi
(Tubau ve ark., 2010).



Birgok arastirmaci NFE’lerin, kisa zincirli polietoksilat, nonilfenol politoksi
karboksilat gibi degisik tiirevlerinin ve NF’nin nehir suyu ile sedimentlerinde tespit
edildigini belirtmislerdir. Ozellikle sedimentlerde yiizey sularina gére NF
konsantrasyonu daha fazla bulunmaktadir (Mao ve ark., 2012). Alkilfenolik
bilesikler lipofilik olduklarindan dolay1, balik gibi suda yasayan canlilarda birikerek
besin zinciri yoluyla biyolojik birikime ugramaktadir (Maruyama ve ark., 2000; Ahel
ve ark., 1994a, b, 1996). NF gibi kisa zinzirli polietoksilat tiirevleri, bozulmamis

onciillerine gore sudaki organizmalar agisindan daha toksiktir (Yoshimura, 1986).

NF c¢evrede sik rastlanan bir kirleticidir. Yapilan aragtirmalarda NF’ye tiim
diinya capinda suda, ¢okeltilerde havada ve toprakta rastlanmistir. Dogal ¢evrelerde
ve su aritma tesislerinde aerobik ve anerobik ortamlarda mikroorganizmalar
sayesinde biyodegrasyonla azaltilabilir (Mao ve ark., 2012). Sekil 1.3.’de AFB’lerin
mikrobiyal metabolizmalar1 gosterilmektedir (Ball ve ark., 1989; Ahel ve ark.,
1994c).
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Sekil 1.3. AFB’lerin mikrobiyal metabolizmalar1 (Ball ve ark., 1989; Ahel ve ark.,
1994c)
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NFE’lerin hem hidrofobik hem de hidrofilik kisimlarinin olmasi ylizey aktif
maddesi olarak kullanilmalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hidrofilik kisimlar

suyu ¢ekerken, hidrofobik kisim yag ve gres gibi az ¢ozilinebilen maddeleri kendisine

baglar (John ve ark., 2000; Ghiaci ve ark., 2007).

Sekil 1.4.’de NFE’nin kimyasal yapis1 gosterilmektedir (Mehtonen ve Munne,

2011).
0 H
o
H19C9

Sekil 1.4. NFE’nin kimyasal yapist (Mehtonen ve Munne, 2011).

Su ortaminda indirgenme sonucunda ¢ikan ilk triinler, NFIEO ve NF2EO
triinleridir ve ana bilesik gibi kolayca biyolojik olarak parcalanmamaktadir. Bu
tirtinler zamanla NF’ye bozunmaktadirlar (Maguire, 1999). NF, yapisindaki benzen
halkasindan dolay1 biyolojik olarak pargalanmaya (biyodegrasyon) kars: direngli ve
biyobirikime (biyoakiimiilasyon) miisait bir bilesiktir (Brunner ve ark., 1988).

NF vyapisal olarak dogrusal ve dalli olmak iizere iki farkli sekilde
bulunmaktadir. Sekil 1.5.te dogrusal konumdaki 4-NF’nin kimyasal yapisi
gosterilmektedir (Mehtonen ve Munne, 2011).

ST T

Sekil 1.5. Dogrusal konumdaki 4-NF’nin kimyasal yapisi (Mehtonen ve Munne, 2011)
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Sekil 1.6. NF’nin kimyasal yapis1 (Cox, 2003).
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NF dallanma sekillerine gore fakli isimler almaktadir. Sekil 1.6.’da NF’nin

kimyasal yapisi, Sekil 1.7.”te NF nin farkl tiirevleri goriilmektedir (Cox, 2003).

Nonilfenol Etoksilatlar
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0-CHg-CHz0H O-CHgLHp-0-CHp-CHZ-OH

Sekil 1.7. NF Tiirevleri(Cox, 2003).

Dogrusal NF (4-NF) beyaz kristal yapidayken dalli NF oda sicakliginda sividir

ve rengi sartya kaymaktadir. NF’nin, 25 °C’deki yogunlugu 0.952 g/ml’dir. Sudaki
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¢ozinlrligi 4,9 mg/L’dir. Cogu organik ¢oziiciide ¢oziinebilmektedirler. 4-NF’nin
genel ozellikleri Tablo 1.2.’de verilmistir (Soares ve ark., 2008).

Tablo 1.2. 4-NF’nin Genel Ozellikleri (Soares ve ark., 2008; IFA, 2011).

Genel Ozellikleri

Genel ad1 Nonilfenol

IUPAC adlandirmasi 4-Nonilfenol

CAS numarast 140-40-5, 25154-52-3, 104-40-5, 84852-15-
3,11066-49-2

Kimyasal formiilii CisHyy O

Molekiil agirlig: 220.34 g/mol

Goriliniim Beyaz kristal, vizkoz sivi hali agik sar1

Erime sicaklig1 43-45°C

Kaynama sicakligi 180-181 °C

Yogunluk 0.952 g/ml

Sudaki Coziiniirligi 6 mg/L (pH 7)

1.1.2. NF’nin Uretimi, Kullanim Alanlar1 ve Cevresel Durumu

Endokrin sistemi bozucu etkiye sahip maddelerden olan alkilfenol etoksilat
bilesikleri (AFB); 1940’larda, endiistride kullanilan iyonik olmayan yiizey aktif
maddelerinin en genis ikinci grubu olarak karsimiza g¢ikmistir (Renner, 1997).
AFB’nin diinyadaki yillik tiretimi yaklasik olarak 650 000 ton civarinda olup
(Guenther ve ark, 2002), bu miktarin % 60’dan fazlas1 dere, nehir, gol ve deniz gibi
su ortamlarinda bulunmaktadir (Porte ve ark., 2000; Renner, 1997). Bat1 Avrupa’da
AFB’lerin tiretimi 2000-2002 yillar1 arasinda 166 000 tondan 83000 tona diismiistiir
(Cefic, 2002). ABD’nin 2007 yilindaki yiizey aktif madde ihtiyact 7,5 milyar
pounddur (yaklasik 3,5 milyon ton). ABD ve Kanada’nin yillik NFE yiizey aktif
madde tiiketimi 300-400 milyon pound (136 000-181 000 ton arasi) olarak tahmin
edilmektedir. ToxEcology tarafindan 2002 yilinda yapilan bir arastirmada
Kanada’daki NFE yiizey aktif madde kullanimi1 29 milyon pound (yaklasik 13000
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ton) olarak tahmin edilirken, ABD’deki NFE kullaniminin 270-370 milyon pound
(123 000- 168 000 ton) arasinda degistigi soylenebilir (ABD Cevre Koruma Ajansi,
2010). 2006 yilinda NFE’lerin Amerika Birlesik Devletlerinde kullanim1 130 600 ton
olarak gerceklesmistir (ICIS Chemical Business Americas, 2007). Buna ragmen
gelisen Asya ekonomilerinde bu bilesiklerin kullaniminda artis goézlenmistir.
Hindistan Ticaret Bakanligimin verilerine goére 2000 yilinda 818 ton olarak
gerceklesen NF ithalati, 2006 yilinda 23843 tona ylikselmistir. Hindistan’daki
NF’nin biiylik kism1 NFE iiretiminde kullanilmis ve NFE’lerin tiiketimi yillik 40000-
44000 ton olarak gerceklesmistir (Dutta, 2008). Diinyadaki NF iiretimi, Amerika’da
154 200 tona ulasirken, Japonya’da 16500 ton ve Cin’de 16000 ton civarindadir
(Soares ve ark., 2008). Cin’de yillik AFB {iretimi yaklasik 50000 ton kadardir.
NF’nin 6strojenik olmasi ve diinya ¢apinda biiylik miktarlarda iiretilmesi sebebiyle
gevresel davranisi ve gelecegi hakkinda biiyiik bir endise olusmaktadir (Wang ve
ark., 2010). Avrupa Birligi risk degerlendirme raporuna gore, Avrupa’da toplam NF
tiretimi 1994°de 78000 ton civarindayken, 1997°de 74000 ton civarindadir (EU-RAR
2002).

Cin, Hindistan ve g¢esitli Giliney Amerika iilkeleri gibi bir¢ok iilke NF
bilesenleri biiyiik miktarlarda iiretmekte ve kullanmaktadir. Bu iilkelerin hi¢birinde
bu maddelerin kullanimin1 azaltacak ve engelleyecek eylemler uygulanmamistir.
Cogu Avrupa iilkeleri, Kanada ve Japonya pazarlarinda NFE yerine alkol etoksilatlar
kullanilmaya baslanmistir. Bu ylizey aktifler daha az verimlidir ama ¢evre agisindan

daha giivenilirdir ve daha hizli ¢6ziinmektedir (Campbell, 2002).

NF’nin degisik cevresel ortamlarda (su, ¢okelti, yeralt1 suyu, toprak ve hava)
bulunmasi, NF’nin fiziksel-kimyasal 6zellikleri tarafindan belirlenir ve bu 6zellikler
¢Oziinme siirecini etkilemektedir. NF hidrofobik bir bilesik olup, suda cok az
¢cozlindigiinden, genellikle organik maddeye dontismektedir. Yayilimi ise topragin
sulu boliimiinde ve g¢okeltilerde sinirli kalmaktadir (Barber ve ark., 1988; John ve
ark., 2000; Langford ve Lester, 2002). Sudaki (dereler, irmaklar, goller ve nehir

agizlar1), okyanuslardaki ve c¢okeltilerdeki NF’nin ana sebebinin su aritma
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tesislerinden gelen akintilar, endiistrilesmis/kentsel bolgelere yakinlik ve yagmur
sulart oldugu diistiniilmektedir (Ahel ve ark., 1994a; Hale ve ark., 2000; Corsi ve
ark., 2003).

Fabrikalarinin yakinlarindaki kanalizasyon atik sularda NF konsantrasyonu
temiz sulardaki degerinin 100 kat1 civarinda yiiksek oranlarda Sl¢iilmiistiir (Ahel ve
ark., 1994a). Baska bir ¢alismada NF diizeyi Ingiltere’deki Aire nehrine dokiilen
kanalizasyon suyunda temiz suya gore 330 kat fazla ¢ikmistir. Bu artisa, nehrin
yakinindaki bir tekstil fabrikasindan kaynaklanan atik sularin neden oldugu

saptanmistir (Blackburn ve Waldock, 1995).

Soares ve ark., (2008)’ de yaptiklar1 bir ¢alismada NF miktarinin nehirler, nehir
agizlari, sedimentler ve denizlerdeki dagilimini {ilkelere gore tablo halinde

sunmuslardir. Bu ¢alismadaki veriler Tablo 1.3.’de verilmistir.

Tablo 1.3. NF’nin nehirler, nehir agizlari, sedimentler ve denizlerdeki miktarlarinin
iilkelere gore dagilimi (Soares ve ark., 2008).

Ulke Bulundugu Kaynak ve Yih NF Konsantrasyonu
ABD Nehir suyu- 1992 <1 pg/L

ABD Nehir sedimenti- 1992 <3000 mg/kg

ABD Nehir Sedimenti- Hale ve ark., 2000 70 mg

ABD Nehir sedimenti- 2001 0,01-60 mg/kg
ABD Nehir suyu- 2003 0,1-0,5 ng/L

ABD Nehir sedimenti- 2003 0,075-0,340 mg/kg
Isvicre Nehir suyu- 1994 0,015-2,25 pg/L
Isvigre Nehir sedimenti- 1994 3520 mg/kg

Kanada Gol ve nehir suyu- 1997 0,01-0,92 ng/L
Kanada Nehir sedimenti- 1997 0,17-72 mg/kg
Kanada Gol sedimenti- 1998 <37 mg/kg

Kanada Nehir suyu- 2003 <0,092 pg/L
Kanada Nehir sedimenti- 2003 0,0403-0,293 mg/kg
Italya Nehir suyu -1994 158 ug/L

Italya Nehir suyu -1996 8,8 ug/L

Portekiz Nehir ve deniz suyu- 2000 <1240 mg/kg
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Tablo 1.3. Devam

Almanya Nehir suyu- 2001 0,0007-0,0044 pg/L
Almanya Nehir agz1 suyu- 2001 <0,03 pg/L
Almanya Okyanus sedimenti- 2001 0,01-0,153 mg/kg
Almanya Deniz sedimenti- 2001 <0,01-0,055 mg/kg
Almanya Nehir suyu- 2001 0,5-13,0 ug/L
Almanya Nehir suyu- 2003 0,028-1,22 pg/L
Japonya Nehir suyu- 2001 0,051-1,08 pg/L
Japonya Nehir sedimenti- 2001 0,5-13,0 ng/L
Ispanya Nehir suyu- 2002 15 ug/L

Ispanya Nehir sedimenti- 2002 0,022-0,645 mg/kg
Ispanya Deniz suyu- 2002 0,15-4,1 ug/L
Ispanya Liman suyu- 2002 0,008-1,05 mg/kg
Hollanda Nehir agz1 suyu- 2003 0,031-0,934 ng/L
Hollanda Nehir agz1 sedimenti- 2003 0,0004-1,08 mg/kg
Kore GOl suyu- 2004 0,0232-0,1876 pg/L
Kore Go6l sedimenti- 2004 0,0254-0,932 mg/kg
Cin Gol suyu- 2007 1,9-32,8 ng/L

Cin G0l sedimenti- 2007 3,5-32,4 mg/kg

Uguz ve ark. (2003a), Tiirkiye’de bulunan Sakarya ve Degirmendere
nehirlerinde yaptiklar1 calismada, ¢okeltilerde NF diizeyinin 3,15 ve 4,46 npg/g
arasinda oldugunu belirtmiglerdir. Baliklardan alinan doku orneklerinde ise NF
diizeyinin 0,1 ve 0,6 pg/g arasinda oldugu rapor edilmistir. Bu iki nehirdeki AF

kirliligi Avrupa’daki kirlilik oranlari ile pareleldir ama Amerika’nin gerisindedir.

Cin Tianjin’de bulunan Haihe nehrinin yiizey sularinda NF, OF ve BFA
miktarlart arastirtlmis, 14 alandan toplanan Ornekler incelendiginde, yalnizca bir
tanesinin nispeten yiiksek konsantrasyonda BFA (8,30 pg/L) ve NF (0,55ug/L)
icerdigi tespit edilmistir (Jin ve ark., 2004).

Uguz ve ark. (2003b) yaptiklar1 ¢alismada; Oldiiricii olmayan dozlardaki
NF’nin gen¢ gokkusagi alabaliklarmin viicutlarinda biriktigini ve karacigerlerinde

histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklere sebep oldugunu gostermislerdir.
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Fries ve Puttmann (2004Almanya ve Belgika’da Temmuz 2001, Kasim 2001
ve Ocak 2002’de sehir, kenar mahalle ve kdy ortam1 gibi degisik ortamlardan alinan
kar ve yagmur Orneklerinde NF miktarlarini 6lgmiislerdir. Yagmur suyu ve cati
tizerlerinden akan suda olgiilen NF konsantrasyonu ortalamasi 0,253 pg/L olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu deger kenar mahallelerde (0,534 pg/L), sehir i¢i (0,099 pg/L) ve kdy
(0,062 ng/L) ortamlarinda Slgiilene gore 6nemli miktarda yiiksek bulunmustur. NF
konsantrasyonu yaz yagmurunda (0,099 pg/L), kis yagmurundan (0,346 ng/L)
anlamli 6l¢lide diisiik tespit edilmistir. Kar 6rneklerinde NF konsantrasyonu ortalama
olarak 0,242 png/L olarak belirlenmistir. Sehir i¢i kar oOrneklerinde NF
konsantrasyonu 0,478 pg/L olarak dlglilmesine ragmen, kenar mahalle bolgelerinde
0,030 pg/L degerine ulasilarak daha diisiik ortalama deger elde edilmistir. Koy
bolgelerindeki kar orneklerinde NF konsantrasyonu sinir degerlerin {istiine

cikmamustir.

Yapilan caligmalarda NF sadece sularda degil, havada da belli
konsantrasyonlarda bulunmustur. Rudell ve Perovich (2009), daha 6nce havada NF
miktarint  Olgen arastirmalar1 incelemisler ve igeride yapilan Olgtimlerde
konsantrasyonlar 100 ng/m® bulunmusken, disarida yapilan 6lciimlerdeki

konsantrasyonlar 10 kat daha kii¢iik olarak bulunmustur (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. NF miktarini igeride ve disarida 6lgen arastirmalarin karsilastiriimasi
(Rudell ve Perovich, 2009).
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NF gida maddelerinde de bulunmaktadir. Raecker ve ark. (2011), Almanya’da
yeni dogan ve ylirliimeye baslayan ¢cocuklarin tiikettikleri gida maddelerindeki NF ve
OF miktarlarmi 6lgmislerdir. Calismada, NF gida maddelerinde bolca bulunurken,
OF % 80 oraninda bulunmustur. Elde edilen sonuglarda, giinlik NF aliminin ug’lara
ulastig1 gozlenmistir (0,23-0,65 pg NF/kg). Bu sonug 6zellikle yeni dogan bebekler
icin yiiksek risk tagimaktadir.

Alkilfenolik bilesikler lipofilik olduklarindan dolayi, balik gibi suda yasayan
canlilarda birikerek besin zinciri yoluyla biyolojik birikime ugramaktadir (Maruyama
ve ark., 2000; Ahel ve ark., 1994a, b, 1996). italya’da yapilan bir ¢alismada, haftada
en az iki kez balik yedigini belirten kadinlardan alinan siit 6rneklerinde en yiiksek
NF diizeyi, haftada bir kez balik yiyen kadinlara goére oldukca yiiksek ¢ikmistir.
Deniz iiriinleri tiikketimi ile viicuda NF alimi arasinda 6nemli bir iligki oldugu bu

calismayla gosterilmistir (Ademollo ve ark., 2008).

Chen ve ark. (2010) insan siitiindeki alkalifenolleri ve bunlarin annenin
demografik ozellikleri ve beslenme aligkanliklariyla iligkisini incelemislerdir. NF
konsantrasyonunun balik yagi hap1 (= 0,38; p<0,01) ve islenmis deniz tirtinleri (p=
0,59; p<0,01) tiikketimiyle iligkili oldugunu belirlemislerdir. Ortalamanin {istiinde
bitkisel yag kullanan kadinlarda daha yiliksek oranda OF konsantrasyonu olmasi da

aragtirmanin bir diger sonucudur.

1.1.3. Nonilfenol’iin Karsinojenik Etkisi

Bazi pestisitler, zirai ilaglar ve poliklorlu bifeniller 6strojeni taklit eden o6zellikler
gostermektedir ve bu maddeler insan meme yagi dokusunda ve insan siitiinde
Olclilmiistiir (Darbre, 2006). Bu maddeler meme dokusuna c¢esitli ¢evresel
kirlenmeler sonucu yiyecek, su ve hava araciligiyla girmekte ve lipofilik

Ozelliklerinden dolayr meme yaginda birikmektedirler. Ayn1 zamanda meme dokusu
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kozmetik amagli koltukalt1 ve meme c¢evresinde kullanilan birgok 0Ostrojenik
kimyasala da maruz kalmaktadir. Belirli bolgelerde deri iizerinde kalan bu
kozmetikler deri lizerinden emilim yoluyla meme bolgesinin daha direkt olarak
Ostrojenik  kimyasallara maruz kalmasina ve bu kimyasallarin sistemik

metabolizmadan kagmasina sebep olmaktadir (Darbre, 2006).

NF’nin insanlarda gogiis kanseri hiicresi MCF-7’de pS2, ER ve MUClgen
ekspresyonuna ostrojenik etkileri arastirilmistir. Yapilan ¢alismada Ostrojene duyarl
pS2, ER ve MUC1 genlerinin ekspresyonu kullanilarak dstradiol ve NF’nin gogiis
kanseri hiicresi MCF-7 iizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Calisma boyunca 10 uM NF
ve 0,1 pM ostradiol uygulanarak RT- PCR teknigi ile m RNA ekspresyonlar: tespit
edilmistir. Arastirma sonunda NF’nin 0Ostradiole gore pS2, MUC1 ve ER
ekspresyonunu degisik sekillerde uyarabildigi goriilmiistiir (Ren ve ark.,1997).

Erkek ratlar tizerinde yapilan ¢alismalarda, ratlara yirmi sekiz hafta boyunca
diyet igerisinde 250 ve 25 ppm NF verilmis, ¢alisma sonunda akcigerlerde kanser
hiicrelerinin olugma siklig1 kontrol gruplarina gore daha fazla ¢ikmistir (Seike ve
ark., 2003). Jubendradass ve ark. (2012), ratlarda yaptiklari ¢alismada NF’nin hem
mitokondriye bagli olarak hem de Fas ve Fas-l yoluyla karacigere zarar vererek

apoptoza sebep oldugunu belirtmislerdir.

Endokrin yikict maddelerin, hormon etkisinde degisiklige sebep olarak prostat
kanserinin olugmasinda ve gelismesinde 6nemli biyolojik etkiye sahip oldugu

belirtilmistir (Hess-Wilson ve Knudsen,2006).

1.1.4. Nonilfenol’iin Embriyonik Etkisi

Cakal ve Parlak (2007), denizkestanesi embriyolarinda NF miktarin1 6lgmiislerdir.

Sonuglar diisiik miktarlardaki NF ve OF konsantrasyonlarinin iskelet sisteminde
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bozukluklara yol agtigini gostermistir. Yiiksek konsantrasyonlarin ise mitozu

engelleyerek erken yasam donemlerinde embriyo gelisimini engelledigi goriilmustiir.

Bir baska denizkestanesi tiirii olan Paracentrotus lividus gametlerinde ve
embriyolarinda yapilan ¢aligmada, Arslan ve ark. (2007), denizkestanesi sperm ve
yumurtalarini NF (0,937- 18,74 ng/L) ve OF (5-160 ng/L)’ye maruz birakmislardir.
Bunun sonucunda sperm fertilizasyon basarisi, kalitesi ve mitotik aktivitedeki
morfolojik degisim, sekil bozukluklari, gelisim geriligi, embriyonik ve larval 6liim
oranlar1 incelenmistir. Fertilizasyon basarisinda % 20’ye yakin bir azalma meydana
gelmis ve kontamine spermlerin olusturdugu larvalarin iskelet yapisindaki sekil
bozukluklarinda artis goriilmiistiir. Bu tiirde NF’nin embriyotoksik ve genotoksik
konsantrasyonlart 0,937 pug/L, OF i¢in 4,685 pg/L olarak tespit edilmistir (Arslan ve
ark., 2007).

Zebrabaliklarinin {ireme sistemleri lizerinde, iireme Oncesi NF’ye maruz
birakilmanin etkisi incelenmis, {i¢ hafta boyunca 50 pg/L NF’ye maruz birakilan disi
ve erkek zebrabaliklari, kontrol grubundaki disi ve erkek zebrabaliklariyla dort grup
olacak sekilde ciftlestirilmistir. Dort grup i¢in embriyonik cathepsin D aktivitesi
(CAT D), yumurta kabugu kalinligir (eggshell thickness), fekundite, kulugkadan
¢ikma orani ve yavrulardaki sekil bozuklugu degerleri ol¢iilmiistiir. NF’ye maruz
birakilan erkek baliklara ait gruplardaki degerler farklilik gdstermemesine ragmen,
50 pg/L NF’e maruz birakilan disi baliklara ait gruplarda tiremede zayiflamalara ve
CAT D aktivitesinin yavaglamasina (p<0,05), yumurta kabugu kalinliginin
azalmasma (% 23,6) ve sekil bozuklugu oranin yiikselmesine (p<0,001) neden

olmustur (Yang ve ark., 2006).

NF’nin, yavas bir hizda da olsa insan plasentasina gectigi tespit edilmistir.
NF’nin, plesantay1 gecerek, amniyon sivisinda ¢evrede bulunan miktarlara ulastigi

belirlenmistir (Balakrishnan ve ark., 2011).
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Dogum oncesinde NF miktarin1 6lgmek ve anne-cenin arasindaki NF gegisi
olup olmadigmi belirlemek igin yapilan arastirmada 174 anneden ve gobek
kordonundan alinan kan Ornekleri incelenmis, analiz sonucunda Ozellikle sehir-
bliyliksehir bolgelerinde 211 ng/plazma’ya c¢ikacak oranlarda NF orani tespit
edilmistir. Anne-bebek ¢iftlerin % 63,6’sinda gobek kordonu toplardamarinda, gébek
kordonu atardamarma goére daha yiiksek NF konstantrasyonuna rastlanmistir (Chen
ve ark., 2008).

1.1.5. Nonilfenol’iin Mutajenik Etkisi

NF’nin mutajenik etkisinin belirlenmesi amaci ile NF 0,937-4,685 pg/L araliklarinda
aln farkli konsantrasyonda, OF ise 10-160 pg/L araliklarinda bes farkli
konsantrasyonda test sistemi olarak segilen Salmonella thyphimirium TA98 ve
TA100 suslar iizerinde (metabolik aktivasyonsuz) test edilmistir. Sonuglar revertant
koloni sayilarina gore degerlendirildiginde, tim NF konsantrasyonlarinin toksik
oldugu buna ragmen mutajenik etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Buna ek olarak
OF’nin Salmonella thyphimirium TA98 susu ile yapilan testlerde 40 pg/L ve
Salmonella thyphimirium TAI100 susu ile yapilan testlerde ise 20 pg/L

konsantrasyonlart mutajenik bulunmustur (Boyacioglu ve ark., 2007).

Zemheri  (2011), BFA ve NF’nin mutajenik etkisini  Ames
/Salmonella/Mikrozom test yontemi ile arastirmistir. Cesitli dozlarda kullanilan test
maddelerinin mutajenik etkisi S9’suz (metabolik aktivasyonsuz) ve S9’lu (metabolik
aktivasyonlu) olarak, Salmonella typhimiriumun TA98 ve TA100 suslarinda
arastirmistir. Sonug olarak, her iki madde iginde toksik olmayan 100 Sg/plak; 10
Sg/plak; 1 Sg/plak; 0,1 Sg/plak dozlari S9’lu ve S9’suz deneylerde kullanmis ve her

iki sus i¢inde yapilan deneylerde mutajenik etkiye rastlanmamustir.
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Iki tiir mikroalgin (Chlorella vulgaris ve Selenastrum capricornutum) biiyiime,
fotosentez ve andioksidan islemleri iizerine nonilfenoliin etkisi incelemis, NF
uygulandiginda iki mikroalgin de fotosentez faaliyetleri, anten uzunluklari,
maksimum fotokimya ve absorbe edilen 151k degerlerinde azalma saptanmistir (Gao
ve Tam, 2011).

1.2. Bisfenol A

1.2.1. Bisfenol A’ nin Genel, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bisfenol A (BFA) ilk olarak 1891°de Rus kimyaci Aleksandr Dianin tarafindan
sentezlenmistir (Dianin, 1891). 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan, genel olarak BFA
adr ile bilinmektedir. Tki mol fenoliin bir mol aseton ile diisiik pH’da ve yiiksek
sicaklikta kondensasyonu ile elde edilmektedir. Genelde iiretilen BFA % 99-99,8
saflikta olmaktadir (Prokop ve ark., 2004). Sekil 1.9.’da BFA’nin fenol ve asetondan

kondensasyonu gosterilmektedir (Prokop ve ark., 2004).

OH
0 — CH;

+ )k » HO Q@OH + H,0
CH; CH; CH;

FENOL ASETON BISFENOL A

Sekil 1.9. BFA’nin Fenol ve Asetondan Kondensasyonu (Prokop ve ark., 2004)

BFA kimyasal formiilii (CH3),C(CsH4OH), olan organik bir bilesiktir. BFA
kati, fenolik kokulu, krem-beyaz renkte ve kristal yapidadir. Sudaki ¢oziiniirligii
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azdir ve 25 °C’deki yogunlugu 1,1-1,2 g/L’dir. Etanol, aseton ve dimetilsiilfoksid
(DMSO) gibi organik goziiciilerde iyi ¢oziinmektedir. Sudaki ¢oziiniirligii 25 °C’de
120 mg/L’dir (Harvey ve Johnson, 2002). Tablo 1.4.’de BFA’nin genel ozellikleri

verilmistir.
Tablo 1.4. BFA’nin Genel Ozellikleri (ECB, 2003)
Genel Ozellikleri
Genel ad1 Bisfenol A
IUPAC adlandirmast 2,2-bis(4-hidroksifenil)propan
CAS numarast 80-05-7
Kimyasal formiilii CisHis Oz
Yapisal formiilii (CH3),-C- (CgHs—OH),
Molekiil agirhig: 228.9g/mol
Erime sicaklig1 153-156 °C
Kaynama sicakligi 220 °C (0.5 kPa)
Alevlenme sicakligi 270 °C
Uguculugu 193 °C (1 atm basingta)
Log Kow 3.32
Log Pow 3.32
Sudaki ¢oziiniirligii (25 °C) 120 mg/L

1.2.2. BFA’nmin Uretimi, Kullanim Alanlar1 ve Cevresel Durumu

BFA’nin diinyadaki tiretim miktart 1980’lerde yaklasik bir milyon ton iken, 2009’da
bu miktar 2,2 milyon tonun tizerine ¢ikmistir (Reuters, 2010). 2003 yilinda, ABD’nin
BFA kullanimi 856 000 tonu bulurken, bunun % 72’si polikarbonat plastik
tiretiminde, % 21’1 epoksi regine iretiminde kullanilmigtir (NTP, 2008). Sadece
Avrupa’da 1997-98 yillar1 arasinda 40000 ton BFA kullanilmistir. BFA’nin en fazla
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kullanildig1 alan % 60’lik oranla polikarbonat plastik iiretimidir. Bunu % 26’lik
oranla epoksi re¢ine iiretimi takip etmektedir (NTP, 2008).

BFA genel olarak polyester iiretimi, termal kagit tiretimi, PVC plastiklerde
katki maddesi olarak kullanimi, lastik ve poliamid sanayinde kullanimi % 0,2-0,3
oranlarinda degismektedir. Gilinlik hayatimizda kullandigimiz PVC plastik
pencereler, kompakt disk, is giivenlik kasklari, kursunge¢irmez camlarin yiizeyine
kaplanan film, otomotiv pargalari, toz boya, su ve siit sisesi, bebek biberonu, bir¢ok

elektrik ve elektronik parca yapiminda BFA kullanilmaktadir (ECB, 2003).

1930’larin basinda Ingiliz kimyaci Charles Edward Dodds BFA nin yapay bir
ostrojen oldugunu belirtmistir (Erler ve Novak, 2010). BFA 1930’larin ortasinda
kadilarda yapay &strojen olarak kullanilmistir. Ostradiol ve BFA’nin fenol gruplar
benzerlik gosterdigi i¢in, BFA 0Ostrojen reseptorlerine baglanabilir ve bdylelikle
dogal Ostrojeni taklit edebilir (Kwon ve ark., 2007). BFA ve NFE’ye maruz kalma
tireme sistemlerini etkileyerek baliklar, yaban hayvanlari, insanlar gibi yiiksek seviye
yasam formlar1 ve hatta ekosistemlerin dengesi agisindan tehlike olusturmaktadir. Bu
yiizden bu bilesiklerin atik sulardan aritilmasi ¢ok 6nemli bir ¢evresel problemdir

(Zhou ve ark., 2007).

Uretim ve isleme tesislerinin gevresindeki sularda yapilan arastirmada, BFA
oranint belirlemek {izere Olglimler yapilmistir. Arastirma sonucunda 2-8 pg/L
arasinda Ol¢iilen BFA seviyesinin, 64 pg/L olan tahmini etki etmeyen konsantrasyon
(Predicted No-Effect Concentration — PNEC) degerinden diisiik oldugu tespit
edilmistir (Staples ve ark., 2000).

Deniz ve tatlh su baliklarindaki BFA degerlerinin insanlar acisindan
olusturdugu riski belirlemek i¢in yapilan arastirmada, 20 cins baliktan 19’unda 0,5
ile 2,0 ng/g arasinda degisen BFA degerleri 6l¢iilmiistiir. Kisi basina giinlik BFA
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alimi ise deniz baliklarinda 1,1x 102 ng/d ve tatl su baliklarinda 2,2 X 102 ng/d olarak
belirlenmistir (Wei ve ark., 2011).

Tiketiciler tarafindan kullanilan polikarbonat siselerdeki sulara BFA gegisi
o6l¢iildiigiinde, 0,20 ng/h’den 0,79 ng/h’ye kadar gegisler oldugu goriilmistiir (Le ve
ark., 2008).

Siselenmis sulardaki BFA, NF, dimetil fitalat (DMP), dietil fitalat (DEP), di-n-
biitil fitalat (DBP), biitiil benzil fitalat (BBP), di (2-etilheksil) fitalat ve di (n-oktil)
fitalat (DNOP) gibi alkalifenol ve fitalatlarin miktarlari incelenmis, bu bilesiklerin
cogunun degisik markalardaki siselenmis sularda bulundugu saptanmustir. Ozellikle
disarida birakilan polikarbonat siselerde BFA’nin daha yiiksek konsantrasyonlarda
oldugu belirlenmistir (Diana ve Dimitra, 2011).

Tekrar kullanilabilen plastik, aliminyum ve paslanmaz gelik su siselerinden
yayilan BFA oranini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, oda sicakliginda plastik
siselerden yayilan BFA degeri 0,2 ile 0,3 mg/L arasinda bulunmustur. Bu deger
aliminyum siselerde treticisine gore 0,08 ile 1,9 mg/L arasindadir. Paslanmaz ¢elik,
Tritan™ copolyesterplastik ve EcoCare™ kaplamali aliminyum siselerde ise BFA
orani dl¢iilmemistir (Cooper ve ark., 2011).

Tekrar tekrar  kullanilan  polikarbonat  biberonlardan BFA  gecisi
arastirldiginda, ilk kez kullanilan biberondan suya 40 ‘C’de 0,03 ppb, 95 'C’de 0,13
ppb konsantrasyonlarinda gegis ol¢iilmiistiir. Alt1 ay boyunca kullanilan biberondan
suya 40 ‘C’de 0,18 ppb, 95 C’de 18,47 ppb konsantrasyonlarinda gecis l¢iilmiistiir.
80 C iistii sicakliklarda ve ii¢ aylik kullammdan sonra suya gecen BFA miktarinin

arttig1 belirtilmistir (Nam ve ark., 2010).

Deterjan kullanimmin polikarbonat biberonlardan BFA saliniminit nasil
etkiledigi arastirilmistir. Bes deterjan ¢esidinden sadece biri BFA saliniminm

etkilememistir. En k6tli durumda ise kontrol grubuna gére BFA salinimi besyiiz kata
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kadar artmistir. Camasir suyu kullaniminin BFA salinimina bir etkisi olmadig1 da

tespit edilmistir (Maia ve ark., 2009).

Cin’deki ¢ocuk ve Ogrencilerin idrarlarindaki NF, BFA ve triklosan seviyeleri
Olciilmiis, 6grencilerin % 100°nde rastlanan NF ve BFA’nin geometrik ortalamalar
sirastyla 15,92 pg/g kreatin (17,40 pg/L) ve 2,75 pg/g kreatin (3,00 pg/L)
degerlerinde bulunmustur. Plastik bardak yerine seramik bardak tercih eden
deneklerin BFA degerleri istatistiksel olarak daha diisiikk belirlenmistir. Ayrica
giinlik hayatta polikarbonat siseleri kullanmanin ve siselenmis su igmenin BFA
alimin1 ve dolayisiyla idrardaki BFA oranini arttirdigi belirlenmistir (Li ve ark.,
2011).

Ostrojenik bir endokrin sistem bozucusu olan BFA’nin kolostrumdaki (anne
agiz siitlindeki) miktarin1 tespit etmek amaciyla Japonya Shizuoka’da 101 saglikli
kadin lizerinde ¢alisma yapilmisir. Annelerden alinan ornekler incelendiginde, BFA
konsantrasyonunun  1-7 ng/ml araliklarinda oldugu belirlenmistir. BFA
konsantrasyonu 3,41+0,13 ng/ml degerlerinde anlamli bulunmustur (Kuruto-Niwa ve
ark., 2007).

1.2.3. Bisfenol A’nin Karsinojenik Etkisi

BFA erkek ve disi tireme hiicreleri ile siit bezlerinde morfolojik ve fonksiyonel
hasarlara yol agmaktadir. Bu hasarlar déllenme oranini azaltirken, meme ve prostat

kanserlerine de neden olabilmektedir (Maffini ve ark., 2006).

BFA ve NF’nin iyonik olmayan yiizey aktif maddesi iiriinlerine par¢alanarak

Ostrojen reseptorii alpha (ER-a)’yi aktive ederek Gstrojen bagimli gen ekspresyonuna
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sebep olduklar1 ve Ostrojene duyarli meme kanseri hiicreleri MCF7’nin biiyiimesini

uyardiklar1 belirlenmistir (Vivacqua ve ark., 2003).

Hormonal olarak aktif olan 0&strojenlere, 06zellikle BFA’ya, ¢evredeki
oranlarina esdeger miktarlarda diisiik dozlarda maruz kalmanin ratlarda, prostat
kanserine yol acabilen kanser oncesi lezyon ve hormonal karsinogenezlerde artisa

sebep oldugu gozlenmistir (Ho ve ark., 2006).

Farelerde, karaciger ve meme doku DNA’larinda yapilan bir ¢alismada, BFA
uygulanan farelerin karaciger dokusunda olusan karsinojenik katimlar, kontrol
grubuna gore 3,4 kat; meme dokusunda olusan karsinojenik katimlar ise kontrol
grubuna gore 4,7 kat daha fazla olusmustur. Karsinojenik DNA katimlarinin hepsi
timore veya diger kronik dejeneratif hastaliklara doniismese de, meme
hiicrelerindeki bu molekiiler lezyonlarin gogiis karsinojenezine donlisme potansiyeli

tasimaktadir (1zzotti ve ark., 2009).

1.2.4. Bisfenol A’min Embriyonik Etkisi

BFA’nin erken embriyonik gelisme ve lireme olgunluguna etkilerini incelemek
amaciyla medeka baligi (Oryzias latipes) iizerinde yapilan bir ¢alismada, diisiik
seviyede BFA’ya yirmidort saat maruz kalmakla, erken embriyonik gelismenin
hizland1g1, buna karsilik yetiskin bireylerde viicut gelisiminin azaldigi, yumurtlama
zamaninin ve lreme olgunlugunun geciktigi ortaya ¢ikarilmistir (Ramakrishnan ve
Wayne, 2008).
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Denizkestanesi embriyolarinda ve gametlerinde BFA’nin 300 pug/L
konsantrasyonunun spermiyotoksik ve embriyotoksik etki gosterdigi belirlenmistir
(Cakal ve Parlak, 2007).

BFA’nin istiridyelerin embriyonik gelisimi iizerindeki etkisini incelemek
amactyla, dollenmis yumurtalara dort ayri konsantrasyonda BFA uygulanmis ve
BFA’nin yumurtadan ¢ikis1 azalttigi, gelisimsel bozukluklar arttirdigi ve larvanin

metamorfoz davranigini baskiladigi goriilmiistiir (Zhou ve ark., 2011).

Mita ve ark. (2012), hamileyken BFA’ya maruz birakilan Balb-C farelerinin
yavrularinin ¢esitli dokularindaki BFA birikimini arastirmiglardir. Sonug olarak
dokulardaki BFA birikiminin, uygulanan BFA ile dogru orantili olarak arttigini,
cinsiyete gore birikim miktarmin farklilastigini, disi yavrularin ciger ve kaslardaki
BFA konsantrasyonun erkek yavrulara gore daha fazla oldugunu, erkek yavrularin
merkezi sinir sistemindeki BFA konsantrasyonun disi yavrulara gére daha fazla

oldugunu tespit etmislerdir.

Yetiskin, yenidogan ve cenin halindeki Sprague-Dawley farelerin ¢esitli
dokularindaki BFA dagilimi arastirnnldiginda, cenin dokularindaki aglikon BFA
Konsantrasyonlarinin annedeki ve yenidogandakilerle benzer oldugu ve ceninin
BFA’ya maruz kalmasinin risklerini azaltma agisindan cenin déneminin kritik oldugu

belirlenmistir (Doerge ve ark., 2011).

Uterus igerisinde BFA’ya maruz kalmanin yavrularin dogum agirliklarina olan
etkileri aragtirllmistir. Sonug olarak ¢alisma alanlarinda ebeveynlerin BFA’ya maruz
kalmast durumunda dogum agirliklarinin azaldig: belirlenirken, hamilelik doneminde
maruz kalmanin dogum agirliklariyla iliskisi daha kuvvetli olarak belirtilmistir.
Hamilelik doneminde daha yiiksek dozlarda BFA’ya maruz kalma durumunda
bebeklerin dogum agirliklarinda daha biiyliik azalmalar oldugu da tespit edilmistir
(Miao ve ark., 2011).
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Ergenlik doneminde BFA’ya maruz birakilan farelerdeki davraniglar
incelendiginde, kontrol grubundakilere gore, BFA’ya maruz birakilan disi farelerdeki
arastirma ve kaygi davramislarmin degistigi gézlenmistir. Sonug olarak ergenlik
doneminde BFA’ya maruz kalmanin disilerde erkeksilesmis sosyal ve duygusal

davraniglar olusturabilecegi ifade edilmistir (Yu ve ark., 2011).

BFA potansiyel olarak plasental ve fetal gelisimi olumsuz yonde etkileyecek

sekilde plasental olarak tasinabilmektedir (Merck ve ark., 2010).

Lee ve ark. (2008), hamile kadinlardaki ve fetiislerdeki BFA miktarlarini tespit
etmislerdir. Hamile kadinlarda kandaki BFA konsantrasyonu 66,48 pg/L’ye, gobek
kordonunda ise 8,86pg/L’ye kadar degisen oranlarda bulunmustur.

1.2.5. Bisfenol A’min Mutajenik Etkisi

BFA’nin ratlar tizerindeki mutajenik etkileri arastirilmis ve BFA’ya maruz kalmanin
polikromatik eritrositlerin mikrocekirdek sayisinda bir artisa, kemik kikirdak
hiicrelerinde yapisal kromozom farkliliklarina ve kan lenfositlerinde DNA hasarina
yol agtig1 belirlenmistir. Ayrica plazma igindeki 8- hidroksi deoksiguanaozin
seviyesinde bir artis ve rat karacigerlerindeki glutatyon aktivitesinde de bir azalma
saptamiglardir. Sonugta BFA’nin mutajenik olmadigint ama genotoksik aktivite

gosterdigini ifade etmislerdir (Tiwaria ve ark., 2012).

Endokrin yikict maddelerin, hormon etkisinde degisiklige sebep olarak prostat
kanserinin olugsmasinda ve gelismesinde 6nemli biyolojik etkiye sahip oldugu

belirlenmistir (Hess-Wilson ve Knudsen, 2006).
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1.3. Epigenetik

DNA dizilerinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen anlatiminda olusan istikrarl
ve kalitsal degisimler epigenetik olarak tanimlanir. Diger bir deyisle, genetik yapisi
degismeden, gen ifadesinde degisiklik olan fenotipik varyasyonlari incelemektedir.
Sekil 1.11°de genetik ve epigenetigin sematik gosterimi goriilmektedir (Bora ve
Erdem, 2007). Bu degisiklikler hiicreyi ya da organizmayi dogrudan etkilemektedir
ancak DNA dizisinde hig bir degisiklik ger¢eklesmemektedir (Bird, 2007).

. Cevresel etkenlar \
Epigenotip

T

Tamimlanmarmig fakidrier

CAGT
CAGTE—— cagt
T~ CAGT
cagl

Sekil 1.10. Genetik ve Epigenetigin sematik gosterimi (Bora ve Erdem, 2007).

Saglikli ya da hastalikli tiim bireyler genleriyle ve gevrenin etkisiyle sekil alir.
Sekil 1.12.’de sematize edildigi gibi, tibbi {irlinler, bocek ilaglari, hava kirliligine
sebep olan maddeler, endiistriyel kimyasallar, agir metaller, hormonlar, beslenme ve
davranig gen ekspresyonunu, daha genis olarak gen diizenleme mekanizmalarin
degistirebilirler. Gen diizenleme mekanizmalar1 gen translokasyonunu, histon
modifikasyonlarini, DNA metilasyonunu, DNA onarimini, transkripsiyonu, RNA nin
istikrarini, alternatif RNA eklenmesini, protein bozunmasini, gen kopyalanmasini ve
transpozon aktivitelerini igermektedir. Ayrica gen diizenlemesinde kimyasal olarak

meydana gelen degisimler insanlarda kanser, seker hastaligi, obezlik, kisirlik,
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solunum yolu hastaliklari, alerji, Parkinson ve Alzheimer gibi ndérodejeneratif ciddi

hastaliklarla iligkilendirilir. Gen diizenlemesinin en iyi ¢alisilmis alanlarindan biri de

epigenetiktir, 6zellikle de DNA metilasyonudur ( Edwards ve Myers, 2007).

Gen Degisimleri
Histon Modifikasyonlar
DNA Metilasyonu

DNA DNA Tamiri
Gen Kopyalanmasi
Transpozon Aktivasyonu

Transkripsiyon

RNA stability
RNA Alternatif RNA Kesimi
Retrotranspozonlar

Transkripsiyon Faktrler]

PROTEIN Protein degradation

Kozmetikler, Bacek ilaglan
PCBs, PAHSs, dioksin
Hava kirliligi, Agir Metaller
Hormonlar, BFA, NF, OF

Beslenme, Aile Bakimi

Kanser

Divabet, obezite
Geligim Kisulik
Biiyiime Solunum volu hast

Alerji, bagsikdik
Sinirsel rahatsizlikc

Stres

Sekil 1.11. Cevresel Etkenlerin Gen Diizenleme Mekanizmasina Etkisi (Edwards ve

Myers, 2007).

1.3.1. Nonilfenol ve Bisfenol A’nin Epigenetige Etkisi

Giiniimiizde, epigenetik, DNA dizilimini degistirmeyen ama mitotik ve nesiller arasi

kalitilan gen yapisindaki kalitimsal

degisiklikler olarak tanimlanmaktadir.

Epigenetik, organizma genotipinin fenotipini olusturmak i¢in ¢evreyle iligskiye
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girmesi ve birebir genetik bilgilere ragmen bireysel varyasyonlara ve hiicrelerdeki,
dokulardaki ve organlardaki farkliliklara bir ¢erceve olusturmasi demektir. Temel
epigenetik mekanizmalar histon modifikasyonu, DNA metilasyonu ve RNA’larin
kodlanmamasi(sessizlestirilmesi)dir. Sentetik kimyasallarin kullaniminin, tiptaki
miudahalelerin, ¢evresel kirleticilerinin ve yasam tercihlerinin hizla artmasi erken
gelisim  donemindeki programlanmig adaptif degisikliklerin uygulanmasinda

karisikliga yol agabilir ve bazi hastaliklarin artisini agiklayabilir (Tang ve Ho, 2007).

Antijenle uyarilmig fare T-hiicreleri iizerinde; BFA, NF ve OF’nin T
hiicrelerinin ~ allerjik duyarliligint  arttirdigi, interleukin-4  (IL-4)’te  mRNA
seviyelerinde bir artis seklinde olgiilerek gosterilmistir (Lee ve ark., 2003,2004). Fare
ve insanlardaki IL-4 promoter diizenleyici geni, aktive edilmis T-hiicrelerin niikleer
faktorii adi verilen transkripsiyon faktorii i¢in c¢ok sayida baglanma bolgesi
icermektedir (Lee ve ark. 2004). BFA, OF ve NF’nin, kalsiyum bagimli kalsinerin
sinyal yolunu uyararak IL-4 iretimini arttirdigi goriilmistiir. Bu olay sitoplazmik
NF-AT nin, transkripsiyon faktoriiniin cekirdege translokasyonuyla
defosforilasyonuna sebep olmaktadir. Lee ve ark. (2003, 2004) ¢ekirdekteki NF-AT
konsantrasyonunun artmasinin; BFA, NF ve OF’ye maruz kaldigi gozlenen T-
hiicrelerinin alerjik cevabina sebep olan, IL-4 transkripsiyonunu arttirdigimi akla

getirdigini belirtmistir.

Avct ve ark. (2010), NF’nin Japon bildircinlarinda BW ve EP gibi biiyiime
parametreleri tizerinde ve lipid peroksidasyonu ve vitamin seviyeleri gibi antioksidan
sistem parametreleri lizerinde anormal etkileri oldugu sonucuna varmislardir. Ayrica
NF, C vitamini sentezlemesini tetikledigi i¢in ve C vitamini NF’nin oksidatif

etkilerini arttirdig1 i¢in, NP’ye maruz kalma kuslar i¢in oldukga zararhdir.

Endokrin bozucularin ¢evreyle iliskili bagisiklik sistemi diizenleyici hiicre tipi
olan insan dendritik hiicrelerinin fonksiyonlarini diizenledigi hipotezi test edilmis,
arastirma sonuglarina goére NF ve OF’nin miyeloid dendritik hiicrelerdeki Gstrojen

reseptorlerinde, = MKK3/6-p38 MAPK  sinyal yollarinda ve  histon
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modifikasyonlarinda, t-hiicrelerindeki sitokin cevaplari tizerinde fonksiyonel etkileri

oldugu belirtilmistir (Hung ve ark., 2009).

BFA’ya maruz kalan insan endometriyal endotel hiicrelerinin gen ifadesi
analizi lizerinde c¢alisilmig, BFA’nin bu tip hiicrelerin ¢ogalmasini azalttig1r ve bazi
genleri (SPBC25, SGOL2 ve CDCAS8) degistirdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak
BFA’nin hiicre ¢ogalmasini azalttigi ve hiicre Olimlerini arttirdigi belirtilmistir
(Bredhult ve ark., 2009).

NF’nin bagisiklik sistemi tizerine etkileri incelendiginde, NF’nin hiicresel
niteligi azalttigi, apototik Oliimleri tetikledigi ve Fas ve FasL mRNA ifadelerini

gelistirdigi rapor edilmistir (Yao ve ark., 2005).

BFA’nin kendi kendini délleyen baliklarda (Kryptolebias marmoratus) cinsiyet
degisiklik genleri tizerindeki etkisinin arastirildigi calismada, BFA’nin cinsiyet
farklilisma siirecini ve steroid olusturma genlerini etkiledigi belirlenmistir (Rhee ve
ark., 2011).

Sinir biiylime faktorii tizerine yapilan arastirma sonucunda BFA’nin morfolojik
degisiklikler yaparak hiicre farklilagmasini tetikledigi belirtilmistir (Seki ve ark.,
2011).

Huang ve Leung (2009) yaptiklar1 arastirmada BFA’nin plasental hiicrelerdeki

CYP’yi baskilayarak dstrojen sentezlenmesini azalttigini belirlemislerdir.

Zama ve Uzumcu (2010) yaptiklar1 ¢alismada oosit igerisindeki epigenetik
mekanizmay1 dogrudan etkileyebilen endokrin bozucu kimyasallarin nesiller arasi

aktarilan epigenetik etkileri olabilecegini rapor etmislerdir.
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Bu aragtirmalar ¢evresel faktorlerin molekiiler mekanizmadaki cesitli dizileri
nasil etkiledigini ve hastalik riskini nasil arttirdigini gostermektedir. Bu c¢alismalar
genomik reaksiyon ve c¢evresel uyaricilara cevap adaptasyonlart konusunda bilgi
vererek, genomun esnekligi ve diizenlenmesini incelemektedir. Ayrica, insan
aktiviteleri sonucunda dogaya yerlestirilen kimyasallar hakkinda ve bunlarin gen
ekspresyonunu degistirerek hastalik olusturabilecegi konusunda dogrudan kanitlar
sunmaktadir. Ozeldeki epigenetik calismalar yetiskin  hastaliklarmin  fetal
kokenlerinin anlasilmasi konusunda daha ileri ongdriiler sunarken, ayni zamanda
kazanilan ve potansiyel olarak kalitilabilen genetik varyasyon ve hastalik

yatkinliklarini inceleyerek yeni ¢aligma alanlari olusturmaktadir ( Edwards ve Myers,
2007).

1.4.  Gamet Fizyolojisi

1.4.1. Nonilfenol’iin Gamet Fizyolojisine Etkisi

Han ve ark. (2004), NF’nin erkek ratlarin tireme Sistemleri {izerinde toksik etkisini
aragtirmis ve 250 mg/kg/glin NF uygulanan ratlarda epididimis agirliginin azaldigini,
bobrek ve karaciger agirliklarinin arttigini tespit etmislerdir. Hossaini ve ark. (2001)
erkek ratlarda doza bagli NF’ye maruz kalmanin epididimisin mutlak agirligim
azalttigin1 belirtmislerdir. NF’nin ayn1 zamanda sperm yogunlugunda ve testestoron
seviyelerinde azalmalara neden oldugu da tespit edilmistir. NF’ye maruz kalan tim
gruplarda liiteinlestirici hormon (LH) ve follikiil uyarici hormon (FSH) seviyelerinde
artiglar goriilmiistiir. Ayrica, NF uygulanan gruplardaki ratlarin testislerindeki
apoptotik hiicre sayilarinda doza bagli oranlarda artislar tespit edilmistir (Han ve
ark., 2004).
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Tanaka ve Grizzle (2002) hermafrodit baliklardaki (Rivulus marmoratus)
gonadal degisimler iizerinde NF’nin etkisini inceledikleri arastirma sonucunda NF
uygulanan baliklarda testis ile ilgili dokularin olugsmadigini ve oogenezin anlamli bir

sekilde engellendigini belirlemislerdir.

Somon baliklar1 {izerinde yapilan arastirmada, NF’nin gonadal steroid

olusturma yapisinda degisiklikler olusturdugu belirtilmistir (Kortner ve ark., 2009).

1.41.1. Nonilfenol’iin Spermatazoa Uzerine Etkisi

Uguz ve ark. (2009), NF’nin epididimal rat spermi iizerine etkisini inceleyen
caligmalarinda, akrozomal biitiinliigii etkileyerek, NF’ye bagli sperm hareketliliginde
azalma, mitekondriyal membran potansiyelinde azalma ve sperm fonksiyonlarinin

yok olmasinda 6nemli bir role sahip oldugunu belirtmislerdir.

AF’lerin TM4 Sertoli hiicrelerinde (sperm olgunlagtirma hiicreleri) Ca*?
intraselliiler seviyesinde normal olmayan yiikselmelere ve mitokondrileri depolarize

ederek hiicre dliimiine neden olduklari tespit edilmistir (Michelangeli ve ark., 2008).

OF’nin farelerde testis ve seminal keselere olan etkilerini arastirilmis, yetiskin
erkeklere uzun ve kisa 151k periotlarinda tutularak otuz veya altmis giin boyunca 200
mg/kg OF oral yolla verilmistir. Otuz giin boyunca verilenlerde ayirt edilebilir fark
gozlenmemistir. Altmis giinlik uygulamalarda testislerin ve seminal keselerin
agirliginda ve dokusunda farkliliklar gézlenmistir. Bu dokularda 3B-hidroksisteroid
dehidrogenaz, androjen reseptdr ve testesteron seviyeleri azalirken, aromataz ve
Ostrojen reseptor a seviyeleri artmistir. Bu degisiklikler uzun 1s1k periodunda tutulan

farelerde daha belirgin bir sekilde gozlenmistir. Bununla birlikte uzun stireli OF’ye
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maruz kalmanin androjen ve Ostrojen sentezini ve faaliyetlerini bozdugunu

gostermiglerdir (Hejmej ve ark., 2011).

Prenatal donemde OF’ye maruz kalan erkek ratlarin testis, epididimis ve sperm
kesesi endekslerinde kontrol grubuna gore azalmalar belirlenmistir. Ayni1 zamanda
epididimal sperm sayisi, canli sperm ve hareketli sperm sayilar1 da kontrol

grubundaki ratlara goére daha diisiik bulunmustur (Sainath ve ark., 2011).

NF’nin rat leydig hiicrelerinde testesteron salgilanmasina etkisi arastirtlmistir.
Rat plazmasima NF (100 pg/kg) enjekte edildikten sonra, belli araliklarla plazmadaki
testesteron konsantrasyonu Ol¢iilmiistiir. Rat leydig hiicrelerinin testesteron yapimina
etkisini degerlendirmek i¢in degisik NF konsantrasyonlarinin (4,25-127,5 uM) etkisi
incelenmistir. NF’nin hCG ile uyarilmis plazma testesteronunda azalmaya sebep
oldugu gozlenmistir. In vitro ¢alismalar 127,5 uM NF’nin testesteron salinimini
uyarirken, StAR ve P450 SCC proteinlerinin seviyesini ve aktivitelerini arttirdigini

gostermistir (Wu ve ark., 2010).

NF Japon yilan baliklarinda spermatogenezi engelleyerek, Sertoli hiicrelerini
etkilemektedir (Miura ve ark., 2005). Gong ve Han (2006) yaptiklar: arastirmada
diisiik mikromolar konsantrasyonlardaki NF’nin rat Sertoli hiicreleri iizerinde ters
oksidatif strese neden olabilecegini belirlemiglerdir. NF nin Sertoli hiicreleri tizerinde
morfolojik degisikliklere sebep olabilecegi ve hiicre dmriinii azalttig1 belirlenmistir.
Ayn1 zamanda NF’nin sertoli hiicreleri iizerinde, apoptosizde 6nemli rol oynayan ER

stresi olusturabilecegi de belirtilmistir (Gong ve ark., 2009).

NF, erkek ratlarda spermatogeneze zarar verirken, epididimal sperm iizerinde

de toksik etki gostermektedir (Aly ve ark., 2012).
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1.4.1.2. Nonilfenol’iin Oosit Uzerine Etkisi

NF uygulanan ratlarda ovaryum agirliginin, ovaryum ve korteks hacminin, antral ve
graff follikiil sayilarinin azaldigs; atretik follikiil sayisinin ise arttigi belirlenmistir
(Mehranjani ve ark., 2010).

Mohamed ve ark. (2011) domuz spermi iizerine yaptiklari arastirmada OF’nin
(genisteine gore daha az olsa da) spermin dolleme yetenegini ve akrozom

reaksiyonunu olumsuz yonde etkiledigini belirlemislerdir.

Kortner ve Arukwe (2007), Atlantik morina baliklar1 iizerinde yaptiklart
arastirma sonucunda NF’nin teleostlarda maturasyon ve oosit biiylimesi {izerine,
steroid olusumunu bozmak ve hormonal dengesizlik yaratmak gibi alisilmisin diginda

etkileri oldugunu belirlemislerdir.

1.4.2. Bisfenol A’min Gamet Fizyolojisine Etkisi

Insan iireme sisteminde ¢esitli endokrin bozucu kimyasallarin etkisini arastirmak
tizere yapilan ¢alismada follikiiler sivinin yaninda fetal serumda ve amniyotik sivida
da BFA’ya rastlanmistir. Bu sebeple BFA’nin plasenta {izerinden gegis yaptigi
belirtilmistir (Tsutsumi, 2005).

Salian ve ark. (2009) perinatal donemde BFA’ya maruz kalan yavru erkek
ratlarin lireme sistemleri iizerine yaptiklari arastirmada, BFA’nin sadece 1.kugak
yavrularda degil; 2. ve 3. kusak yavrularda bile tiremeyi engelleyebilecek sekilde

tireme sisteminde bozulmalara yol agabilecegini belirlemislerdir.
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BFA’nin sperm kalitesini azalttigi ve sperm olusumunu yavaglattig
belirlenmistir. Ayni sekilde disilerde BFA’nin yumurtlama zamanimi geciktirdigi
hatta yiiksek dozlarda yumurtlamay: engelledigi gézlemlenmistir (Lahnsteiner ve
ark., 2005).

1.4.2.1. Bisfenol A’nin Spermatazoa Uzerine Etkisi

Chitra ve ark (2003) BFA’nin ratlarin tireme sistemi tizerine etkilerini inceledikleri
arastirmada, BFA’ya maruz kalan ratlarin testis ve epididimislerinin agirliginin
azaldigin1 ve epididimal sperm motilitesinde ve sperm sayisinda doza bagl olarak
azalmalar oldugunu belirlemislerdir. Sonugta BFA’nin antioksidan savunma
sisteminin tiikenmesine yol agabilecegini ve ratlarin epididimal spermlerinde

oksidatif stres olusturabilecegini ileri stirmiislerdir.

Hatef ve ark. (2012) ¢evredeki ile ayni oranda dozlardaki BFA’nin erkek japon
baliklariin tireme psikolojisi lizerine etkilerini arastirmislardir. Sonucta BFA’nin
sperm maturasyonunu etkileyen, testislerdeki steroid olusumu yapisin1 degistirerek
sperm motilitesi ve velositesi (hiz1) iizerine ters etkiler olusturdugunu

belirlemislerdir.

Nakamura ve ark. (2010) BFA ve estradiyoliin erkek ratlardaki {ireme
sistemleri tizerine etkilerini incelemislerdir. Her iki madde de plazma ve testislerdeki
testesteron seviyesi ve plazma LH seviyesi iizerinde azaltic1 etki géstemistir. Ayni
zamanda steroidojenik enzimler ve Leydig hiicrelerindeki kolesterol tasiyan

proteinlerde de azalmalar gzlenmistir.
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Tan ve ark (2003), NF ve BFA’nin erkek ratlardaki ergenlik gelisimi
lizerindeki etkilerini incelemislerdir. 1ki maddenin de baslangigtaki ergenlik
gelisiminde gecikmelere ve testislerle ilgili yapilarda bozulmalara yol agtigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte ratlarin ¢ogunda sperm olusumu etkilenmemistir. BFA
ayn1 zamanda bobreklerde biiyiimeye ve hidronefroza yol agmistir. NF ve BFA nin

karisim olarak uygulandigi grupta ters etkiler daha az gézlenmistir.

1.4.2.2. Bisfenol A’min Qosit Uzerine Etkisi

Lenie ve ark. (2008) BFA’nin in vitro follikiil gelisim ftzerindeki etkilerini
arastirmiglardir. Calismalarinda, in vitro ortamda 3uM den 30 uM’a kadar BFA’ya
maruz kalan fare oositlerinde follikiil gelisimi ve olgunlagsmasi kontrol edilmistir. 30
uM’a maruz kalan oositlerde belli belirsiz bir granulosa hiicre olusumu ve diisiik

diizeyde Gstrojen tiretimi goriilmiistiir.

Peretz ve ark. (2011) otuziki giinliik farelerde yaptiklari ¢alismada postnatal
donemde BFA’ya maruz kalmanin antral follikiil biyiikligii ve steroid olusumu
tizerine etkilerini arastirmislardir. Arastirma sonucunda BFA’nin follikiil
biyiikliigiinii ve progesteron, dehidroepiandrosteron, androstenediyon, estrone,
testosteron, estradiol gibi hormonlarin olusturulmasini kisitladigini belirlemislerdir.
Ayn1 zamanda BFA’nin ovaryumdaki estradiyol biosentezleme islemini etkiledigini

de ileri siirmiislerdir.

Baek ve ark. (2007) BFA’nin kaya baliklarindaki oosit maturasyonu iizerine
etkilerini arastirmiglardir. Aragtirma sonucunda 0,82-0,86 mm capindaki oositlerin
BFA’ya karst daha duyarli olduklarini, 0,86-0,90 mm c¢apindaki oositlerde BFA’nin

goriilebilir bir etkisi olmadigini belirlemislerdir.
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Mlynarcikova ve ark. (2009) cesitli endokrin bozucu maddelerin mayotik
maturasyona, hiicre yigin1  genislemesine, progestoron ve hyaluronan
sentezlenmesine olan etkilerini arastirmislardir. Arastirma sonunda BFA’nin
oositlerdeki mayotik maturasyonu etkiledigini belirtmislerdir. Kontrol grubuna gore
BFA uygulanan metafaz II seviyesine gecen oosit sayisinda azalmalar oldugu
goriilmiistiir. BFA’nin oosit-hiicre yigmi1 (cumulus) kompleks yapisi tarafindan

iretilen progestoronu da etkiledigi belirtilmistir.

15. Tez Calismasinin Konusu

Cevre kirliligi glinlimiiziin en 6nemli sorunlari arasindadir. Cevrede bulunan toksik
maddelerin birgogunun kanserojen oldugu ortaya konmustur (Nimrod ve Benson,
1996). Hormon etkisi gosteren ¢evre kirleticilerinin, son elli yilda erkeklerde sperm
sayis1t ve kalitesini diisiirdiigli litaratiirde rapor edilen bulgular arasindadir. Ayrica
hem erkekte hem diside infertilite yaptig1 da rapor edilmistir. Ancak sperm ve oosit
gibi gamet hiicrelerine bu maddelerin etki mekanizmalari lizerine yapilan ¢aligmalar
stnirlidir. NF’nin balik, rat ve sigir spermleri lizerine etkileri hakkinda sinirli sayida
calisma mevcuttur. Ancak, NF’nin oosit olgunlagmasi iizerine etkisi hakkinda higbir
calisma bulunmamaktadir. Ayrica BFA’nin da sigirlarda sperm ve oosit iizerine

etkilerini aragtiran bir caligmaya rastlanmamustir.

Bu c¢aligmada, NF ve BFA’nin sigirlarda sperm DNA’s1 ve oosit
olgunlagmasi iizerine olan etkileri in vitro olarak arastirilmistir. NF ve BFA nin sigir
spermlerinde  DNA kirilmalarina neden olarak spermisidal etki gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaciyla “Terminaldeoxynucleotidyl transferase dUTP

nick end labeling” (Tunel) Assay uygulanmastir.
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NF ve BFA’nin sigir spermlerine etkisi Tunel boyama uygulandiktan sonra

apoptotik hiicre sayisi ve apoptotik hiicre yiizdesi ile tespit edilmistir.

NF ve BFA’nin sigirlarda oosit olgunlasmasina etkisi ise 18-22 saatlik

inkiibasyon sonucunda olusan kutup hiicresi takip edilerek belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Materyaller ve Soliisyonlar

Calismada kullanilan 4-Nonilfenol ve Bisfenol A, Aldrich (Southampton, UK); DMSO
(dimethyl sulfoxide) (C,HsOS) ve hidrojen peroksit (H,O,, Merck (Merck & Co., Inc.,
Darmstadt, Germany); Triton —X 100, PBS tabletleri, salin imidazol, polilizin ve
formaldehit (% 10’luk), Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA);
Proteinaz —K, Zymed (Zymed, San Francisco, California, USA); TUNEL enzim,
TUNEL Label ve TUNEL Dilution Buffer, Roche (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) ve Mounting medium, Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa

Cruz, CA, USA) firmalarindan satin alinmistir.

2.1.1.1. Sulandirma Soliisyonlari

Sperm sulandirici;

Triss (Sigma, Cas no: 77-86-1) 27,19
Sitrik asit 14 g
Fruktoz 10 ¢
Penisilin 0,39
Streptomisin 049

tizeri 100 ml distile suyla tamamlanarak karistirilmistir. Daha sonra % 20°’si atilip

lizerine yumuta sarist eklenerek karistirilmigtir.
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2.1.1.2. Fizyolojik Tuz Cozeltisi

Mezbahalardan et iiretimi igin kesilen disi si@irlarm ovaryumlar1 30+2 °C’deki

fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0,9 NaCl) i¢eren termoslarla laboratuara taginmastir.

2.1.1.3. TL-HEPES Soliisyonu (Yikama Medyumu)

Oositler 10-15 ml TL-Hepes iceren 50 ml’lik falkon tiiplere aktarilmistir.
Oositleri iceren TL-HEPES soliisyonu petri kutular1 igerisine alinarak, oositler
steromikroskoplar altinda incelenmis ve kumulus hiicreleri bozulmamis olan oositler
deneylerde kullanilmak tizere se¢ilmistir. TL-HEPES soliisyonu; stok soliisyona 3
mg / ml BSA (Bovine Serum Albumin), 10 ul / ml piruvat ve 0,5 ul / ml gentamisin

eklenerek hazirlanmistir.

2.1.14. Oosit Olgunlastirma Soliisyonu (Maturasyon Medyum)

Maturasyon Medyum

TCM-199 (Tissue Culture Medium-199; Sigma Cas no: M5017) 4,5 ml
FCS (Fotal Buzag Serumu; Sigma Cas no: F9665) (30 dk 60 °C ) 0,5ml
0,2 mM piruvat soliisyonu 50 ul
5 pg/ml LH (0,023 birim,) 10 pl
0,5 ug / ml FSH (0,02 birim) 2,5ul

Gentamisin (50 mg/ ml ) 25ug / ml final 2,5ul
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Segilen oositler TCM-199 igeren olgunlastirma soliisyonu igerisine konulmus;

39°C’de, % 5 CO; iceren karbondioksitli etiivde 18-22 saat inkiibe edilmistir.

2.1.2. Kullanilan Biyolojik Materyaller

2.1.2.1. Sigir Spermasi

Yapilan bir ¢alismada, en az li¢ degisik bogadan alinan spermle yapilan deneylerin
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ verdigi bildirilmektedir. Bu nedenle, ti¢ farkli

bogadan alinan taze sperma kullanilmistir (Parrish ve ark., 1994).

2.1.2.2. Sigir Oositi

Calismada, mezbahalarda kesilen disi sigirlarin  ovaryumlarindan laboratuar

ortaminda elde edilen oositler kullanilmistir.

2.1.3. Cahsmalarda Kullanilan Araclar

2.1.3.1. Karbondioksitli Etiiv

In vitro kosullarda 50x10° /ml konsantrasyondaki sigir spermi farkli konsantrasyonda
NF ve BFA ihtiva eden Sperm-TL soliisyonlari igerisinde, 39°C’de , % 5 CO;iceren
karbondioksitli ortamda dort saat inkiibe edilmistir.
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Ayrica, farkli konsantrasyonlarda NF ve BFA ilave edilmis TCM-199 iceren
olgunlastirma soliisyonu damlasi igerisine konan oositler 39 °C’de, % 5 CO; igeren
karbondioksitli etiivde 18-22 saat inkiibe edilmistir.

2.1.3.2. Floresan Mikroskop

Tunel boyama teknigi ile boyanan spermlerin, fotograf ¢ekme ve sayim islemleri,
floresan atagmanli 1sitma tablali faz kontrast mikroskop (Olympus, BX51) altinda

yapilmustir.

2.1.3.3. Stereo mikroskop

TL-HEPES soliisyonu bulunan petri kutulari i¢indeki oositler, stereo mikroskop
altinda incelenmis ve kumulus hiicreleri bozulmamis olan oositler deneyde
kullanilmak iizere segilmistir. Inkiibasyondan sonra kutup hiicresi goriilen oositler

stereo mikroskopta belirlenip kamera ile fotograflanmistir.

2.2. Metot

2.2.1. NF ve BFA’nin Sigir Spermlerine Olan Etkisinin Belirlenmesi

n vitro kosullarda 50x10° /ml konsantrasyondaki sigir spermi, kontrol; solvent
kontrol (DMSO; % 0,01); 0,01; 0,1; 1; 10 ve 100 ug NF /ml ve kontrol; solvent
kontrol (DMSO; % 0,01); 0,01; 0,1; 1; 10 ve 100 pg BFA/ml konsantrasyonlari
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ihtiva eden soliisyonlarin igerisinde, 39 °C’de, % 5 CO, igeren etiivde dort saat

inkiibe edilmistir.

2.2.1.1. NF ve BFA iceren konsantrasyon gruplarinin hazirlanmasi

DMSO ile 1 g NF/10 ml ve 1 g BFA/10 ml konsantrasyonunda karistirilarak Stok
soliisyon elde edilmistir. Stok soliisyonundan da 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ug NF/ml ve
0,01; 0,1; 1; 10 ve 100 pg BFA/mI konsantrasyonlarda soliisyonlar hazirlanmistir.
Soliisyona eklenen DMSO miktar: toplam hacimin % 0,01°i kadardir. NF ve BFA

icermeyen solvent kontrol grubuna da ayni oranda DMSO eklenmistir.

2.2.1.2. Spermlerin Hazirlanmasi

Taze toplanan sperma ml’de 50x10° olacak sekilde sulandirilmistir. Her
konsatrasyon grubu igin bir tiip hazirlanip, igine 50x10° /ml konsantrasyondaki sigir
sperminden 0,5 ml konulmustur. Uzerlerine her konsantrasyondan 5’er ul NF ve
BFA soliisyonu eklenmistir. Daha sonra tiipler 39°C’de, % 5 CO; igeren etiivde dort
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi sperma 1’e¢ 2 oraninda PBS ile
sulandirilmistir. Sonra 5000 devirde 5 dk santrifiij edilerek yikanmistir ve tistte kalan
kisim atilarak sperma ilk hacmine (0,5 ml.) getirilmistir. Daha sonra tizerine 1,5 ml
PBS eklenmis ve 5000 devirde 5 dk santrifiij edildikten sonra, iistteki kisim atilip,
altta kalan kisim 0,5 ml’ye kadar salin imidazol (cat no:10125) ile tamamlanmuistir.
Polilizin kapli lamlarin alt kisminda daire ¢izilerek inceleme yapilacak alan tespit
edilmistir. Bu alana 5-10 pl sperm 6rnegi, {izerine de 2-3 damla PBS damlatilmustir.
Bir gece buzdolabinda bekletildikten sonra ertesi giin fazla sivi dokiilerek
preparatlarin tizerine % 10’luk formaldehit konarak 20 dakika (dk) bekletilmistir.
Daha sonra PBS ile ii¢ sefer yikanmis ve kurutularak incelenmek tizere buzdolabina

kaldirilmastir.
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2.2.2. DNA Hasarmin Belirlenmesi

2.2.2.1. Tunel Boyama Teknigi

Tunel boyama, DNA hasarini hiicre igersinde belirlemek i¢in kullanilanan, en bilinen
yontemlerden biridir (Gavrieli ve ark., 1992). DNA kirilmalar1 apoptozisin
karakteristik bir 6zelligidir. Tunel boyama, DNA kirilmarini saptamada uygulanan
bir metottur (Arends ve ark., 1990). Bu metotta, TdT enziminin katalize ettigi bir
reaksiyonla tek veya ¢ift zincir DNA kiriklarina dUTP birlestirilir ve bu DNA
kiriklar1 isaretlenir. Isaretlenen bu kiriklar 11k mikroskopisi, floresan mikroskopi ya
da akim sitometrisi ile Olgiiliir (Gorczyca ve ark., 1993). Sonrasinda boyanan

spermler toplam sperm miktarina oranlanir.

Caligmada ii¢ ayr1 bogadan alinan taze sperma ve farkli konsantrasyonlardaki NF ve
BFA ile hazirlanan preparatlar ii¢ defa PBS ile yikanmigtir. Daha sonra yuvarlaklari
kapatacak sekilde proteinaz K ilave edilerek 10 dk beklenmistir. Proteinaz K dokiiliip
ti¢ defa PBS ile yikandiktan sonra i¢inde H,O, (64 ml distile su ile 6 ml H,0,)
bulunan dik salede 10 dk bekletilmistir. Saleden ¢ikarilan preparatlar tekrar PBS ile
yikanarak kiivetin iistiine alinmistir. 2 ml’lik eppendorf tiipte, 1000 pl distile suya 1
ul triton—X 100 eklenip vortekslenerek hazir hale getirilmistir. Kiivetin iizerindeki
preparatlarin yuvarlaklarin disindaki alan pegete ile kurulanip buz kaliplarin tizerine
alinmis, tizerine yuvarlaklari kapatacak sekilde % 0,1°lik triton-X 100 soliisyonu
eklenerek 5 dk beklenmistir. Sonra ii¢ kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra pozitif
kontrol i¢in spermlere DNase (1 mg/ml) uygulanarak, dis1 aliminyum folyo ile
saritlmis preparat kutusu i¢inde etiivde 10 dk bekletilmistir. DNAz pozitif olan
preparat etiivden ¢ikartilip ti¢ kez PBS ile yikanmisir. Daha sonra hepsinin fazla suyu
yuvarlagin i¢ine degmeden alinarak, 20 pl diliisyon ¢ozeltisi, 10 pl tunel enzimi ve

90 pl.tunel label iceren tunel karisimi yuvarlaklar kapatacak sekilde eklenmistir.
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Sonra hepsini folyoyla sarili preparat kutularina koyup (pozitif kontrol ayr1 petri
kutusunda) 37 °C de bir saat bekletilmistir. Bu islemi takiben karanlik ortamda ii¢ kez
PBS ile yikanmustir. Yuvarlaklar kalacak sekilde kurulanarak tizerine bir damla
mounting medyum damlatilip lamel ile kapatilmis ve floresan mikroskopta sperm

hiicreleri sayilmustir.

2.2.3. NF ve BFA’nin Oosit Olgunlasmasina Etkisi

NF ve BFA’nin oositlerin olgunlagsmasina etkisinin belirlenmesi amaciyla kontrol;
solvent kontrol; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ug NF /ml ve kontrol; solvent kontrol; 0,01;
0,1; 1; 10; 100 pug BFA /ml final konsantrasyonlari hazirlanmistir. Maturasyon
damlalarina aktarilan oositler 39 °C’de % 5 CO,’li ortamda 18-22 saat boyunca

inkiibe edilmistir.

2.2.4. In vitro maturasyon IVM)

Ovaryumlar mezbahadan ve 30+2°C’de % 0,9 NaCl igeren termoslarda laboratuvara
tasmnmustir. Daha sonra 30 °C’de musluk suyuyla yikanmis ve oositler 2-8 mm’lik
follikiillerden 18 gauge’luk ignelerle vakum sistemi kullanilarak toplanmustir.
Toplanan follikiiler sivi 100 mm’lik petri kaplarinda stereomikroskop altinda oda
1sisinda incelenmistir. Oositlerden en az ¢ sira kumulus hiicre katmanina ve
homojen stoplazmaya sahip olanlar secilerek ii¢ kez TL-HEPES’te yikanmig, mature
edilmek iizere her on oosit mineral yag ile kaplanmig 50 pl’lik tissue culture
medium-199 (TCM-199) damlalarina aktarilmistir. Maturasyon damlalarina aktarilan
oositler 39 °C’de % 5 CO’li ortamda 18-22 saat boyunca inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyonun sonunda kutup hiicresi gozlemlenerek mature olan oositlerin orani

belirlenmistir.

2.2.5. Iistatistik Analiz

Bu arastirmada, elde edilen veriler tek yolii varyans analizi ile (one-way ANOVA),
SPSS (versiyon 17.0) paket programinda karsilastirilmistir. Gruplar arasi farki
belirlemek amaciyla Tukey Testi uygulanmustir. Iki grup arasindaki farklari
belirlemek amaciyla t testi analizi gergeklestirilmistir. Orneklem sayisinin az olmasi
sebebiyle Anova yerine Kruskal-Wallis H, t testi yerine de Mann-Whitney U
analizleri uygulanmistir. Sonuglarin birbirine yakin olmast ve ortalamalarin
gosterilerek, karsilastirma yapilabilmesi i¢in ¢alismada ANOVA ve t testi
sonuglarina yer verilmistir. Oosit deneylerinde bunlara ek olarak, uygulanan NF ve
BFA miktarinin olgunlagma yiizdesini etkileme derecesini belirlemek amaciyla

Spearman korelasyon analizi, SPSS (versiyon 17.0) paket programinda yapilmistir.



48

3. BULGULAR

3.1. NF ve BFA’nmin Sperm Uzerine Etkileri

NF ve BFA’ya bagli meydana gelebilecek DNA hasarlari TUNEL assay Kiti
kullanilarak tespit edilmis ve sonuclar floresan mikroskop altinda incelenmistir.

Sonuglar Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. NF’nin spermler tizerindeki apoptotik hiicre yiizdeleri.

Boga Konsantrasyon Hiicre Apoptotik Apoptotik hiicre
no sayisi hiicre sayisi yiizdesi (%)
1 Kontrol 101 6 5,94
1 Solvent Kontrol 104 8 7,70
1 0.01pg NF /ml 98 9 9,18
1 0.1pg NF /ml 99 9 9,09
1 lpg NF /ml 101 8 7,92
1 10pg NF /ml 101 11 10,89
1 100pg NF /ml 99 10 10,10
2 Kontrol 99 6 6,06
2 Solvent Kontrol 107 7 6,54
2 0.01pg NF /ml 98 6 6,12
2 0.1ug NF /ml 106 7 6,60
2 1nug NF /ml 101 7 6,93
2 10pg NF /ml 96 7 7,29
2 100ug NF /ml 101 8 7,92
3 Kontrol 148 10 6,75
3 Solvent Kontrol 127 11 8,66
3 0.01pg NF /ml 103 11 10,67
3 0.1pg NF /ml 108 14 12,96
3 1ug NF /ml 109 10 9,17
3 10pg NF /ml 115 14 12,17
3 100pg NF /ml 95 12 12,60




49

Tablo 3.1. incelendiginde en kiigiik apoptotik hiicre yiizdesinin % 5,94, en
bliyiik apoptotik hiicre yiizdesinin % 12,96 oldugu goriilmektedir.
Tablo 3.2. BFA’nin spermler iizerindeki apoptotik hiicre ylizdeleri.
Boga Konsantrasyon Hiicre Apoptotik Apoptotik hiicre
no sayisi hiicre sayisi yiizdesi (%)
1 Kontrol 105 0 0
1 Solvent Kontrol 128 1 0,78
1 0.01pg BFA /ml 109 10 9,25
1 0.1pg BFA /ml 103 7 6,79
1 1pug BFA /ml 94 9 9,57
1 10pg BFA /ml 95 8 8,42
1 100pg BFA /ml 101 8 7,92
2 Kontrol 119 3 2,52
2 Solvent Kontrol 111 3 2,70
2 0.01pg BFA /ml 108 4 3,70
2 0.1pg BFA /ml 106 8 7,54
2 Iug BFA /ml 107 11 10,28
2 10pg BFA /ml 95 8 8,42
2 100pg BFA /ml 110 13 11,81
3 Kontrol 141 8 5,67
3 Solvent Kontrol 105 10 9,52
3 0.01pg BFA /ml 91 9 9,89
3 0.1ug BFA /ml 114 13 11,40
3 1ug BFA /ml 131 17 12,97
3 10pg BFA /ml 94 10 10,63
3 100pg BFA /ml 109 14 12,80

Tablo 3.2. incelendiginde, en kiiclik apoptotik hiicre yiizdesinin sifir, en biiyiik

apoptotik hiicre ytizdesinin % 12,97 oldugu goriilmektedir.
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Deney gruplarindaki toplam hiicre sayilari, apoptotik hiicre sayilar1 ve

apoptotik hiicre yiizdeleri Tablo 3.3. (NF) ve Tablo 3.4’de (BFA) verilmistir.

Tablo 3.3. NF’li deney gruplarinda toplam hiicre sayisindaki apoptotik hiicre

ylizdeleri.
« Madde- epoptotik Hiicre sayist Ap({ptotil.( hiicre

onsantrasyon | hiicre sayisi yiizdesi (%)

Kontrol 22 348 6,32
Solvent Kontrol 26 338 7,69
0,01 pug NF /ml 26 299 8,7
0,1 pg NF /ml 30 313 9,6
1 pg NF /ml 25 311 8,04
10 pg NF /ml 32 312 10,3
100 pg NF /ml 30 295 10,17

Tablo 3.3. incelendiginde, NF’nin tiim gruplarda toplam hiicre sayilari,
apoptotik hiicre sayilar1 ve apoptotik hiicre yiizdeleri goriilmektedir. Bu verilere gore
en disik apoptotik hiicre yiizdesi % 6,32 olarak kontrol grubunda, en yiiksek
apoptotik hiicre yiizdesi % 10,17 olarak 100 ng NF/ml grubunda goriilmektedir.

Tablo 3.4. BFA’li deney gruplarinda toplam hiicre sayisindaki apoptotik hiicre

yiizdeleri.

Madde- epoptotik Hiicre sayisi quptoti!( hiicre
Konsantrasyon hiicre sayisi yiizdesi (%)
Kontrol 11 365 3,02
Solvent Kontrol 14 344 4,07
0,01 ug BFA /ml 23 308 7,5
0,1 pg BFA /ml 28 323 8,67
1 pg BFA /ml 37 332 11,15
10 pg BFA /ml 26 284 9,15
100 pg BFA /ml 35 320 10,94
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Tablo 3.4. incelendiginde, BFA’nin tiim gruplarda toplam hiicre sayilari,
apoptotik hiicre sayilar1 ve apoptotik hiicre yiizdeleri goriilmektedir. Bu verilere gore
en diisikk apoptotik hiicre yiizdesi % 3,02 olarak kontrol grubunda, en apoptotik
hiicre yiizdesi % 10,94 olarak 100 pg BFA/ml grubunda goriilmektedir

NF’nin ve BFA’nin sperm iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in yapilan Tunel

analiz sonuglar1 Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de grafik olarak verilmistir.
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Sekil 3.1. NF’li deney gruplarinda toplam hiicre sayilar1 ve apoptotik hiicre sayilari.
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Sekil 3.2. BFA’l1 deney gruplarinda toplam hiicre sayilar1 ve apoptotik hiicre sayilari.

Tunel analizi ile NF ve BFA’nin sperm iizerine etkileri karsilagtirmali olarak

grafikte verilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. NF ve BFA’l1 deney gruplarinda apoptotik hiicre yiizdeleri.
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NF’nin ii¢ ayr1 boga spermasindaki apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi,
standart hata ve minimum-maksimum degerleri Tablo 3.5.’de verilmistir. Elde edilen

sonuglarin 6nemli olup/olmadig1 varyans analizi ile kontrol edilmistir.

Tablo 3.5. NF’nin spermler tizerindeki apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalama (Ort),
standart hata (SH) ve minimum-maksimum (Min- Mak) degerleri.

NF Min Mak Ort+=SH
kontrol 5,94 6,75 6,25+0,252
solvent 6,54 8,66 7,63£0,613
0,01 6,12 10,67 8,66+1,340
0,1 6,60 12,96 9,55+1,850
1 6,93 9,17 8,010,648
10 7,29 12,17 10,12+1,460
100 7,92 12,60 10,21+1,352
ANOVA: F (1,463)=0,260

Tablo 3.5. incelendiginde kontrol gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin
ortalamas1 6,25+0,252 olarak hesaplanmigtir. Kontrol gruplarinda apoptotik hiicre
yiizdelerinin minumum degeri 5,94 bulunurken, maksimum degeri 6,75 olarak tespit
edilmistir. Solvent kontrol gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi
7,63+0,613 olarak bulunmustur. Solvent kontrol gruplarinda apoptotik hiicre
yiizdelerinin minumum degeri 6,54 iken, maksimum degeri 8,66°dir. En diisiik doz
NF iceren 0,01 pg NF/ml gruplarinda apoptotik hiicre ylizdelerinin ortalamasi
8,66+1,340 iken minimum degeri 6,12; maksimum degeri 10,67 olarak tespit
edilmistir. 0,1 pg NF/ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi
9,55+1,850’dir. Minimum degeri 6,60; maksimum degeri ise 12,96 olarak
bulunmustur. 1 pg NF/ml gruplarinda apoptotik hiicre ylizdelerinin ortalamasi
8,01+0,648 iken, minimum degeri 6,93, maksimum degeri 9,17 olarak gdzlenmistir.
10 pg NF/ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi 10,12+1,460
olarak bulunurken, apoptotik hiicre yiizdelerinin minimum degeri 7,29, maksimum

degeri 12,17 olarak tespit edilmistir. En yiiksek doz NF igeren 100 pg NF/ml
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gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi 10,21+1,352 iken, minimum

degeri 7,92; maksimum degeri 12,60 olarak gézlenmistir.

Gruplar arasinda fark olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan ANOVA analizi
sonucunda gruplar arasindaki ortalama farkinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir (F (1,463)=0,260 ; p>0,05). Ama 6zellikle kontrol ve solvent gruplarinin
ortalamalar1 ile 10 pg NF/ml ve 100 ug NF/ml gruplarinin ortalamalar1 arasinda
goriilen fark sonucu, yiiksek dozlarda maruz kalman NF’iin apoptotik hiicre

yiizdesini arttirdig1 sdylenebilir.

Kontrol grubuyla diger gruplar arasindaki ortalamalarin farkli olup olmadigini
belirlenmesi amaci ile kontrol grubuyla diger gruplar arasinda gergeklestirilen t-testi

analizi sonuglar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6. Kontrol grubuyla diger gruplar arasinda gergeklestirilen t-testi analizi

sonuglar1
NF Grup Ort+SH p

kontrol | solvent 7,630,613 0,105
0,01 8,66+1,340 0,152
0,1 9,55+1,850 0,152
1 8,010,648 0,065
10 10,12+1,460 0,060
100 10,21+1,352 0,045

Tablo 3.6 incelendiginde sadece kontrol grubuyla, 100 pg NF/ml grubu
arasindaki ortalamanin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (t=-2,877;
p<0,05).
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BFA’nin ii¢ ayr1 boga spermasindaki apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi,
standart hata ve minimum-maksimum degerleri Tablo 3.7.’de verilmistir. Elde edilen

sonuglarin énemli olup/olmadig1 varyans analizi ile kontrol edilmistir.

Tablo 3.7. BFA’nin spermler tizerindeki apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalama (Ort),
standart hata (SH) ve minimum-maksimum (Min- Mak) degerleri.

BFA Min Mak Ort=SH
kontrol | 0,00 5,67 2,73+1,640%
solvent | 0,78 9,52 4,3342,652%°
0,01 3,70 9,89 7,61+1,965%"
0,1 6,79 11,40 8,58+1,428% "
1 9,57 12,97 10,94+1,035°
10 8,42 10,63 9,16+0,737%"
100 7,92 12,80 10,84+1,489°
ANOVA: F (3,555)=0,024; p<0,05

Siitunlardaki farkli harfler gruplar aras1 farki gostermektedir.

Tablo 3.7. incelendiginde, kontrol gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin
ortalamas1 2,73+1,640 olarak tespit edilmistir. Kontrol gruplarinda apoptotik hiicre
yiizdelerinin minumum degeri sifir bulunurken, maksimum degeri 5,67 olarak tespit
edilmistir. Solvent kontrol gruplarinda apoptotik hiicre yilizdelerinin ortalamasi
4,33+2,652 olarak bulunmustur. Solvent kontrol gruplarinda apoptotik hiicre
yiizdelerinin minumum degeri 0,78 iken, maksimum degeri 9,52°dir. En diisiik doz
BFA igeren 0,01 pg BFA /ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi
7,611,965 iken minimum degeri 3,70, maksimum degeri 9,89 olarak tespit
edilmistir. 0,1 ug BFA /ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi
8,58+1,428’dir.  Minimum degeri 6,79, maksimum degeri ise 11,40 olarak
bulunmustur. 1 pg BFA /ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi
10,94+1,035 iken, minimum degeri 9,57, maksimum degeri 12,97 olarak
gozlenmistir. 10 pg BFA /ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi
9,16+0,737 olarak bulunurken, apoptotik hiicre yiizdelerinin minimum degeri 8,42,
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maksimum degeri 10,63 olarak tespit edilmistir. En yliksek doz BFA igceren 100 pg
BFA /ml gruplarinda apoptotik hiicre yiizdelerinin ortalamasi 10,84+1,489 iken,

minimum degeri 7,92, maksimum degeri 12,80 olarak gozlenmistir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasindaki farkin anlaml
oldugu tespit edilmistir. (F(3,555)=0,024 ; p<0,05). Gruplar arasinda farkin 6nem
diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Tukey analizi sonucunda, 1 ug BFA /ml
konsantrasyonu (10,94+1,80, p<0,05) ve 100 pg BFA /ml konsantrasyonu
(10,84+2,58, p<0,05) gruplarinin apoptotik hiicre oranlarinin, kontrol grubuna
(2,73+2,8) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit
edilmigtir. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilememistir.

3.1.1. Tunel Kiti Kullanilarak Boyanan Spermlerin Mikroskop Goriintiileri

Calismada, NF ve BFA’nin sigir spermlerinde DNA kirilmalarina neden olarak
spermisidal etki edip etmedigini belirlemek amaciyla Tunel Testi uygulanmistir.
Uygulama sonunda boyanan sperm goriintiileri resimlerde verilmistir. Resim 3.1.’de
0,1 pg BFA/ml (a), 100 pg BFA/ml (b) konsantrasyonlarindaki ve DNase
uygulanmig (c) spermlerin faz kontrast mikroskop (A) ve floresan mikroskop (B)
goriintiileri yer almaktadir. 0,1 pg BFA/mI konsantrasyonundaki spermlerin Tunel
boyama oran1 % 7,54 olarak bulunmustur. 100 ng BFA /ml konsantrasyonundaki
spermlerin Tunel boyama oram1 % 11,81 olarak bulunmustur. Pozitif kontrol igin

spermlere DNase uygulandiginda spermlerin tamami apoptoza ugramistir.



(©)

Resim 3.1. 0,1 ug BFA/ml (a), 100 ng BFA/ml (b) konsantrasyonlarindaki ve DNase
uygulanmis (c) spermlerin faz kontrast mikroskop (A) ve floresan
mikroskop (B) goriintiileri (X 40)
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3.2.  NF ve BFA’min Oosit Olgunlagsmasina Etkisi

39°C’de % 5 CO,’li ortamda 18-22 saat boyunca inkiibasyon sonunda kutup hiicresi
gozlemlenerek olgunlasan oositlerin orani1 belirlenmistir. Inkubasyon sonunda

gruplardaki olgunlagmis hiicre sayilari ve ylizde oranlar1 Tablo 3.8.’de verilmistir.

Tablo 3.8. NF’nin Oositlerin Olgunlagsmasina Etkisi. Farkli harfler (a,b) gruplar arasi
farki gostermektedir.

Konsantrasyon Hiicre Olgunlasmis Olgunlasma
sayisi hiicre sayis1 yiizdesi (%)
Kontrol 30 21 70,00°
Solvent Kontrol 30 20 66,66°
0.01 32 23 71,88°
0.1 31 21 67,74°
1 36 22 61,11°
10 30 18 60,00°
100 31 2 6,45°
ANOVA: F (9,477)=0,000 ; p<0,05

Siitunlardaki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Tablo incelendiginde en diisiik olgunlagsma oraninin 100 ug NF/ml uygulanan
gurupta (% 6,45) oldugu goriilmektedir. Diger gruplarda olgunlagsma oran1 % 60-70

arasinda degismektedir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasindaki farkin anlaml
oldugu tespit edilmistir. (F(9,477)=0,000 ; p<0,05). Gruplar arasindaki farki
belirlemek amaciyla yapilan Tukey analizi sonucunda, 100 pg NF/ml
konsantrasyonu grubunun olgunlagma oraninin (0,0645+0,24, p=0,00) diger gruplara

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir.
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Uygulanan NF miktarinin olgunlagma yiizdesini etkileme derecesini belirlemek
amaciyla yapilan korelasyon analizi sonucunda Spearman katsayist -0,793 (p<0,05)
olarak belirlenmistir. Uygulanan NF miktar1 ile olgunlagsma yiizdesi arasinda ¢ok

giiclii negatif dogrusal bir iligki oldugu sdylenebilir.

Tablo 3.9. BFA’nin Oositlerin Olgunlagsmasina Etkisi. Farkli harfler (a,b) gruplar arasi
fark:i gostermektedir.

Konsantrasyon Hiicre Olgunlasmis hiicre Olgunlasma
sayisi sayisi yiizdesi (%)
Kontrol 30 21 70,00
Solvent Kontrol 30 20 66,66
0.01 33 7 21,21
0.1 31 5 16,13
1 31 7 22,58°
10 32 6 18,75
100 35 3 8,57
ANOVA: F (9,540)=0,000 ; p<0,05

Siitunlardaki farkli harfler gruplar arasi farki gostermektedir.

Farkli konsantrasyondaki BFA’nin oositler lizerindeki olgunlagsmaya etkileri
Tablo 3.9.’da verilmistir. Tablo incelendiginde en diisiik olgunlasma oraninin 100 pg
BFA/ml uygulanan grupta (% 8,57) oldugu goriilmektedir. En yiiksek olgunlagma
orani ise kontrol grubunda (% 70) gozlenmistir. BFA uygulanan diger gruplarda

olgunlagsma oran1 % 18-21 arasinda degismektedir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasindaki farkin anlamh
oldugu tespit edilmistir (F(9,540)=0,000; p<0,05). Yani BFA miktarinin olgunlasma
oranini ve yiizdesini etkiledigi sOylenebilir. Gruplar arasindaki farki belirlemek
amaciyla yapilan Tukey analizi sonucunda, kontrol ve solvent kontrol grubunun
olgunlasma oranmnin (0,700+0,46, p<0,05) diger gruplara gore istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuca gore diisiik
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miktarlardaki BFA’nin bile olgunlagma oranini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azalttig1 sOylenebilir.

Uygulanan BFA miktarimin olgunlasma yiizdesini etkileme derecesini
belirlemek amaciyla yapilan korrelasyon analizi sonucunda Spearman katsayisi -,811
(p<0,05) olarak belirlenmistir. Uygulanan BFA miktar1 ile olgunlagsma yiizdesi

arasinda ¢ok giiclii negatif dogrusal bir iliski oldugu séylenebilir.

80,00%
70,00% -W
60,00% 1

50,00% \
’ \ \

40,00% \ \ ——NF
30,00%
20,00% =¢—BFA
10,00%
0,00% T T T T T T )
Kontrol Solvent 0,01 0,1 1 10 100
Kontrol

Sekil 3.4. Kontrol, solvent kontrol, NF ve BFA uygulanan ¢esitli gruplardaki oosit
olgunlagma ytlizdeleri

Sekil 3.4.”de, kontrol, solvent kontrol, NF ve BFA uygulanan farkli gruplardaki
oosit olgunlagsma yiizdeleri gorilmektedir. 100 pg NF/ml disindaki NF
konsantrasyonlari olgunlagsma oranini az etkilerken, 100 pg NF/ml grubu olgunlagma
yiizdesini olduk¢a fazla etkilemis ve olgunlasma oranini disiirmistir. BFA
konsantrasyonlar1 diisiik dozda bile olgunlasma oranini etkilemektedir. 0,01 pg

BFA/ml grubundan itibaren oosit olgunlagsmasini oldukca fazla oranda diistirmiistiir.
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3.2.1. Olgunlasms Oosit Hiicrelerinin Mikroskop Gériintiileri

Inkiibasyon sonunda kutup hiicresi gdzlemlenerek olgunlasmis oositlerin orani
belirlenmistir. Resim 3.6.’da NF Kontrol (a), 0,01 ug NF/ml (b), 10 ug NF/ml (c),
BFA Kontrol (d) ve 10 ug BFA/ml (f) gruplarinda olgunlasmis (l. kutup hiicresi

olusmus) oositlerin mikroskop goriintiisii yer almaktadir.
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(© (d)

(e) (f)

Resim 3.2. NF Kontrol (a), 0,01 pg NF/ml (b), 10 ug NF/ml (c), BFA Kontrol (d), 10
ng BFA/ml (e) ve 100 png BFA/ml (f) gruplarinda I. kutup hiicresi (KH)
olusmus oositlerin mikroskop gorintiileri (X 40).
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4. TARTISMA

Yirminci yiizyll boyunca, ¢evreye zarar veren kimyasallarin iiretimi ve kullanimi
oldukga artmistir. Bu kimyasallardan bazilar1 endokrin sisteme zarar vermektedir.
Cevresel endokrin sistem bozuculari olarak da adlandirilan bu kimyasallarin {ireme
sisteminde de olumsuz etkileri gorilmektedir. Fetiis iizerinde dogrudan toksik
etkilerinin yaninda, hipotalamus, hipofiz veya gonadlar iizerinde birgok

mekanizmalarla erkekte ve diside tiremeyi etkileyebilmektedir (Petro ve ark., 2011).

Bu tez c¢alismasinda, endokrin sistem bozuculardan olan NF ve BFA’nin
sigirlarda iireme hiicrelerine olan etkileri arastirilmistir. NF’nin spermler iizerindeki
etkisini arastirmak amaciyla li¢ ayr1 bogadan alinan taze sperma ile yapilan
deneylerde elde edilen veriler incelendiginde; en kiigiik apoptotik hiicre yilizdesinin
% 5,94, en biiyiik apoptotik hiicre ylizdesinin % 12,96 oldugu goriilmektedir (Tablo
3.1). NF yogunlugu arttikga, sigir spermlerinde DNA kirilmalarina neden olarak
apoptoz oraninda artisa yol agtigi goriilmistiir (Tablo 3.3.). NF’nin doza bagl
apoptotik hiicre yiizdesini arttirmasina ragmen, tim gruplar degerlendirildiginde,
istatiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). Ama 6zellikle kontrol ve
solvent gruplarinin ortalamalart ile 10 pg NF/ml ve 100 pg NF/ml gruplarinin
ortalamalar1 arasinda goriilen fark sonucu, yiiksek dozlarda maruz kalinan NF’iin
apoptotik hiicre ylizdesini arttirdigi sdylenebilir. Kontrol grubuyla diger gruplar
arasindaki ortalamalarin farkli olup olmadigini belirlenmesi amaci ile kontrol
grubuyla diger gruplar arasinda gerceklestirilen t-testi analizi sonucunda sadece
kontrol grubuyla, 100 pg NF/ml grubu arasindaki ortalamanin istatistiksel olarak
anlaml oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

NF ile yapilan ¢aligmalarda; Han ve ark. (2004), Sprague—Dawley ratlarinin
erkeklerinde 50 giin boyunca 0, 125 ve 250 mg/kg/giin NF uygulamis ve Tunel

sonucuna gore, testis hiicrelerinde NF’nin doza bagli apoptozu arttirdigini
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belirtmigtir. Diger baz1 ¢alismalarda da NF’nin testis hiicrelerinde apoptoza neden
oldugu belirtilmistir (Weber ve ark., 2002; Gong ve Han, 2006). Wang ve ark. (2003)
erkek ratlarda, NF’ye maruz kalan Sertoli hiicrelerinde NF konsantrasyonu arttik¢a
apoptozun arttigin1 rapor etmislerdir. Gong ve ark. (2009) NF’nin Sertoli hiicreleri
lizerinde, apoptosizde Onemli bir rol oynayan ER stresi olusturabilecegini de
belirtmislerdir. Bennetts ve ark. (2008)’de, NF’nin insan spermlerinde DNA
biitiinliigline zarar verdigini ve bunun da disiiklere neden olma ihtimalinin
bulundugunu rapor etmislerdir. Uguz ve ark. (2008), rat spermleriyle yaptiklar
calismada, NF’nin >250 pg/ml konsantrasyonunun sperm hareketliligine olumsuz
etkileri oldugunu tespit etmislerdir. Bian ve ark. (2006) NF gibi ostrojeni taklit
ederek Ostrojen resoptorlerine baglanabilen OF ile erkek rat spermlerinde yaptiklar
caligmada, gilinliik 150 mg/kg oraninda OF’nin sperm hiicrelerinin hareketliligini
azalttigin1 ve 450 mg/kg/giinliik dozun testislerdeki sperm sayisin1 ve giinliilk sperm
{iretimini diisiirdiigiinii belirtmistir. Ostrojenik NF’nin 100 ppb konsantrasyononda
olgun erkek (Oryzias latipes) spermatositlerinde, sertoli hiicrelerinde ve leydig-
homolog hiicrelerinde apoptozu alti kat arttirdigi tespit edilmistir (Weber ve ark.,
2002). Michelangeli ve ark. (2008) AF’lerin TM4 Sertoli hiicrelerinde (sperm
olgunlastirma hiicreleri) Ca*? intraselliiler seviyesinde normal olmayan ylikselmelere
ve mitokondrileri depolarize ederek hiicre O6limiine neden olduklarini tespit
etmislerdir. Arslan ve ark. (2007), denizkestanesi sperm ve yumurtalarint NF (0,937-
18,74 pg/L) ve OF (5-160 pg/L)’ye maruz birakmislar ve sonug olarak fertilizasyon
basarisinda % 20’ye yakin bir azalma meydana gelmis ve kontamine spermlerin
olusturdugu larvalarin iskelet yapisindaki sekil bozukluklarinda artis goriilmiistiir.
Yang ve ark. (2006) Zebrabaliklarinin iireme sistemleri iizerinde, iireme Oncesi
NF’ye maruz birakilmanin etkisi incelenmis, 50 pg/L NF’e maruz birakilan disi
baliklara ait gruplarda iiremede zayiflamalara ve CAT D aktivitesinin yavaglamasina,
yumurta kabugu kalinligimin azalmasina (% 23,6) ve sekil bozuklugu oranin
yiikkselmesine neden oldugunu gormiistiir. Karadeniz ve ark. (2010) NF’nin
elektrokimyasal tespiti ve NF ile DNA arasindaki etkilesimin izlenmesini tek
kullanimlik  grapfite algilayici teknolojileri ve DPV teknigini kullanarak
gerceklestirmistir. Sonug¢ olarak NF’ye bagli DNA hasarinin, NF’ye bagli DNA

oksidasyonuyla o0zellikle de guanin oksidasyonuyla gerceklestigi belirtilmistir.
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Benachour ve ark., (2007) aralarinda NF ve BFA’ninda bulundugu bazi endokrin
bozucularin hiicresel yaglanda etkili oldugunu tespit etmislerdir. Lukacova ve ark.
(2012) biiyiikk bas hayvan sperm hiicrelerinin hareketliligi iizerine yaptiklari
calismada, NF’nin doza ve zamana bagli etkisini arastirmiglardir. Sonuglar yiiksek
dozlardaki (100 pg/ml’den biiyiik) NF’nin, sperm hiicrelerinin hareketliligini negatif
olarak etkiledigi iddiasin1 desteklemektedir. Muhtemelen bu konsantrasyonlar iireme
fiztolojisi iizerine toksik etki olusturmaktadir. Calismamizda >100 pg NF/ml
dozunun apoptotik etki gosterdigi sonucu litaratlirdeki c¢aligmalarla paralellik

gostermektedir.

BFA’nin spermler iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla ili¢ ayr1 bogadan
alman taze sperma ile yapilan deneylerden elde edilen veriler incelendiginde; en
kiigiik apoptotik hiicre ylizdesinin sifir, en biiyiik apoptotik hiicre yiizdesinin % 12,97
oldugu goriilmektedir (Tablo 3.2.). BFA yogunlugu arttikca, sigir spermlerinde DNA
kirtlmalarina neden olarak apoptoz oraninda artisa yol actigi goriilmiistiir (Tablo
3.4)). Bu veriler dogrultusunda, BFA’nin doza bagli apoptotik hiicre yiizdesini
arttirdi@r istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Gruplar arasinda farkin
onem diizeyini belirlemek amaciyla yapilan Tukey analizi sonucunda, 1 ng BFA /ml
konsantrasyonu ve 100 pug BFA /ml konsantrasyonu gruplarinin apoptotik hiicre
oranlarinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilememistir. Dolayisiyla, BFA’nn 1 ve 100 pg BFA/ml
konsantrasyonlarda sigir sperm hiicrelerinde DNA kirilmalarina neden olarak
apoptotik etki gosterdigi sdylenebilir. Buldugumuz bu sonug, bu alanda yapilan

caligmalarla da paralellik gostermektedir.

Meeker ve ark. (2010)’da 190 erkekte yaptiklar1 ¢alismada; semen kalitesi ve
sperm DNA’sin1 Comet assay kullanarak incelemis, sonu¢ olarak BFA’nin semen
kalitesini azalttig1 ve sperm DNA’sina zarar verdigini rapor etmistir. El Ghazzawy ve
ark. (2011) BFA’nin erkek ratlarda epididimisin islevlerine zarar veren yapisal

degisikliklere ve kisirliga neden oldugunu belirtmislerdir. lida ve ark. (2003),



66

BFA’nin  150-200 uM miktarlarinda, ratlarda apoptozu tetikleyerek Sertoli
hiicrelerinde Oliimlere sebep oldugunu, BFA’nin <100 pM miktarlarinda ise
hiicrelerde sitotoksik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Ji ve ark. (2011) da 240
erkekte, idrarda bulunan BFA miktar1 ile sperm DNA kirilmalar1 arasindaki iliskiyi
arastirmig ve sonug olarak aralarinda pozitif korelasyon ($=0,27; 95% CI: 0,15-0,39;
p<0,001) bulmustur. Cakal ve Parlak, (2007) denizkestanesi embriyolarinda ve
gametlerinde BFA’nin 300 pg/L  konsantrasyonunun spermiyotoksik  ve

embriyotoksik etki gosterdigi belirlemistir.

NF’nin sigir oositlerinin - olgunlagsmasina etkisini arastirmak amactyla
yaptigimiz deneylerden elde edilen veriler incelendiginde, en diisiik olgunlasma
oraninin 100 pg NF/ml uygulanan gurupta (% 6,45) oldugu goriilmektedir. Diger
gruplarda olgunlasma orani1 % 60-70 arasinda degismektedir (Tablo 3.8.). Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Gruplar arasindaki farki belirlemek amaciyla yapilan Tukey
analizi sonucunda, 100 pg NF/ml konsantrasyonu grubunun olgunlagma oraninin
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiikk oldugu tespit
edilmistir. Uygulanan NF miktarinin olgunlagsma yilizdesini etkileme derecesini
belirlemek amaciyla yapilan korelasyon analizi sonucunda Spearman katsayis1 “-

0,793” (p<0,05) olarak belirlenmistir. Buradan da uygulanan NF miktar1 ile

olgunlagma yiizdesi arasinda ¢ok gii¢lii negatif dogrusal bir iliski oldugu sdylenebilir.

Brevini ve ark. (2004), bir baska endokrin sistem bozucu olan PCB’nin domuz
oositlerinde in vitro olgunlagsmaya olan etkisini inceledikleri arastirmada, bu
maddenin oositin gelisim yetenegini azalttigin1 ve domuz organizmasinda PCB
birikiminin bu tiiriin lreme verimliligi tiizerinde zararli bir etkisi oldugunu

belirtmislerdir.

Hwang ve ark. (2010), NF ve DES’in T. Obscurus’un oosit maturasyonu

tizerinde Ostrojenik etki gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica, NF ve DES’in oositin
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gelisimsel basamaklarina gore farkli duyarliliklar1 oldugunu ve DES’in 6strojenik

etkisinin NF’ye gore daha biiyiik oldugunu tespit etmislerdir.

Pocar ve ark. (2003) OF’nin in vitro kiltiir edilmis biiyiik bas oositlerindeki
maturasyonu ve takip eden gelisimsel yeterliliklerini etkiledigini belirlemislerdir.
Ayni  zamanda bu etkilerin doza baglh oldugunu ve OF’nin yiiksek
konsantrasyonlarinda (1 ve 0,1 mg/ml) oosit maturasyonunun engellendigini tespit
etmislerdir. Bu konsantrasyonlarda niikleer maturasyon bozukluklarinda artis
gbzlenmis ve oositlerin yiizde olarak ¢ok az bir kismi ilk mayotik boliinmeyi

gerceklestirebilmistir.

Kortner ve Arukwe (2007) Atlantik morina baliklar1 {izerine yaptiklari
aragtirma sonucunda NF’nin teleostlarda maturasyon ve oosit biiylimesi iizerine
olumsuz etkiledigini, steroid olusumunu bozmak ve hormonal dengesizlik yaratmak

gibi alisilmisin diginda etkileri oldugunu belirlemislerdir.

BFA’nin sigir oositlerinin  olgunlasmasina etkisini arastirmak amaciyla
yaptigimiz deneylerden elde edilen veriler incelendiginde, en diisiik olgunlasma
oraninin 100 pg NF/ml uygulanan gurupta (% 8,57) oldugu goriilmektedir. Kontrol
grubunda da en yiiksek olgunlasma oran1 (% 70) gbzlenmistir. BFA uygulanan diger
gruplarda olgunlagma oran1 % 18-21 arasinda degismektedir (Tablo 3.9.). Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Yani BFA miktarin olgunlasma oranimi ve yiizdesini etkiledigi
sOylenebilir. Gruplar arasindaki farki belirlemek amaciyla yapilan Tukey analizi
sonucunda, kontrol ve solvent kontrol grubunun olgunlagma oraninin diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuca gore diisiik miktarlardaki BFA’nin bile olgunlasma oranini istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde azalttig1 sdylenebilir.
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Uygulanan BFA miktarinin olgunlagma yiizdesini etkileme derecesini
belirlemek amaciyla yapilan korelasyon analizi sonucunda Spearman katsayis1 -0,811
(p=0,27) olarak belirlenmistir. Uygulanan BFA miktar1 ile olgunlasma yiizdesi

arasinda ¢ok giiclii negatif dogrusal bir iliski oldugu séylenebilir.

Lenie ve ark. (2008) BFA’nin in vitro follikiil gelisimindeki etkilerini
arastirmiglardir. Calismalarinda, in vitro ortamda 3uM dan 30 puM’a kadar BFA’ya
maruz kalan fare oositlerinde follikiil gelisimi ve olgunlagsmasina olan etkilerine
bakilmigtir. 30 puM’a maruz kalan oositlerde belli belirsiz bir granulosa hiicre
olusumu ve diistik diizeyde Ostrojen iiretimi goriilmiistiir. Peretz ve ark. (2011),
otuziki glinlik FVB farelerinde yaptiklari ¢alismada postnatal donemde BFA’ya
maruz kalmanin antral follikiil biiylikliigli ve steroid olusumu iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Aragtirma sonucunda BFA’nin follikiil biiyiikliiglinii ve progesteron,
dehidroepiandesteron, androstenediyon, estrone, testosteron, estradiol gibi
hormonlarin olusturulmasinmi kisitladigini belirlemislerdir. Ayn1 zamanda BFA’nin
ovaryumdaki estradiyol biosentezleme islemini etkiledigini ileri siirmiislerdir. Baek
ve ark. (2007) BFA’nin kayabaliklarindaki oosit maturasyonu iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Aragtirma sonucunda 0,82-0,86 mm c¢apindaki oositlerin BFA’ya
karsi daha duyarli olduklarini, 0,86-0,90 mm c¢apindaki oositlerde BFA’nin
goriilebilir bir etkisi olmadigini belirlemislerdir. Mlynarcikova ve ark. (2009) gesitli
endokrin bozucu maddelerin mayotik maturasyona, hiicre yigini genislemesine,
progesteron ve hyaluronan sentezlenmesine olan etkilerini arastirmiglardir. Aragtirma
sonunda BFA’nin oositlerdeki mayotik maturasyonu etkiledigini belirtmislerdir.
Kontrol grubuna gore BFA uygulanan metafaz II seviyesine gecen oosit sayisinda
azalmalar oldugu goriilmiistiir. BFA’nin oosit-hiicre yigin1 (cumulus) kompleks
yapist tarafindan tiretilen progestoronu da etkiledigini belirtmislerdir. Susijaro ve ark.
(2007) BFA’nin disi farelerde oogenezi inhibe ettigini rapor etmislerdir. Ayrica,
Lahnsteiner ve ark. (2005) BFA’nin kirmizi benekli disi alabaliklarin (Brown trout)
yumurtalarinin  olgunlagmasimna olumsuz etki ettigi ve erkeklerinde ise sperm

kalitesini diisiirdiigiinli ortaya ¢ikarmislardir.
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5. SONUC

Insan yapis1 gevre kirleticilerinin degisik amaclarla, degisik alanlarda kullanilmasi
pek cok saglik sorunlarmi da beraberinde getirmektedir. Insanlarin yasamlarini
kolaylagtirmak igin iiretilen ve ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan kimyasallarin zararl
etkileri agiga c¢iktikea, sagliga zararli olmayan kimyasal {iretimi arayislarina

gidilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarla etkileri belirlenmeye ¢alisilan NF ve
BFA, giinliik yasamimizin vazgeg¢ilmez ihtiyaglari arasinda bulunan deterjanlarda, ot
ve bocek ilaglarinda, kozmetiklerde, boyalarda, dogum kontrol ilaglarinda, bebek

biberonlarinda ve plastik esyalarda bulunmaktadir.

Greenpeace (2011), yaptig1 bir incelemede 141 parga kiyafetten 89’unda NFE
tespit etmistir. Hayatimizin bu kadar iginde bulunan bu kimyasallar ¢evre kirliligine
sebep olmalarmin yaninda saghgmizi da tehdit etmektedir. Bu ¢evre Kirleticilerinin
etkileri dstrojenik etkiden karsinojenik ve hatta toksik etkiye varincaya kadar degisik
etkilere sahiptir ve diinyada pek cok arastirmaci bu konu iizerinde ¢alismaktadir.
Yapilan ¢aligmalarla bu kimyasallarin olumsuz etkileri her gecen giin biraz daha
aydinliga cikarilmakta ve bu maddelerin {iretilmesi ve kullanimlari konusunda

onlemler alinmasi yoluna gidilmesi i¢in yoneticilere baskilar artmaktadir.

Hormon etkisi gosteren cevre kirleticilerinin erkeklerde sperm sayisi ve
kalitesini diislirdiigli literatiirde rapor edilen bulgular arasindadir. Ayrica hem erkek
hem de diside infertiliteye neden oldugu da rapor edilmistir. Ancak, sperm ve oosit
gibi gamet hiicrelerine bu maddelerin etki mekanizmalar: iizerine yapilan ¢alismalar

stnirlhidir. NF’nin balik, rat, fare ve Sigir spermleri iizerine yapilan c¢aligmalar
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mevcuttur ancak, NF’nin oosit olgunlagmasi iizerine etkisi hakkinda higbir ¢alisma
bulunmamaktadir. Tiirkiye’de de NF ve BFA’nin sigirlarda gamet fizyolojine etkileri

tizerine higbir ¢aligsmaya rastlanmamustir.

Bu calismada NF’nin sigir spermlerinde etkisini gérmek amaciyla yapilan
deneylerde, 100 pg NF /ml konsantrasyonu grubunda kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. 100 ug NF/ml konsantrasyonu grubunun sigir
sperm hiicrelerinde DNA kirilmalarina neden olarak apoptoza neden oldugu

sOylenebilir.

Bu tez calismasinda BFA’nin sigir spermlerinde etkisini gérmek amaciyla
yapilan deneylerde, 1 pg BFA /ml konsantrasyonu ve 100 pg BFA /ml
konsantrasyonu gruplarinin apoptotik hiicre oranlarinin, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
veriler dogrultusunda, BFA’nin sigir spermlerinde doza bagli apoptotik etki

gosterdigini sOyleyebiliz.

Bu calismada, NF’nin sigir oositlerinin olgunlagmasina etkisini gérmek
amaciyla yapilan deneylerde, 100 pg NF/ml konsantrasyonu grubunun olgunlasma
oraninin diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugu
tespit edilmistir. Ayrica uygulanan NF miktar ile olgunlagma yiizdesi arasinda ¢ok

giiclii negatif dogrusal bir iliski oldugu sdylenebilir.

Bu tez ¢alismasinda, BFA’nin s1g1r oositlerinin olgunlagmasina etkisini gérmek
amaciyla yapilan deneylerde, kontrol grubunun olgunlasma oraninin diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Uygulanan BFA miktar ile olgunlasma yiizdesi arasinda ¢ok gii¢lii negatif dogrusal
bir iligki oldugu sdylenebilir.
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Bu ¢alismada NF ve BFA kiyaslandiginda, elde edilen veriler dogrultusunda
BFA’nin NF’ye gore daha toksik oldugu soylenebilir.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler dol verimi diisiikliigii hakkinda 6nemli
bilgilerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Ayrica bir memeli iireme sisteminde ¢aligilip
elde edilen bilgiler, insanlarda da ¢ocuk sahibi olamayan anne babalarin neden ¢ocuk
sahibi olamadiklar1 sorusuna cevap bulmaya yardimci bilgiler ortaya ¢ikararak
yapilacak tiip bebek calismalarinda, uygulanabilecek tedaviler hakkinda yararh
bilgiler ortaya ¢ikaracaktir.
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OZET

Nonilfenol ve Bisfenol-A’nin Sigirlarda Gamet Fizyolojisine Olan Etkileri

Alkilfenoletoksilar (AFEO), iyonik olmayan yiizey aktif maddeleri olarak bdcek
ilaci, deterjan, boyalar ve kozmetik esyalar gibi cesitli endiistriyel, tarimsal ve evsel
tiikketim tirlinlerinde bulunmaktadir. Bisfenol A (BFA) gidalarin tiiketime sunuldugu
kaplarda, bebek biberonlarinda, polikarbonat plastik ve epoksi recinelerin iiretimde;
disgilikte kullanilan karisimlarda ve dolgu macunlarinda kullanilmaktadir. Endokrin
sistemi bozucu bu maddeler suda yasayan ve karasal organizmalarda birikirler. Bu
yiizden bu bilesikler besin zinciri yoluyla insanlara kadar wulasabilirler.
Ksenoostrojenler olarak da adlandirilan bu kimyasallarin  ¢ogu  Ostrojenik,
karsinojenik veya toksik olabilmektedir. NF ve BFA, 0strojen reseptorlere
baglanarak Ostrojenik etki gostermektedir. BFA erkek ve disi iireme hiicreleri ile siit
bezlerinde morfolojik ve fonksiyonel hasarlara yol agmaktadir. Bu hasarlar
dollenmeyi azaltirken, meme ve prostat kanserlerine neden olabilmektedir. Biitiin bu
ozelliklerinden dolay1, bu ¢alismanini ana konusu, NF ve BFA’nin sperm ve oositler
tizerindeki olumsuz etkilerinin belirlenmesidir. Bu tez ¢alismasinda NF ve BFA’nin
gevresel dozlardaki (0,01; 0,1; 1; 10 ve 100 ug NF/ml ile 0,01; 0,1; 1; 10 ve 100 pg
BFA/mI) konsantrasyonlari segilmistir. NF ve BFA’dan kaynaklanan, sperm
DNA’sindaki anormallikler ve oosit olgunlagsmasina etkiler arastirilmistir. NF ve
BFA’'nin sperm DNA’sina olan etkilerini belirlemek amaciyla Tunel assay
kullanilmis ve NF ve BFA nin oosit olgunlagsmasina etkisi TC-199 ile test edilmistir.
Bu tez ¢aligmasi; 100 pg NF /ml, 1 pg BFA/ml ve 100 ug BFA/ml konsantrasyon
gruplarinin s1g1r sperm hiicrelerinde DNA kirilmalarina neden olarak apoptoza neden
oldugunu gostermistir. Ayrica 100 pg NF/ml ve 0,01; 0,1; 1; 10 ve 100 ug BFA/ml
konsantrasyon gruplari, sigir oositlerinde olgunlagsma oranini azaltmistir. Sonug
olarak NF ve BFA’nin sperm DNA’smin biitiinliigli ve oosit maturasyonu iizerinde

olumsuz etkileri oldugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Nonilfenol, Bisfenol A, Tunel boyama, endokrin sistem
bozucular
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SUMMARY

The Effects of Nonylphenol and Bisphenol A on Gamete Physiology on Bovine

Alkylphenol ethoxylates (APEOs) are used as non-ionic surfactants in variety of
industrial, agricultiral and domestic products such as pesticides, detergents, paints
and cosmetics. Bisphenol A (BPA) is used in production of food containers, baby
bottles, policarbonated plastics and epoxy resins and also used in composites and
sealants in dentistry. These endocrine distrupters are bioacummulated in both aquatic
and terrestrail organisms. Therefore, these compounds can reach to humanbeing
through foodchains. These endocrine disurpters also called Xenoestogen have
estrogenic, carsinogenic and toxic effects. NP and BPA exert their estrogenic effects
by binding to estrogen receptors. BPA causes morphological and functional
alterations in male and female genital tract and mammary glands. These alterations
may reduce fertility, mammary and prostate cancer. Therefore, the main purpose of
this study is to determine the adverse effects of NP and BPA on sperm and oocytes.
The effects environmentally relevant NP and BPA concentrations such as 0,01; 0,1;
1; 10 and 100 pg NP/ml or 0,01; 0,1; 1; 10 and 100 pg BPA/ml) were chosen. NP
and BPA mediated abnormalities in sperm DNA and oocyte maturation were
inviestigated. Tunel assay was employed to determine the adverse effects of NP and
BPA on sperm DNA, whereas the effects of NP and BPA on oocyte maturation in
TC-199 were tested. The present study demonstrated that 100 ug NF/ml and 1 as
well as 100 ug BFA/ml concentrations induced apoptosis by causing DNA breaks in
bovine sperm cells. This study also showed that 100 ug NF/ml and 0,01; 0,1; 1; 10
and 100 pg BFA/ml concentration inhibits oocyte maturation. It is concluded that NP

and BPA have adverse effects on the integrity of sperm DNA and oocyte maturation.

Keywords: Nonylphenol, Bisphenol A, Tunel Assay, endocrine distruptors
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