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Endokrin bozucular; endokrin sistem fonksiyonlarini etkileyerek organizmada ve
organizmanin nesillerinde olumsuz saglik etkileri olusturan eksojen madde veya madde
karisimlaridir. Calismadaki amacimiz, ¢evresel kaynakli endokrin bozucu olan Bisfenol
A’nin (BPA) ovaryumda olusturabilecegi polikistik over sendromuna (PKOS) kars1 bir
fitoostrojen olan floretinin koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmaktir.
Fitodstrojenler bitkilerde dogal olarak bulunan dstrojen hormonuna yapisal benzerlikleri
nedeniyle fitodstrojenler olarak bilinen bilegiklerdir. Aragtirmamizda, 36 adet Wistar
albino disi sigan kullanmilmistir. Her bir grupta 6 adet sican olacak sekilde 6 gruba
ayrilmistir. Gruplar su sekilde planlanmistir: 1. Grup: Misir yagi, 2. Grup: 50
mg/kg/glin BPA, 3. Grup: 50 mg/kg/giin testosteron propiyonat, 4. Grup: 50 mg/kg/giin
BPA+0,5 mg/kg/giin floretin, 5. Grup: 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin, 6.
Grup: 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin seklindedir. Gruplara 15 giin boyunca
once floretin daha sonra BPA olacak sekilde subkutan uygulama yapilmis ayn1 zamanda
smear Ornekleri alinarak Gstrus dongiileri takip edilmistir. Son verilen dozdan 24 saat
sonra ovaryum, uterus, karaciger ve bobrek dokular1 alinmis ve doku takibinin ardindan
alman ince kesitlerde 151k mikroskobu ile inceleme yapilmistir. Bunun yani sira

ovaryum dokusunda immiinohistokimyasal boyamalar yapilarak CYP17A1 ve
[



CYP11A1l boyanmalart incelenmistir. Sicanlarin kalbinden alinan kandan elde edilen
serum Orneklerinden ALT (alanin aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz),
trigliserit, albiimin, Kreatinin, iire, glukoz biyokimya analizleri yapilmistir. Hormon
grubundan ise FSH (folikiil uyarict hormon), LH (liiteinlestirici hormon), DHT
(dihidrotestosteron), ERRa (6strojen), kortizol degerlerine bakilmustir.

Histopatolojik incelemelerde, BPA grubu ovaryum dokularinda ¢ok sayida kistik
goriiniim elde edilmis, ayni sekilde smear dongiisiinde uzamis didstrus evreleri goze
carpmistir. Koruyucu etki gostermesi beklenen floretin gruplarindan 50 mg/kg/giin
BPA+5 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin gruplarinda
ovaryumda kistik goriintimiin azaldigir gortilmiistiir. CYP11A1 ve CYP17A1 enzimleri
testosteron artisina bagli olarak pozitif kontrol grubu olan BPA’nin uygulandigi
dokularda daha yogun boyanmis olup, 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin ve 50
mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin gruplarinda daha az boyanma oldugu tespit

edilmistir.

Bobrek ve karaciger dokularinda dejenerasyon, konjesyon, mononiikleer hiicre
infiltrasyonu tespit edilmistir. Serum iire degerleri, 50 mg/kg/glin BPA, 50 mg/kg/giin
TP, 50 mg/kg/glin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin
floretin gruplarinda kontrol grubuna gore artis gdstermis; serum albiimin degerleri, 50
mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin grubunda kontrol grubuna gore artis gostermis;
serum ALT ve AST degerleri ise tiim gruplarda kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli degisim gostermistir. Serum FSH degerleri, kontrol grubuna gore tiim gruplarda
anlamli olarak azalmis; serum Ostrojen degerleri ve 50 mg/kg/glin BPA+5 mg/kg/giin
floretin ve 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin gruplarinda artiy gostermis;
serum DHT degerleri ise kontrol grubuna gore tiim gruplarda artis gostermistir. Serum
kortizol degerlerinde ise sadece 50 mg/kg/glin BPA grubu ile kontrol grubu arasinda

fark meydana gelmistir.

Sonug olarak, BPA ile indiiklenen PKOS modellemesinde, ovaryumda meydana gelen
cok sayida kistik folikiil 50 mg/kg/glin BPA+50 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin
BPA+5 mg/kg/gin  floretin  gruplarinda azalma gostermis, bu azalma

immiinohistokimya boyamalar1 ve elde edilen serum &rnekleri ile de desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, fitoostrojen, polikistik over sendromu, floretin,

sican, endokrin bozucular
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Endocrine disruptors are exogen substance or mixtures that cause an adverse effect in
organism or organism’s generation by impacting the function of endocrine system. In
this study, it was examined whether phloretin, which is a phytoestrogen, has a
protective effect against the polycystic over syndrome (PCOS) caused by the Bisphenol
A (BPA) which is an industrial compound disrupting endocrine system. Phytoestrogens,
however, are the naturally occurring plant compounds which have the similar structures
to those of oestrogen. In our study, the thirty-six Wistar albino female rats were utilised.
The rats were divided into six groups and each group consisted of six rats. The daily
doses of ingredients given to each group are as follows. 1. group: Maize oil; 2. group:
50 mg/kg BPA; 3. group: 50 mg/kg testosterone propionate; 4. group: 50 mg/kg
BPA+0.5 mg/kg phloretin; 5. group: 50 mg/kg BPA+5 mg/kg phloretin; 6. group: 50
mg/kg BPA+50 mg/kg phloretin.

These six groups have been given the subcutenous injection of phloretin first, thereafter
BPA for fifteen days. Also, the estrous cycles have been monitored by taking the smear



samples. Twenty-four hour after the last dose given, the tissue samples were taken from
the ovary, uterus, liver and kidney. The thin sections, which were taken after the tissue
follow-up, were analysed under the light microscope. Apart from that, CYP17Al and
CYP11Al expressions were investigated by performing an immunohistochemical
staining on the ovarian tissue. The biochemical analyses of ALT, AST, triglyceride,
albumin, creatinine, ure and glucose were made on the serum samples acquired from the
blood drawn from the rats’ hearts. On the other hand, the levels of FSH, LH, DHT,

ERRa and cortisol hormones were checked.

The histopathological evaluation indicated that the intense cystic appearences have been
observed on the ovarian tissues in the BPA group. Similarly, prolonged diestrus phases
have been detected in the smear cycle. It has been reported that the cystic appearences
of ovaries in the fifth and sixth phloretin groups have diminished, as it was expected.
The CYP11Al and CYP17A enzymes have been stained intensively on the BPA
positive control group tissues depending on the increase in testosterone whereas they
were stained weakly in the fifth and sixth groups. Degeneration, congestion and
mononuclear cell infiltration have been identified on the kidney and liver tissues. While
the serum ure levels showed an increase in the second, third, fourth and fifth groups
comparing to the control group, the serum albumin levels increased in the fifth group in
contrast to the control group. The serum ALT and AST levels, however, were
statistically significant in all groups in comparison with the control group. The serum
FSH levels have decreased in all groups comparing to the control group. There was a
rise in the serum oestrogen levels of the fifth and sixth groups. The serum DHT levels,
on the other hand, showed an increase in all groups as opposed to the control group.
Lastly, the serum cortisol level has differentiated only between the second and control

groups.

As a conclusion, in this PCOS model induced by BPA, it has been recorded that the
cystic follicles which were abundantly found on the ovaries have decreased in the fifth
and sixth groups. This decrease has been confirmed with the serum samples obtained by

the immunohistochemistry staining.

KEYWORDS: Bisfenol A, phytoestrogen, polycystic ovarian syndrome, phloretin,

rat, endocrine disruptors
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1. GIRIS

Giinlik yasantimizda endokrin bozucu kimyasallara birgok yonden oldukca fazla
miktarlarda maruz kalmaktayiz. Bu kimyasallarin diisiik konsantrasyonlarda kadin ve
erkeklerde tlireme problemleri, gelisim bozuklugu ve kanser gibi cesitli saglik
sorunlarina yol agtig1 bilinmektedir. Ayrica obezite, diyabet ve endometriozis gibi bazi

metabolik bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda de etkili olduklari ileri siiriilmektedir [1].

Polikistik over sendromu ailesel nedenlerle olabilecegi gibi, ¢evresel kaynakli endokrin
bozucularin etkisi altinda gelisebilmektedir. Dogurganlik ¢agindaki kadinlarin %5-
10’unu etkilemekte olup, ovaryumlarda kiste, hormonal bozukluklara, diyabete,

obeziteye, metabolik sendroma neden olabilmektedir [2].

Fitoostrojen takviyeleri, hormon tedavisine alternatif olarak kabul edilmektedir. Esas
olarak bitkilerden elde edilir ve insan endokrin sistemi tarafindan tiretilen Ostrojene
benzeyen yapilara sahiptir. Ostrojen reseptorlerine baglanarak, dstrojen eksikligini telafi
edebilmektedirler [3]. Calismamizda kullandigimiz floretinin de Gstrojenik aktivitesi
kanitlanmistir [4]. Bu yiizden iireme sistemi iizerinde potansiyel etkileri mevcuttur.
Ayrica antioksidan, antitimor ve antiinflamatuar 6zelligi ¢alisilmis olup diyabetik

sicanlarda iyilestirme etkisi gozlenmistir [5].

Bu caligmadaki amacimiz, polikistik over sendromuna neden oldugu bilinen BPA’nin
disi lireme sistemi lizerinde muhtemel olumsuz etkileri {lizerine bir fitodstrojen olan
floretinin koruyucu etkilerini arastirmak ve bu hastaliga karsi alternatif iyilesme

seceneklerini sunmaktir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1.Endokrin Bozucular

Kimyasallar giinliilk yasantimizin vazgegilmez bilesiklerini olusturmaktadir. Bu
bilesiklerin birgogu Ozellikle endokrin bozucular olarak bilinenler, endokrin sistem
(hormonlar) iizerinde zararli etkilere sebep olabilmektedirler. Hormonlar, ¢ok kii¢iik
miktarlarda ve ihtiya¢ duyuldugunda salgilanarak viicudun biiylimesini, gelismesini,
Metabolizmasini, {iremesini, bagisiklifim1 ve davranislarim1 diizenleyen Onemli

molekiillerdir [6].

Endokrin bozucu bilesikler, A.B.D. Cevre Koruma Ajanst (EPA) tarafindan, viicutta
homeostazin, iiremenin, gelismenin ve/veya davranisin korunmasindan sorumlu olan
dogal hormonlarin sentezini, salgilanmasini, tasinmasini, baglanmasini ya da ortadan
kaldirilmasini engelleyen kimyasallar olarak tanimlanmistir [7]. Endokrin bozucu
kimyasallarin baglangicta Ostrojen reseptorleri (ER'ler), androjen reseptorleri (AR'ler),
progesteron reseptorleri de dahil olmak tizere niikleer hormon reseptorleri (steroid ve
tiroid hormonlarii ve diger bazi molekiilleri tanimaktan sorumlu hiicre i¢inde bulunan
bir protein smifi) yoluyla etki gosterdigi disiintilmekteydi [3]. Gliniimiizde temel
bilimsel arastirmalar gostermektedir ki hormon mekanizmalari baslangigta kabul
edilenden ¢ok daha karmasik ve kapsamlidir. Bu nedenle, endokrin bozucu bilesikler
etkilerini, reseptorleri hiicre ¢ekirdeginde bulunan ve niikleusta olmayan steroid hormon
reseptorleri (6rnegin, membran ER'ler), nonsteroid reseptorleri (6rnegin serotonin
reseptorii, dopamin reseptorii, norepinefrin reseptorii gibi ndrotransmitter reseptorleri),
yetim reseptorleri (endojen ligandi heniiz tanimlanmamis protein, Ornegin aril
hidrokarbon reseptdrii) yoluyla steroid biyosentezi ve/veya metabolizmasinda yer alan
enzimatik yollar ve endokrin-iireme sistemleri {izerinde birlesen bircok baska
mekanizma ile gosterebilirler [8]. Daha basit bir tanimlama ile endokrin bozucu
kimyasallar ya da kimyasal karigimlart normal hormon fonksiyonlarina zarar
vermektedirler [7]. Boylece fiziksel agidan bakildiginda endokrin bozucu bilesikleri,
dogal ya da sentetik olsun, cevresel veya uygun olmayan gelisimsel maruziyet
oldugunda organizmanin ¢evresi ile iletisim kurmasini ve cevap vermesini saglayan

hormonal ve homeostaz sistemlerini degistiren bilesiklerdir, seklinde tanimlayabiliriz

[8].



A) Endokrin bozucu bilesikler iki kategori altinda toplanabilir:

a. Dogal olarak bulunanlar: Insan ve hayvan besinlerinde bulunanlar

(Fitoostrojenler; genistein, daidzein vb.).
b. Sentetik olarak iiretilenler:

I. Endiistriyel solventler olarak kullanilan sentetik kimyasallar
ve yan trtinleri (Poliklorlu bifeniller, polibromlu bifeniller,

dioksinler vb.)
ii. Plastikler (BPA)
iii. Plastiklestiriciler
Iv. Pestisitler
v. Fungisidler

vi. Baz farmasotikler (dietilstilbestrol vb.)

B) Endokrin bozucu bilesikler ayrica orijinlerine gore de gruplandirilabilir:

a. Dogal ya da yapay hormonlar (Fitodstrojenler, tiroid ilaglari, dogum

kontrol haplarr)
b. Hormonal yan etkileri olan ilaglar (naprokse, metoprolol)

c. Endistriyel ve ev kimyasallart (fitalatlar, alev geciktiriciler,
alkilfenol etoksilat deterjanlari, ¢oziiciiler, 1.4-dikloro-benzen ve

poliklorlanmig bis-fenoller)

d. Endiistriyel ve evsel islemlerin yan tiriinleri (polisiklik aromatik

hidrokarbonlar (PAH), dioksinler, pentaklorobenzen vb. [7].

Endokrin bozucularin etkilerinin anlagilabilmesi i¢in dikkate alinmasi gereken birkag

nokta vardir:

1. Maruziyet zamani: Endokrin bozucularin yetiskinlerde ve fetiis gelisiminde veya
bebeklerde farkli etkileri olabilir. Organizmanin gelistigi ¢evre (plasentali
memelilerde anne karni, diger omurgalilarda yumurta) ve dis ¢evre, ileriki yasaminda
bir hastalilk ya da islev bozuklugu gelisme egilimini belirlemek i¢in bireyin

genleriyle etkilesime girebilir. Bu egilim aym1 zamanda, organlarin &nemli bir



gelisme gdstermeye devam ettigi fetal donemden post natal erken gelisim donemine

kadar endokrin bozuculara maruz kalma durumuna da baglhdir.

2. Endokrin bozucularin etkileri erken baslayabilir ve siireklilik gosterebilir: Endokrin
bozucularin ergenlik sonrasi donemden ziyade erken gelisim doneminde daha fazla
risk olusturdugu yapilan arastirmalardan agik¢a gortilmektedir [7]. NIEHS tarafindan
(Ulusal Cevre Saglig1 Bilimleri Enstitiisii) yapilan arastirmalar endokrin bozucularin
olumsuz sonuglarinin, dogrudan endokrin bozuculara maruz kalmasalar bile sonraki
nesillere gegebilecegini gostermistir. Mekanizmalar, DNA dizisini degistirmeden gen

fonksiyonunun degistirebildigini gostermektedir.

3. Maruziyet siiresi: Endokrin bozuculardan kaynaklanan hastaliklar maruz kalma siiresi
boyunca belli olmayabilir. Yetiskinlikte veya sonraki donemlerde yaslanma sirasinda
ortaya cikabilir. Maruz kalma ve hastaliklarin ortaya ¢ikisi arasindaki gecikme,
endokrin bozucu kimyasallarin belirli hastaliklara katilimint belirlemede zorluk

yaratir.

4. Diger kirleticilerin katilmi: Cevre kirliligi tek bir bilesikten kaynaklanmamaktadir.
Bu nedenle, eger bireyler ve populasyonlar bir endokrin bozucu kimyasala maruz
kalirsa, ortamda diger cevre kirleticilerine de maruz kalma olasilig1 yiiksektir. Bu
durumda farkli endokrin bozucu kimyasallarin birlikte veya sinerjik etkileri ortaya

cikabilir.

5. Diisiik doz etkileri: Son yirmi yildan beri endokrin bozucular, bilim diinyasinda ilging
ve dikkatleri ¢eken bir ¢alisma alani olmustur. Bu siire zarfinda bilim insanlar1 farkl
tir calismalar yapip hipotezlerini yaymlamislardir. Bazi bilim adamlar yiiksek
seviyede kimyasal kirlenmenin saglig1 ve farkli viicut sistemlerini etkiledigini ancak
genel olarak insan viicudundaki saglik tizerine etkisinin ¢ok diisiikk oldugunu
belirtmistir. Ancak 2007-2011°de Flemish biyoizlem kampanyasinda elde edilen
sonuglar, ¢ok diisiik dozlarda kadminyum ve organoklorlu bilesiklere internal
maruziyetin serum hormon seviyelerinde, eseysel olgunlasmada, boy ya da beden

kitle endeksinde degisikliklere neden oldugunu gostermektedir.

6. Endokrin bozucu kimyasallarin konsantrasyonlari: Endokrin bozucular ¢evreye cesitli
kaynaklardan girerler. Giiniimiizde, insanlar giinlilk yasamda endokrin bozuculara
maruz kalmaktadir ¢iinkii bu bilesikler igme suyundan tiiketilen iirtinlere, ilaglardan,

yiyecek maddelerine vb. kadar tiim iirtinlerde diisiik dozlarda bulunmaktadirlar [7].



Uygarlasma, endiistrilesme ve kentlesme kimyasallarin ¢esit ve dozlarina olan
maruziyeti de devamli hale getirmistir. Glinlimiizde 800’e yakin endokrin bozucu
etkinligi olan ve olma potansiyeli bulunan kimyasal vardir. Endokrin bozucular; plastik
siseler, metal yiyecek kutulari, deterjanlar, alev geciktiriciler, oyuncaklar, kozmetik ve
bocek ilaglart da dahil olmak iizere birgok giinliik iiriinde bulunabilmektedirler [6].
Bunlar arasinda bisfenol A (BPA), fitalik asit esterleri (fitalatlar), hekzaklorobenzen,
poliklorlu bifeniller, diklorodifeniltrikloroetan ve metabolitleri, parabenler sayilabilir.
Bu maddeler sahip olduklari fenolik yapilarindan dolay1 Ostrojen, androjen ve

progesteron reseptorleri ile etkilesime gegebilirler [9].

2.1.1. Bisfenol A (BPA)

Ik olarak 1891'de Alexander Pavlovich Dianin tarafindan sentezlenmistir ve daha sonra
1930'da Ingiliz bir kimyager olan Charles Edward Dodds tarafindan yapay &strojen
olarak taninmistir. BPA, iki metil grubuna bagh iki fenil halkas1 tarafindan olusturulan
bir difenilmetan tiirevidir. Bisfenol A (CisHi1602), diinya ¢apinda en ¢ok iiretilen
kimyasallardan biridir [10].

-~
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-

-

Sekil 2.1.BPA’nin kimyasal yapis1 [10].

BPA, polikarbonat plastiklerin {iretiminde ve epoksi reginelerinin tiiretiminde esas
olarak kullanilan bir kimyasaldir. Konserve kutularinin i¢ yiizeyini kaplamada, yiyecek
ve icecek paketlerinde, aliiminyum yiyecek kutularinin i¢ astar1 ve yiyecek kutularinda,
sise kapaklarinda, biberonlarda, damacanalarda, discilikte ve diger plastiklere
karistirtlip kullanilan olduk¢a yaygin bir kimyasaldir [6, 7]. Ayrica polyester, polisiilfon
ve poliakrilat regineleri, alev geciktiricilerde kullanim alani vardir. Epoksi regineler
cesitli konserve yiyecek ve icecekler i¢in koruyucu astar olarak ve bebek mamasi i¢in

kullanilan kaplar da dahil olmak {izere cam kavanozlar ve siseler i¢in metal kapaklar



tizerine bir kaplama olarak kullanilmaktadir. Bu kullanimlar, tiiketicinin besin yoluyla

BPA'ya maruz kalmasina neden olmaktadir [12].

EPA tarafindan Onerilen BPA degerleri ise su sekildedir: LOAEL; 50 mg/kg/gin,
NOAEL; 5 mg/kg/giin, ADI; 50 ug/kg/giin. Yetiskinlerde her giin maruziyet ortalama;
0,5 pg/kg/giin olarak verilmistir [8]. Endokrin bozucu kimyasallarin steroid hormonlara
molekiiler benzerligi, hormonal homeostazinin bozulmasina yol agabilir. Bu da iireme
fonksiyonlarinda aksamaya neden olmaktadir. Anovulasyonun patogenezinde de rol
almaktadirlar. Reseptor aracili sinyal yolaklarini taklit ederler ve bunun sonucunda

ovaryumda E tiretimini baskilayarak anovulasyona neden olurlar [13].

BPA'nin hayvanlar iizerindeki bazi etkileri kapsamli bir sekilde arastirilmistir ve
tekrarli-doz hayvan ¢aligmalarinda tanimlanan hedef organlarin bagirsak, karaciger ve
bobrekler oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte BPA, hormonal aktivitesi, fiziksel,
norolojik ve davranigsal gelisim tiizerine potansiyel etkileri ile ilgili olarak endiseye
neden olmustur [12]. BPA niikleer steroid reseptorler ERa ve ERB’ye baglanarak ya da
bazilar1 genomik olmayan yolaklar seklinde zayif Ostrojen etkisi gostermektedir.
BPA’ya maruziyet hayatin farkli asamalarinda farkli sekillerde olabilmektedir. Disi
sicanlarda, prenatal ya da postnatal periyod boyunca BPA’ya maruziyet iireme
fizyolojisinde; pubertal donemin baslama zamanina etkisi, erken vajinal acikligin
olugmasi, Ostrus dongiisiiniin bozulmasi, uterus agirliginda artis ve erken oogenesizte
bozulma gibi etkilere neden oldugu ortaya g¢ikartilmistir [14]. Oogenezin bozulmasi
sonucunda ovaryum dokusunda antral folikiillerin artmasi ve fazla sayida gelismemis
folikiillerin olmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu sonuglar BPA’nin ovaryumun fonksiyonlarim
degistirebilecegine isaret etmektedir [14]. In vivo olarak yapilan ¢aligmalar BPA'nin
androjenik veya anti-androjenik aktivitesinin oldugunu géstermistir. Insanlarda ve diger
primatlarda oral yoldan verilen BPA, bagirsak duvarinda ve karacigerde ilk gegis
metabolizmas1 sirasinda  hizli  bir sekilde emilmekte ve BPA, glukuronide
dontistiiriilmektedir. Az miktarda BPA ise siilfat konjugatina donistiiriilmektedir [7].

Oral olarak verilen BPA'nin %80'inden fazlasinin 5 saat i¢inde viicuttan temizlendigi,



konjuge formlarmin ise endokrin aktiviteden yoksun oldugu belirtilmektedir [12].

LR ==
s A -
s ‘/ =4
2 s
7 4 7
Y. /
kolesterol " kolesterol
¢ [
/
’

W iritmidmn P B
l // +
//
|
 —
17a-OH progesteron /|
/
l | \
\ )
| g
\ X
|

| [ ]
androstenedion \ l

¥ A

KAN
. | ]

TEKA HUCRESI GRANULOZA HUCRESI

[estradiol ]—bl estron ]

\
\

ANTRAL FOLIKUL

Sekil 2.2.Endokrin bozulmalarin hedefi steroid hormon reseptorleri ve ovaryum
steroidojenik enzimlerdir. (ER: Ostrojen reseptorii, AR: androjen reseptorii, PR:
progesteron reseptdrii, LHR: liitenize hormon reseptorii, FSHR: folikiil stimiile hormon
reseptori ve DHEA: dehidroepiandrosteron) [15]. (Ptak, Hoffmann ve Rak (2017)’den
degistirilmistir).

BPA iireme organlarinda birikmekte ve endokrin sisteme zarar vermektedir. Popiilasyon
genelinde BPA yaklasik 1-2 ng/ml miktarinda olmak {izere folikiiler sivida tespit
edilmistir [10]. Yapilan birka¢ epidimiyolojik ¢alismada BPA ile yetiskin veya fetiis
ovaryumlar1 arasinda c¢esitli anormallikler olduguna dair korelasyonlar tanimlanmaistir.
Ayrica, maruziyet zamanlarina bagli olarak folikiilogenez ovulasyon ve liiteinizasyon

farkli asamalardan ge¢mektedir [15].

BPA erken postnatal donem ve fetal zaman boyunca oogenezi ve folikiil olusumunu
etkilemektedir. Folikiil olusumu boyunca, BPA coklu oosit folikiillerin (multiple oocyte
follicles=MOFs) sayisini artirdigi, graniiloza hiicrelerinin tekli tabakasiin etrafinda
birden fazla oosit meydana getirdigi belirtilmektedir. BPA’nin ayrica fare fetal
ovaryumunda oogenezi bozdugu bunun da andploid ve anormalliklerin artmas1 seklinde
sonuclandig1 belirtilmistir [10]. Sicanlarin erken postnatal periyod boyunca BPA’ya
maruziyeti primordial folikiil rezervinin azalmasina ve MOFs insidansinin artmasina

neden olmaktadir. Ayrica siganlarin gestasyonal ve neonatal periyot boyunca BPA ile



indiiklenmesi yetiskinlikte PKOS benzeri sendromun agiga ¢ikmasina neden oldugu
belirtilmektedir. PKOS iireme ¢agindaki kadinlarin en sik Kkarsilastigi endokrin
bozukluklardan biridir. Hiperandrojenizm, insiilin direnci ve kronik anovulasyon ile
karakterizedir [15].

BPA {iretiminin diinya ¢apinda artmasi nedeniyle alternatif bilesiklerin gelistirilmesine
gidilmistir. Bunlardan ikisi Bisfenol S (BPS) ve Bisfenol F’dir (BPF). Her ikisi de su
anda kisitlama olmadan kullanilmaktadir. Bu iki bilesikle ilgili mevcut toksikolojik
veriler azdir ve potansiyel etkileri hakkindaki bilgiler sinirlidir. Giintimiizde, ¢alismalar
BPS’nin yiiksek dozlar kullanilarak genomik mekanizmalar yoluyla etkilerini
bildirmistir [11] fakat in vivo toksikolojisi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Her ne
kadar BPS’nin plastik ambalajlardan 1s1yla sizmasi daha az muhtemel olsa da yine de
normal kullanim sartlarinda kii¢iik miktarlarda polimer kagisinin oldugu bildirilmistir.
Chen ve ark. yaptigi calismada 40 uM BPS, BPA’ya oranla 15 kat daha diisiik
Ostrojenik aktivite gostermistir. Tim alternatif bisfenol tiirevleri Star, hsd3pa,
CYP17ALl ekspresyonunu azaltmistir. Sadece birkag ¢alisma BPS’nin gidalarda, yabani
yasamda veya insanlarda diisiik konsantrasyon araliklarinda  bulundugunu
gostermektedir. Eladak ve ark, yaptigi calismada BPF ve BPS’nin testosteron sentezi
tizerindeki etkisine bakmak i¢in FeTA modelini kullanmiglardir. Bu ¢alismanin
sonuglari, BPF’nin benzer bir doz-cevap etkisine sahip oldugunu gostermistir. 1000
nmol/L dozlarinda testosteron seviyesinde 6nemli diisiis goriildiigli belirtilmistir. Diger
caligmalarda, farkli hiicre modellerinde BPS'nin sitotoksik, genotoksik ve mutajenik
etkileri ortaya konmustur. BPS’ye maruziyetin hiicre sinyal yollarin1 ve apoptozu
etkiledigi belirtilmistir [16].



Cizelge 2.1. BPA’nin molekiiler sekli ve fizikokimyasal 6zellikleri [17]

BPA

CAS No: 80-05-7

Kimyasal ismi: Bisfenol A
Molekiiler formiilii: C15H1602

Yapisal formiilii:

Molekiiler agirligi: 228,29 g/mol

Sinonimleri: 2,2-Bis(4-hydroxyphenyl) propane4,4’-1sopropylidenediphenol

Fizikokimyasal Ozellikleri

Ozellik Deger

Fiziksel durumu Kristal, Bej

Koku Kokusuz

Erime noktasi 156-157°C
Kaynama noktasi 250°C (5 hPa)
Nispi yogunluk 1,2 glem?® (25°C)
Buhar basinci -

Suda ¢ozlinlirligii 120 mg/L (25 °C)
Kendiliginden tutusma sicakligi 510°C (1,013 hPa)




2.2. Fitoostrojenler

Fitoostrojenler (fito; Yunanca bitki kelimesinden gelmektedir) kizil yonca otlaklarindan
beslenen koyunlarin dogurganlik sorunlari iizerine, koyunlarin beslenme alani takip
edildiginde, otlaklarin fenolik bilesiklerden, diger otlaklara gére daha yogun oldugu
goriilmiistiir. Ik kez 1940’11 y1llarda bitki kokenli bilesiklerin dstrojenik bir etkiye sahip
olabilecegi giindeme gelmistir. Daha sonra bu otlaklarda bulunan fenolik bilesiklerin ilk
bulunan fitodstrojenlerden olan izoflavonlar, farmononetin ve biokanin A’dan yiiksek
miktarda igerdigi bildirilmistir. Bitki kokenli Gstrojenlere ilgi, hormon yerine koyma

tedavisinin giindeme gelmesi ile daha da artmigtir [18].

Fitoostrojenler, bitkiler tarafindan dogal olarak iiretilen organik bilesiklerdir. Mantar
oldiriicii gibi davranabilen, zararl otlar1 engelleyen, bitki hormonlarini diizenleyen ve
bitkileri ultraviyole 1sinlarina karst koruyabilen bitki kimyasallaridir. 300’{in iizerinde
farkl bitki tiiriinde bulunurlar ve insanlar tarafindan bitki metaryallerinin tiikketimi ile de
sindirime karismaktadirlar [19]. Yapisal olarak bazi fitoGstrojenler insan ve hayvanlarin
endojen Ostrojenlerine benzemektedir. Son arastirmalar, insanlar tarafindan yenildiginde
Ostrojen agonistleri veya antagonistleri olarak da islev gorebileceklerini gostermektedir

[20].

Ostrojen reseptorlerinin iki tipi vardir: B reseptorler temelde endotelyumda, beyinde,
kemikte, intestinal mukozada, bobrekte, meme parenkimasinda, kemik iliginde eksprese
edilirken; o reseptorler temelde endometriyumda, meme kanser hiicrelerinde ve
ovaryum stromasinda eksprese edilirler. Fitoostrojenlerden genistein ve kumostrol,

Ostrojen reseptor B izoformuna daha yiiksek afinite ile baglanir [21].

Diyetle alinan Sstrojenler (incelenen sisteme bagl olarak 102-107 kat kadar) estradiol
ya da estronla karsilastirildiginda zayif Ostrojenlerdir. Steroidal olmayan Ostrojenlerin
Erp reseptorlerine Oncelikli baglandigi bilinmektedir. Bu da Kklasik steroidal
ostrojenlerden yolaklarin ayirt edilebilmesini saglar. Izoflavonlar, sayisiz hormonal
olmayan etkilere sahiptir. Orne§in; genistein, protein tirozin kinaz igin etkili bir
inhibitordiir ve hiicre proliferasyonunu regiile eder. Bu da hiicrelerde 0Gstrojen
reseptorleri eksikliginde fitodstrojenlerin sinyal iletimi {izerindeki potansiyel biyolojik

etkisini a¢iklamaktadir [22].

1970’lerin ortasindan itibaren eczaciligin daha fazla gelismeye baslamasiyla birlikte

sentetik hormonlarm kullanimi yayginlagmistir. Sentetik hormonlar ise endojen
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hormonlari taklit ederek menopozun etkilerini en aza indirmeyi hedeflemektedir. Fakat
bu ilaclarin tiiketimine bagli olarak ortaya ¢ikan bir takim yan etkilerden dolay1 insanlar
yan etkisi daha az olan ya da hi¢ olmayan fitoterapik ya da bitkisel kaynakli baska
secenekler aramaya baslamuslardir. Ozellikle aile hikayesinde gogiis ve uterus kanseri
olan hastalar bu sentetik hormonlarin kisitlamalarina 6zellikle dikkat etmelidirler. Bu
ylizden tamamlayic1 ve alternatif terapiler Ozellikle fitodstrojen yoniinden zengin
bitkilerin kullanimi1, ¢agdas toplumlarda gittik¢e artan bir trende doniismiistiir [23]. Son
15 il igerisinde arastirmacilar, fitostrojenlerin modern saglik hizmetindeki olasi

rollerini aragtirmak i¢in mevcut ilaglarin 6tesine bakmaya baslamiglardir [20].

Ferrante ve ark. yaptig1 ¢alismada, fitoostrojenlerin menstrual migren profilaksisinde
etkili bir tedavi gibi goriindliglinii ancak daha fazla hasta grubuyla calismaya ihtiyag
oldugunu belirtilmistir [24].

Lephart ve ark. yaptigi ¢calismada; gebelikten yetiskinlige kadar alinan fitodstrojenlerin,
plazma fitodstrojen seviyesine, erkek siganlarda testosteron seviyesine ve seksiiel
dimorfik beyin gelisimine etkisi ve beyin yapisindaki apoptotik hiicrelerin varligina
bakilmistir. Sonug¢ olarak plazma fitodstrojen seviyesi uygulama grubunda arttigi,
testosteron seviyesinin ise anlamh artis gostermedigini belirtmislerdir. Ozetle,
kemirgenlerde, diyet fitodstrojen aliminin hormon hassasiyetini etkileyerek hipotalamik

beyin gelisimini yetiskinlik boyunca degistirdigi ileri siiriilmistiir [25].
2.2.1. Yapilar ve siniflandiriimalari

Fitodstrojenler, dogal olarak meydana gelen steroidal yapida olmayan fenolik bitki
bilesikleridir ve 2 ana gruba ayrilirlar: Flavonoidler ve flavonoid olmayanlar. En ¢ok
bilinen alt gruplari ise izoflavonlar ve kumestanlardir [26]. Flavonoidlere 6rnek olarak
apigenin, fisetin, galangin, hesperetin, mirisetin, floretin verilirken flavonoid
olmayanlar lignanlar1 igerir [21, 22]. Hepsi de memelilerde bulunan &strojen 17p-
oOstradiol ile yapisal benzerligi paylasan polifenollerdir. Paylasilan o6zellikler, bir ¢ift
hidroksil grubunun ve Ostrojen reseptorii (ER) alt tip a ve B'ye baglanmak i¢in gerekli
olan bir fenolik halkanin varligini igerir. Hidroksil gruplarinin konumu, ER baglama
kabiliyetini ve transkripsiyonel aktivasyonu belirlemede Onemli goriinmektedir,

maksimum potansiyel dort, alt1 ve yedi pozisyonlarda elde edilmistir [23, 24].

Flavonoidler yapisal olarak kalkonlar ile iliskilidir ve ayn1 zamanda ortak olarak her

bitkide, meyve ve sebzelerde, fitokimyasallarin dagiliminda bol miktarda bulunurlar.
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Flavonoidler kalkonlarin aksine antioksidan aktivitelerinden dolay1 oksidatif stres

iliskili hastaliklarda kullanilmaktadir [31].

Izoflavonlar, baslica soya ve kirmiz1 yoncada meydana gelen ikincil bitki bilesikleridir.
Soya fasulyesi, soya tohumu ve kirmizi yonca ozleri veya diger izoflavon igeren
preparatlar 6rnegin; gida takviyeleri (diyet gibi 6zel tibbi amaglar i¢in) eczanelerde,
marketlerde, yiyecek diikkanlarinda ticari olarak satilmaktadir. EFSA’ya ve BFR’ye
gore soya izoflavonlarin dozlar1 giinliik 100 mg’a kadar olmak iizere 10 aya kadar
saglikli menopoz sonras1 kadinlar igin kabul edilebilirdir. Izoflavonlarin 6strojenik etki
sergileyebilecegi  gergegine dayanarak bu {irlinler ‘menopoz semptomlarini

hafifletebilen dogal bilesikler’ olarak tanitilmistir [32].

Kalkonlar, heterosiklik bir C halkasi olmayan flavonoidlerdir. Ayrica bu flavonoid
kategorisi, antikanser, antifungal, antibakteriyel, antiviral ve antiinflamatuar 6zellikler

gibi genis bir biyoaktivite spektrumu gosterir [33].

Soya fasulyesi lriinlerinde yiiksek konsantrasyonlarda genistein, daidzein ve glisitein
gibi flavonoidler ve onlarin glikozile formlari, genistin, daidzin ve glisitin ve kismen de
biokanin A ve formononetin bulunmaktadir. Kumestanlar, biokanin A ve formononetin
esas olarak yoncada tespit edilmistir [34]. Flavonoid igeren diger bitkiler baklagiller,
meyve, lahana ve bazi agag tiirlerinin 6zodunudur [35]. Lignanlar yenilebilir bitkilerde
(yani baklagiller, meyveler, tahillar, findik ve yagli tohumlar gibi sebzelerde) ve agag
tirlerinde goriiliir. Bagirsakta, bitki lignanlarinin bagirsak mikrobiyotas: tarafindan
enterolignanlara, 6zellikle enterodiol ve enterolaktona dondstiiriildiigii bilinmektedir
[36].

Diger fitodstrojen kaynaklarmma oOrnek olarak akuatik ekosistemler verilebilir. Alg,

siyanobakteriler ya da akuatik makrofitler bunlardan birkagidir [37].
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Cizelge 2.2. Fitodstrojenlerin siniflandirilmasi [35].

Izoflavonlar

Kumestanlar

Kalkonlar

FLAVONOIDLER Flavonlar

FITOOSTROJENLER L
Antosiyanidinler

Auronlar

Prenil flavonoidler

FLAVONOID OLMAYANLAR Lignanlar

2.2.2. Saghk iizerine etkileri

Herhangi bir ilaca veya toksine benzer sekilde, fitoostrojenlerin dozu veya alimi
dokudaki aktif bolgedeki veya reseptordeki doza esdeger degildir. Diyet fitodstrojenleri
gastrointestinal sistemde (GIT) emilim, idrar, safra, diski ve siitte biyotransformasyon,
dagilim ve atilm siireclerine girer. FitoOstrojenlerin etkileri, maruz kalan tiirler,
cinsiyet, doz ve maruz kalma siiresi ozellikle tireme gelisimi siiresindeki zamanlamaya

gore degisebilir [38].

Fitodstrojen iceren takviye ve gidalarin sagliga etkilerini inceleyen bir¢ok klinik ve
epidemiyolojik ¢alisma yapilmigtir [39]. Epidemiyolojik arastirmalar, diyetin kanser
insidansini (6rnegin meme, prostat kanseri) ve diger dejeneratif bozukluklar: (6rnegin
postmenopozal osteoporoz) onledigi yoniinde kamitlar saglamistir. insan &rneklerinde
lignan ve izoflavonoidlerin tanim ve tespiti sonucu, diisiik kanser insidanst olan
bolgelerde yasayan deneklerin plazmasinda bol miktarda bitkisel kaynakli dstrojenik
bilesikler tespit edilmistir [40]. Laboratuvar sonuglar1 her ne kadar fitodstrojenlerin

karsinojenik ve aterosklerotik hastaliklarin inhibitorii olarak goériinse de insan diyetinde
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miktar ve kalite agisindan varliklarina iliskin calismalarin eksikliginin tamamlanmasi

gerekmektedir [41].

Soya, hayvanlarin diyetinde dogal olarak bulunan en biiyiikk protein kaynagidir
(fitoostrojen araligi: 200-800 wug/g). Fitoostrojenler, yasa bagh hastaliklara
(kardiyovaskiiler ve osteoporoz) ve hormona bagli kanserlere (6rnegin meme ve prostat
kanserleri) karst koruyucu ajanlar olarak taninmistir. Bu Ostrojen taklitleri Ostrojen
reseptorlerini (f>a) baglar ve bu 6zellik goriinliste saglhig tesvik edici etkilerinde rol
oynar. Bununla birlikte, fitoostrojenlerin beyin yapisi ve islevi lizerindeki etkisi agikliga

kavusturulmaya devam etmektedir [25].

Fitoostrojenler, soya tiiketen populasyonlarda diisiik meme kanseri insidansini ortaya
koyan epidemiyolojik gbézlemlerin ardindan kanser koruyucu ajanlar olarak 6nerilmistir.
Bununla birlikte, daha sonra yapilan arastirmalar, muhtemelen uzun vadeli insan diyet
denemelerinin olmamasi nedeniyle, meme kanserinde fitodstrojenlerin onleyici bir
roliinii tespit edememistir. Mevcut kisa vadeli ¢caligmalar fitodstrojen tiiketimi ile uygun
bir steroid hormon profili arasinda bir iliski oldugunu gosterse de meme hiicresi
proliferasyonu iizerindeki kesin etkiler belirsizligini korumaktadir. Meme kanseri
kemoprevensiyon diyet fitodstrojenlerin rolii sonugsuz kalsa da kemirgen c¢aligsmalari
tesvik edici soya tirlinleri antitimor aktivitelere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

[42].

2.2.3. Floretin

Floretin (2', 4', 6 ' -trihidroksi-3-(4-hidroksifenil)-propiyofenon) [43], fitodstrojen
siiflandirmasinda flavonoid grubunun {i¢ kalkon tiirevinden (butein, marein, floretin)
biridir. Kalkonlar flavonoidlerin sekonder metabolizmalarinin Onciiliidir fakat
flavonoidlerin tersine reaktif o,f-doymamis karbonil grubu igerirler bu yiizden
sitoprotektif proteinlerin de potansiyel indiikleyicileridir [19]. Yapisal olarak iligkili
bilesiklerle karsilastirildiginda, floretinin antioksidan farmakoforunun 2, 6-
dihidroksiasetofenon oldugunu ortaya koymustur. 2,6-dihidroksiasetofenonun giiclii
aktivitesi, tautomerizasyon yoluyla radikalinin stabilizasyonundan kaynaklanmaktadir.
Dihidrokalkon floretindeki antioksidan farmakofor, yani 2,6-dihidroksiasetofenon

grubu, daha 6nce flavonoidlerde bildirilen antioksidan farmakoforlardan farklidir [33].
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Sekil 2.3.Floretinin kimyasal yapisi [44].

Floretin, elma kabugunda bulunan dihidrokalkon flavonoiddir. Bu fitopolifenol yiiksek
antioksidan o&zellik gostermektedir bu yiizden de oksidatif stres mekanizmasinin
tedavisinde kullanish olabilir. Antioksidan, antitimor ve antiinflamatuar Ozellikler de
dahil olmak iizere genis biyolojik aktiviteler uygular ve wvaskiiler endotel
disfonksiyonunu ve karaciger hasarimi hafifletir. Ayrica, baz1 caligmalar floretinin
kardiyovaskiiler = rahatsizliklarda, kanserde, iskemi reperfiizyon hasarinda,

norodejenerasyonda farmakoterapik olarak kullanilabilecegini gostermistir [39, 38].

Son yapilan arastirmalar flavonoidlerin (floretin ve naringenin) adipositlerde
adipogenez ve lipoliz iizerine 6nemli bir etkisini ortaya koymustur [46]. Onceki
caligmalar, floretinin yag asitleri translokaz (FAT/CD36) proteini bloke ederek yag asidi
alimin inhibe ettigini ve bu nedenle adipositlerde substrat kullanilabilirligini ve lipid
birikimini azalttigin1 gostermistir. Floretinin, bagisiklik ve anjiyogenezdeki islevlerine
ek olarak, yag birikimini ve metabolizmasimi diizenledigi, CD36 icin bir antagonist

oldugu bildirilmektedir [46].

Floretin elma, ¢ilek ve diger meyvelerde bulunmaktadir ve major kronik hastaliklarda
riski azalttigi goriilmiistiir [47]. Floretinin belirgin genis koruyucu yetenekleri, bu
polifenoliin bazi kimyasal Ozellikleri ile tutarlidir. Spesifik olarak, floretin bir
antioksidan olarak islev gorebilen ve toksik serbest oksijen/azot radikallerini
yakalayabilen bir aromatik flavonoiddir. Ek olarak, floretin enol fonksiyonlu bilesige

doniisebilen bolgeye (6rnegin, A halkasi tizerinde C-3 enol) sahiptir [45].

Tirozin kinazlarin hiicre ¢ogalmasinda, farklilasmasinda, diizenlenmesinde ve bazi
kanser dokularinda asir1 eksprese edildigi bilinmektedir. Yang ve ark. yaptigi bir
caligmada floretinin epidermal biiyiime faktorii reseptorii tirozin kinazi baskiladigi

gorilmustiir [19].
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Caligmalar, floretinin oral uygulamasmin kan sekeri seviyelerini Onemli Olgiide

azalttigin1 ve diyabetik sicanlarda dislipidemiyi iyilestirdigini gostermistir [5].

Floretinin, Pepckl, Acsll, Glut4, Lipinl ve Perilipin de dahil olmak iizere lipogenez ve
trigliserid depolamasinda yer alan ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenledigini

gosterilmistir [48].

Shu ve arkadaslari, domuz primer adipositleri kullanarak, laktat ¢iktisini diisiiriirken
glikoz kullanimin1 ve esterlesmemis yag asitlerini arttirmada gii¢lii bir floretin aktivitesi
bildirmiglerdir [49]. Ayrica peroksinitrit atma ve lipid peroksidasyonunun

inhibisyonunda gii¢lii bir antioksidandir [33].

Antioksidaz aktivitesi, glikoz tasiyicilarinin diizenlenmesi ve tiimor hiicrelerinde
apoptozu indiikleme yetenegi dahil olmak {izere birgok biyolojik fonksiyona sahiptir
[44].

Yapilan calismalar floretinin preadipositlerde adipogenezi kolaylastirabilecegini ve
olgun adipositlerde lipolizi destekleyebilecegini gdstermektedir. Birkag in vivo ¢alisma,
floretin uygulanmasinin diyabetik kemirgen modellerinde hiperglisemi, insiilin direnci

ve obeziteyi iyilestirdigini gostermistir [46].

Bircok rapor, floretin ve florizinin antioksidan Ozelliklere sahip oldugunu ve glikoz
taginmasini  inhibe edebilecegini, anti-inflamatuar etkileri olabilecegini fakat

mekanizmasinin belirsizligini korudugunu gostermektedir [44].

Alsanea ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada, floretin yiiksek yagl diyetle diizenli beslenen ve
obez farelere haftada iki kez intraperitonal olarak enjekte edilmistir. Floretin
uygulamasinin sonuglar1 viicut agirligi ve bilesimi, karacigerdeki yag igerigi, glikoz ve
lipid metabolizmasi ve insiilin direnci lizerine etkileri izlenmis ve kontrol hayvanlariyla
karsilagtirilmistir. Floretin uygulamasi, yiiksek yagli diyetle indiiklenen kilo alimini
onemli Olciide engellemis ancak obez hayvanlarda kilo kaybma neden olmamuistir.
Glikoz homeostazini, insiilin duyarliligini ve karacigerde lipid birikimini hafifletmistir.
Floretinin glikoz ve lipid metabolizmasini ve inflamasyonu diizenlemedeki faaliyetleri,
floretinin  metabolik homeostazin  korunmasinda anti-hiperglisemik ve anti-
hiperlipidemik bir madde olabilecegini diislindiirmektedir. Bu sonuclar obezitenin
azaltilmast ve metabolik homeostazin korunmasi i¢in floretin kullanimint dogrudan

desteklemektedir [50].
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GLUT4 ve PI3K/AKT sinyal yollari, enerji durumunun kilit sensorleridir ve glikoz ve
lipid metabolizmasim1  diizenlerler.  Floretin, GLUT4 translokasyonunu ve
ekspresyonunu tesvik ederek PI3K/AKT yolunu aktive ettigi, boylece glikoz tiiketimini
ve toleransini iyilestirdigi bildirilmistir. Shen ve ark. yaptig1 calismada yiiksek yag ve
yiiksek seker icerigi ile 8 hafta besledikleri deney hayvanlarina floretin, metformin ve
floretintmetformini oral gavaj yontemiyle verdikten sonra elde edilen sonuclara gore;
floretin+metformin verilen grupta kan glukoz seviyesi, glukoz toleransi ve insiilin
direnci iyilesmistir. Buna ilave olarak, bu kombinasyon lipid birkimini azaltmis, adipoz
doku, pankreas, karacigerdeki patolojik degisiklikleri azaltmis ve tip 2 diyabet olan
siganlarda karaciger ve iskelet kasinda IRS-1, PI3K, P-AKT ve GLUT4 ekspresyonunu
artirmistir [43].

2.3. Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS), dogurganlik ¢agindaki kadinlarda %5-10 oraninda
goriilen, bircok faktoriin ayni1 anda goriildiigi, etiyolojisi tam olarak anlagilamamis bir
endokrin sistem bozuklugudur [2]. Ik kez 1935°de Stein ve Leventhal tarafindan hirsut,
adet gdormeyen, obezite ve yumurtaliklarinda kist olan 7 kadinda tanimlanmistir [51].
2003 Rotterdam kriterlerine gore; az ya da hi¢ adet gdrmeme, hiperandrojenemi,
polikistik over morfolojisi durumlarindan en az iki tanesine sahip olan kadinlar
polikistik over sendromlu olarak degerlendirilirler [52]. Sendromun &zellikleri klinik,

endokrin ve metabolik olarak 3 kategori altinda degerlendirilebilir.

Klinik Ozellikleri; menstrual diizensizlikler, hirsutizm, akne, sa¢ dokiilmesi ve
kisirliktir. Endokrin Ozellikleri; androjen ve luteinize edici hormon seviyelerinin
yiikselmesidir. Metabolik 6zellikleri ise; insiilin direnci, obezite, lipid abnormalitesi, tip

2 diyabet ve kardiyovaskiiler rahatsizliklardir [53].
PKOS’un patogenezi hakkinda ileri siiriilen baz1 teoriler ise sunlardir:

a. Insiilin direncine ve hiperinsiiline neden olan benzersiz insiilin hareketliligi ve

salinimi
b. Asirt LH salinimina ve sikligina neden olan néroendokrin bir bozukluk
C. Androjen sentezi defekti sonucu ovaryumlarda artmis androjen salinimi

d. Kortizol metabolizmasinin degigsmesi sonucu adrenalde fazla androjen iiretimi

[54].
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PKOS ergenlikten once ya da ergenlik boyunca meydana gelebilir. Calismalar,
PKOS’lu hastalardaki gonadotropin salgilatict hormon artiginin, lutenize edici
hormonun artisina neden oldugunu gostermistir. LH reseptor eksrepsiyonlarinin erken
meydana gelmesi, sirayla folikiillerin erken olgunlasmasina bu da yumurtalikta androjen
{iretiminin artmasina neden olmaktadir. Ote yandan insiilin direnci de LH ile birlikte
yumurtaligin steroidojenik cevabini stimiile ettigi i¢in androjen {iiretimi artiyor olabilir.
Zamanindan once androjen iiretimi, PKOS’da antral folikiil gelisiminin durmasinin
nedeni olabilir. Polikistik overlerde primer ve sekonder folikiillerin sayisinin 6nemli
Olciide arttig1 bildirilmektedir. Olusan bu folikiillerin atretik olmayip, gelisimlerinin
duraksadig1 gosterilmistir. Ayrica bu folikiillerin gonadotropik uyarima cevap verdigi
ve steroid sentezinde aktif oldugu ileri siiriilmiistiir. Fakat olusan folikiillerin atreziden
nasil  kurtuldugu ve yetersiz dominant folikiil gelisiminin nedeni heniiz
aciklanamamustir [55]. Buna ilave olarak, anormal yumurtalik da folikiiler engellemeye
neden olmaktadir ciinkii PKOS’lu hastalar en yiiksek FSH sinirma erisirler. Ornegin,
PKOS’da antimiillerian hormonun (AMH) serum ve ekspresyon seviyelerinin FSH
aktivitesinin bolgesel inhibitorii olarak gosterilmektedir. PKOS durumunda bu sebep ve
etkiyi ayirt etmek =zordur ¢ilinkii folikiilogenez kendini blokladigi i¢in lokal
inhibitorlerin {iretiminin artmasina neden olabilir [50]. Folikiilogenezdeki etkilerin yani
sira androjenler adiposit fonksiyonlar1 iizerinde coklu etki gdsterebilirler. Menapoz
oncesi saglikli kadinlardan elde edilen adipositler kullanilarak yapilan in vitro
calismada, testosterona maruz birakilmis adipositler, bozulmus insiilin aracili glikoz
alimin1 ortaya koymustur. Buna ilave olarak adipoz doku, dogum oOncesi dénem
boyunca ya da neonatal donemde androjenle programli bir sekilde maruz birakildiginda
adipoz dokunun artmasina ve bozulmus glukoz toleransina neden oldugu hayvan

deneylerinde gosterilmistir [56].

PKOS gelisim siirecinde; kiiciik, biiytimesi durmus antral folikiiller ile karakterizedir.
PKOS’da 6strojen seviyesi azalmakta buna karsin progesteron seviyesi artmaktadir.

LH/FSH orani ise normal ¢ikabilir [57].

Polikistik over sendromu dahil birgok hastaligin patogenezinde eser elementlerin rolii
yakin zamanda aciklanmistir. Lucidi ve arkadaslari krom pikolinat takviyesinin
PKOS'lu yetiskinlerde glikoz toleransini artirdigini ve insiilin duyarliligmi ve
yumurtlama oranlarin1 daha da gelistirdigin belirtmistir. Bu olumlu gelismelerin

temelde insiilin hassasiyetine kromun etkisiyle oldugu belirtilmistir. Ya da bilinmeyen
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mekanizmalar neden olmus olabilir. Krom pikolinat ii¢ degerlikli kromdan olusmakta,
pikolinik asit ile birlestirilen bir eser element bagirsak emilimini arttirmaktadir. Yiiksek

seviyelerde krom pikolinat alimi ile herhangi bir yan etki bildirilmemistir [58].

Demirel ve ark. yaptigi ¢alismada Corylus avellana tohum yaginin polikistik over
sendromunda gonadotropinleri diizenleyerek, steroid ve serum lipid parametrelerini ve
antioksidan aktivitesi 6zelligi ile PKOS tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Corylus
avellana tohum yagimin varisli damarlar, hemoroid, diyabet ve jinokolojik

bozukluklarda da kullanildig1 gosterilmistir [59].

Kakadia ve ark. yaptig1 ¢alismada letrozol indiiklii polikistik over sendromunda Vitex
negundo L. tohumlarinin etkisine bakmistir. Sonuglara bakildigi zaman; Vitex negundo
L’nin ovaryumda pozitif etki gosterdigi, glukoz toleransim1 ve bozulmus Ostrus
dongiisiinii, LH/FSH oranini, steroidojenik enzimlere ve kardiyovaskiiler parametrelere
diizenleyici etki gosterdigi belirtilmistir [25]. Bu durum Vitex negundo L’nin insiilin
direncini ve hiperglisemiyi biiylik oranda diizeltmesine baglanmistir. Ayrica linoleik
asit gibi Ostrojenik bilesiklerin antiandrojenik ve Ostrojenik etki gdstermesine bagli
olarak polikistik over sendromunun iyilesmesine katki saglamis olabilecegi

soylenmektedir [25].

D vitamini PKOS’lu kadinlarda adjuvan tedavi (koruyucu tedavi olarak uygulanan
kemoterapi, hormon tedavisi ya da akilli ilag tedavisi) olarak da kullanilabilir. D
vitamini uygulamasinin glikoz metabolizmas1 tizerindeki olumlu etkileri ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin azaltilmasi olarak bilinmektedir ancak D vitamini

heniiz PKOS tedavisinde yaygin olarak kullanilmamaktadir [60].

2.3.1. Noroendokrin bozukluklar

LH hipersekresyonu PKOS igin karakteristiktir. Yiikselmis LH seviyesine, GnRH
stimiilasyonuna artan hipofizin hassasiyetinin kismen neden olduguna inanilmaktadir.

Bu durum artan LH salinim1 ve frekansi ile anlagilmistir [51].

Immiinoaktif LH'nin normal oldugu PKOS'lu birgok hastada biyoaktif LH'nin arttigina
dair kanitlar vardir. Marshall ve ark. GnRH'nin degismis hipotalamik salgilanmasinin
bir gostergesi olarak LH’in salgilamasina odaklanmistir. Gonadotropin sentezini ve
sekresyonunu korumak icin bir pulsatil GnRH uyaricisinin gerekli olmasina ragmen,
gonadotropin alt {inite gen ekspresyonunu ve hipofiz LH ve FSH sekresyonunu

belirleyen GnRH atimlarinin diizensiz bir siklig1 ve genligi olduguna inanilmaktadir. Bu
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nedenle, yumurtlama dongiilerinde, folikiiler faz sirasinda GnRH frekansindaki bir artis,
LH dalgalanmasindan 6nce LH sentezini desteklerken, yumurtlamanin ardindan luteal
steroidler, FSH sentezini desteklemek i¢in GnRH atimlarimi yavaslatir. PKOS’da
LH/GnRH atimlar1 siirekli hizlidir ve hiperandrojenemi ve bozulmus folikiiler
maturasyon da LH sentezini destekler. Ancak azalmis hipotalamik duyarliligin altinda

yatan mekanizmalar belirsizligini korumaktadir [54].

2.3.2. Insiilin direnci

Polikistik over sendromuna sahip olan kadinlarin yaklasik %50-90°1 insiilin direncine
sahiptir. Insiilin direncine karsi cevap olarak hiperinsiilinemi gelismekte ve bunun
sonucunda yumurtalik teka hiicrelerinde ortak bir gonadotropin olarak luteinize edici
hormon (LH) ile sinerjistik olarak etkilesime girmektedir. Sonugta CYP17'nin
(yumurtalik androjen biyosentezinde anahtar bir enzim olan P450c17a'y1 kodlar)
aktivasyonu, androjenlerin tiretilmesini ve salinmasini arttirir. Yumurtalik iginde insiilin
ayrica antral oncesi folikiil gelisiminin durmasini da saglar. Hiperinsiilinemi ayrica, LH
salmmminin sikliginin arttirilmasini, adrenal P450cl7a aktivitesinin uyarilmasini ve
hepatik esey hormonu baglayici globulin iiretiminin baskilanmasini iceren baska ekstra

yumurtalik pleiotropik etkilerine de sahiptir [61].

2.3.3. Ovaryum bozukluklari

Hirsutizm ve yumurtlama diizeninde bozulmalar ilk menstriiasyon dongiisiinden sonra
baglar ve PKOS'lu bazi kadinlarda menopoz Oncesi yillarda iyilesen siddetli

oligomenore veya amenore seklinde ortaya ¢ikabilir [51].

Oligomenore/anovulasyon klinik olarak biiylik endise yaratmaktadir ve PKOS’lu
kadinlarda %70-80 araliginda goriilmektedir. PKOS’da anovulasyon folikiilgenezin
bozulmasi ile karakterizedir. PKOS'da folikiiler defekt, hizlandirilmis erken folikiiler
bliyiime ve baskin folikiil se¢imine dogru sonraki asamalarin bozulmasindan
olusmaktadir [62]. Normal folikiilogenezde biiyiime faktorleri [6r. (GDF-9), (BMP-
15)] primordiyalden primer asamaya gecisi uyarirken, FSH baskin folikiil se¢imine
dogru sonraki folikiilogenez asamalarini diizenler. Folikiilogenez boyunca, androjenler
ve insiilin LH ile birlikte sinerjitik etki gosterirler [62]. FSH ve AMH (Anti-
Miillerian Hormon) arasindaki denge, baskin folikiilin se¢iminde ve sonrasinda

aromataz aktivitesi i¢in onemli olabilir. Baskin folikiiliin artan Gstradiol iiretimi, FSH
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seviyelerini baskilayarak, alt folikiillerin 6liimiine neden olmakta ve tek yumurtlama ile

sonuglanmaktadir [59].

PKOS, aslinda androjen fazlaligi nedeniyle kiiclik folikiillerin birikmesi ile
karakterizedir. Azalan oosit biiyiime faktorleri, Ozellikle GDF9 ve BMP15, erken
folikiilogenezin artmasina katkida bulunur. Kiiglik folikiillerin fazlaligi, folikiiler FSH
cevabinin engellenmesine neden olan AMH seviyesinin artmasina sebep olmaktadir.
Zayiflatilmis FSH duyarlili§i ve graniilosa hiicrelerinin erken luteinizasyonu baskin

folikiil se¢imini bozar ve folikiiler birikmeye neden olur [62].

2.3.4. Genetik faktorler

PKOS’un genetik faktorlerden etkilendigi ¢ok agiktir. Ailesel olgu kiimelenmesi bir¢ok
calismada tanimlanmistir. En Onemli destekleyici kanitlar. PKOS semptomlarinin
benzerliginin 6zdes olmayan ikiz c¢iftlerden ¢ok daha biiyiikk benzerlikler sagladigidir.
Kalitim sekli belirsizdir ancak sendromun klinik ve biyokimyasal heterojenitesi goz
oniline alindiginda, PKOS'un tek bir gen tarafindan temsil edilmedigi goriilmektedir.
Kompleks bir endokrin hastalik oldugundan poligenik ve oligogenik olma olasilig1 daha

yiiksektir [63].

Iyi calisilan genlerden biri SIRT-1 genidir. SIRT-1 geni iiriinleri DNA hasarmi diizenler.
Sitokin gen polimorfizmi PKOS’lu hastalarda goézlenmistir. PKOS ve obezite ile TLR2,
S450S ve ICAM1, K469E polimorfizmleri arasinda iliski bulunmustur. DNA
metilasyonu ve RNA sentezinde metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) hayati bir
rol oynamaktadir. MTHFR, C677T ve A1298C arasindaki iliskinin varyasyonlar1t PKOS
icin risk faktorii olusturmaktadir. LH salinimlar1 PKOS’lu hastalarda degismektedir. LH

[-alt tinitelerinin genetik varyasyonlari bu hastalarda gosterilmistir [64].

2.3.5. Adrenal hiperandrojenizmi

CYP17Al'in varsayilan diizensizligi ile adrenal hiperandrojenizmin PKOS'da genetik
olarak belirlenmis bir 6zellik oldugunu 6ne siiren kanitlar vardir [56]. Kortiizoliin artmis
periferal mekanizmas1 da fonksiyonel adrenal hiperandrojenizmini desteklemektedir.
Ozellikle S5o-rediiktaz tarafindan Kortizoliin inaktivasyonunun artirilmast ya da
kortizonun 11-beta-hidroksisteroid genez 1 tarafindan bozulmus reaktivasyonu,
adrenokortikotropik hormon (ACTH) baskilanma geri bildiriminin azalmasina yol
agabilir. Ozellikle, insiilin direnci kortizol iiretiminin etkisi olmadan, kortizoliin artmis

Sa-rediiktaz etkisini bir dereceye kadar agiklayabilir [62].
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2.3.6. Cevresel etkiler

Cevrenin PKOS patogenezindeki rolii son zamanlarda atmosferde yaygin olan ve tiim
hormon duyarlilik sistemlerine miidahale etme potansiyeline sahip genis bir endiistriyel
kimyasallar kategorisini igerecek sekilde genislemistir. Endokrin bozucu kimyasallar
olarak bilinen bu ajanlar kan-kemik hormon metabolizmasi ile etkilesime girerek
onlarin sentez ve sekresyonuna miidahalede bulunabilirler [2]. PKOS'un patofizyolojisi
hala tam olarak anlasilmamistir ve ¢ok faktorli goriinmektedir. PKOS'lu kadinlarin
abartil1 gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) puls iireteci aktivitesine sahip oldugu
ve bunun sabit oldugu gosterilmistir [5]. LH yiikselmesi ise folikiiler gelisimi bozar ve
yumurtalik androjen {iretimini artirir. Buna ilave olarak, BPA'nin yumurtalik teka-
interstisyel hiicrelerde androjen sentezini dogrudan uyarabildigi de kanitlanmistir.
Ayrica, BPA insan esey hormonu baglayici globiilin (SHBG) ile etkilesime girerek esey
steroidlerini SHBG’den uzaklastirarak serbest testosteron miktarini artirmaktadir [10].
Hiperinsiilinemi PKOS'lu kadinlarda sik gériilen bir 6zelliktir ve genellikle obezitenin
varligt da bu duruma eslik etmektedir. PKOS'lu kadmlarin viseral adipoziteye sahip
olma olasilig1 daha yiiksektir [65]. Yapilan birgok calisma ile BPA ile BMI (viicut kitle
endeksi) arasindaki pozitif iliski gosterilmistir. Kandaraki ve ark. 100 saglikli, 71 PKOS
hastas1 kadin ile yaptiklar1 bir calismada; PKOS patofizyolojisinde BPA ve
androjenlerin kontrol grubuna gore pozitif anlamli sonuglar verdigini gézlemlenmistir
[66]. Cevresel kimyasallardan kaynaklanan endokrin sistemin bozulmasi PKOS'un
patogenezine katkida bulunabilir. Insanda fetiislerin androjen benzeri EDC'lere uterusta
maruz kalmasi, metabolik bozukluklarla birlikte yetiskinlikte PKOS ile sonuglanmasi
olasidir [67]. BPA ile yapilan bir¢ok in vitro ve hayvan caligmalart sonucu, PKOS ile
benzer metabolik gelisim ve ovaryum disfonksiyonlari meydana gelmistir [62].
PKOS'lu kadinlar iireme sistemi agisindan saglikli kadinlarla karsilastirildiginda daha
yiiksek BPA seviyelerine sahip oldugu bilinmektedir ve bunun nedenini anlamak i¢in de

daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyuldugu aciktir [68].

2.4. CYP11Al ve CYP17A1

CYP11A1, adrenal bezlerde, gonadlarda, plasentada ve merkezi sinir sisteminde bol
miktarda ifade edilir. CYP11Al'in adrenal ve gonad spesifik ekspresyonu,

transkripsiyon faktorii steroidojenik faktor-1 (SF-1) tarafindan kontrol edilir. SF-1’in iki

tane fonksiyonel baglanma bolgesi vardir. insan CYP11A1 promotdriiniin -40 ve -1600
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bolgelerinde bulunan P (proksimal) ve U (upstream), gen ekspresyonu i¢in énemlidir
[69].

CYPI17A1 steroid hormonlarin mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir. Steroidojenik
yolaktaki énemli bir enzimdir ve progestinler, mineralokortikoidler, glukokortikoidler,
androjenler ve Ostrojenleri tirettigi bilinmektedir. CYP17 tek niikleotid polimorfizmleri,
farkli etnik gruplarda PKOS, meme kanseri, Cushing sendromu ve prostat kanseri gibi

cesitli hastaliklarla iliskilidir [70].

Polikistik overlerde, teka hiicrelerinden androstenedion ve progesteron {iretiminin
normal teka hiicrelerine kiyasla Onemli derecede arttigt bilinmektedir. Bu
steroidogenezteki defektten kaynakli olabilmektedir [71]. Polikistik over sendromunda
baz1 genlerin bu defekt ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda CYP11Al,
mitokondrinin i¢ zarinda bulunur ve kolesteroliin pregnenolona doéniismesini saglar.
CYPI17AL1 ise progesteronu andrestenediona dondistiiriir, diiz endoplazmik retikulumda
ve teka hiicrelerinde bulunur [72]. Buna ragmen PKOS grubunda hem graniiloza hem de
interstisyel hiicrelerde de CYP17A1 ve CYI19A1 aktivitesinin yiiksek oldugu
bildirilmistir [72].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Gerec
3.1.1. Kimyasal malzemeler

Calismada kullanilan Bisfenol A (CAS No:80-05-7) (%99) ve floretin (CAS No:60-82-
2) (%99) Sigma Aldrich (ABD) firmasindan, testosteron propiyonat (%97) Hangzhou

Dayang Chemicals (Cin) firmasindan temin edilmistir.

Biyokimyasal analizlerden; kreatinin, albiimin, ALT (alanin aminotransferaz), AST
(aspartat aminotransferaz), tire, trigliserid ELISA kitleri ELABSCIENCE (Cin)
firmasindan, glukoz kiti ise BT LAB firmasindan saglanmistir. Hormon analizlerinden;
DHT (dihidrotestosteron), LH (lutenize edici hormon), FSH (folikiil stimiile edici
hormon), kortizol ve ERRa (6strojen) kitleri ELABSCIENCE firmasindan temin

edilmistir.

Immiinohistokimya boyama igin; Rabbit-CYP11A1 (Cat No: BT-AP09802) anti rat ve
Rabbit-CYP17A1 (CAT No: BT-AP09803) anti rat primer antikorlart BT LAB (Cin)
firmasindan saglanmistir. Boyama i¢in kullanilan peroxidase detection kit (CAT. No.
36000) ve goat anti rabbit HRP/DAB (Horseradish Peroxidase — 3’3-diaminobenzidine
tetrahydrochloride) kiti Sigma Aldrich (ABD) (Cat. No. 65-6120) firmasindan temin

edilmistir.
3.1.2. Deney hayvanlarinin temini

Son yillarda polikistik over sendromu hayvan modellerinde gelistirilmektedir. Bu model
hayvanlardan en avantajli goriileni ise si¢anlardir. Bu hayvanlarin kisa iireme
dongiisiine sahip olmasi, barindirma sartlarina ve ortamina kolay uyum saglayabilmesi,
stabil genetiklerinin olmasi1 gibi Ozellikleri ¢alismalarda avantaj saglamaktadir. Bu
nedenle calismamiz 28 giinliik, ortalama 130-150 gram agirliklarinda, 36 adet Wistar
albino (Rattus norvegicus) disi sicanlar ile yapilmistir. Caligmada kullanilacak siganlar
rastgele gruplandirilmistir. Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1  Uretim

Merkezi’nden 2018/47-04 say1li onay1 ile alinmustir.
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3.1.3. Laboratuvar kosullari

15 giinliik deney siiresince laboratuvar sicakligi yaklasik 23+2°C, nisbi nemi 48+3
olarak ayarlanmistir. 20x40x22 cm boyutlarinda, 1zgara kapakli, polikarbonat kafesler
kullanilmistir. Fotoperiyot 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde
ayarlanmistir. Deneyde igme suyu olarak ¢esme suyu kullanilmis (giinliik 100 ml), yem

normal pelet yem (giinliik 50 mg) olarak verilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Deney hayvanlarimin gruplandirilmasi ve uygulama plam

Calismada, disi sicanlara 28. giinde (PND 28: postnatal day 28) uygulama yapilmaya
baslanmistir. Bu yas araligin1 segmedeki amag; prepubertal periyod (ergenlik Oncesi)
tireme sisteminin ve hormonlarin aktif olarak gelistigi bir donemdir ve bu donemde
kemirgen ve insanlarda seksiiel farklilasma boyunca kimyasallarin etkisi oldukca
biiytiktiir. Bu nedenle prepubertal si¢anlar ile ¢alismaya baslanmistir. Siganlar her bir
uygulama grubuna rastgele dagitilmistir. Her grupta kullanilacak hayvan sayisi i¢in
daha onceki benzer ¢aligmalar temel alinmis ve istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasi
beklenen en kiiciik 6rneklem genisligi 6 olarak belirlenmistir. Calisma boyunca giinliik
olarak viicut agirliklari, tiiketilen yem ve su miktarlar1 takip edilmistir. Diseksiyon
esnasinda ¢ikarilan dokular zarar verilmeden tartilip kaydedilmistir. BPA ve floretin
belirlenen dozlarda, 6nce floretin sonra BPA olacak sekilde yarim saat arayla misir
yaginda c¢ozdiiriilerek deri alt1 enjeksiyon (subkutan) ile sicanlara verilmistir. Literatiir
aragtirmasi temel alinarak subkutan uygulamasina (PKOS modeli olusturabilmek ig¢in)
ve doz miktarina karar verilmistir [73]. Floretin dozlari ise insanlarin giinliik alabilecegi
fitoostrojen dozlarina gore segilmistir. Floretin elma kabugunda 80-420 mg/kg, suyunda
3-223 mg/l ve taze ¢ilekte ise 2-5 mg/kg oranlarinda bulunmaktadir [7]. Uygulama
siiresi 15 giin olarak planlanmistir. 15 giin siire boyunca uygulama her giin ayni
saatlerde yapilmistir. Son verilen dozdan 24 saat sonra PND. 44. giinde siganlar

ketamin/ksilazin anestezisi altinda iken servikal dislokasyon ile 6ldiiriilmiislerdir.
Deney gruplart;

1. Pozitif kontrol grubu; 50 mg/kg/giin BPA verilen grup,

2. 50 mg/kg/giin testosteron propiyonat verilen bir diger pozitif kontrol grubu,

3. Negatif kontrol grubu; misir yagi verilen grup
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4. Dislik doz grubu; 6nce 0,5 mg/kg/giin floretin daha sonra 50 mg/kg/giin BPA verilen

grup

5. Orta doz grubu; 6nce 5 mg/kg/giin floretin daha sonra 50 mg/kg/giin BPA verilen

grup

6. Yiiksek doz grubu; 6nce 50 mg/kg/giin floretin daha sonra 50 mg/kg/giin BPA verilen

grup seklindedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan doz gruplari, uygulanan maddeler ve her bir gruptaki

sican sayilar1 (n).

GRUPLAR DOZLAR
Tasyyict Kontrol

Grubu (miswr yagi) 0,1 ml

BPA grubu

(Pozitif kontrol grubu) 50 mg /kg/giin
Testosteron Propionat

(Pozitif kontrol grubu) 50 mg /kg/giin

Uygulama grubu 1

50 mg /kg/giin BPA + 0,5
mg/kg/giin floretin

Uygulama grubu 2

50 mg /kg/giin BPA + 5
mg/kg/giin floretin

Uygulama grubu 3

50 mg /kg/giin BPA + 50
mg/kg/giin floretin
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3.2.2. Viicut agirhgy, organ ve rolatif organ agirhklar

Uygulama siiresi sona erdiginde deney hayvanlar1 ketamin/ksilazin ile anestezi altinda
iken servikal dislokasyon yontemiyle 6ldiiriilen siganlardan ovaryum, uterus, bobrek ve
karaciger, dokulara zarar vermeden c¢ikartilarak tartilmistir. Bu tartimlar sonucunda

siganlarin viicut agirligindaki artis ve organ agirliklar tartilarak kaydedilmistir.

3.2.3. Besin ve su tiiketimi

Calisma siiresince deney hayvanlarina standart sigan pelet yem ve ¢esme suyu ad
libitum olarak verilmistir. Deney hayvanlarinin viicut agirliklari, besin ve su tiiketimleri

giinliik olarak takip edilmistir.

3.2.4. Ostrus déngiisiiniin takibi

Vajinal smear teknigi, uygulamanin kolay yapilabilmesi ve dogru biyolojik sonuglar
vermesinden dolay1 Ostrus fazini belirlemede giivenilir bir metottur [74]. Sigandaki
Ostrojen hareketliligi, vajinal epitelindeki hiicre proliferasyonu ve keratinizasyonunu
etkilemektedir. Epitel morfolojisi ve hiicre tipi karakterizasyonu dstrus dongiisti fazi ve
sicandaki iireme hormonlar1 seviyeleri ile iliskilidir. ~ Ostrus fazinda, epitelyum
skuamozdur, tabakali ve ¢ekirdekli keratinize hiicreler ile kaplhidir. Metedstrusta,

epitelyum skuamozdiir ve keratin tabakasi kaybolmustur [23].

15 giinliik siire boyunca her giin sabah 09.00-09.30 saatleri arasinda sigan kuyrugunun
dibinden tutularak, vajen 50 pl serum fizyolojik ile 2-3 kez ayni pipette geri gekilerek
yikanmustir. Pipet igerigi lamlara koyulmus ve yayma preparat haline getirildikten sonra
kendi halinde (havada) kurutulmaya birakilmistir. Ornekler tamamen kuruduktan sonra
%70’lik etanol ile fikse edilmis ve toluidin mavisi ile 5-7 dakika boyanmuistir.

Boyamanin kalic1 olabilmesi adina entellan ile kapatilmistir.

3.2.5. Hormon ve biyokimya analizleri

Hormon ve biyokimya analizlerinde diseksiyon esnasinda siganlarin kalbinden enjektor
ile alinan kan, jelli vakumlu tiiplere alinmistir. Serum eldesi ig¢in tiipler +4°C’de 3000
rpm’de 30 dakika santrifiij (Eppendorf Centrifuge 5810R cihazinda) edilmistir. Santrifiij
bittikten sonra jelin tizerinde kalan serum alinmis ve serumda ALT, AST, iire, trigliserit,

kreatinin, albiimin, glukoz, DHT, LH, FSH, ERRa, kortizol miktarlar1 ELISA Kkitleri
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kullanilarak saptanmistir. Analizler BIOTEK uQuant (ABD) spektrofotometre

cihazinda yapilmistir.

3.2.6. Histopatolojik incelemeler

Deney bitiminde siganlardan ¢ikartilan karaciger, bobrek, ovaryum ve uterus dokulari
%10’luk formol fiksatifinde 24 saat siire ile fikse edildikten sonra 24 saat akan suda
yikanmis ve ardindan %70’lik alkole alinmistir. Doku takibinden sonra parafine
gomiilerek bloklanan dokulardan Leica marka mikrotomda 4 um kalinliginda kesitler
alinmigtir. Lamlara alinan preparatlar Hematoksilen Eosin (H&E) ile boyanmus, Leica
(RM2125RT) 151k mikroskobunda incelenmis ve goriintiilemesi ise Pixera Pro 150ES

goriintiileme programi ile yapilmistir.

3.2.7. immiinohistokimyasal boyamalar

Diseksiyon esnasinda alinan ovaryumlar %10’luk nétral formol soliisyonunda tespit
edilmistir. Tespit siiresi dolan dokular bu kez 24 saat akarsu altinda yikanmasi icin
birakilmigtir. Rutin preparasyon islemlerinden gegirilen dokular parafin ile
bloklanmistir. Bloklardan 4 um kalinhiginda kesitler alinip poly-lysine kapli lamlara
immiinohistokimyasal boyama i¢in koyulmustur. Doku sinirlar1 Pap-pen kullanilarak
belirlenmistir. Immiinohistokimya boyama esnasinda dokularmn kurumasmi énlemek

amaciyla tlim asamalar ‘humidity chamber’ ile ¢aligilmustir.
e Deparafinizasyon
- Dokular etiivde 1 saat siireyle parafinin erimesi i¢in bekletilmistir.
- Ksilen soliisyonunda 10 dakika bekletilmistir.
e Rehidratasyon
- saf alkol 5 dakika
- %95 alkol 5 dakika
- %85 alkol 5 dakika
- %70 alkol 5 dakika

- 950 alkol 5 dakika
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- ultra saf su 5 dakika
e Antijen retrieval
- Sitrat buffer (pH=6) i¢inde 30 dakika kaynatilmistir.

e Endojen peroksidaz aktivitesi kitten ¢ikan soliisyon ile 30 dakika boyunca

yapilmistir.

e Serum bloklama kit igerisinden ¢ikan soliisyon ile 30 dakika boyunca

yapilmistir.
e Primer antikorlardan;
- CYP11A1, 1:200 oraninda seyreltilerek 24 saat boyunca +4°C’de bekletilmistir.
- CYP17A1, 1:200 oraninda seyreltilerek 24 saat boyunca +4°C’de bekletilmistir.

e Sekonder antikor, 1:500 oraninda seyreltilerek 90 dakika boyunca inkiibe

edilmistir.
e Kromojen olarak kullanilan DAB 30 dakika bekletilmistir.

e (Cekirdek boyamasi hematoksilen ile 15 saniye kadar yapilmis olup sonrasinda

lamlar entellan ile kapatilmistir.

3.3. Istatistiksel degerlendirmeler

Verilerin istatiksel analizi IBM SPSS Statistics 23 istatiksel programinda yapilmustir.
Uygulama gruplarinin negatif kontrol grubuna gore degerlendirilmesi ANOVA ile
yapilmistir. Histopatolojik verilerin degerlendirilebilmesi i¢in de Fisher Exact Testi

uygulanmistir. Tiim verilerin istatiksel dnem kontrolii P<0,05 diizeyinde yapilmistir.
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PND: 1. Yag Kontrol: 0,1 ml misir yag:
28.

GUN 2. Bisfenol A: 50 mg/kg/giin
3. Testosteron P.: 50 mg/kg/giin

4. Bisfenol A: 50 mg/kg/giin + Floretin 0,5
mg/kg/glin

5. Bisfenol A: 50 mg/kg/giin + Floretin 5 mg/kg/giin
6. Bisfenol A: 50 mg/kg/giin + Floretin 50

mg/kg/gilin
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Deney bitiminde kalpten alinan kan ile serum 6rnekleri elde
edilmis olup biyokimya ve hormon analizleri yapilmistir.
Organlar ¢ikarilarak tartilmistir.

PND:
43.
GUN

Doku takibinden gegirilen dokulardan IHC ve histopatoloji
boyamalar1 yapilmstir.

Sekil 3.1. Caligmamizin sematik gosterimi
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4. SONUCLAR

Elde edilen sonuglar; viicut agirligi, organ ve rolatif organ agirligi, besin ve su tiiketimi,
biyokimya analizleri, hormon analizleri, &strus dongiisii, histopatolojik bulgular ve

immiinohistokimyasal bulgular seklinde verilmistir.

4.1. Viicut Agirhgi, Organ ve Roélatif Organ Agirhklar

Kontrol ve uygulama gruplarmna ait viicut agirliklari degerleri Sekil 4.1°de, baslangig ve
bitis agirliklar1 Sekil 4.2°de, % agirlik artist Sekil 4.3’de verilmistir. Dokulara ait organ
agirliklant Cizelge 4.1’de ve rolatif organ agirliklar ise Cizelge 4.2°de gdsterilmistir.
Baslangic¢ viicut agirliklar1 arasinda bir fark gozlenmezken bitis agirliklar1 arasinda BPA
50 mg/kg/giin ile diger tiim gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmistir. Organ-rolatif organ agirligi agisindan da gruplar arasinda istatiksel olarak

anlamli farkliliklar vardir.

180
160
140
120

100

Viicut Agirligi (g)
(o)) (o]
o o

S
o

N
(e]

Glin
=@ ag Kontrol =@—BPA (50 mg/kg/giin)

TP (50 mg/kg/giin) =@ BPA (50 mg /kg/giin ) + Floretin (0,5 mg/kg/giin)

=@=BPA (50 mg /kg/glin) + Floretin (5 mg/kg/giin) BPA (50 mg /kg/giin) + Floretin (50 mg/kg/giin)

Sekil 4.1. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait viicut agirlik (g) degisim degerleri.

Degerler ortalama olarak verilmistir.
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200
180
160
14
12
10
8
6
4
2

Viicut Agirhg (g)
o O o O o O

[«]

b b b
| l | I
Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg  BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/gin)  mg/kg/giin)  /kg/glin)+  /kg/giin) + /kg/gin) +

Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50
mg/kg/glin)  mg/kg/giin)  mg/kg/giin)

o

H Baglangic Agirhigt  ® Bitis Agirhig

Sekil 4.2. Kontrol ve uygulama gruplarina ait baslangi¢ ve bitis viicut agirlhigi (g)
degerleri. Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol
grubundan, "BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan, “BPA 50
mg/kg/giintFloretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, °BPA 50 mg/kg/giint+Floretin 5
mg/kg/giin grubundan, ‘BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel
olarak farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05).

I

Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/gtin)  mg/kg/glin)  /kg/gin)+  /kg/giin) + /kg/gtin) +

Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/gtin)  mg/kg/glin)  mg/kg/giin)

70

% Agirhik Artis
= N w - vl o)
(e} [« o (e} o (e}

o

Sekil 4.3. Kontrol ve uygulama gruplarina ait % viicut agirligr degisimi degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, "BPA
(50 mg/kg/giin) grubundan, C°TP (50 mg/kg/giin) grubundan, 9BPA 50
mg/kg/giin+Floretin 5 mg/kg/giin grubundan, istatiksel olarak farkli. (Onemlilik diizeyi
p=<0,05).
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Cizelge 4.1.Kontrol ve uygulama gruplarina ait gercek organ agirliklarinin (g) degerleri.

Kontrol Gruplan Uygulama Gruplar

BPA (50 mg/kg/giin BPA (50 mg/kg/giin BPA (50 mg/kg/giin
BPA P ( 0/kg/giin) ( 0/kg/giin) ( 0/kg/giin)

Yag + + +
8 (50 mg /kg/giin)  (50mg/kg/giin) ) ]
Floretin (0,5mg/kg/giin) Floretin (5 mg/kg/giin) Floretin(50mg/kg/giin)

Sol ovaryum 0,07+0,01 0,06+0,01 0,08+0,01 0,10+0,02 2bf 0,07+0,01 0,06:+0,01
Sag ovaryum 0,08+0,01 0,05+0,01 0,07+0,01 0,08+0,02 0,07+0,05 0,06+0,13
Sag bobrek 0,75+0,10 0,59+0,04 2 0,75+0,07" 0,73+0,08 ° 0,72+0,05 0,64+0,08
Sol bobrek 0,72+0,05 0,6+0,03 ¢ 0,77+0,09 ° 0,73+0,09 ° 0,69+0,04 0,61+0,07 ©
Uterus 0,61+0,22 0,35+0,12 2 0,63+0,09 0,4+0,05 ¢ 0,46+0,05 0,47+0,15
Karaciger 6,91+0,87 6,09+0,73 6,68+0,59 7,79+0,90 8,05+0,73 ¢ 7,9+0,54°

Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. ¥Yag kontrol grubundan, "BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, TP (50 mg/kg/giin) grubundan,

9BPA 50 mg /kg/giin + Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, ®BPA 50 mg /kg/giin + Floretin 5 mg/kg/giin grubundan , '/BPA 50 mg /kg/giin + Floretin

50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05).



Cizelge 4.2. Kontrol ve uygulama gruplarina ait rolatif organ agirliklarinin (g/kg) degerleri.

Kontrol Gruplan Uygulama Gruplan

BPA (50 mg/kg/giin) BPA (50 mg/kg/giin) BPA (50 mg/kg/giin)
BPA TP
Yag + + +
(50 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin)
Floretin (0,5mg/kg/giin) Floretin (5 mg/kg/giin)  Floretin(50mg/kg/giin)

Sol ovaryum 0,51+0,12 0,53+0,09 0,56+0,08 0,62+0,16 0,48+0,12 0,40+0,12
Sag ovaryum 0,57+0,08 0,47+0,10 0,49+0,06 0,51+0,18 0,47+0,05 0,41+0,08
Sag bobrek 5,37+0,42 5,03+0,69 5,19+0,36 4,53+0,80 4,62+0,57 4,22+0,50 2
Sol bobrek 5,17+0,21 5,07+0,60 5,3+0,47 4,53+0,85 4,41+0,39 4,04+0,49 abc
Uterus 4,33+1,39 2,96+1,05 4,42+1,12 2,46+0,41 2,99+0,43 3,14+1,10
Karaciger 49,22+3,39 51,14+4,44 46,16+5,34 47,56+2,89 b° 51,32+1,45 52,11+5,64

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, "BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan,
9BPA 50 mg /kg/giin + Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, ®BPA 50 mg/kg/giin+ Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak farkli, (Onemlilik
diizeyi p<0,05).
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4.2. Besin ve Su Tiiketimi

Kontrol ve uygulama gruplarina ait ortalama besin tiiketimi Sekil 4.4’de, giinlik besin
tilkketimi Sekil 4.5°de, giinliikk su tiiketimi Sekil 4.6°da, ortalama su tiiketimi Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Ortalama su ve besin tiiketimleri karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli farkliliklar meydana gelmistir.

a,c,f a,c,f
b,c
8
6
4
2

Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg  BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/gin)  mg/kg/gin)  /kg/gin)+  /kg/gin)+  /kg/gin) +

Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/gin)  mg/kg/giin)  mg/kg/gln)

= = = =
N 5 o)} e}

Besin Tiiketimi (g)
=
[}

Sekil 4.4. Kontrol ve uygulama gruplarina ait ortalama besin tiiketimi (g) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, "BPA
(50 mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan, “BPA 50 mg/kg/giin+
Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, °*BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 5 mg/kg/giin
grubundan, 'BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak
farkl1. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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25

20

15

10

Besin Tiiketimi (g)

Giin

=Yag Kontrol

==BPA (50 mg/kg/glin)

==TP (50 mg/kg/giin)

== BPA (50 mg /kg/giin ) + Floretin (0,5 mg/kg/giin)
===BPA (50 mg /kg/giin) + Floretin (5 mg/kg/giin)
«==BPA (50 mg /kg/giin) + Floretin (50 mg/kg/giin)

Sekil 4.5. Kontrol ve uygulama gruplarima ait giinliik besin tiiketim (g) degerleri. Degerler

ortalama olarak verilmistir.
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Giinler
=Y ag Kontrol

e BPA (50 mg/kg/giin)

e==TP (50 mg/kg/giin)

== BPA (50 mg /kg/giin ) + Floretin (0,5 mg/kg/giin)
= BPA (50 mg /kg/giin) + Floretin (5 mg/kg/giin)
====BPA (50 mg /kg/giin) + Floretin (50 mg/kg/giin)

Sekil 4.6. Kontrol ve uygulama gruplarina ait giinliik su tiiketim (ml) degerleri. Degerler

ortalama olarak verilmistir.
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Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/glin)  mg/kg/gin)  /kg/gin)+  /kg/giin) + /kg/gin) +

Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/giin)  mg/kg/gin)  mg/kg/giin)

Su Tiiketimi (ml)

Sekil 4.7. Kontrol ve uygulama gruplarina ait ortalama su tiikketimi (ml) degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, "BPA
(50 mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan, “BPA 50 mg/kg/giin+
Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, °BPA 50 mg/kg/giintFloretin 5 mg/kg/giin
grubundan, 'BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak
farkl1 (Onemlilik diizeyi p<0,05).

4.3. Biyokimya analiz sonuclari

Kontrol ve uygulama gruplarina ait biyokimya sonuglar1 Cizelge 4.3’de ortalama+tstandart
sapma olarak verilmistir. Serum tire degerleri Sekil 4.8’de, serum trigliserid degerleri Sekil
4.9°da, serum kreatinin degerleri Sekil 4.10°da, serum albiimin degerleri Sekil 4.11°de,
serum ALT Sekil 4.12°de ve AST degerleri Sekil 4.13’de, serum glukoz degerleri ise
4.14°de gosterilmistir.

Serum trigliserit degerlerine bakildiginda; BPA pozitif kontrol grubu ve testosteron
propiyonat pozitif kontrol gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu, BPA
pozitif kontrol grubunda yag uygulama grubuna oranla bir artisin oldugu ancak bu artisin
istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir. Uygulama gruplarindan 50 mg /kg/giin

BPA+5 mg/kg/gilin floretin grubu ise testosteron propiyonat pozitif kontrol grubundan ve
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50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubundan istatiksel olarak anlaml

bir artis ortaya koymustur.

Serum albiimin seviyeleri incelendiginde; testosteron propiyonat pozitif kontrol grubu ve
50 mg/kg/glin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin grubu ve 50 mg /kg/giin BPA+ 50 mg/kg/giin
floretin uygulama gruplarindan anlamli bir artis gostermistir. 50 mg /kg/giin BPA+5
mg/kg/giin floretin grubu ise yag kontrol grubundan ve 50 mg /kg/giin BPA+50 mg/kg/giin
floretin grubundan anlamli bir artis meydana getirmistir. 50 mg/kg/giin BPA+50
mg/kg/giin floretin grubunda ise diger gruplara gore degerlerde bir azalmanin oldugu

goriilmektedir.

Serum ALT degerlerinde tiim uygulama gruplarinda tasiyict kontrol grubuna gore anlaml
derecede artig gosterdigi, serum AST degerlerinde ise tastyici kontrol grubundan istatiksel
olarak anlamli bir azalmanin oldugu tespit edilmistir. Kreatin seviyeleri incelendiginde;
gruplar arast anlamli bir farkin meydana gelmedigi goriilmektedir. Ure degerleri
incelendiginde ise, testosteron propiyonat pozitif kontrol grubu, BPA pozitif kontrol grubu,
50 mg /kg/gliin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin, 50 mg /kg/glin BPA+5mg/kg/giin floretin
gruplarindaki artis tastyici kontrol grubundan istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Ayrica
50 mg/kg/glin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin grubundaki artis, 50 mg/kg/giin BPA + 50

mg/kg/giin floretin grubuna gére anlamli bulunmustur.
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3 a,c
25 a . a
= b
s
g
E 15
o
)
1
0,5
0

Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/gin)  mg/kg/gin)  /kg/gin)+  /kg/gln) + /kg/giin) +
Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/gin)  mg/kg/glin)  mg/kg/glin)

Sekil 4.8. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait iire degerleri. Degerler ortalama =+
standart sapma seklinde verilmistir. ®Yag kontrol grubundan, °BPA 50 mg/kg/giin+
Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, ‘BPA 50 mg/kg/giintFloretin 50 mg/kg/giin
grubundan istatiksel olarak farkli (Onemlilik diizeyip<0,05).

c
b, c

T 01
3 a
20,08
= d
& 0,06

0,04

0,02

Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/gin)  mg/kg/gin)  /kg/gin)+  /kg/gin)+  /kg/gln) +
Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/gin)  mg/kg/gin)  mg/kg/giin)
Sekil 4.9. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait trigliserid degerleri. Degerler
ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, "TP
(50 mg/kg/glin) grubundan, “BPA 50 mg/kg/giin+ Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan,
9BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 5 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak farkli (Onemlilik
diizeyi p<0,05).
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Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg
mg/kg/giin)  mg/kg/giin)  /kg/giin ) +

Floretin (0,5

mg/kg/giin)

BPA (50 mg
/kg/giin) +

Floretin (5

mg/kg/giin)

0 I I I I i '

BPA (50 mg

/kg/giin) +
Floretin (50

mg/kg/glin)

Sekil 4.10. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait kreatinin degerleri. Degerler

ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

24

23

22
21
20
19
18
17

Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg

mg/kg/gin)  mg/kg/giin)  /kg/giin) +
Floretin (0,5

mg/kg/glin)

Albiimin (g/L)

a
BPA (50 mg

/kg/gtin) +
Floretin (5

mg/kg/glin)

b,cd

BPA (50 mg

/kg/gin) +
Floretin (50

mg/kg/glin)

Sekil 4.11. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait albiimin degerleri. Degerler ortalama

+ standart sapma olarak verilmistir. *Yag kontrol grubundan, ®TP (50 mg/kg/giin)

grubundan, °BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 0,5 mg/kg/giin grubandan, “BPA 50 mg

/kg/giin+Floretin 5 mg/kg/giin grubundan, *BPA 50 mg /kg/giin+Floretin 50 mg/kg/giin

grubundan, istatiksel olarak farkli. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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é" Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA(50mg BPA(50mg BPA (50 mg

mg/kg/gun) mg/kg/giin)  /kg/gin)+  /kg/gin)+  /kg/giin) +
Floretin (0,5  Floretin (5 Floretin (50
mg/kg/gun) mg/kg/giin) mg/kg/glin)

Sekil 4.12. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait ALT degerleri. Degerler ortalama +
standart sapma seklinde verilmistir. ®*Yag kontrol grubundan, istatiksel olarak farkl.

(Onemlilik diizeyi p<0,05).

I a a a a a
Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA(50mg BPA(50mg  BPA (50 mg
mg/kg/giin)  mg/kg/giin)  /kg/giin)+  /kg/giin) + /kg/glin) +

Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50
mg/kg/gin)  mg/kg/gin)  mg/kg/giin)
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Aspartat Aminotransferaz(AST)(IU/L)
[}

2

o

o

Sekil 4.13. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait AST degerleri. Degerler ortalama +
standart sapma seklinde verilmistir. ®*Yag kontrol grubundan, istatiksel olarak farkli.

(Onemlilik diizeyi p<0,05).
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YagKontrol TP (50 BPA (50 BPA (50 BPA (50 BPA (50

mg/kg/giin)  mg/kg/giin) mg/kg/glin) + mg/kg/gln) + mg/kg/giin) +
Floretin (50  Floretin (50  Floretin (50

mg/kg/giin)  mg/kg/giin) mg/kg/giin)

Glukoz (mg/dL)
o o o o

o

Sekil 4.14. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait glukoz degerleri. Degerler ortalama
+ standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, istatiksel olarak farkl:.

(Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Cizelge 4.3. Kontrol ve uygulama gruplarina ait serum biyokimya degerleri.

Kontrol gruplar Uygulama gruplarn
BPA (50 mg/kg/giin)  BPA(50mg/kg/giin) BPA(50mg/kg/giin)
BPA TP
Yag + + +

50mg/kg/giin) (50mg/kg/giin
( gkgigiin) ( glkg/giin) Floretin(0,5mg/kg/giin) Floretin(Smg/kg/giin) Floretin(50mg/kg/giin)

ALT (IU/L) 0,05+0,04 0,15+0,022 0,17+0,022 0,16+0,012 0,19+0,012 0,20+0,02 2
AST (IU/L) 164,74+6,39 121,64+12,332  122,75+2,00° 126,15+9,672 121,1249,092 123,79+12,552
ALBUMIN (g/L) 21,58+0,30 21,62+0,53 22,06+0,57 22,08+0,84 22,92+0,68? 20,53+0,68%4¢
GLUKOZ (mg/dL) 84,73+8,8 52,46+4,17%  41,83+13,762 55,260,662 65,26+12,57 53,148,912
KREATININ (umol/L) 26,00+3,7 24,15+3,70 24,15+4,77 24,76+3,02 25,07+6,31 24,15+4,77
TRIGLISERID(mmol/L) 0,07+0,02 0,08+0,00 0,05+0,01° 0,04+0,01 0,12+0,01°4 0,11+0,06
URE (mmol/L) 1,16+0,26 1,82+0,512 2,04+0,112 2,40+0,44? 2,05+0,30? 1,6+0,17¢

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ?Yag kontrol grubundan, °BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin)
grubundan, “BPA 50 mg /kg/giin+ Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, °BPA 50 mg /kg/giin+ Floretin 5 mg/kg/giin grubundan , 'BPA 50
mg/kg/giin + Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.4. Hormon analiz sonuglar:

Serum orneklerinden FSH, LH, ERRa, DHT ve kortizol seviyeleri analiz edilmistir.
Degerler standart sapma + ortalama seklinde verilmistir. Serum hormon seviyeleri Sekil
4.15 — Sekil 4.19°da gosterilmistir.

FSH seviyesi, tim gruplarda yag kontrol grubundan farkli olarak anlamli bir azalis
gostermistir. LH degerleri ise, tim gruplarda yag kontrol grubuna gore bir azalma

gostermis fakat bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.

ERRa seviyesinde, 50 mg/kg/giin BPA+ 50 mg/kg/giin floretin grubunda pozitif kontrol
gruplar1 ve uygulama gruplarindan farkli olarak anlamli bir artis meydana gelmistir. 50
mg/kg/giin BPA + 5 mg/kg/giin floretin grubunda ise pozitif kontrol gruplarindan farkli

olarak anlamli bir artis meydana gelmistir.

DHT seviyesi incelendiginde, BPA pozitif kontrol grubunda, testosteron propiyonat
grubunda ve 50 mg/kg/giin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin grubunda anlamli bir artig
tespit edilmistir. 50 mg/kg/glin BPA+50 mg/kg/giin floretin grubunda ve 50 mg/kg/gilin
BPA+5 mg/kg/giin floretin Uuygulama grubunda ise diger uygulama gruplarina oranla

anlamli olmayan bir azalma saptanmustir.

Kortizol degerleri, BPA pozitif kontrol grubunda artis gdstermistir. 50 mg/kg/giin BPA
ile 50 mg/kg/giin TP, 50 mg/kg/giin BPA + 5 mg/kg/giin floretin, 50 mg/kg/giin BPA +

50 mg/kg/giin floretin gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli degisimler olmustur.
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Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg  BPA (50 mg BPA (50 mg
mg/kg/gin)  mg/kg/giin)  /kg/gin)+  /kg/gin)+  /kg/giin) +
Floretin (0,5  Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/giin)  mg/kg/gin)  mg/kg/glin)
Sekil 4.15. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait kortizol degerleri. Degerler
ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, "BPA (50
mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan, “BPA 50 mg/kg/giin+
Floretin 5 mg/kg/giin grubundan, °*BPA 50 mg/kg/giint+Floretin 50 mg/kg/giin
grubundan istatiksel olarak farkli. (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA(50mg BPA(50mg BPA (50 mg

mg/kg/gun) mg/kg/gin) /kg/gin)+  /kg/gun)+  /kg/giin) +
Floretin (0,5  Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/gin) mg/kg/gln)  mg/kg/glin)

Sekil 4.16. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait dihidrotestosteron degerleri.
Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan,

istatiksel olarak farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Sekil 4.17. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait Ostrojen degerleri. Degerler
ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, °BPA (50
mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan, “BPA 50 mg/kg/giin+
Floretin 0,5 mg/kg/gin grubundan, °BPA 50 mg/kg/giin+ Floretin 5 mg/kg/giin
grubundan, BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak
farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA(50mg BPA(50mg BPA (50 mg
mg/kg/giin)  mg/kg/gin)  /kg/gin)+  /kg/gin)+  /kg/giin) +
Floretin (0,5  Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/gliin)  mg/kg/glin)  mg/kg/gilin)

Sekil 4.18. Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait FSH degerleri. Degerler ortalama =+

standart sapma seklinde verilmistir. ®Yag kontrol grubundan istatiksel olarak farkli

(Onemlilik diizeyi p<0,05).
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Yag Kontrol BPA (50 TP (50 BPA (50 mg BPA (50 mg BPA (50 mg

mg/kg/gun)  mg/kg/gin)  /kg/gin)+  /kg/gin) + /kg/gin) +
Floretin (0,5 Floretin (5 Floretin (50

mg/kg/glin)  mg/kg/glin)  mg/kg/glin)

Luteinize edici hormon(LH)(mlU/mL)

Sekil 4.19.Yag kontrol ve uygulama gruplarina ait LH degerleri. Degerler ortalama +

standart sapma seklinde verilmistir
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Cizelge 4.4. Kontrol ve uygulama gruplarina ait serum hormon degerleri.

Kontrol gruplari Uygulama gruplan

Yag BPA TP BPA (50 mg /kg/giin) +  BPA (50 mg /kg/giin) + BPA (50 mg /kg/giin) +

(50 mg /kg/giin) (50 mg /kg/giin) Floretin (0,5mg/kg/giin)  Floretin (Smg/kg/giin)  Floretin (50mg/kg/giin)

DHT (pg/mL) 729,06+593,53  2021+449,87° 1845,33+334,65° 1924+416,38° 1004,13+59,64 1560,66+442,32
FSH (1U/L) 13,1740,48 2,60+0,212 4,01+0,53 2 5,40+1,032 5,22+1,492 4,82+0,98

LH (mlU/mL) 23,8349,52 5,95+1,21 3,24+0,91 4,60+2,76 4,95+2,13 7,16+2,26
KORTIZOL (ng/mL)  268,10+£110,30 958,90£126,39®  210,17+67,51° 629,66+98,11 276,20+116,09° 405,60+194,31°
OSTROJEN (ng/mL)  0,26+0,00 0,25+0,00 0,25+0,00 0,26+0,01 0,28+0,00 b 0,33+0,03 @bcde

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, °BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, ‘TP (50 mg/kg/giin)
grubundan, “BPA 50 mg/kg/giin+Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, °BPA 50 mg/kg/giin + Floretin 5 mg/kg/giin grubundan, 'BPA 50
mg/kg/giin + Floretin 50 mg/kg/giin grubundan istatiksel olarak farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.5. Ostrus dongiisii sonuclar

Kontrol grubuna ait smear goriintiileri Sekil 4.20-23’de verilmistir. BPA (pozitif
kontrol) grubuna ait smear goriintiisii Sekil 4.24 — 27°de, testosteron propiyonat (pozitif
kontrol) grubuna ait smear goriintiisii Sekil 4.28-31°de verilmistir. Uygulama gruplarina
ait smear gorintiileri ise sirasiyla Sekil 4.32-43’de asagida verilmistir. Smear
dongiilerine ait grafik Sekil 4.44°de gosterilmistir. Sekiller tizerinde Ostrus, prodstrus,
metadstrus ve didstrus dongiilerine ait 3 hiicre tipi gosterilmistir. Hiicre yogunlugunun
%90’1n1 kornifiye hiicrelerin olusturdugu faza Ostrus; yogunlugu cekirdekli epitel
hiicrelerinin belirledigi faza proostrus; kornifiye, ¢ekirdekli epitel hiicresi ve 16kositlerin
ayni anda goriildiigli faza metadstrus; en fazla 16kositlerin goriildiigii evre ise didstrus

olarak kabul edilmistir.

100 pm

— L

Sekil 4.20. Yag kontrol grubuna ait Gstrus normal goriintiisii. (Toluidine blue
boyamast, 200X). (mmb : kornifiye epitel hiicresi).
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Sekil 4.21. Yag kontrol grubuna ait prodstrus normal goriintiisii. (Toluidine blue

boyamasi, 200X). ( mmp : ¢ekirdekli epitel hiicre).
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Sekil 4.22. Yag kontrol grubuna ait metadstrus normal goriintiisii. (Toluidine blue
boyamasi, 200X). (mmp: cekirdekli epitel hiicre,mmb: kornifiye epitel hiicresi, O :
16kosit).
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Sekil 4.23. Yag kontrol grubuna ait diostrus normal goriintiisii. (Toluidine blue

boyamast, 200X), ( (" 18kosit).

®

"-j(_. -] 100 pm

Sekil 4.24. BPA (pozitif kontrol) grubuna ait ostrus goriintiisii. (Toluidine blue
boyamasi, 200X). (mm : kornifiye epitel hiicresi).
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Sekil 4.25. BPA (pozitif kontrol) grubuna ait prodstrus goriintiisii. (Toluidine blue
boyamasi, 200X). (mmp : ¢ekirdekli epitel hiicre).
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Sekil 4.26. BPA (pozitif kontrol) grubuna ait metadstrus goriintiisii. (Toluidine
blue boyamasi, 200X). (mmp: cekirdekli epitel hiicre, mmp: kornifiye epitel hiicresi,

O : 10kosit).
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Sekil 4.27. BPA (pozitif kontrol) grubuna ait didstrus goriintiisii. (Toluidine blue
boyamasi, 200X). (O: 16kosit).

Sekil 4.28. Testosteron propiyonat (pozitif kontrol) grubuna ait dstrus goriintiisii.

(Toluidine blue boyamasi, 400X). (mm : kornifiye epitel hiicresi).
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Sekil 4.29. Testosteron propiyonat (pozitif kontrol) grubuna ait prodstrus

goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 200X). (mmp : cekirdekli epitel hiicre).

Sekil 4.30. Testosteron propiyonat (pozitif kontrol) grubuna ait metadstrus
goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X). ). mmp: ¢ekirdekli epitel hiicre, ma :
kornifiye epitel hiicresi, O: lokosit).
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Sekil 4.31. Testosteron propiyonat (pozitif kontrol) grubuna ait didstrus dongiisiiniin

goriiniimil. (Toluidine blue boyamasi, 200X). ( O: 16kosit).

100 jm

Sekil 4.32. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait Ostrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 200X). ( ™= : kornifiye epitel

hiicresi).
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Sekil 4.33. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait prodstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X). (mmp: cekirdekli epitel

hiicre).

Sekil 4.34. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait metadstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 200X). @mp: ¢ekirdekli epitel
hiicre, mmp : kornifiye epitel hiicresi,o: l6kosit).
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Sekil 4.35. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait didstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X). (O: l6kosit).

Sekil 4.36. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait Ostrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 200X). ( mmp : kornifiye epitel

hiicresi).
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Sekil 4.37. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait prodstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X). (mmp : cekirdekli epitel

hiicre).

Sekil 4.38. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait metadstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X).(mmp : cekirdekli epitel
hiicre, mm) : kornifiye epitel hiicresi, @: 16kosit).
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Sekil 4.39. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 5 mg/kg/giin floretin grubuna
ait didstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X). (O : lokosit).

100 pm

Sekil 4.40. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin floretin grubuna
ait Ostrus gorintiisi. (Toluidine blue boyamasi, 200X). ( mmp :kornifiye epitel

hiicresi).
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Sekil 4.41. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin floretin
grubuna ait prodstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X). ( mmp :
cekirdekli epitel hiicre).

Sekil 4.42. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin floretin grubuna
ait metadstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 200X). @ : cekirdekli epitel
hiicre, g : kornifiye epitel hﬁcresi,Oz 16kosit).
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Sekil 4.43. Uygulama grubu 50 mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin floretin grubuna
ait didstrus goriintiisii. (Toluidine blue boyamasi, 400X).( O : 16kosit).
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KONTROL GRUBU BPA

PROOSTRUS PROOSTRUS
11% 5%

DIGSTRUS
%
DiGSTRUS
54%
METAOSTRUS
28%
METAOSTRUS
28%
™ ) (50 MG /KG/GUN BPA + 0,5 MG/KG/GUN FLORETIN)
PROOSTRUS B
10% PROOSTRUS
15%
METAGSTRUS
15%
DIOSTRUS
51%
DiOSTRUS
70%
METADSTRUS
14%
(50 MG /KG/GUN BPA + 5 MG/KG/GUN FLORETIN (50 MG /KG/GUN BPA + 50 MG/KG/GUN FLORETIN)
PROOSTRUS
PROOSTRUS 5%
15%
DIGSTRUS
35%

DIOSTRUS
44%

METADSTRUS
36%

METADSTRUS
25%

Sekil 4.44. Kontrol ve uygulama gruplarina ait dstrus dongiileri.
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4.6. Histopatolojik Bulgular
4.6.1. Ovaryum Dokusuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait normal ovaryum doku goriintiisii Sekil 4.45’de verilmistir. BPA
pozitif kontrol grubunda (Sekil 4.46) ve testosteron propiyonat pozitif kontrol grubunda
cok sayida kistik goriiniim elde edilmistir (Sekil 4.47-49). Uygulama gruplarindan olan
50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin grubunda ise pozitif kontrol gruplarina
oranla daha az sayida kistik goriiniim gézlenmistir (Sekil 4.53 ve Sekil 4.55). Ovaryuma

ait kist sayilarinin yer aldig1 insidans degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.45.Yag kontrol grubuna ait ovaryum dokusu normal goriiniimii, (H&E
boyama, 40X).
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Sekil 4.46. BPA pozitif kontrol grubuna ait ovaryum dokusunda ¢ok sayida kistik
folikiil @), (H&E boyama, 40X).

Sekil 4.47. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait ovaryum
dokusunda kist gériiniimii (), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.48. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait ovaryum dokusu
(H&E boyama, 40X).

Sekil 4.49. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait ovaryum dokusu
(H&E boyama, 40X).
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Sekil 4.50. Uygulama grubuna 50 mg/kg/giin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin ait
ovaryum dokusunda ¢ok sayida kistik folikiil (=), (H&E boyama, 40X).

-

Cng
A
A

— v . RS
x\ . .',"“"""-\h"

- —— LT el - 2

A TN | ——
Sekil 4.51. Uygulama grubuna 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin ait
ovaryum dokusunda primer (=) ve antral folikiil (")), (H&E boyama, 400X).

=
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Sekil 4.52. Uygulama grubuna 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin ait
ovaryum dokusuna ait genel goriiniim, KL: Korpus luteum, AF: Antral folikiil
(H&E boyama, 40X).

Sekil 4.53. Uygulama grubuna 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin ait
ovaryum dokusu genel goriiniimii, KL: Korpus luteum, AF: Antral folikiil
(H&E boyama, 40X).
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Sekil 4.54. Uygulama grubuna 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin ait
ovaryum dokusunda antral folikiil (—)) , (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.55. Uygulama grubuna 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin ait

ovaryum dokusu genel goriiniimii. KL: Korpus luteum, AF: Antral folikiil (H&E
boyama,40X).
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4.6.2. Uterus Dokusuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait normal histolojik goriinim Sekil 4.56 ve Sekil 4.57°de
gosterilmistir. BPA pozitif kontrol grubunda salgi bezlerinde artis goriiliirken,
testosteron propiyonat pozitif kontrol grubunda dejenerasyonlarin meydana geldigi
tespit edilmistir. Uygulama gruplarma ait histolojik goriintiiler Sekil 4.61-64’de
verilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait salg1 bezlerindeki artigi gosteren

insidans degerleri Cizelge 4.5’de gosterilmistir.

WP/ f WK EF Ty

Sekil 4.56. Yag kontrol grubuna ait uterus dokusunun normal goriiniimii (H&E
boyama, 400X).
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Sekil 4.57. Yag kontrol grubuna ait uterus dokusunun normal goriiniimii (H&E

boyama, 40X).

Sekil 4.58. BPA pozitif kontrol grubuna ait uterus dokusunda salgi bezleri (|::>)
(H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.59. BPA pozitif kontrol grubuna ait uterus dokusunda salgi bezlerinde
artis (), (H&E boyama, 100X).

Sekil 4.60. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait uterus dokusunda
dejenerasyon (), (H&E boyama, 200X).

72



Sekil 4.61. 50 mg/kg/giin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubuna ait
uterus dokusunda salg1 bezleri (), (H&E boyama, 400X).

@ :_'-4 .
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Sekil 4.62. 50 mg/kg/giin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubuna ait
uterus dokusunda salg1 bezleri (I=)), (H&E boyama, 200X).
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Sekil 4.63. 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin uygulama grubuna ait
uterus dokusunda salgi bezleri =), (H&E boyama, 100X)
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Sekil 4.64. 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin uygulama grubuna ait
uterus dokusu salg1 bezleri (), (H&E boyama, 200X).
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Cizelge 4.5. Kontrol ve uygulama gruplarina ait ovaryum dokularinda tespit edilen kistik folikiil, korpus luteum ve uterus dokularinda tespit edilen salg1

bezi sayisinin insidanslari.

Kontrol gruplar: Uygulama gruplan

BPA (50mg/kg/giin)  BPA(50mg/kg/giin)  BPA(50mg/kg/giin)

BULGULAR Yag mekA /(5ﬁon) mT/E (/S?in) A . ;

ghele gkes Floretin(0,5mg/kg/giin) Floretin(Smg/kg/giin) Floretin(50mg/kg/giin)
KISTIK FOLIKUL 0,67+0,81 10£2,09¢# 13,50+2,423bde 7,33+1,50%¢" 3,83+0,4020cd 3,50+2,070cde
SKE\BEEJS HOTEON 5,672,80  1,67+1,03* 2,00+1,09°" 3,00+0,89" 4,83+1,47 7,33+3,01004
SALGI BEZi SAYISI 5,00+0,00 13,83+9,72 9,00+0,89° 11,67+8,61° 23,00+7,04%¢4 16,00+5,17

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *Yag kontrol grubundan, "BPA (50 mg/kg/giin) grubundan, °TP (50 mg/kg/giin) grubundan,
9BPA 50 mg/kg/giin + Floretin 0,5 mg/kg/giin grubundan, ®BPA 50 mg/kg/giin + Floretin 5 mg/kg/giin, BPA 50 mg/kg/giin+Floretin (50mg/kg/giin)
grubundan istatiksel olarak farkli (Onemlilik diizeyi p<0,05)
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4.6.3. Karaciger Dokusuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun histolojik gorlintiisi Sekil 4.65’de
gosterilmistir. BPA (50 mg/kg/gilin) pozitif kontrol grubunda, konjesyon, siniizoidal
genisleme, mononiikleer hiicre infiltrasyonu goriilmistiir. Uygulama grubu olan 50
mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin floretin grubunda ise histopatolojik bulgular en az

seviyede tespit edilmistir.

Sekil 4.65. Yag kontrol grubuna ait karaciger dokusu genel goriiniimii (H&E
boyama, 400X).
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Sekil 4.66. BPA pozitif kontrol grubuna ait karaciger dokusunda hiicresel
dejenerasyon (=) ve kupfer hiicrelerinde artis (ma ), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.67. BPA pozitif kontrol grubuna ait karaciger dokusunda hepatositlerde
balonlagsma (7)), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.68. BPA pozitif kontrol grubuna ait karaciger dokusunda sitoplazmik
erime (—)), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.69. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait karaciger
dokusunda biniikleer gekirdekli hiicreler ( =) ve kondanse olmus ¢ekirdekler
(=), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4. 70. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait karaciger dokusu
kupfer hiicrelerinde artis (c—)), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.71. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait karaciger

dokusunda mononiikleer hiicre infiltrasyonu ( =), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.72. 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
karaciger dokusunda siniizoidal genisleme (=—)), (H&E boyama, 200X).

Sekil 4.73. 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
karaciger dokusunda yagh nekroz (=), (H&E boyama, 200X).
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Sekil 4.74. 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
karaciger dokusunda konjesyon (> ) ve kondanse olmus ¢ekirdekler (=)
(H&E boyama, 400X).
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Cizelge 4.6.Kontrol ve uygulama gruplarina ait karaciger dokusunda tespit edilen histopatolojik bulgularin insidanslari.

Kontrol gruplar: Uygulama gruplan
] BPA P BPA (50 mg/kg/giin) BPA (50 mg/kg/giin)
Yag + +

(50 mg/kg/giin) (50 mg/kg/giin) Floretin (0,5 mg/kg/giin)

Floretin (50 mg/kg/giin)

Konjesyon
Siniizoidal Genisleme
Odem
Hepatik Parankimada
Dejenerasyon

Monontkleer Hiicre
Infiltrasyonu

Hepatositlerde Balonlagma
Sitoplazmik erime

Yaglanma

0/6 4/6* 0/6 1/6
0/6 4/6* 1/6 5/6*
0/6 0/6 0/6 0/6
0/6 0/6 0/6 0/6
1/6 2/6 1/6 0/6
0/6 4/6* 0/6 1/6
0/6 1/6 0/6 0/6
0/6 0/6 0/6 1/6

1/6
3/6
1/6

1/6

0/6

0/6
0/6
0/6

Degerler histopatolojik bulgu gdézlenen sigan/grupta incelenen sigan sayisi seklinde verilmistir. * yag kontrol grubundan istatiksel olarak farkli,

(Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.6.4. Bobrek Dokusuna Ait Bulgular

Kontrol grubu boébrek dokusuna ait histolojik goriintiller Sekil 4.75 ve 4.76°da
verilmigtir. BPA (50 mg /kg/giin) grubunda mononiikleer hiicre infiltrasyonu (Sekil
4.77), tiibiiler dejenerasyon (Sekil 4.77); TP (50 mg /kg/giin) grubunda, glomerular
atrofi (Sekil 4.79), konjesyon (Sekil 4.79-80) verilmistir. Uygulama gruplarinda en ¢ok

Bowman kapsiiliinde genisleme, konjesyon ve glomerular atrofi tespit edilmistir.

Sekil 4.75. Yag kontrol grubuna ait bobrek dokusunda normal goriinim (H&E
boyama, 200X).
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Sekil 4.76. Yag kontrol grubuna ait bobrek dokusu normal goriiniimii, (H&E
boyama, 400X).

Sekil 4.77. BPA pozitif kontrol grubuna ait bobrek dokusunda mononiikleer
hiicre infiltrasyonu (=) ve tiibiiler dejenerasyon (®%), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.78. BPA pozitif kontrol grubuna ait bobrek dokusunda Bowman
Kapsiiliinde genisleme ( => ), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.79. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait bobrek dokusunda
Bowman Kapsiiliinde genisleme (=) ve konjesyon @), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.80. Testosteron propiyonat pozitif kontrol grubuna ait bobrek dokusunda
konjesyon (), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.81. 50 mg/kg/gin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
bobrek dokusunda Bowman kapsiiliinde genisleme ( ) ), tiibiiler dejenerasyon
(™)) ve liimene atilmus hiicre ¢ekirdekleri (=), (H&E boyama, 200X).
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Sekil 4.82. 50 mg/kg/giin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
bobrek dokusunda Bowman kapsiiliinde genisleme () ve tiibiiler dejenerasyon (==p
), (H&E boyama, 400X).

Sekil 4.83. 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
bobrek dokusunda fibréz doku olusumu ( =), (H&E boyama, 400X).
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Sekil 4.84. 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda bobrek
dokusunda tiibiiler dejenerasyon (c=>),konjesyon (m),(H&E boyama, 400X)

Sekil 4.85. 50 mg/kg/glin BPA + 5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda bobrek
dokusunda tiibiiler dejenerason (=) ve limene atilan hiicreler (™)) (H&E
boyama,400X).
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Sekil 4.86. 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda bobrek
dokusunda tiibiiler dejenerasyon (I—)>), Bowman kapsiiliinde genisleme (m )
ve konjesyon (m) ) (H&E boyama, 400x)

89



Cizelge 4.7. Kontrol ve uygulama gruplarina ait bobrek dokularinda tespit edilen histopatolojik bulgularin insidanslari.

Kontrol gruplar Uygulama gruplar

BPA P BPA (50 mg/kg/giin) BPA (50 mg/kg/giin) BPA (50 mg/kg/giin)
Yag . .. + + +
(50 mg/kg/giin) (50 mg/ke/giin) Floretin(0,5mg/kg/giin) Floretin(Smg/kg/giin) Floretin(50mg/kg/giin)

Bowman Kapsiiliinde

1/6 1/6 2/6 6/6* 2/6 4/6*
Genigleme
Tiibiiler Dejenerasyon 0/6 5/6* 2/6 3/6 4/6* 4/6*
Konjesyon 0/6 3/6 1/6 3/6 4/6* 3/6
Liimene Hiicre Atilmasi 0/6 3/6 1/6 1/6 1/6 2/6
Monontikleer Hiicre

) 0/6 1/6 2/6 2/6 1/6 2/6

Infiltrasyonu
Fibr6z Doku Olusumu 0/6 0/6 0/6 1/6 1/6 2/6

Degerler histopatolojik bulgu gézlenen sigan/grupta incelenen sigan sayisi seklinde verilmistir. * yag kontrol grubundan istatiksel olarak farkli,

(Onemlilik diizeyi p<0,05).
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4.7. Immiinohistokimyasal Analiz Sonuclar

Ovaryum dokularinda yapilan immiinohistokimyasal boyamalardan CYPI11A1 Sekil
4.87-Sekil 4.92 arasinda gosterilmistir. Bir diger antikor olan CYP17A1 ise Sekil 4.93-
Sekil 4.98 arasinda gosterilmisti.  CYPI11A1 ve CYPI17Al’in pozitif kontrol
gruplarinda daha yogun boyandig1 goriilmiistiir.

4.7.1. CYP11A1 Boyanmasi

Sekil 4.87. Yag kontrol grubuna ait CYP11A1 boyanmasi, (1000X).
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Sekil 4.88. Pozitif kontrol grubu BPA’ya ait CYP11A1 boyanmasi, (1000X).

Sekil 4.89. Pozitif kontrol grubu TP’ye ait CYP11A1 boyanmast, (1000X).
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Sekil 4.90. 50 mg/kg/gin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
CYPI11A1 boyanmasi, (1000X).

Sekil 4.91. 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/glin floretin uygulama grubunda CYP11Al
boyanmasi, (1000X).
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Sekil 4.92. 50 mg/kg/gin BPA+50 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
CYP11A1 boyanmast, (1000X).
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4.7.2. CYP17A1 Boyanmasi

Sekil 4.93. Yag kontrol grubuna ait CYP17A1 boyanmasi, (1000X)

Sekil 4.94. Pozitif kontrol grubu BPA’ya ait CYP17A1 boyanmasi, (1000X).
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Sekil 4.96. 50 mg/kg/giin BPA + 0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda CYP17A1
boyanmasi, (1000X).
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Sekil 4.97. 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda CYP17Al
boyanmasi, (1000X).

Sekil 4.98. 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda CYP17A1
boyanmasi, (1000X).
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5. TARTISMA

Endokrin bozucu kimyasallar, normal homeostaz, iireme ve gelisimden sorumlu olan
endojen hormonlarin sentezine, salgilanmasina, tasinmasina, metabolizmasina ve/veya
etkisine miidahale eden eksojen bilesiklerdir [75]. Son on yilda, bilim insanlari, bu
konuda s6z sahibi olan kurumlar, hiikiimetler halki endokrin bozucular olarak bilinen

kimyasallara iliskin ciddi saglik tehlikeleri konusunda uyarmaktadirlar [76].

Bisfenol A (BPA), ambalaj, gida kutulari, siseler, plastik su borulari, makbuzlar,
kozmetik ve saglik ekipmanlarinda plastigi baglamak veya sertlestirmek i¢in kullanilan
endokrin bozucu potansiyele sahip en yaygin endiistriyel bilesiklerden biridir. BPA'ya
insan maruziyeti esas olarak gida {irlinlerinin tliketimi, tozun solunmasi ve transdermal
temas gibi cesitli yollar1 icermektedir. Fenolik yapisi nedeniyle, BPA'nin Ostrojenik
reseptorlerle etkilesime girdigi gosterilmistir. Bu nedenle, BPA’ya maruz kalmak
dogurganlig etkileyebilir, Ostrojene bagli neoplazmlarin (yani meme ve rahim kanseri)
gelismesine ve ayrica insiilin direnci, obezite gibi ¢esitli metabolik bozukluklara yol

acabilir [77].

Polikistik over sendromu (PKOS), iireme g¢agindaki kadinlarin %5-10'unu etkileyen
yaygin bir metabolik hastaliktir. Polikistik over sendromunun major karakteristik
ozellikleri arasinda, anovulasyon, hiperandrojenizm, ovaryumda birikmis ¢ok sayida
kistik folikiiller bulunmaktadir. Bunlarin yani sira tireme anormallikleri, obezite, insiilin
direnci, dislipidemiya, tip 2 seker hastaligi ve artmis kardiyovaskiiler rahatsizliklar

PKOS hastalarinda siklikla gozlenmektedir [78].

Yapilan birgok calisma PKOS ve BPA arasindaki iliskiyi net bir sekilde ortaya
koymaktadir. BPA’nin PKOS’a neden oldugu yapilan hayvan caligmalar1 ve PKOS

hastas1 kadinlar {izerinde yapilan incelemelerle agikliga kavusturulmustur [76, 77].

Buradan yola ¢ikarak ¢alismamizda pozitif kontrol grubu olarak BPA kullanilmistir.
BPA ve PKOS arasindaki iliskiyi 6zetlemek adina yapilan ¢alismalara asagida yer

verilmistir.

Konieczna ve ark. yapmis olduklar1 bir caligmada, toplam 106 PKOS hastas1 ve 80
saglikli kadin hasta ile ¢alisilmistir. Calismada hastalar arasinda yas, viicut kitle indeksi,
serum glukoz ve insiilin konsantrasyonu gibi dnemli farkliliklarin olmamasina dikkat

edilmigtir. Hastalardan alinan serum Orneklerinde kontrol gruplarina oranla yiiksek

98



seviyede BPA’nin varligina rastlanmigtir. Calisma sonunda PKOS’lu hastalarda LH
konsantrasyonu onemli derecede artmis, E2 konsantrasyonu azalmis, testosteron ve
LDL-C konsantrasyonlar1 da yiiksek bulunmustur. Serum total kolestrol, HDL-C,

trigliserid konsantrasyonlar1 arasinda ise bir fark bulunamamustir [77].

Kandaraki ve ark. 71 PKOS hastasi, 100 saglikli hasta iizerinde yaptiklar1 ¢calismada,
serum BPA degerleri saglikli kadinlara oranla PKOS’lu kadin hastalarda onemli

derecede yiiksek bulunmustur [79].

Rashidi ve ark. yaptig1 51 PKOS’lu hasta ve 51 kisilik kontrol grubundan (saglikli
bireyler) alinan sonuglarda, serum BPA degerleri PKOS grubunda 6nemli derecede
yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglari, BPA'y1 endokrin bozucu kimyasal olarak

gostermis ve PKOS gelisimi i¢in risk faktorlerinden biri olabilecegini belirtmistir [80].

Calismalar, BPA'ya maruz kalmanin sicanlarda PKOS gelisimine yol ag¢tigini
bildirmistir. Neonatal donemde yiiksek BPA seviyesine (500 pg) maruz kalinmast,
gonadotropin  salgilayan hormonun (GnRH) salimin artmasma, testosteron
konsantrasyonlarinda artisa ve yetiskinlikte polikistik overin ortaya ¢ikmasina neden

oldugu belirtilmistir [81].

Yang ve ark. yaptig1 bir calismada, yaygin olarak bulunan iki endokrin bozucu
kimyasal, bisfenol A (BPA) ve tributiltinin (TBT), yenidogan disi sicanlarda PKOS
olusumu iizerindeki etkileri arastirilmistir. Dogum sonrasi (postnatal day) 1-16 giinleri
arasinda disi siganlara TBT (10 ve 100 ng/kg/d), BPA (50 ug/kg/d) ve ikisinin karigimi
(TBT 100 100 ng/kg/d ile BPA 50 ug/kg/d) uygulanmistir. TBT, BPA ve TBT, BPA ve
TBT+BPA uygulamasi sonucunda, diizensiz 0strus dongiisii, daha az korpus luteum ve
antral folikiillerin varligi, daha fazla atretik folikiiller ve kistler ile anormal yumurtalik
gelisiminin goriildigii belirtilmistir. Bunlara ilave olarak, serum testosteron ve luteinize
hormon seviyeleri anlamli olarak yiikselirken, TBT100, BPA 50 ve TBT+BPA
uygulamalarindan sonra serum esey hormonu baglayici globulin seviyesinde bir

azalmanin oldugu gozlenmistir [82].

Fernandez ve ark. yaptig1 calismada, PND 1-10 giinleri arasinda BPA’ nin 500 ug/50 uL,
50 ug/50 uL ve 5 ug/50 ulL dozlar1 uygulanmis ve sicanlarin ergin donemlerinde
yapabilecegi etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglar su sekildedir; BPA'ya neonatal
maruz kalma, serum testosteron ve Ostradiol seviyelerinde artisa, yetiskinlikte

progesteronda bir azalma ve in vitro GnRH sekresyonunda bir degisiklige neden oldugu
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belirtilmistir BPA 500 ug/50ul. dozuna maruz kalan sicanlarda, yumurtalik
morfolojisinde degisim ve ¢ok sayida kist goriilmiistiir. BPA 50 ug/50 uL dozuna maruz
birakilan si¢anlarda dogurganlik azalirken, BPA 500 ug/50ul. dozu uygulanan
hayvanlarda infertilite gézlenmistir. Sonug olarak, cinsel farklilasma doneminde yiiksek
dozda BPA'ya maruz kalma, disi sprague—Dawley sicanlarinda hipotalamik-hipofiz-
gonadal eksenini degistirmistir. Bu sonuglar, polikistik over sendromunun gelisimi ile
siganlarda yiiksek dozda BPA ile yenido§an maruziyetini iligkilendirmesi agisindan
onemli sonuclara sahiptir. Bu bulgularin insan sagligina uygunlugunu belirlemek igin,
insan maruziyetleriyle daha tutarli dozlar ve uygulama yollar1 iizerine g¢alismalara

ihtiya¢ oldugu da vurgulanmigtir [83].

PKOS'un etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, PKOS ile iliskili
fenotiplerin etiyolojisi ve gelisimi hakkinda bilgi edinmek igin ¢esitli hayvan modelleri
olusturulmustur. Androjenler PKOS'un sebeplerinden biri olarak kabul edilmekte ve bu
nedenle hayvanlarin androjenizasyonu, PKOS'a benzeyen semptomlari indiiklemek i¢in
en sik kullanilan yaklasimdir. Prenatal veya prepubertal androjen uygulamasi,
anoviilasyon, kist benzeri folikiiller, artan LH seviyeleri, artan adiposit ve insiilin

duyarsizligi dahil olmak tizere PKOS'un birgok 6zelligi ile sonug¢lanmaktadir [56].

Calismamizda kullanilan bir diger pozitif kontrol grubumuz ise testosteron
propiyonattir. TPmin sicanlara intraperitonal, 10 mg/kg dozunda postnatal olarak
uygulanmasi, PKOS’un karakteristik 6zelliklerini, yani diizensiz dstrus dongiiselligini,
yliksek testosteron ve insiilin seviyelerini, kistik folikiillerin varligini, progesteron
seviyesini diiglirdiigiinii, kontrollere kiyasla korpus luteum sayisini azalttigi yapilan

caligsma ile gosterilmistir [81].

Testosteron propiyonat uygulamasi ile PKOS olusturulmus sicanlar, diisiik yogunluklu
lipoproteindeki artisa bagli olarak  obezite riski ile karsi karsiya kaldiklari
belirtilmektedir [84].

Postnatal donemde testosteron propiyonat ile indiiklenen PKOS modelinde ovaryumda;
biiyiik kistik folikiiller ya da atretik folikiiller ve ovaryumda teka hiicrelerinin
luteinizasyonu goriilmiistiir. Serum testosteron, LH ve prolaktin (PRL) seviyeleri

artarken progesteron ve estradiol (E2) seviyeleri kontrol grubuna goére azalmistir [85].

Wild ve ark. yayinladig1 meta-analiz ¢caligmasina gore trigliserid seviyesi %95 giiven

araliginda PKOS hastas1 kadinlarda yiiksek bulunmustur. HDL-Kolesterol
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konsantrasyonun ise diisiik, buna karsin LDL-kolesterol konsantrasyonu ise yiiksek
cikmistir. PKOS’ta dislipidemiya yaygin olmasina ragmen, erken degisikliklere
odaklanilmas1 gerekmektedir (trigliserid ve diisiik HDL gibi) ki bunlar da metabolik

sendrom bilesenleri olmasi agisindan 6nem tasimaktadir [86].

Fitodstrojenler, endojen Ostrojen molekiillerine benzer bir molekiiler sekle ve yapiya
sahip bitki bilesikleridir ve Ostrojen reseptorlerine rekabetgi bir sekilde baglanarak daha
giiclii Ostrojen ve Ostrojen metabolitlerinin  baglanmasinit onlerler [87]. Floretin,
fitoostrojen siniflandirmasinda kalkonlar sinifinda yer almaktadir. Floretin, antioksidan
aktivitesi, glikoz tastyicilarinin diizenlenmesi ve timor hiicrelerinde apoptozu

indiikleme yetenegi de dahil olmak {izere bir¢ok biyolojik fonksiyona sahiptir [44].

Yapilan bu ¢alismada pozitif kontrol grubu, 50 mg /kg/giin BPA ile olusturulan PKOS’a
karsilik uygulama gruplarinin yani bir fitodstrojen olan floretinin 0,5 mg/kg/giin
floretin, 5 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin floretin dozlarinin koruyucu etkisinin
olup olmadig1 ortaya konmak istenmistir. Testosteron propiyonat (50 mg /kg/giin) ise
bir diger pozitif kontrol grubu olarak secilmis fakat sadece PKOS’a dair etkileri
gbzlemlenmis olup bu grupta herhangi bir floretin uygulamasi yapilmamistir. Calisma
kapsaminda her giin ayni saatte intraperitonal olarak once floretin dozlar1 uygulanmas,
tizerinden 30 dakika gectikten sonra BPA dozlar1 uygulanmistir. Calismaya PND 28.

Giinde baslanmis, 43. giinde ise son bulmustur.

Deney sonunda besin ve su tliketimi agisindan gruplar arasi farkliliklar oldugu
goriilmiistiir. Besin tiiketiminin 15,47 gram ile en ¢ok 50 mg/kg/giin BPA+ 5 mg/kg/giin
floretin uygulama grubunda tiiketildigi goriilmistiir. Bu artis floretin uygulamasindan
kaynaklamis olabilir. Cilinkii floretin kan sekeri seviyesini dnemli dl¢lide azaltmaktadir
[48] ve sigan bu eksikligi daha ¢ok yem tiiketerek karsilamis olabilir. Su tiiketimi ise en
cok 36,87 ml ile 50 mg/kg/giin BPA+0,5 mg/kg/giin floretin uygulama grubunda
kaydedilmistir.

Deney gruplarinin baslangi¢ agirliklari arasinda bir fark bulunmamaktadir. Deney
bitiminde elde edilen verilere bakildiginda ise viicut agirliklar1 arasinda fark oldugu
gdzlenmistir. Ayrica organ ve rolatif organ agirliklari arasinda da farkliliklar oldugu
gozlenmistir. Viicut agirliginda en yiiksek artis pozitif kontrol grubu BPA’da 124,83
gram ile kaydedilmistir. Bu sonug¢ yapilan diger ¢alismalar ve PKOS’un karakteristik

fenotipi ile uyumlu sonuglar vermektedir [88][77]. Uygulama gruplar1 olan floretin
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gruplarinda ise viicut agirliklariin diistiigii gozlenmistir. Gruplar arast bu farklilik,
floretinin bilinen glukoz transporter inhibitdrii olmasi ve adipogenez iizerindeki
etkisinden kaynaklanmis olabilir. Floretin uygulanan iv vitro ¢alismalarda PPAR gama
(peroksizom proliferator aktive edici reseptor gama) ekspresyonu arttigi ve fare 3T3-L1
preadipositlerinde ve domuz primer adipositlerinde adiposit farklilasmasini tesvik ettigi
belirtilmektedir  [44]. Bu sonuglar, floretinin preadipositlerde adipogenezi
kolaylastirabilecegini  ve olgun adipositlerde lipolizi tesvik edebilecegini
gostermektedir. Bazi in vivo c¢alismalar, floretin uygulamasinin diyabetik kemirgen

modellerinde hiperglisemi, insiilin direnci ve obeziteyi iyilestirdigini gostermistir [46].

Klinik ve deneysel olarak kortizoldeki asiri artis, kan basincindaki artis ve ara
metabolizmada kokli degisikliklere yol agmaktadir. Bu da karakteristik olarak
obeziteyi, insiilin direncini ve lipid metabolizmasindaki degisimleri icermektedir [89].
Calismamizdaki sonuglara bakildiginda kortizol seviyesi en yiiksek BPA grubunda
goriiliirken floretin uygulama gruplari arasinda belirgin bir diisiis tespit edilmistir. Bu

sonug, viicut agirhiginin diismesindeki etmenler ile ortiismektedir.

BPA'nin iki farkli testosteron hidroksilazin (2- ve 6-hidroksilaz) aktivitesini onemli
Olgiide inhibe ettigi, testosteron katabolizmasinin azalmasina ve dolayli olarak artan
testosteron konsantrasyonlarina yol actigi bildirilmistir [90]. Konieczna ve ark.
PKOS’lu hastalar {izerinde yaptiklari ¢aligmalar sonunda hastalardan elde edilen serum
orneklerinde testosteron degerlerinin yiiksek ¢iktigini bildirmislerdir [77]. Fernandez ve
ark. yaptig1 ¢alismada 500ug BPA uygulamasinda serum testosteron seviyelerinin
arttigin1 - gostermislerdir. Bu da calismamiz ile uyumlu sonug¢ vermektedir.
Calismamizin sonucunda pozitif uygulama grubu olan BPA’nin en yliksek
dihidrotestosteron seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir. Floretin uygulanan gruplarda
ise bu seviyeler diismiis, 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin
BPA+50 mg/kg/giin floretin gruplar1 arasinda BPA ile istatiksel olarak anlamli olmayan
fakat belirgin azalmalarin meydana geldigi tespit edilmistir.

Incelenen bir diger hormon olan dstrojende ise yag kontrol grubu ve pozitif kontrol
gruplari arasinda farkliliklar gézlenmemis olmasina ragmen, floretin uygulanan gruplar
ile pozitif kontrol gruplar arasinda istatiksel olarak artis goriilmiistiir. Fitodstrojenler,
memeli Ostrojen 17B-0stradiol ile yapisal benzerligi paylasan polifenollerdir. Ortak
ozellikleri, bir ¢ift hidroksil grubunun ve Ostrojen reseptorii (ER) alt tiplerine o ve 3

baglanmas1 ic¢in gerekli olan bir fenolik halkanin varligini igcermesidir. Hidroksil
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gruplariin konumu, ER baglanma kabiliyetinin belirlenmesinde énemli goriinmektedir

[42]. Gruplar arasindaki bu farklilik fitodstrojen uygulamasindan kaynaklanmis olabilir.

Hipotalamustan salgilanan GnRH salinimiin bozulmasi PKOS sorunlarindan biridir.
GnRH, FSH ve LH salinimi i¢in hipofizi uyarmaktadir. Bu iki hormon menstrual
dongiliniin saglanmast i¢in temeldir. PKOS’ta bu hormonlarin yetersizligi nedeni ile
yumurta olugsmaz ya da folikiillerden salgilanamaz. Dongii bozulur ve yumurtlayamama
meydana gelir [91]. Konieczna ve ark. PKOS hastasi kadinlarla yaptiklar1 ¢aligmada,
kontrol grubuna ait serum LH seviyelerinin 6,6 1U/L iken, PKOS hastalarinda 8,1 TU/L
olarak 6l¢iildiigiinii belirtmislerdir. Bu oran FSH kontrol grubunda 6,7 1U/L iken PKOS
hastalarinda 6,4 IU/L olarak kaydedilmistir. LH1n PKOS’ta yiikseldigi bilinmektedir
[92]. Calismamizdaki LH konsantrasyonlar1 incelendiginde BPA pozitif kontrol
grubuna oranla, 50 mg/kg/giin BPA+5 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin BPA+0,5
mg/kg/giin floretin gruplarinda bir azalma meydana gelmis fakat gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir degisim goézlenmemistir. FSH sonuclarinda ise negatif
kontrol grubu diger gruplardan istatiksel olarak farkli olmakla birlikte diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. FSH sonuglar1 yapilan
calismalar ile uyumlu bulunmustur PKOS’ta FSH oram1 ¢ogu zaman sabit
kalabilmektedir [9][93].

Ure, bobrek fonksiyonlarni yorumlamak igin énemli bir parametredir. Calismamizin
sonuglarina bakildiginda negatif kontrol grubu ile 50 mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin
floretin grubu hari¢ tiim gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. Fitodstrojenler dokuda birikmeyip kolay metabolize oldugundan ve viicuttan
kisa stirede atildigindan bobrekte goriilen histopatolojik bulgularin fitodstrojen kaynakli

degil, BPA kaynakli oldugu diisiiniilmektedir [94][39].

Androjen fazlaliginin dolasimdaki yiiksek yogunluklu lipoproteini diisiirdiigii ve diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesteroliinii arttirdigi bilinmektedir [95]. Fakat calismalar
arasinda LDL-C konsantrasyonlar1 arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Bu durum bir¢ok
farkli etkenden kaynaklanmis olabilir. Ornegin; etnik gruplar, sendromun siddeti
(anovulatuar-ovulatuar formlar), beslenme kalitesi ve viicut agirligi gibi. PKOS’Iu
hastalarda lipid degerleri arttikca kardiyovaskiiler risk de kisiden kisiye farkli
derecelerde sorun olabilmektedir. Elde edilen verilerden, PKOS'daki lipid

degisikliklerinin, ayni mekanizma tarafindan m1 gergeklestigi veya lipid
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metabolizmasindaki degisikliklerin ifadelerinin farkliligindan m1 kaynaklandigin

anlamak zordur [96].

Yapilan meta-analiz caligmalar1 PKOS’ta HDL-konsantrasyonlarinin azaldigin1 buna
karsin trigliserid degerlerinin arttigini gostermektedir [77][97]. Calismamizda trigliserid
sonuglaria bakildiginda ise pozitif kontrol grubunda (BPA), negatif kontrol grubuna
oranla istatiksel olarak anlamli olmayan bir artig tespit edilmistir. Buna karsin floretin
gruplar1 ile pozitif kontrol grubu BPA arasinda anlamli bir degisim goriilmemistir.
Histopatolojik olarak karaciger goriintiileri degerlendirildiginde dokudaki BPA
uygulamasindan kaynakli bozulmalarin trigliserid degerlerini yiikseltmis olabilecegini

sOyleyebiliriz.

Memelilerde, en yiliksek kreatinin konsantrasyonlar1 iskelet kasinda bulunmaktadir.
Kreatinin bu dokunun enerji metabolizmasinda énemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
Cok sayida deneysel bulgu, kreatinin metabolizmasindaki bozukluklar ile ¢esitli kas
hastaliklar1 arasinda yakin bir iliskinin oldugunu géstermektedir. Ote yandan bdbrek
metabolizmasinda da ¢ok 6nemli rol oynamaktadir [98]. Histopatolojik olarak bobrek
dokularinda tespit edilen degisiklikler olmasina ragmen serum kreatinin seviyeleri

arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Insan serum albiimini, memeli plazmasinda en bol bulunan proteindir ve genellikle ¢ok
islevli bir tagima proteini olarak kabul edilir. Bu nedenle, albliiminin ayni zamanda
onemli antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve proteinin, aslinda siirekli oksidatif
strese maruz kaldigi bilinen plazmada ana ve baskin dolasimdaki antioksidani temsil
edebilecegini gosteren kanitlar vardir [99]. Albiimin, karacigerde tretildigi igin de
karacigerdeki degisiklikler albiimin sonuglarin1 etkilemektedir. Albiimin Seviyesi
diistiigiinde kan plazmasinda yer alan biiyiik proteinler dar damar yapilarindan gecemez
ve bu da 6deme neden olabilmektedir [100]. Calismamizin sonuglarina bakildiginda ise
albiimin agisindan gruplar arasinda anlamli farkliliklarin oldugu goriilmektedir. Serum
albiimin degerleri en diisik 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin grubunda
goriilmiistiir. Bu sonug histopatolojik olarak 50 mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin
grubuyla uyumlu sonuglar vermektedir. Bu grupta 6demin goriinmesi de bunu

desteklemektedir.

Karaciger hiicrelerinde 6zellikle hiicre membraninin yapisal biitlinliiglinde meydana

gelen hasarlar sonucu ALT ve AST kana fazla miktarda salinmalari nedeniyle
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serumdaki degerleri yiikselmektedirler [101]. Uygulama gruplarinda ALT ve AST
degerlerinin her ikisi de yag kontrol grubundan istatiksel olarak anlamli olacak sekilde
yukselmis ancak gruplar arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir. Histopatolojik
incelemelerde tiim gruplarda en ¢ok goriilen hasar konjesyon ve siniizoidal genisleme
olmustur. Biyokimyasal inceleme sonuglart histopatolojik goriintiileri desteklemekte ve

meydana gelen bu hasarin BPA kaynakli oldugu diigiiniilmektedir.

Uterus dokusu incelendiginde fitodstrojen uygulamasina bagl olarak, 50 mg/kg/giin
BPA + 5 mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/giin BPA + 50 mg/kg/giin floretin grubunda
salgi bezi sayisinin arttigi goriilmektedir. Bu durum uygulanan floretine karsi bir
hiicresel yanitin gelisebilecegini ve endometriyumda salgi bezi sayisini artirabilecegini
diisiindiirmektedir. Floretin, Ostrojen reseptorii ile endojen Ostrojenden farkli yanit
olusturarak, metabolik yollar1 harekete gegiriyor olabilir ya da Ostrojenin alt

varyasyonlari ile etkileserek salgi bezi sayisini arttirmis olabilir [102].

Vajinal smear sitolojisi, vajinal epiteldeki morfolojik degisiklikler ve vajinal smeardaki
farkli hiicre tiplerinin orani g6z oniine alindiginda, vajinal epitel iizerindeki Ostrojenin
etkisini tahmin etmeyi miimkiin kilmaktadir. Dolasimdaki Ostrojen, siganin vajinal
epitelyumuna etki ederek hiicre proliferasyonunu ve keratinizasyonunu uyarmaktadir.
Epitel morfolojisi ve hiicre tipleri, Ostrus siklus fazin1 ve sicanlarin tireme hormonu ile
iligkili olarak seviyesini karakterize etmektedir [23]. Prodstrus ve Ostrus fazinda
Ostrojen hormonu etkisini gosterirken, metdstrus ve didstrus fazlarinda ise progesteron
etkisini gostermektedir [74]. Calismamizda BPA ve testosteron propiyonat uygulamasi
yapilmis gruplarda diizensiz Ostrus dongiisii tespit edilmistir. Diizensiz seyreden
dongilide didstriis fazinin sabit olmasi dikkat c¢ekmistir. 50 mg/kg/glin BPA+50
mg/kg/giin floretin grubunda ise pozitif kontrol gruplarina gore daha diizenli bir Gstrus
dongiisii elde edilmistir. Elde edilen dstrojen hormon degerleri ile karsilagtirildiginda 50
mg/kg/giin BPA+50 mg/kg/giin floretin grubunun Ostrojen degerinin pozitif kontrol
grubundan istatiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi goriilmektedir. Hormon ve Ostrus
dongiisii sonuglar1 birbirini desteklemektedir. Kakadia ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada da
letrozol ile indiiklenen PKOS modellemesinde  benzer sonuglarin elde edildigi

gorilmustiir [25].

Karaciger, endokrin bozucu kimyasallar i¢cin hedef organ konumundadir. Hepatik
enzimler BPA kaynakl yiikselebilmekte ve histopatolojik goriintiiler agia ¢ikmaktadir.

BPA tarafindan indiiklenen karaciger hasari, BPA toksik metabolitlerinin birikmesi ve
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karacigerde reaktif oksijen tiirlerinin iretilmesinden de kaynaklanabilir. Kontrol
gruplarinda hepatositler, yuvarlak vezikiiler ¢ekirdekler igeren asidofilik sitoplazmaya
sahip olan biiylik poligonal hiicrelerden olusmaktadir. BPA uygulanan pozitif kontrol
grubunda ve 50 mg/kg/giin BPA+ 0,5 mg/kg/giin floretin grubunda yag kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli farkliliklar meydana gelmistir. Bu gruplarda ortak olarak
en ¢ok siniizoidal genisleme goriilmiis, BPA grubunda ayrica yogun olarak konjesyon
ve hepatositlerde genisleme kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar Ahmed ve ark. yaptigi

calisma ile uyumlu sonuglar gostermistir [101].

Bobrek dokusunda, kontrol grubunda renal tiibiiller, apikal fir¢a smirlarina sahip
proksimal kivrimli tiibiillerden olusurken, distal kivrimli tiibiiller basit kiiboidal
hiicrelerle kaplidir. BPA ve tiim uygulama gruplarinda (testosteron propiyonat grubunda
daha az olmakla birlikte) bobrek dokusunda dejeneratif degisiklikler goriilmiistiir. BPA
hasart en ¢ok bobrekte gozlenmistir. En ¢ok goriilen histopatolojik durumlar tim
gruplarda glomerular atrofi olmustur. Bunun yan1 sira Bowman kapsiiliinde genisleme,
tiibiiler dejenerasyon ve konjesyona da sikga rastlanmistir. Endokrin bozucu kimyasallar
sadece hormonlar taklit etmekle kalmaz ayn1 zamanda hormon sentezini ve dagilimini
da engelleyebilmektedir. Bu da doku metabolizmasinda dikkat edilmesi gereken bir
diger konudur. BPA, toksik metabolitlerin birikmesi ve bobregin onlar1 yok edememesi

nedeniyle nefrotoksik bir etki ortaya ¢ikabilmektedir [101].

Ovaryum dokular1 immiinohistokimyasal olarak incelendiginde CYP17A1’nin
boyanmast BPA pozitif kontrol grubunda daha yogun gorilmiistir. Bu durum
muhtemelen teka ve interstisyel hiicrelerde bulunan CYP17A1 enziminin yogun
ekspresyonundan kaynaklanmaktadir. Androjenlerin siirekli uyarilmasi, androjen
reseptorlerinde degisikliklere veya PKOS’ta yumurtalik disfonksiyonuna neden olan
epigenetik degisikliklere yol agmaktadir [72]. Bu enzim hiicrede diiz endoplazmik
retikulumda lokalize olmaktadir ve androjen tiretimiyle iligkilidir. Serum testosteron
seviyesinin artmasi, BPA uygulanan gruplardaki ovaryum dokularinda goriilen kist

sayisindaki artig ile arasindaki iliskiyi gostermektedir.

Polikistik overlerde bulunan teka hiicreleri, normal teka hiicreleri ile karsilastirildiginda
hem androstenedion hem de progesteron iiretiminde in vitro olarak onemli bir artis
gostermektedir. Steroidogenezde meydana gelen olasi defekt ya da progesteron
biyosentezinin normal diizeyin altinda olmas1 PKOS’a neden olabilmektedir. CYP11Al

tarafindan kolesteroliin pregnenolona doniistiiriilmesi, steroid hormon biyosentezinin
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baslangicinda ilk hiz sinirlayict adimdir. Bu enzimin artis1 androjen iiretiminde bir artisa
neden olabilmektedir [71]. Calismamizdan elde ettigimiz goriintiilerde pozitif kontrol
gruplarinda, CYP11Al boyanmasmin arttigi saptanmustir. 50 mg/kg/giin BPA +5
mg/kg/giin floretin ve 50 mg/kg/glin BPA+50 mg/kg/giin floretin gruplarinda pozitif
kontrol gruplarina kiyasla daha az CPY11A1 boyanmasinin agiga ¢iktig1 goriilmiistiir.
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6.SONUC

1. Disi lireme sisteminin gelisimi ve islevi hormon konsantrasyonlarina ve bunlarin belli
bir dengesinin olmasina baglidir. Endokrin disfonksiyon, adet diizensizlikleri,
dogurganlik bozuklugu, endometriozis, polikistik over sendromu (PKOS) ve dstrojen
konsantrasyonunda degisiklik gibi bir¢ok anormallige yol agabilir. Bu anormallikler,
Ostrojenlerin, tekal androjenlerin ve/veya tiroid hormonlarinin konsantrasyonunun
modiilasyonundan kaynaklanabilir. Endokrin bozucular bu hormonlar1 modiile etme
yetenegine sahip olduklarindan, disi genital fonksiyonunu etkileyip etkilemediklerini
belirlemek oOnemlidir [1]. Bu bulgular, BPA'nin ve g¢evrede bulunan diger
ksenoostrojenlere maruz kalmanm, kabul edilebilir seviyelerinin  yeniden

degerlendirilmesi i¢in zorlayici bir ihtiyag¢ oldugunu gostermektedir.

2. Sentetik ilaglarin neden oldugu olumsuz etkiler nedeniyle, bitki bazli ilaglar PKOS
tedavisinde daha cok tercih edilmektedir [59]. Floretin ile ilgili olarak ¢ok sayida
farmakolojik aktivite bildirilmistir ve ¢ok yonlii olumlu etkilere sahiptir. Floretinin
sahip oldugu flavonoid igerigi, bu calismada gézlemlenen farmakolojik aktivite i¢in
sorumlu bir faktor olabilir. Toksisite parametreleri, floretin ile uzun siireli tedaviden
sonra toksik bir etkiye rastlanilmadigini belirtmektedir. Bu durum floretin ile uzun
stireli tedavinin, PKOS hastalar1 icin olumlu bir etki yaratabilecegini

diistindiirmektedir.

3. Bu ¢alismanin sonuglari, BPA tarafindan indiiklenen PKOS tedavisine 6nemli 6l¢iide
katkida bulundugunu ortaya koymaktadir. Floretinin ovaryum iizerinde olumlu
etkileri oldugu aciktir. Buna ek olarak, insanlar floretin iceren besinlere kolayca ve
rahat bir sekilde ulasabilirler. Ayrica, gelecekte daha detayli yapilacak ¢aligmalar ile
etkili bir anti-PKOS ilac1 olarak gelistirilmesi ve ticari formiilasyonlarinin yapilmasi

bu hastaligin tedavisinde kullanimini saglayabilir.
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