1. OZET

METIL PARATIONUN TESTiSTE OLUSTURDUGU TOKSIK HASARA
LIiKOPENIN KORUYUCU ETKISININ BIYOKIMYASAL, ISIK MiKROSKOBIK VE
ULTRASTRUKTUREL DUZEYDE INCELENMESI

NAZLI CAN
SBE. HISTOLOJI & EMBRiYOLOJi ABD

Calismamizda organofosfatlt bir insektisit olan Metil paration (MP)’un olusturmus
oldugu hasara kars1 yliksek kapasitede antioksidan etkiye sahip bir karotenoid olan Likopen
(LKP)’in koruyucu etkisi, 151k mikroskobik, immunuhistokimyasal, biyokimyasal ve
ultrastriiktiirel parametreler dogrultusunda arastirilmastir.

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulunun 72/2008 protokol
no’lu 08.08.2008 giin ve 90 sayili karari ile caligmaya baslanmaistir.

Calisma gruplarimiz; 1. grup; Kontrol grubu: Ab libutum beslenen hi¢bir madde
uygulanmamis bazal degerler i¢in kullanilan deney grubu (n=7, 28 giin) II. grup; Sham grubu:
MP eklenmemis 0,5 ml misir yagi verilen grup (n=7, 28 giin oral gavaj (og.) III. grup; LKP
grubu: (4 mg/kg/giin) LKP 0,5 ml misir yag: i¢cinde ¢ozdiiriilerek verilen grup (n=7, 28 giin
og.) IV. MP deney grubu: 0,28mg/kg/giin (1/50 LD50) MP 0.5 ml misir yagi iginde
cozdiiriilerek verilen grup (n=7, 28 giin og.) V. grup; MP+LKP deney grubu: 0,28mg/kg/giin
MP 0,5 ml musir yag i¢inde ¢ozdiiriilerek (4 mg/kg/glin) LKP ile birlikte verilen grup (n=7,
28 giin og.) olmak tizere 5 gruba ayrildi.

Biitiin gruplardaki deneklerin sag testisleri MDA, GPx, SOD ve elektronmikroskop
(EM) olglimleri icin ayrildi. MDA, SOD, GPx olgiimleri i¢in ayrilan dokular
spektrofotometrik yontemle incelendi. EM ig¢in ayrilan dokular transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile ince yap1 diizeyindeki degisiklikleri incelendi. Sol testis 151k
mikroskobik incelemeler i¢in ayrildi. Histolojik takipten sonra TUNEL yontemi uygulanarak
DNA fragmantasyonu degerlendirildi ve aktif kaspaz-3 immunohistokimyasal (IHC) boyama
yapilarak TUNEL degerlendirmeleri desteklendi. Hematoksilen-eozin (H&E) ile boyanarak
histolojik degerlendirme ve morfometrik dl¢timler yapildi.

Testiste yapilan histolojik ve morfometrik degerlendirmeye gore, MP grubunun
kontrol, sham ve LKP gruplarina gore hasarli oldugu ve MP+LKP grubunda LKP’nin bu
hasar1 Onledigi gozlendi. DNA hasarinin degerlendirilmesinde kontrol, sham, LKP ve
MP+LKP gruplar1 arasinda spermatogoniyum ve spermatositlerde TUNEL pozitif boyanan

hiicrelerde anlamli fark gozlenmezken, MP grubunda spermatogoniyum ve spermatositlerde



TUNEL pozitif boyanan hiicreler kontrol, sham ve LKP gruplarina gére anlamli derecede
yiiksek bulundu. MP ve MP+LKP gruplan karsilastirildiginda MP+LKP grubunda TUNEL
pozitif boyanan hiicrelerin sayisinda MP grubuna gore anlamli derecede azalma gozlendi.
TUNEL sonuglarii desteklemek amaci ile yaptigimiz aktif kaspaz immunohistokimyasal
(IHC) degerlendirmelerine gore; kontrol, sham, LKP ve MP+LKP gruplar1 arasinda
spermatogoniyum ve spermatositlerde aktif kaspaz IHC pozitif boyanan hiicrelerde anlaml
fark gozlenmezken, MP grubunda spermatogoniyum ve spermatositlerde aktif kaspaz THC
pozitif boyanan hiicreler kontrol, sham ve LKP gruplarina gére anlamli derecede yiiksek
bulundu. MP ve MP+LKP gruplar1 karsilastirildiginda MP+LKP grubunda aktif kaspaz IHC

pozitif boyanan hiicrelerin sayisinda MP grubuna gore anlamli derecede azalma gozlendi.

Gruplar aras1 MDA, SOD ve GPx degerleri kiyaslandiginda MP grubunda kontrol,
sham ve LKP grublarina oranla MDA diizeyinin artig1 ve GPX diizeyinin anlamli derecede
azaldig1 gozlenitken SOD degerleri istatistiksel olararak anlamli olmayan bir azalma
gostermistir. MP gurubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda MDA diizeyinin anlamlt
derecede arttigt GPx diizeylerinin anlamli derecede azaldigi, SOD degerlerinde ise anlaml
olmayan bir artis gozlenmistir. Ayrica deneklerin deney basinda ve deney sonundaki viicut
agirliklan Olctilerek degerlendirmeye alinmisgtir.

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda diisiik doz MP ’un testiste olusturdugu toksik
hasara 4mg/kg LKP’nin koruyucu etkisi oldugu fakat hasari tamamen engellemedigini
gordiik.

Anahtar kelime: Metil paration, testis, organofosfat, likopen, apopitoz, ultrastriiktiirel



1. SUMMARY
PROTECTIVE EFFECT OF LYCOPENE AGAINST TOXIC DAMAGE ON TESTIS
CAUSED BY METHYL-PARATHION WITH LIGHT MICROSCOPIC,
IMMUNOHISTOCHEMICAL, BIOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL
PARAMETERS
NAZLI CAN
HISTOLOGY &EMBRYOLOGY DEPARTMENT

In our study, we examined the protective effects of Lycopene, which has a high
capacity of antioxidant effect on Methyl parathion (MP) caused testis damage with light
microscopic, immunohistochemical, biochemical and electron microscopic parameters.

Study started with the decision of Dokuz Eyliil Medical Sciences Institude Ethics
Commission dated on 21.11.2008 with number 129 and protocol 72/2008.

Animals were divided into 5 groups. I.group; Control: animals used for basal
parameters and fed ad libitum for 28 days. (n=7). II. group; Sham: 0,5 ml corn oil lack of MP
applied for 28 days by oral gavage. (n=7). IIl. group; Lycopene group: (4mg/kg/day) LKP
dissolved in 0,5 ml corn oil was applied to animals for 28 days by oral gavage; IV group MP
group: 0,28mg/kg (1/50 LD50 mg/kg/day) MP dissolved in 0,5 ml corn oil was applied to
animals for 28 days by oral gavage. (n=7). V.group; 1/50 LD50 (0,28 mg/kg/day) MP+LKP
group: 0,28 mg/kg MP dissolved in 0,5 ml corn oil was applied to animals with 4 mg/kg/day
LKP for 28 days by intragastric sonda.

Right testises of all animals were collected for MDA, GPx, SOD and EM assessments.
MDA, SOD and GPx levels were studied with spectrofotometric techniques. Tissues collected
for EM were studied with Transmission Electron Microscopy for assessment of fine
structures. Left testises were collected for light microscopic evaluations. After histological
routine procedures, DNA fragmentations were evaluated with TUNEL assay. Active caspase-
3 IHC staining was performed to support TUNEL assay results. Histological evaluations and
morfometric measurements were performed on H&E stained sections.

According to histological and morfometric evaluations; MP group was found more
damaged than control, sham and LKP groups. According to MP+LKP group’s results, LKP
found protective against damage significantly. According to DNA fragmentation assay; no
significant differences were observed between control, sham, LKP and MP+LKP groups. But
in MP group; TUNEL positive spermatogonium and spermatocyte numbers were significantly
higher than control, sham and LKP groups. TUNEL positive cell numbers of MP group was

more than MP+LKP group. According to active caspase -3 IHC staining assay; no significant
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differences were observed between control, sham, LKP and MP+LKP groups. But in MP
group; Active caspase-3 IHC positive spermatogonium and spermatocyte numbers were
significantly higher than control, sham and LKP groups. Active caspase -3 IHC positive cell
numbers of MP group was more than MP+LKP group.

According to MDA, SOD and GPx levels; MDA levels of MP group was found higher
and GPx levels found lower than control, sham and LKP groups significantly. SOD levels
were lower with no statistical significancy. MDA levels increased and GPx levels were
decreased significantly and SOD levels were decreased with no statistical significancy in MP
group as compared with MP+LKP group. In addition, body weights of rats were recorded
before and after the experimental process.

According to our study, we observed that 4mg/kg LKP has an important protective
effect on toxicological damage of testis caused by low dose of MP application. Nevertheless,

LKP cannot completely prevent toxicological injury that MP caused.

Key words: Methyl parathion, testis, organophosphote, lycopene, apopitosis,

ultrastructural



2. GIRIS VE AMAC

Pestisit, zararli organizmalar1 engellemek, zararlarin1 azaltmak icin kullanilan madde
ya da maddelerden olusan karisimlardir. Boceklere karsi kullanilan pestisitlere ‘insektisit’
denir. Methyl parathion (MP) kullanilan en toksik organofosfat (OP)’l1 insektisit (OPI)
lerdendir. MP tarim ve bahgecilikte sebze, meyve, pamuk, misir, patates bugday ve soya
fasulyesinde kullanilmaktadir (1). MP’un yarilanma omrii bitkiye gore degisim gosterse de
azami siire 21 giindiir. {lag¢ kullanimindan 21 giin ve altinda toplanan besinlerde MP kalintilari
bulunmaktadir. OPI’ler irreversibil inhibitorlerdir. Kan-beyin bariyerini gecebilir ve santral
etkiler olusturabilirler. Organofosfat bilesikleri asetilkolinesteraz (AchE) i¢in oldukga giiclii
inhibitorlerdir. Iskelet kaslarinda fasikiilasyona, santral sinir sisteminde duygusal ve
davranigsal bozukluklara, koordinasyon bozuklugu ve solunum baskilanmasina neden olurlar
(2,3). MP’un iireme sistemi iizerine de toksik etkileri bulunmaktadir. MP menstural siklusda
bozulma, ovaryum agirliginda ve fertilite oraninda azalmaya neden olur (2). MP viicut
agirhiginda ve buna bagl testis agirhiginda azalmaya, seminifer tiibiil yapisinda bozukluklara
neden olmaktadir. Epididimiste bulunan sperm sayisinda azalmaya anormal sperm sayisinda
artisa, vesikiiloseminaliste askorbik asit seviyesinde diismeye ve fertilite oraninda azalmaya
neden olmaktadir (4). Son yillarda yapilan caligmalar bazi OP’lerin serbest oksijen radikalleri
iretimini arttirarak oksidatif doku hasarina neden oldugunu gostermistir. Serbest radikaller,
ozellikle DNA, protein ve hiicre fosfolipitlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri olmak iizere
organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler. DNA'y1 etkileyerek karsinojenik
mutasyonlara neden olabilirler.

LKP 600’den fazla dogal ¢esidi bulunan bir karotenoiddir (5). LKP’in baslica
kaynaklar1 domates ve bu sebzeden elde edilen ketcap, sos ve domates suyu gibi iirlinlerdir
(6). Ayrica karpuz, pembe greyfurt ve pembe kavun LKP iceren diger besin kaynaklaridir.
LKP gogiis kanseri, prostat kanseri gibi kanser tiirlerinde koruyucu etkiye sahiptir (7).
Testiste reaktif oksijen tiirlerine (ROS) bagl olusan hasara karsi koruyucu etkisi oldugu
bilinen LKP’nin infertil erkeklerde sperm motilitesinde artma, anormal sperm sayisinda
azalmaya neden oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (8).

WHO tarafindan oldukga tehlikeli pestisitler listesinde yer alan MP bir¢ok iilkede
yasaklanmis olmasina ragmen iilkemizde kullanimi serbesttir. Tarim ve Koy Isleri
Bakanligimin yayinlamis oldugu 2007 istatistiksel bilgilerine gore MP Tiirkiye’ de 2007 yil
icerisinde 269.447 litre tiiketilmistir. Bu denli yliksek toksisiteye sahip insektisitlerin



kullanimi1, ozellikle de bilingsiz kullanimi hem tarimla ugrasan ciftcilerimizi hem de bu
besinleri tiikketen halk: tehdit etmektedir.

Bu caligmanin amaci; MP’nin testis ve spermatogenez iizerine vermis oldugu olast
hasarlar ve bu hasarlar iizerine LKP’nin antioksidan koruyucu etkisini incelemektir. MP’nin
testis iizerine beklenen apopitozdaki rolii, oksidatif stres parametreleri iizerine olan etkisi ve
testis ince yapisinda meydana getirdigi degisikler iizerine LKP’nin koruyucu etkisini 151k
mikroskobik, biyokimyasal ve ultrastriiktiirel diizeyde incelemeyi hedefliyoruz.

Bu ¢alisma; MP’nin testis ince yapisi lzerindeki etkilerini ultrastriiktiirel olarak
degerlendiren ilk ¢alismadir. Ayrica; LKP’nin MP’nin testis dokusunda meydana getirdigi
hasara karsi koruyucu etkisi de ilk defa c¢alisilmis ve litaretiirlere kaynak olusturmast

acisindan 6nemlidir.



3. GENEL BILGILER

3.1. TESTIS

3.1.1. TESTIS EMBRIYOLOJISI
Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen sperm tiiriine

bagli olarak fertilizasyonda belirlenir ve X kromozomuna sahip ovumun X veya Y
kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine baglidir. Gelismekte olan gonadlar XX veya XY
kromozom kompleksine sahip olurlar. Yedinci haftadan once gonadlarin goriiniimii her iki
cinste de birbirine benzer, bu nedenle genital sistemin gelisiminin baglangi¢ periyodu ‘seksiiel
gelisiminin farklanmamis safhasi’ olarak isimlendirilir.

Gonadlar li¢ kaynaktan koken alirlar.

» Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)

» Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

» Primordial germ hiicreleri

Vitellus kesesi duvarindaki endodermal primordial germ hiicrelerinin 3. haftada

allantoyisi asarak barsagin arka kisminda mezenter kokii (Radix mesenterii) 'niin saginda ve
solunda mezonefrozun medialindeki mezoteldeki gonadal kabarti (Plica genitalis) igine
girmesi ve buradaki hiicreleri indiiklemesi (5. hafta basi) ile gonad taslaklar1 gelismeye baslar.
Gonadal gelisimin ilk donemleri 5. haftada ortaya cikar, mezonefrozun medialinde, sag ve
solda, mezotel epitelinde cogalma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin
cogalmas1 ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik ‘gonadal (genital) kabarti’ olusur.
Parmak seklindeki epitelyal kordonlar primer seks kordonlar1 altindaki mezensim igerisine
dogru kisa siirede biiylirler. Bu sirada farklanmamis gonad, dista yer alan bir medulladan
olusmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis
gonadin korteksi overe farklilasir ve medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom
kompleksini igermekteyse, medulla testise farklanir, korteks bir takim kalintilar1 disinda

geriler ve dejenere olur (9).



mezenteri seks kordonu

Sekil.1: Primordial germ hiicrelerinin vitellus kesesi duvarindan Plica genitalise gocti (9).

3.1.2. TESTISIN ANATOMISI

Testisler, viicut boslugunun disinda funikulus spermatikusa asili olarak skrotum
igerisine yerlesmis, birbirinden septum skroti ile ayrilmis oval sekilli bir ¢ift organdir (10,11).
Skrotum deri fibroz kiliflar ve kas liflerinden olusur. Uylugun {iist kisminin 6n tarafinda ve
symphysis pubica’nin hemen asagisinda bulunan skrotum, embriyolojik olarak sagli sollu bir
cift olup gelisim siirecinde orta hatta kaynasir, bu kaynagma yeri raphe skroti olarak
isimlendirilir. Raphe skroti On tarafta penisin alt yiiziindeki, arkada ise perineumdaki
kaynagma yeri ile birlesir. Funikulus spermatikusu icten digsa dogru fascia spermatika interna,
m. cremasterica fascia cremasterica ve fascia spermatika externa sarar (12,13). Skrotum
icerisinde testis, epididimis, duktus deferens’ in bir kism1 ve bu organlara gelen damar ve
sinirler bulunur. Skrotumun duvart distan i¢ce dogru, cutis (deri), tunika dartos, m. obliquus,
internus abdominis’ten koken alan fascia spermatika externa, m. obligus internus

abdominalis’ten koken alan fascia cremasterica ile sarili m. cremater, fascia transversalis’ten



koken alan fascia spermatika interna ve en icte de peritoneum’un lamina periatealisinden
(periorchium) olusur (12,14).

Yetiskin bir erkekte her bir testis oval sekilli bir organ olup yaklasik 4 cm uzunlukta,
2-3 cm geniglikte, 3 cm kalinlikta ve 10-14 gr agirhigindadir. Bir testisin iki kenar1 (margo
anterior ve posterior), iki ylizii (facies lateralis ve medialis) ve iki ucu (extremitas superior ve
inferior) bulunur (15,16).

Testisler embriyolojik gelisim silirecinde karin  boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisirler ve daha sonra periton’un bir kismini birlikte siiriikleyerek
skrotum i¢ine inerler. Bu periton katlantis1 tunika vaginalis olarak bilinir ve her bir testisin 6n-
yan kisimlarimi gevreleyerek serdz bir bosluk olusturur. Bu testislerin skrotum igerisinde
kismen hareketli olmasin1 saglar.

Testislerin ve epididimisin beslenmesi aortanin bir dali olan a. testikularis araciliga ile
saglanir. Bu arter, 2. lumbal vertebra seviyesinde aorta abdominalisten ayrilir ve karin arka
duvarindan asag1 dogru uzanir daha sonra kanalis inguinalisten gegerek testis ve epididimisi
besler (14).

Testis ve epididimis venleri once funiculus spermaticus’ u saran bir ag seklinde plexus
pampiniformis’i daha sonrada birbirleri ile birleserek v. testicularisi olustururlar. Bunlarin sag
tarafindaki vena cava inferior, sol taraftaki v. renalis sinistra’ ya ag¢ilir (12).

Testis venleri igerisinde kan testis arterlerinden daha diisiik 1sida olup arteriyel kanin 1s1sin1
azaltir ve bdylece testisteki 1sinin viicudun diger kisimlarindan daha diisiik kalmasina yol
acar. Testis ici 1sinin daha diisiik olmasi (35 °C) spermiyumlarin normal gelisimine olanak
saglar.

Testisin lenfatik drenaji1 yiizeysel ve derin olmak iizere iki grupta toplanir. Yiizeyeli
tunica vaginalisin tizerinde, derindeki ise epididymis ve testis’in iginde bulunur. Bunlar 4-8
damar seklinde funiculus spermaticus ile birlikte karin bosluguna girerler. v. testicularisi
izleyerek birinci lumbal vertebra seviyesinde aortanin her iki yaninda bulunan lenf
nodiillerine (nodi lymphatica lumbales=paraaortik lenf nodiilleri) acilirlar (12,13). Testisi
inerve eden sinirler medulla spinalisin T 10-11 segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus
aorticus ve plexus renalis iginden gecer ve testisleri besleyen damarlar ¢evresinde organa

ulagir. Sensitif liflerde damarlara eslik eder (13,17).



3.1.3. TESTISIN HISTOLOJISI

Genital sistem, cins hiicrelerinin iiretildigi ana organlar, hiicreleri ileten kanallar ile bu
kanallara agilan yardimci bezlerden ve dis genital organlardan olusur. Erkek iireme sistemi,
sperm {lireten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan testislerden, disariya spermatozoa
tasinmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini olusturan epididimis, duktus deferens,
ejekulatuar kanal ve erkek iiretrasinin bir pargasindan, salgilari semen kitlesini olusturan ve
ejekiile spermatozoaya besin saglayan aksesuar bezler seminal vezikiil, prostat bezi,

biilboiiretral bezlerden ve erektil dokudan olusan ¢iftlesme organi penisten olusur (18,19).
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Sekil 2: Erkek genital sistem histolojisi (11).

Testisler, bilesik tiibiiler ekzokrin ve endokrin salg1 yapan bir ¢ift bezdir. Testislerin
ekzokrin {rlinli cins hiicreleri olan spermiyumlar, endokrin {iriinii ise Leydig hiicrelerince
sentezlenen testosterondur (16). Her bir testis periton kokenli, serdz bir kese olan tunica
vaginalis igerisinde bulunur. Testis en dista tunica vaginalisin visseral yapragi olan tunika
albuginea olarak bilinen siki, diizensiz kollajen bag dokusundan olusan bir kapsiil ile
cevrilidir. Bu tabakanin hemen altinda olduk¢a damarli gevsek bag dokusundan tunika
vaskiiloza bulunur. Tunica vaskiiloza, testisin igerisine dogru uzanir ve testisin intersitisyel
dokusunu olusturur. Testisin arka yiizeyi boyunca tunika albuginea testisin parankimasi
icerisine sokulur liggen seklinde bir kalinlasma yaparak mediastinum testisi olusturur. Kan
lenf damarlar1 ve genital bosaltim kanallar1 mediastinum’dan testise girer ve cikar.
Mediastium testisten 1sinsal olarak ¢ikan siki bag dokusu bolmeleri (septula testis) testisi
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piramit seklindeki yaklasik 250 lobiile ayirir. Lobiillerin tabanlar1 testisin dis yliziiniine,
tepeleri ise mediastium testise bakar. Septalar tam olmadig: i¢in lobiiller birbiri ile iliskidedir.
Her bir lobiill sayilar1 1-4 arasinda degisen seminifer tiibiil igerir (18,20). Tiibiiller
mediastinumun yakininda sonlanirken liimenleri daralir ve diizlesir bu boliim tubuli rekti
(tubulus seminiferi rekti ) olarak isimlendirilir. Tubuli rekti testis i¢i bosaltim yollarindan
biridir ve seminifer tiibiilleri mediastiumda anastomozlagsmis bir kanallar sistemi olan rete
testise baglar. Tubuli rektinin seminifer tiiblile komsu olan yariminda sadece sertoli hiicreleri
yer alirken, rete testise yakin boliimii kisa mikrovilluslu ve genelde tek bir silia igeren kiibik
epitelle doselidir. Rete testisi doseyen kiibik epitel hiicreleri de tubuli rektide oldugu gibi
mikrovilluslu ve tek bir silyaya sahiptir. Rete testis mediastenum igerisinde dar kanallardan
olusan bir ag yapisidir. Buradan duktuli defferens denilen yaklagik 10-12 adet kanal tunika
albuginay1 gecerek testis disina ¢ikar. Epiteli silli ve silsiz kiibik hiicrelerden olusur. Epitel
hiicrelerinin oturdugu bazal laminanin altinda gevsek bag dokusu ve ince bir diiz kas tabakasi
yer alir. Kivrimli bir yapiya sahip bu kanallar birleserek tek bir kanal olan duktus epididimisi
olustururlar. Duktus epididimis spermiyumlarin toplanma ve depolanma yeridir. Epididimis
sterosilyal1 yalanci ¢ok katl epitel ile doselidir. Epitel de kisa bazal hiicreler ile uzun
sterosilyal1 prizmatik hiicreler yer alir. Epitel bir bazal lamina iizerine oturmustur ve altinda
ince bir lamina popria en dista ise ince diiz kas katmani yer alir. Epididimisin kuyrugundan
sonra kanal duvar1 kalin kas yapili bir tiip halini alir. Duktus deferens olarak isimlendirilen bu
kanalin distal ucu vezikula seminalislerden gelen bir kanal ile birlesir, sonra prostat bezini
gecerek iiretraya acilir. Prostata girmeden dnce duktus deferens genisleyerek ampulla adini
alir. Ampullanin son kisminda kanala vezikula seminalisler katilir. Bundan sonra duktus
deferens prostada girerek prostadik tretraya agilir. Prostat’a katilan segmente duktus
ejakulatoryus denir. Duktus deferens sterosilyali yalanci ¢ok katl prizmatik epitel, distalde ise

degisici epitel ile doselidir. Epitel hiicreleri salgilama isleminden de ytlikiimliidiir (18,20).
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Sekil.3: Testis ve genital kanallarin sematik gosterimi (11).

Tubuli Seminiferi Kontarti (Seminifer tiibiil) vapisi

Her biri yaklagik 150-250 mikrometre (um) ¢apinda, 30-70 (cm) uzunlugunda, ikili-
liclii anastomozlar yapan, kivriml tiibiiler yapilardir. Her iki testiste yaklagik 1000 tiibiil
vardir ve toplam uzunluklar yaklasik 0.5 km kadardir (21). Bu tiibiiler yapilar testisin %
92’sini olusturur. Seminifer tiibiillerin duvari dista lamina propria denilen bag dokusu
tabakasi, icte kalin bir seminifer epitel katmani ve bunlarin arasinda bulunan bazal lamina’dan
olusur. Lamina proprianin ortalama kalinligt 8 -10 pm kadardir. Bag dokusu katmani
fibroblastlardan zengin bir ¢ok kat halinde diizenlenmis silindir bi¢imli tip I kollajen lif
bantlarindan olusur. Bazal laminaya yapisik bulunan en igteki katman 3 -5 sirali diizenlenmis
diiz kas o6zelligi gosteren myoid hiicrelerden yapilidir. Tibiiller aras1 gevsek bag dokusunda,
intertisyel hiicreler olarak da bilinen Leydig hiicre kiimeleri, ince kollajen ve retikiiler lifler,
fibroblastlar, kan damarlar1 ve sinirler bulunur. Seminifer epitel baslica iki hiicre tipi
icermektedir. Bunlar Sertoli hiicreleri ile ¢esitli olgunlasma asamasindaki spermatogenik
hiicrelerdir. Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini1 dolduracak
sekilde 4 ile 8 kat seklinde diizenlenmiglerdir. (18,22).

Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri bazal membran iizerine oturmus, uzun piramidal bi¢imli apikal ve yan
yiiz farklanmalar1 olan hiicrelerdir. Hiicre yan yiiz zarlar1 karmasik ige katlanmalar olusturur.
Bu nedenle hiicre yan sinirlar1 151k mikroskobu ile ayirt edilemez. Liimene bakan apikal hiicre

membranlar1 da olduk¢a katlantili olup seminifer liimen igine c¢ikintilar yapar. Sertoli
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hiicreleri bazalde yerlesik, acik renk ve bazale yerlesmis bir iki ¢entikli oval heterokromatid
cekirdek ile merkezi yerlesimli biiyiik bir ¢ekirdek¢ige sahiptirler (21,23).

Cekirdekeik ile birlikte c¢ekirdek zar1 altinda kiimelenmis iki belirgin kromatin
yogunlasmasi 6zel bir goriinlim olan ti¢lii goriiniisii olusturur. Sitoplazmalarin da icerikleri ve
islevleri heniiz tanimlanmamis olan Charcot-Bottcher kristaloidleri denilen inkliizyon
cisimcikleri vardir.

Seminifer epiteldeki siki baglantilar; diger siki baglantilardan farkli olarak bazal
membrana en yakin konumu ile kendine 6zgli bir lokalizasyona sahiptir. Testisdeki siki
baglantilar, seminifer epitelin 1/3 bazalinde bulunan sertoli hiicrelerinin siki baglantilariyla
olusur ve seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartman olmak iizere iki kompartmana
aywrir. Bazal kompartman daha dardir, siki baglantinin alt kisminda yer alir ve daha genis,
limene yakin olan adluminal kompartman1 g¢evreler. Bazal kompartmanda
spermatogonyumlar ve preleptoten spermatositler bulunurken adluminal kompartmanda diger
germ hiicreleri yer alir. Bu kompartmanlar spermatogenezis igin bir mikro ¢evre saglar. Bu
hiicreler arasindaki siki baglantilar nedeniyle liimen i¢i yapilar1 bag dokusunun etkisinden
koruyan bir kan-testis bariyeri olustururlar. Spermatogonyumlarin farklilasmasi sperme 6zgii
proteinlerin ortaya c¢ikmasina yol agar. Seksiliel olgunlasmanin, immunolojik yetenegin
gelismesinden uzun bir siire sonra ortaya g¢ikmasi sebebiyle farklilagmakta olan sperm
hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve germ hiicrelerinin 6liimiine sebep olabilecek bir
immiin yanit1 tesvik edebilirler. Kan testis bariyeri, gelisen spermler ve immiin sistem
arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldirir.

3

Sertoli hiicreleri “ gap junction” denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla
hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir. Bu da seminifer epitel siklusunun
koordinasyonunda 6nemli olabilmektedir (22,24).

Sertoli hiicrelerinin bir¢ok islevi vardir.

e Gelismekte olan germ hiicrelerine fiziksel ve besin destegi saglamak,

e Spermiyogenez sirasinda arta kalan sitoplazmanin fagositozu,

e Sekresyon

e Anti-Miillerian Hormon Uretimi

o Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin

saglanmasi:

Spermatogenik seri hiicreleri birbirlerine sitoplazmik kdpriilerle baglanmis olduklarindan,

bu hiicreler fiziksel olarak yaygin sitoplazmik Sertoli hiicre dallanmalar ile desteklenir.
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Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan testis bariyeri ile kan deste§inden izole
edildigi i¢in, bu spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve metabolitlerin alis verisinde
sertoli hiicrelerinin aracilifina ihtiya¢ duyarlar. Sertoli hiicre bariyeri gelisen sperm
hiicrelerini immdiinolojik olarak da korur.

e Fagositoz:

Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler seklinde dokiiliir.
Bu sitoplazmik pargaciklar fagosite edilir ve Sertoli hiicre lizozomlar: tarafindan yikilirlar.

o Sekresyon:

Sertoli hiicreleri, siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar yoniinde akan ve
sperm tasimimi ic¢in kullanilan bir sivi salgilamaktadirlar. Androjen baglayic1 protein
sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron
kontrolii altinda gergeklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil i¢inde spermatogenez icin gerekli
olan testosteronun yogunlagmasini saglamaktadir. Sertoli hiicreleri, testosteronu Ostradiyol
haline ¢evirebilmektedirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez
ve salinmasini dnleyen ‘inhibin’ ad1 verilen bir peptid salgilamaktadirlar.

e Anti-Miillerian Hormon Uretimi:

Miillerian inhibe edici hormon olarak da isimlendirilen bu hormon embriyonik
gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller (paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallarindan koéken alan yapilarin
gelismesini saglamaktadir (22).

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi graniilsiiz (diiz) endoplazmik retikulum ile doludur
ancak graniillii endoplazmik retikulum miktar1 smirhidir. Bol miktarda mitokondriyon
icerirler, Golgi kompleksi iyi geligsmistir ve endolizozomlarin olusturdugu ¢ok sayida vezikiil
vardir. Hiicre iskeleti yapilar1 gelismekte olan cins hiicrelerine destek islevi yaptiklarini
gosterecek sekilde bol miktardadir ve vimentin, diisiik molekiil agirlikli sitokeratin 18 ve 19,
cok 1iyi gelismis aktin filamanlar1 agi, ara filamanlar ve mikrotubuluslardan olusur. Sertoli
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin ¢evresi 7- 9 nm’lik fibréz elemanlar ile kusatilmistir (11,23).

Spermatogenik hiicreler ve spermatogenezis

Seminifer tibiil epitelini olusturan hiicreler Sertoli hiicreleri ile birlikte c¢esitli
olgunlasma asamasindaki germ hiicreleridir. Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil
epitelinin biiyiik ¢ogunlugunu olusturan hiicrelerdir. Bu hiicreler bazalden liimene dogru
farklilasmanin ve olgunlagsmanin degisik evrelerini gostererek siralanirlar. Bu sira;
spermatogonium, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoan
seklindedir. Bu siire¢ erkeklerde puberteyle baslar ve yasliliga kadar siirer. Testiste giinliikk
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ortalama 50 -150 milyon spermiyum iiretilir. Olgunlasma 70 + 4 bir siiregte tamamlanir.
Seminifer epitel dongiisii, belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriinlimii arasinda olusan
olgunlagsma degisiklikleri dizisini tanimlar. Bu dongii insanlarda her seminifer tiibiilde es
zamanl olarak gerceklesmeyip bir dalgalanma halinde gerceklesir. Bazi liimende serbest
spermiyumlara rastlanirken bazilarinda yanlizca spermatid gozlenebilir. Bdylelikle her
bolgesinde spermatogenezisin farkli evresinin gozlendigi seminifer tiibiillerde diizensiz bir
goriinime yol acar. Sicanlarda dongili es zamanli olarak gergeklesir. Her hayvan tiiriinde
spermatogenezis evrelerinin sayisi farklidir ve bu farede 12, siganda 14, insanda ise 6 adettir
(11,25). Spermatogenik (cellulae spermatogenicae) seri hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil
liimeni arasin1  dolduracak 4-8 tabaka halinde dilizenlenmislerdir. Spermatogenezis,
spermatogonyumdan baglayarak olgun spermiyum olusuncaya kadar gegen ¢cogalma biiyiime,
olgunlasma ve bagkalasim evrelerini igeren bir gelisim siirecidir. Bu hiicreler birkag
boliinmeden sonra farklilasir ve spermatozoonlar1 olustururlar. Spermatogenezis li¢ fazda
gerceklesir;

o Spermatogonal evre (Spermatositogenez):
Spermatositogenez (Yun. Sperma; tohum + kytos; hiicre + genesis; iiretim) olarak adlandirilan
evrede, spermatogonyumlarin bodliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler
meydana gelmektedir.

e Spermatosit evresi (mayoz boliinme):
Spermatositlerin ardi ardina iki boliinme gecirerek kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin
esit olarak her hiicrede yariya distiriillmesi sonucu gerceklesen ve spermatidlerin olustugu
evre mayoz adin1 almaktadir.

o Spermatid evresi (Spermiyogenesiz)
Spermiyogenezis ise spermatidlerin 6zenli bir hiicre farklilagsmasi siireci gecirerek
spermatozoonlar olusturdugu donemidir (14).

Spermatogenezis

Spermatogenez, bazal laminanin hemen {istiine yerlesmis bir germ hiicresi olan,
spermatogonyum ile baslar. Ilkel germ hiicresi olan spermatogonyumlar bazal lamina
iizerinde bulunan kiiglik yaklasik 12 um capinda, ¢ekirdegi soluk boyanan kromatin igeren
diploid germ hiicreleridir. Pubertede testosteron hormonunun etkisiyle hiicre dongiisiine
(siklus) girerler ve mitoz boliinmeyle diger spermatogonyumlar ve primer spermatositleri
olustururlar. Spermatogonyumlarin Koyu A Tipi, Agik A Tipi ve B Tipi olmak iizere 3 tipi
vardir. Koyu A Tipi spermatogonyumlar kii¢iik, 12 pm c¢apinda, yuvarlak sekilli hiicreler olup
bol heterokromotin iceren oval ¢ekirdege sahiptirler. Koyu A Tipi spermatogonyumlar yedek
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hiicrelerdir, mitozla boliinerek diger Koyu A Tipi spermatogonyumlar1 ve Ag¢ik A Tipi
spermatogonyumlart olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere
farklilagan oOnciil hiicrelerdir. Olusmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz
boéliinmenin profazina girerler. 22 giin siiren uzun bir profaz agsamasindan sonra hizla birinci
mayoz boliinmelerini tamamlayarak sekonder spermatosit denilen ve yalnizca 23 kromozom
iceren daha kiiclik hiicrelere ayrilirlar. Bu sayica azalma her hiicredeki DNA miktarinin
eksilmesi ile birlikte olur. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin goézlenmesi zordur,
clinkii bunlar interfazda kisa siire kalan ve hizli bir sekilde ikinci mayotik bdliinmeye giren
hiicrelerdir. Ortalama 8 saatlik bir yasam siireleri vardir. Sekonder spermatositlerin mayoz
boliinmeyi tamamlamasi ile 23 kromozoma sahip spermatidler olusur. Fertilizasyonla bunlar
normal diploid sayiya donerler. Hiicre bdliinmesindeki indirgeyici islev sebebiyle mayotik
stire¢ kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit, belirli bir miktarda kalmasini saglar. Yuvarlak
spermatidler yaklastk 8 pm c¢apinda haploid hiicrelerdir. Tek bir Ag¢ik A Tipi
spermatogonyumdan gelisen tiim spermatidler sitoplazmik kopriiciiklerle birbirlerine baglidir
(18,22). Spermatidler bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum ve mitokondriyon
icerirler. Golgi kompleksleri 1yi gelismistir. Spermiumlara doniisiirken bol hidrolitik enzim
depolarlar ve organellerinin miktarin1 azaltirlar. Sitoplazmalarinin bir kismi dokiiliir,
filagellum ve ilgili iskelet yapis1 sekillenir. Spermiyogenezis olarak adlandirilan bu siireg, {i¢
faza ayrilabilir;

Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, g¢ekirdegin yakininda belirgin bir Golgi
kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum
(DER) igerir. Kiigiik PAS pozitif proakrozomal graniiller golgi kompleksinde birikirler ve
bunun hemen sonrasinda birleserek membranla siirlanmis bir akrozomal vezikiiliin iginde
yer alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar. Sentriyoller go¢ ederek akrozomun olustugu
bolgenin kars1 tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem
olusmaya baglar ve sentriyoller yeniden niikleusa dogru geri donerken hareket ettikce
aksonem komponentlerini ¢evresine sarar.

Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan cekirdegin 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom, hyaluronidaz,
ndraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler
icerir. Akrozom bu yiizden lizozomun Ozellesmis bir tipi gibi is goriir. Hyaluronidaz
enziminin, korona radiata hiicrelerini tubal mukozal enzimler ile birlikte birbirinden ayirdigi
ve esteraz, akrozin, ndrominidaz enzimlerinin zona pellusiday: erittigi bilinmektedir (9).

Akrozomal faz sirasinda hiicrenin akrozomu ig¢eren 6n kutbu, seminifer tiibiiliin tabanina
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dogru yonelir. Buna ek olarak niikleus uzar ve daha yogun bir hale gelir. Aym1 zamanda
sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de flagellumun
proksimal parcasi etrafinda toplanarak orta parca adi verilen kalinlagmig bolgeyi olusturur. Bu
bolge spermatozoonlarin hareketlerinin  kaynagini aldig1 yerdir. Flagellum hareketi,
mikrotiibiiller, ATP ve diynein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi
sonucunda olusur.

Matiirasyon Fazi: Geriye kalan artik stoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilir ve spermatozoonlar tiibiiliin liimenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin béliinmesi
sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagh
kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve
sekonder spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar. Bu siire¢ yaklasik 70 giin siirer.
Spermatid spermiyogenezis asamasini Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda
gecirir. Olgun spermiyum spermiasyon denilen olayla tiibiil ltimenine verilir (26,27)
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Sekil.4: Spermatogenik hiicre serileri ve Sertoli hiicrelerinin sematik gosterimi (22).

Interstisyel Bag Dokusu

Testis kiitlesinin %25-30’unu gevsek bag dokusu olusturur. Bu ara doku igerisinde
Leydig hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, Leydig hiicrelerine doniisebilen farkilasmamis
mezenkimal kokenli hiicreler, kilcal damarlar, lenf damarlar1 ve sinirler bulunur (11,14).
Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen lamina propriya bag dokusundan olusmaktadir. Myoid
hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreleri) ve kollajen lifler seminifer epitelin dis bazal
laminasinda yer alir. Miyoid hiicrelerin sitoplazmasinda aktin filamentlerini icermesi ve bazal
zarinin olmasiyla diiz kas hiicrelerine benzemektedir (11,19). Miyoid hiicreler, hareketsiz
spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma hareketlerinden sorumludur. Spermler bu sayede

duktus epididimise ulasir ve buray1 gegtikten sonra hareket etme 6zelliklerini kazanirlar.
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Levdig Hiicreleri

Leydig hiicreleri poligonal sekilli ve yaklagik olarak 15 pm ¢apinda olan hiicrelerdir.
Bunlar tek niikleus ve 1-2 niikleolus igerirler. Insanlarin interstisyel hiicrelerinde spesifik
olarak, sitoplazmalarinda Reinke kristalleri olarak adlandirilan proteinler bulunur (18).
Sitoplazmalarinda tiibiiler kristali mitokondriyonlar, bol graniilsiiz endoplazmik retikulum
(AGER) ve iyi gelismis golgi kompleksi bulundurur. Boylece tipik steroid iireten hiicrelerin
yapisal Ozelliklerini tasir. Bu hiicrelerde ayrica bir miktar graniillii endoplazmik retikulum
(GER), lizozomlar, peroksizomlar ve bol lipit damlaciklar1 vardir. Salg1 vezikiilleri bulunmaz.
Leydig hiicreleri sayis1 tiire gore degiskenlik gosterir. Insanlarda tek tek ya da kiigiik gruplar
halinde damarlara yakin yerlesirler. Leydig hiicreleri, sekonder seks karekterlerinin
gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler. Testosteron sentezi
mitokondriyon ve AGER’ de bulunan enzimlerce gerceklestirilir. Interstisyel hiicrelerin hem
aktiviteleri ve hem de miktarlari hormonal uyarimlara baglidir (11,28).

3.1.4. TESTIS HISTOFIZYOLOJISI

Spermatogenezin diizenlenmesinde sicaklik ¢cok 6nemlidir. Spermatogenez 37°C olan
viicut i¢i sicakliginin altindaki sicakliklarda meydana gelir. Testis sicakligi yaklasik olarak
35°C’dir. Zengin bir vendz ag olan pampiniform pleksus testis arterlerinin etrafini sarar. Bu
aglar testis sicakligmin siirdiiriilmesinde 6nemlidir ve sicakligi dagitmak igin ters yonlii
akimla sicaklik degisimini saglamaktadir. Soguk giinlerde, skrotum kasi refleks olarak
kasilarak testisleri yukar1 dogru ceker, testislerin viicuda yaklastirilmasi ile 2°C’lik farkin
strekliligi saglanabilir. Bu sekilde, skrotum teorik olarak, testislere 0zgiil sogutma
mekanizmasi olarak gérev yapar. Spermatogenez iizerinde en 6nemli etkiyi endokrin faktorler
olusturur (29,30,31). Spermatogenez, hipofizin folikiiler stimiilan (FSH) ve liiteinlestirici
hormonlarinin (LH) testikiiler hiicreler lizerindeki etkilerine baglhidir (22).

Luteinlestirici Hormon (LH):

Hipotalamustan salgilanan gonodotropin serbestlestirici hormon (GnRH) hipofiz
bezinin 6n lobundan luteinize edici (LH) hormonun salgilanmasini uyarir. LH ise Leydig
hiicrelerinde bulunan reseptorlere baglanarak bu hiicrelerde kolesterolden normal
spermatogenik hiicrelerin gelisimi igin gerekli olan testosteron yapimini uyarir. Hipofizden
LH salgilanmasi negatif geri besleme ile diizenlenir. Testosteron sentezinin artmasi LH
salimini baskilar.

Folikiil Uyarict Hormon (FSH):

Hipotalamustan salgilanan gonodotropin serbestlestirici hormon (GnRH) hipofiz

bezinin 6n lobundan follikiil uyarict hormon (FSH) salgilanmaktadir. FSH sertoli hiicrelerini
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etkileyerek Adenil siklaz yapimini, siklik adenozin trifosfat (cAMP) artisin1 uyarir. Aym
zamanda Andojen baglayic1 protein (ABP) ’nin sentez ve salgilanmasini harekete gecirir.
Daha sonra bu protein testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil liimenine tasir.
Boylece spermatogenez uyarilmis olur. Spermatogenez testosteron ile uyarilir, dstrojen ve
progesteronlarla inhibe edilir. Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan
testikiiler sivi1 i¢inde taginirlar. Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan tretilir;
bu siv1 steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP igerir (22).

Inhibin:

Bu hormon Sertoli hiicrelerinde yapilir ve spesifik olarak hipofizden FSH salinimini
inhibe eden bir proteindir. Inhibin siirekli salmirsa FSH baskilanir. Ureme hiicresi sayisi
azalinca da FSH artar (11).

3.2. APOPITOZ

3.2.1. APOPITOZUN TANIMI VE TARIHCESI

Organizma siirekli bir denge halindedir. Yeni hiicreler sentezlenirken, varolan
hiicrelerin bir kismi hiicre 6liimii ile ortadan kaldirilmakta ve bdylece denge korunmaktadir.
Hiicre oliimiintin iki tipi vardir, bunlar apopitozis ve nekrozdur (32,33). Her ikisinde de
diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucu hiicre oliimii
meydana gelir (34). Apopitoz hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, programli, aktif RNA
ya da protein sentezi ve enerjiye gereksinim gdsteren bir 6lim formudur. Dis g¢evreden
etkilenen bir genetik ve biyokimyasal olaylar dizisidir (35,36). Hiicrelerde normal gelisim
sirasinda meydana gelen Olim olarak 1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir.
Programlanmis hiicre 6liimii terim olarak ilk kez 1965 yilinda kullanilmistir. Apoptozis terimi
ise ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan kullanilmistir (37). Kerr, fizyolojik
olarak Olen hiicrelerin cekirdeklerinde yogunlasmis kromatin pargalarini gozlemlemis ve
organellerin 1yl korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir.
Koken olarak yunanca bir kelime olan apoptosis; apo (ayrilan) ve ptosis (diisen) terimleri
birlestirilerek, ‘agactan dokiilen yapraklar’ olarak tarif edilmistir (38). 1983 yilinda Duke ve
arkadaslari, jel elektroforezi ile apopitozis endoniikleazlarin aktive olarak merdiven basamagi
denen karakteristik DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece apopitotik hiicre
oliimiiniin ilk biyokimyasal kanit1 elde edilmis ve apopitozisin genetik olarak kontrol edilen

fizyolojik mekanizmalarla regiile edilen bir hiicre 6liimii oldugu ortaya ¢ikartilmistir (37).
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3.2.2. APOPITOZUN GORULDUGU OLAYLAR

Apopitotik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde siirekli olarak

olugmaktadirlar ve bu olusum Omiir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim (apopitozis) ve

yeniden yapim (mitozis) bu dokularda doku homeostazisini olusturmak iizere dinamik bir

denge halindedir. Bir giinde yaklasik bir milyon hiicre apopitozise ugrayarak Olmekte ve

yerine yeni hiicreler yapilmaktadir. Bu hizda bir hiicre 6limii ve yeniden yapimi bir insanin

viicut agirliginin her 24 ayda bir yenilenmesi anlamina gelmektedir (39,40).

Apopitoz fizyolojik ve patolojik olaylar sonugunda gozlenmektedir.

Fizyolojik olaylar

Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde (Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu,
kalp gibi baz1 i¢i bosluklu organlarin liimenlerinin olusmasi)

Vertebralarin néron gelisimi sirasinda (barsak kripta epiteli gibi siirekli proliferasyon
gosteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesinde)

Menstruel siklusta endometriyum hiicrelerinde (menapozda folikiil atrezisi,
laktasyonun kesilmesinden sonra meme bezlerinin rejenerasyonu gibi olaylarda)

T lenfositlerinin  kontroliinde (matiir T lenfositlerinin antijene bagimh
diizenlenmesinde immatiir B lenfositlerinin gelisi gibi immun sistemin
diizenlenmesinde)

Epidermisin en iist tabakasi olan stratum korneumun siirekli dokiiliip yenilenmesinde

goriliir.

Patolojik olaylar

Her tiirli neoplastik olusumda (hipertermi, diisiik doz sitotoksik ilaglar, iyonize
radyasyon, hafif travma, hafif hipoksi gibi hafif siddette fiziksel ve toksik uyaranlara
maruz kalan dokularda)

Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofide, otoimmun hastaliklar sitotoksik T
hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimiinde

Pankreasta ve bobrek tiibiillerindeki gibi parankimden zengin dokularda duktus

tikanmasi sonrasi patolojik atrofide apopitoz goriilmektedir (41).
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3.2.3. MORFOLOJIK VE BiYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER
3.2.3.1. Morfolojik Degisiklikler

Yiizey Organellerinin Kayb:

Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar1 kesilir. Hiicre yiizeyindeki
mikrovilluslar ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan kalkar, hiicre yiizeyi
yuvarlaklagir (42,43).

Hiicre Biiziilmesi;

Apopitotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiiciik ve sitoplazmasi daha yogundur.
Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarin1 korur (44). Sitoplazma
yogunlugu arttig1 i¢in organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam oldugundan nekrozda
oldugu gibi bir inflamatuar reaksiyon gozlenmez (42,45,46).

Kromatin Yogunlasmasi;

Onemli yapisal degisiklik cekirdekten baslayarak izlenir. Cekirdek apopitoziste odak
noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle cekirdek biiziisiir (44,47).
Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya toplanir. Cekirdek porlar
secilemez. Cekirdek sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiiciik ¢ekirdek pargalarina boliiniir.

Cekirdekgik genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (45,46).

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicrede once ylizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilar1 sitoplazma
parcaciklari iceren ve siki bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apopitotik
cisimlere doniisiir (42,45).

Apopitozis i¢in morfolojik degisimler olan hiicre biiziilmesi, kromatin yogunlagmasi,
hiicre membran tomurcuklanmas1 gelisirken fosfotidilserin agiga c¢ikar. Saglikli hiicrelerde
plazma membraninin i¢inde bulunan fosfotidilserin apopitotik hiicrelerde plazma
membraninin dis yiliziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal gérevi goriir (48).

3.2.3.2. Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu :

Hedef proteinlerden biri olan DNA, endoniikleaz ile capraz bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleaz1 serbestlestirir. Cekirdek icine giren Ca™ Mg™
bagimli endoniikleaz, DNA kiriklart olusturur. Kiriklar niikleozomlarin arasindan mono veya
oligoniikleozomal olarak meydana gelir. 180 baz c¢ifti ve katlar1 seklinde kirilma olusur ve

merdiven basamagi adiyla karakterizedir (49).
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Hiicre Iskeletinin Yikilmast;

Kaspazlarin aktiflestirdigi bir baska protein ise hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden
olan aktini yikan proteindir. Aktin filamanlariin yikimi ile hiicre normal seklini kaybeder
(50).

Hiicre Membrani Degisiklikleri,;

Kaspazlarin etkisiyle hiicre zarinin asimetrisi bozulur. Plazma zarinin i¢ yiiziindeki
fosfatidilserin yer degistirerek zarin dis yiiziine yerlesir. Ayrica bazi apopitotik hiicreler hiicre
zarlarinda thrompospandin adli adheziv bir glikoprotein ve bazi hiicrelerin adhezyon
molekiillerini (ICAM 3) igerirler. Bu membran degisiklikleri apopitotik hiicrelerin ¢evre
fagositler tarafindan fark edilip fagositozlarini saglarken, transglutaminaz aktivasyonu ile
membran proteinlerinde olusan ¢apraz baglanmalar membranlarin pargalanmasini  ve
apopitotik cisimlerin olugmasini saglarlar (51). Hiicreler 6zellesmis yapilarini ve diger
hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler. Su kaybederek kiigiiliip biiziisiirler.
Sitoplazmanin yogunlastig1 ve organellerin birbirine yaklastig1 gézlenir.

Fagositoz;

Apopitotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite
edilerek dokulardan temizlenir (51).

3.24. APOPITOZ MEKANIZMASI

Apopitoz siireci; hiicre membrant tarafindan Oliim sinyallerinin alinmasiyla
(ekstrensek), DNA hasarina genlerin yanitiyla (intrensek) veya proteolitik enzimlerin
dogrudan hiicreye girisiyle (Perforin — Granzim) 3 farkl sekilde gelisebilir (52).

3.2.4.1. Ekstrensek / Reseptor Aracilt Yol

Hiicre disindan kaynaklanan ve hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerinin tutulmasi ile
diizenlenen apopitozdur. Apopitozun dis yolu Tiimor Nekroz Faktor (TNF) ailesi hiicre yiizey
reseptorlerinin ligantlar yolu ile aktive edilmesi ile uyarilir. Hiicre Oliimiinii diizenleyen
mekanizmalarin belki de en iyi anlagilmis 6rnegi sitokine bagli dis apopitozis yoludur. TNF-
alfa, TNF ile iligkili apopitozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve Fas ligantlari, baz1 malign ve
normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek oliime neden olurlar (53). Bu
proteinlerin hiicre dig1 kisimlart ligant baglanmasi i¢in 6nemlidir. Sitoplazmik kisimlarinda
kismen korunmus olan bir 6liim bdlgesi (DD) bulunur. Bu bolgeler sitoplazmik sinyal
proteinlerinin baglanarak apopitozisin basladigi yerlerdir. Ligandlar baglandiginda 3 Tiimor
Nekroz Faktor Reseptorii (TNFR) ya da Fas molekiilii kompleks olusturur. TNFR ve Fas
trimerlerinin sitoplazmik boliimleri sirastyla TNFR’e bagli 6liim bolgesi (TRADD) ve Fas’a
bagli 6lim bolgesi (FADD/Mort-1) denen adaptér proteinlere baglanir. Bu proteinlerin hem
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DD hem de proteazlarin 6liim olusturan kisimlarina (DED) baglanan bdlgesi vardir.
Reseptorlerin  sitoplazmik kisimlari, adaptdr proteinler ve proteazlar olimii baglatan
sinyalleme kompleksini (DISC) olustururlar (49).
3.2.4.2. Intrensek (mitokondrial) Yol

Apopitozun yaygin yolu olan i¢ yol hiicrenin kendi i¢inden, sitotoksik ilaglar gibi
hasar yapici ajanlarla baslar. I¢ sinyaller ile olusan apopitozda mitokondri énemli rol
oynamaktadir. D1s zar gecirgenliginde artis sonucu mitokondri zar1 potansiyelinin bozulmasi
dis zarda hizli bir sismeyi izleyerek iki zar arasinda bulunan cesitli proteinlerin hiicre
sitoplazmasina ¢ikmasina yol agar. Temel olarak mitokondrideki solunum zincirinde yer alan
bir enzim olan sitokrom ¢, apopitoz indiikleyici faktor (AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz
enzim, sitoplazmaya dagilir. Sitokrom c, sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan
Apaf-1 (apopitotik proteaz aktive eden faktdr) molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen
yapinin olusumunu saglar (54). Apoptozom, kaspaz 9 u aktiflestirmek {izere keser, kaspaz 9,
diger kaspazlari proteolitik bir zincir halinde aktiflestirerek apopitozun gerceklesmesini
saglar.

3.2.5. APOPITOZ REGULATORLERI

Apopitozisi diizenleyen genler cmyc, p5S3 ve Bcl-2 olarak bilinir ve iirettikleri
proteinler aym1 adi alir. Apopitozisi baskilayan (anti-apopitotik) ya da indiikleyen (pro-
apopitotik) proteinler vardir. P53, Bcl-2 ailesi, inhibitdr apoptoz proteinleri (IAP), Kaspazlar
gibi protein aileleri apopitozis regiilatorleridir.

3.2.5.1. Bcl-2 ailesi
Mitokondride dis zar potansiyelinin degismesi Bcl-2 ailesi adi verilen bir protein

grubu tarafindan diizenlenir.

Apopitozu baskilayan genler Apopitozu indiikleyen genler
Bcl-2 ailesi grubundan; Bcl-2 ailesi grubundan;
BHRL-1, Bcl-xl, Bel-w, Bfl-1, Brag-1, | Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bad, Bik, Hrk1
mcl-1, Al C-myc
C-abl geni pS3, p21
A20 Fas (CD95/APO1) FADD/MORT,
Coziinebilir fas RIP, FAST
P35 Interlkin doniistiiriicii enzim
Ras onkogeni benzeri proteinler (ICE)
LOH ( MTS1/CDK41)

Sekil.5: Apopitozu baskilayan ve indiikleyen genler
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Hiicrede antiapopitotik aile iiyeleri olan Bcl-2, Bcel-x, yine ayni ailenin tiyeleri olan
Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 only proteinleri gibi proapopitotik proteinler tarafindan
baskilanir. Ailenin proapopitotik iiyeleri normal kosullarda inaktif durumdadir, bu nedenle
mitokondriyal zar gecirgenligi Bcl-2 ve benzerlerinin etkisi sayesinde degismez. Ancak cesitli
uyarilar (biiyiime faktoriinlin uzaklastirilmasi; Bad’in, kalsiyum artisi; Bim’in, UV 1sinlar;
Bmf’nin) proapopitotik grubun aktiflesmesine yol agar. Sonugta Bcl-2, proapopitotik aile
iiyeleri tarafindan baskilanir, Bel-2 tarafindan inaktif durumda tutulan ve yine ayni aileden
olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek mitokondri dis zarinda permeabilite gecis porlarinin
olusumuna, zar potansiyelinin degisimine yol acar. Bu da uygulamac1 kaspazlarin aktivasyonu
ve apoptozla sonuglanir. Kaspazlar IAP denen bir grup protein tarafindan baskilanir (55).
3.2.5.2. P53 geni
p53, DNA gardiyan1 da denen ve bu giine dek {izerinde en ¢ok ¢alisilan tiimor siipresor
proteinlerden biridir. P 53 sitoplazmada bulunan ve DNA'nin ya da hiicrenin agir bicimde
hasar gormesi durumunda, DNA da belli genlerin aktivasyonuna, bdylece yapimlarinin
artmasina (Bax, Apaf-1, Fas) belli genlerin de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-X) yol agarak
apopitozu tetikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin
aktivasyonu, siirekli yapilan ama ubikitinleyici bir protein (mdm?2) tarafindan belli bir hizda
yikilan p53 iin fosforillenmesine, fosforillenme ubikitinlemenin bozulmasina yol agar. Miktar1
artan p53 cekirdege gecerek ilgili genlerin ifade edilmelerini degistirerek hiicreyi apopitoza
sokar (56).
3.2.5.3. IAF Ailesi Proteinleri
IAP’lar, antiapopitotik etkilerini direkt kaspazlara baglanarak, kaspaz inhibisyonu ile
gosteren proteinlerdir. Programlanmis hiicre Oliimiiniin negatif diizenleyicileridir. Bazi
memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NIAP, Bruce, Survivin, plAP olarak
tanimlanmistir. Apopitozis protein inhibitorleri kaspazlar1 6liim reseptorleri ve mitokondrial
yol ile inhibe ederler (57).
3.2.54. Kaspazlar
Kaspaz; sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle homolog biiyiik
protein ailesidir (58,59). Kaspazlar, proteolitik yariklanmayla aktiflesen inaktif graniiller
olarak tiretilir (58). Bu giine kadar yaklasik 100 kaspaz substrati rapor edilmistir (59). Kaspaz
kaskadini baglatan kaspaz -3,-6 ve -7’dir. Kaspaz ailesi iiyelerinden bazilar1 kiigiik N-terminal
peptidler (Or: Kaspaz-3,-6,-7) ve genis N-terminal domainler (Kaspaz-2, -8. -9, -10 ve sitokin
asamasinda Kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13) igerir. ProKaspaz-7 de zimojen tek polipeptid
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zinciri igerir. Matiir Kaspaz’in kii¢iik ve genis altbirimleri arasinda bir halka bulunur. Bu alt
liniteler arasinda ProKaspaz-7 aktivasyonu i¢in boliinme alanlar1 vardir (Ile195— Gln196—
Alal97-Asp198). Aktivator kaspazin aktif bolgesine baglanmasi icin gerekli aktif bolgedeki
esneklikten dolayr bu halka yapisal olarak goriinmez (59). Insanda yap1 ve fonksiyonlarina
gore 11 degisik kaspaz tarif edilmistir:

» Baslica lenfokin yapiminda bulunan kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE), -4, -5,11, -12 ,-13,14

» Sonuglandirict (effektor) kaspazlar: Kaspaz-3 (CPP32/Yama) ,- 6, -7

» Baslatici (initiator) kaspazlar: Kaspaz-2, Kaspaz-8 (FLICE/MACH), -9, 10

3.2.6. SPERMATOGENEZDE APOPITOZISIN ROLU

Doku canliliginda ve devaminda, enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal
fizyolojik ortamin korunmasinda etkin olan apopitozis, testikiiler dokuda da sik saptanan bir
fenomendir. Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler
sonucu hiicre farklilagmasi ile olgun sperm olusmasidir. Normal Spermatogenez iginde, hiicre
gelisimi ve farklilagmasma ilave olarak germ hiicre Sliimii de goriiliir ve bu sperm
olusumunda kritik rol oynar (60,61) Apopitozis, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyada programli hiicre oliimiine yol agar (62). Germ hiicrelerindeki bu 6liim
spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir (63). Kerr tarafindan yapilan bir
caligmada testiste devamli olarak spontan apopitozis gerceklestigi bildirilmistir (64). Testiste,
defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin % 75'i
apopitozise maruz kalir (60). Erken gelisimsel evrede basglayan bu apopitotik hiicre
eliminasyonu, olgunlagsmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal
oran1 saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (61,62). Androjen
eksikliginde, azoospermik ya da oligospermik hastalarda, deneysel kriptorsidizm olusturulan
hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda testislerde olusan programli hiicre oliimlerinde
artma bulunabilir (65,66). Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apopitozisinin hormonal
kontrol altinda gerceklestigi bildirilmistir (2, 67). Hipofizektomize immature ratlarda hem
germinal hem de somatik hiicrelerde yaygin apopitozis ortaya ¢iktig1 ve bu olgularda FSH ya
da hCG tedavileri ile bu yogun programlanmis hiicre Oliimiiniin engellenebildigi

gosterilmistir.
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3.3. PESTISITLER

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
pestisidleri, istenmeyen bitki ve canlilar1 denetim altinda tutmak ya da onlemek amaciyla
kullanilan maddelerle bitki biiylimesini ayarlayici, yaprak dokiilmesini saglayici ve nem alici
olarak kullanilan madde ve maddeler karisimi bi¢ciminde tanimlamaktadir.

Pestisitler etki ettigi canli ¢esitine gore;

Insektisitler (bocekleri Sldiirenler),

Fungisitler (mantarlar1 6ldiirenler),

Herbisitler (yabanci otlar1 ldiirenler),

Akarisitler (akarlar 6ldiirenler),

Rodentisitler (kemiricileri 6ldiirenler),

Nematositler (nematodlar1 dldiirenler),

Molluskositler (yumusakgalar1 6ldiirenler) olarak siniflandirilabilirler.

Pestisitlerin kullanimi ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir papiriis
lizerinde bit, pireye karsi insektisit hazirlanisina dair kayitlar bulunmustur. 19.yy’da
zararlilara karsi inorganik pestisitler kullanilmis, 1940’lardan sonra pestisit liretiminde
organik kimyadan faydalanilmistir. Tiirkiye’de pestisit tiiketimi, 1979’a gore 2002 yilinda
%45,29’luk bir artig gdstermistir. 1979 dan 2002’ ye kadar, etki ettikleri canli gruplarina gére

pestisitlerin tiiketimi Sekil6* da gosterilmistir.

Pestisitler 1079 1987 1994 1996 2002
Insektisitler 2.287.658 3.303.446 2.064.991 3.027.380 2.250.898
Akarisitler 203.208 240.360 192.279 223.857 296.809
Fumigant 315.665 322.227 530.738 1.076.661 1.559.489
Nematasitler

Rodantisitler 5.600 2.124 2.509 3.268 1.794
Mollusisitler

Fungisitler 2.537.315 2.611.960 2.201.406 2.951.191 1.964.292
Herbisitler 2.451.977 3.495.044 3.902.588 3.643.971 3.697.397
Toplam 8.395.848 12.112.267 10.871.792 13.797.488 12.198.917

Sekil.6: 1979’ dan 2002’ ye kadar, etki ettikleri canl1 gruplarina gore pestisitlerin tiiketimi




Bu artisa karsin iilkemizde pestisit tiikketimi gelismis iilkelere gore oldukca diisiiktiir.
Ancak, entansif tarim yapilan Akdeniz, Ege gibi bolgelerin tiiketimi Tiirkiye ortalamasinin
cok tizerindedir. Tiirkiye’de genel olarak az pestisit tiiketilmesine karsin, en yogun tiiketilen
pestisitler ¢evre ve saglik agisindan 6nemli riskler tasimaktadir.

Pestisit kullaniminin tartisilmaz yararlarina karsin, etkin denetimden yoksun ve asiri
miktarlarda uygulanmas1 insan dahil hedef olmayan diger canlilarda zehirlenmelere ve
Olimlere neden olmakta, ekosistemlerin ve besinlerin kirlenmesine yol a¢maktadir.
Pestisitlerin yaygin olarak kullanilmasindan kisa siire sonra 1950' li yillarda 6énce DDT nin
(Dichloro-Diphenyl-Trichloroethane) daha sonra da kullanilan diger ilaglarin insanlar ve vahsi
yagamda hedef olmayan canlilara zararli etkileri ortaya konmaya baslanmistir (68,69). Acil
servislere miiracaat eden zehirlenme vakalarinin biiyilk bir ¢ogunlugunun pestisit
zehirlenmesi olusturmaktadir. Pestisit zehirlenmeleri diinya c¢apinda 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Diinya'da her yil bu sekilde 1-5 milyon arasinda zehirlenme goriilmektedir.
Her y1l 20000 tarim calisani pestisit zehirlenmeleri sonucu hayatin1 kaybetmektedir. Diinya
pestisit iliretiminin %25' 1, gelismekte olan iilkelerde kullanilmasina ragmen oliimlerin %99’u
bu iilkelerde olmaktadir (2). Tarim ilaglarinin canlilar {izerindeki etkileri fetal yasamdan
itibaren baslamaktadir (70). Bu ilaglar plasentadan fotiise gecmekte, bunun sonucunda
diistikler, hiperpigmente, hiperkeratatik ¢ocuk dogumlar1 goriilmektedir. Yapilan hayvan
deneylerinde ise radyoaktif isaretli ila¢ verilmesinden 5 saat sonra ilacin plasentaya gectigi,
fetlislin goz, sinir sistemi ve karacigerinde yerlestigi gdzlenmistir (70).

3.3.1. INSEKTISIDLER

e Organofosfatlar (OP)

e Karbamatlar

e Organoklorlu Piretrin

e Piretroidler olmak iizere ¢esitli gruplara ayrilmistir.

En toksik olan insektisid grubu OPI dir. OPI‘ler normal olarak ester, tiol ester veya fosfor
iceren asitlerden elde edilen asit-anhidritlerdir. Ireversible inhibitorlerdir. Kan-beyin
bariyerini gecebilir ve santral etkiler olusturabilirler. Etki siireleri reversible inhibitorlere gore
daha uzundur. OPI’ler solunum yollarindan ve gastrointestinal mukozadan gegerek hizla
absorbe edilir ve ayrica organofosfatli insektisitler lipofilik olduklar1 i¢in hizli bir sekilde
deriden de absorbe edilebilirler (71). OP‘larin etkileri AchE‘1 inhibe ederek sinapslardaki
asetilkolin (Ach) birikimine bagli olarak ortaya ¢ikar. Ach birikimi baslangicta stimiile

ederken sonrasinda santral sinir sisteminde (MSS), somatik sinirlerde, otonomik ganglialarda,
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parasempatik sinir sonlanmalarinda ve bazi sempatik sinir sonlanmalarinda kolinerjik sinaptik
iletiyi paraliziye (felg) ugratir. OP ve karbamatlar AchE (sinir dokusu ve eritrositlerde
bulunan) ve butirilkolinesteraz (plazma ve pseudokolinesteraz) igeren karoksilik ester
hidrolazlarinin gii¢lii inhibitorleridir (72). Organofosfatli insektisitler AchE‘in inhibisyonu
sonucu bir¢ok organda da toksik etkiye sebep olmaktadir (73). OPI’ler hem insanlarda hem de
hayvanlarda merkezi sinir sistemi (74) immun sistem (75) {iriner sistem (76) {ireme sistemi,
(77) kardiyovaskiiler sistem (78)gibi bir cok sistemi etkilemekte bununla birlikte kronik
maruziyet sonucunda fizyolojik fonksiyon kayiplar1 (79) ve davranis bozukluklar1 meydana
getirmektedir (80). OP bilesikleri Noronal kolinesteraz (Che) ve serum kolinesteraz (SChE)
inhibitér gibi davrandiklari i¢in dogada nérotoksik maddeler olarak da tanimlanir (81).
Pestisitler yalnizca doku ve sistemlere hasar vermemektedir. Ayn1 zamanda hiicre yapisina ve
metabolizmas1 lizerine de etki ederek hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina neden olurlar.
Hiicre islevlerinin bozulmasina sebep olan faktorlerden biri de pestisitlerin de sebep oldugu
serbest radikal olusumudur. Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir. Serbest oksijen radikalleri, oksijenin kendisi, siiperoksid,
hidrojen peroksid, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. Serbest radikaller,
hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim O6nemli bilesiklerine etki

ederler (82).
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Sekil.7: Orgonofosfat bilesiklerinin etkilerine ve kimyasal 6zelliklerine gore siniflandiriimasi
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3.3.1.1.

METIL PARATION

3.3.1.1.1. Metil parationun farmakokinetigi

MP tarim alaninda oldukg¢a genis capta kullanilan organofosfat grubu bir insektisid

olup, ticari olarak iretimi ilk defa 1952 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde

gergeklestirilmistir. Dlinyanin birgok tilkesinde acik alan ve bahgeler de kullanimi lisanshdir.

Fakat bazi iilkelerde evler de hamam bdcekleri ile miicadelede de yasa dis1 olarak

kullanilmaktadir (83). MP “pamuk zehiri” olarak bilinmektedir ayrica tarim ve bahgecilikte

tarim trlnlerine, lahana, pamuk, misir, patates bugday ve soya fasulyesinde kullanilmaktadir

(84). Tarim ve Koy Isleri Bakanligmin yaymlamis oldugu 2007 istatiksel bilgilere gére MP

organofosfatli insektisiti Tiirkiye’ de 2007 yili igerisinde 269.447 litre tiiketilmistir.

Pestisit ABD* de kullanim AB’de kullanim Tiirkiye’de
TUKETIiM(kg -L)
Atrazin Kisitlanmistir - 73.376
Benomil - Geri Cekilmis 10.081
Bifentrin Kisitlanmistir - 425
Karbofuran Kisitlanmistir - 13.954
DNOC Yasaklanmigtir Geri Cekilmis 60.646
Fenvalerat - Geri Cekilmis 1.792
Metamidofos Kisitlanmistir - 47.823
METIL Kisitlanmistir 246.828
PARATION -
Monokrotofos Yasaklanmistir - 47.823
Forat Kisitlanmistir - 408
Oxydematon-metil | Kisitlanmistir - 7.871
TOPLAM 790.036
Tiim pestisitler arasinda MP tiiketim miktar % 6.47

Sekil.8: Tarim ve Koy Isleri Bakanliginmn yaymlamis oldugu 2007 istatiksel verileri
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MP ‘nin molekiiler formiilii CgH;oNOsPS’ diir ve molekiiler agirligi 263.21 dir. MP‘un

yapisal formulii sekil 9’de gosterilmistir.

CH,0 =
\l|

P—0O NO,

CH20

Sekil.9: MP'nin yapisal formiilii

MP saf maddesi oda sicakliginda renksiz kristaller seklindedir ve bir¢ok organik
¢oziiciide hizli bir sekilde ¢oziilebilmektedir (85). Erime noktasi 35-36 °C’dir. Alkali
ortamlarda hizla hidroliz olmakta ve sicaklikla cesitli izomerlerine parcalanmaktadir. MP
EPA’ nin yaptig1 siniflandirmaya gore yliksek toksisiteye sahip insektisitlerden bir tanesidir.
Lipitte yiiksek oranda ¢oziilebilmektedir. Bu yiizden deri, solunum ve sindirim yolundan hizli
bir sekilde absorbe olmaktadir. MP’nin biiyiik bir kism1 idrarla, bir kismida feges yoluyla
atilmaktadir.

3.3.1.1.2. Metil Paration’ un Metebolizmasi

MP’nin metabolize edilmesinde dort farkli mekanizma rol oynamaktadir.

Bunlar;

1- Oksidasyon

2- Hidroliz

3- Dearilasyon

4- Dealkilasyon ‘dur.

Reaksiyonda da goriildiigii gibi, metil parationun aril grubu okside edilir ve bunun
sonucunda ise dimetil tiyofosfat ve 4- nitrofenol olusur. Daha sonra 4- nitrofenol’de
glukuronidasyona ugratilarak 4- nitrofenol glukuronid olusur. Bu reaksiyonun gergeklesmesi
icin NADPH gereklidir.

MP'nin enzimatik hidroliz yoluyla detoksifiye edilmesinde ilk olarak, MP oksidatif
desiilfiirasyona ugratilir ve bunun sonucunda da toksik bir oksijen analogu olan metil
paraoksonun olusur. Daha sonra ise olugsan metil paraokson enzimatik hidroliz yoluyla dimetil
fosfat ve 4- nitrofenole doniistiiriiliir.

Dearilasyon basamaginda glutatyon ariltransferaz enzimi MP'deki aril grubunu
glutatyona transfer ederek dimetil tiyofosfat olusumu saglamaktadir. Bi sonraki reaksiyonda
metil paraokson yine glutatyon ariltransferaz enzimi tarafindan dimetil fosfat ve 4-nitrofenole

doniistiiriilmektedir. Bu reaksiyonlarda meydana gelen temel olay bilesiklerdeki aril grubunun

31



glutatyona transfer edilmesidir. MP’nin glutatyona bagli metabolizmasinda rol oynayan diger
bir detoksifikasyon yolu da bilesikteki alkil grubunun glutatyon alkiltransferaz enzimi
tarafindan uzaklastirllmasidir. Bu reaksiyon sonucunda MP’den desmetil MP, metil
paraoksondan ise O- metil- 4- nitrofenol olusur. Daha sonra bu bilesiklerde idrarla disari

atilarak viicuttan uzaklastirilir.(86)

RO "S
/,.-F'—EIH + GES-Ar

TGSH

RO

R =1 =1 RO 5
n RO \\ n \\ "
é F- O=ar b P OH + HO=Ar
GS R+ - 0=ar 4 peveen / NADOPHO, /
HO RO RO
MHOFH.O,
[activationtowification)
RO, O RO 0 RO O
I " N — N ‘\"
GSR + /F’— o=-ar GSH P - Q-Ar H2|:| Ca /F"- OH + HO=Ar
Ha RO methyl parackon RO
A=t J, GEH
GSH = Glutathione RO I.:.I

P- OH + G5-4
Ar = p-Mitrophenal RO / '

Sekil.10: Mp’nin memelilerdeki mekanizmasi (86)

3.3.1.1.3. Metil parationun Etki Mekanizmas

MP de diger organofosfatli insektisitler gibi hedef dokularda etkilerini Ach’i yikan
AchE'yi inhibe ederek gosterirler. Ach sinir sisteminde bulunan bir nérotransmitter maddedir.
Kolinerjik sinir uclarinda kolinin enzimatik asetilasyonu ile sentez edilir. Bu olay:
katalizleyen enzim, kolinasetilaz enzimidir. Asetil kaynagi mitokondrilerde sentez edilen
asetil koenzim A’dir. Ach’nin sinir liflerinin ug¢larinda sentezlenir daha sonra yaklasik 40
nanometre capindaki kiiclik vezikiillerin icerisine tasinir. Her vezikiil igerisinde yaklasik
10.000 Ach molekiilii olmak iizere olduk¢a yogun bicimde depolanir. Bir aksiyon potansiyeli
sinir uguna ulastiginda sinir ucu bol miktarda voltaj kapili kalsiyum kanalina acilir. Sonug
olarak sinir ucunun igerisinde kalsiyum konsantrasyonu 100 kat artar; bu da Ach
vezikiillerinin sinir ucu zariyla birlesme hizin1 10.000 kat arttirir. Bu birlesme birgok
vezikiiliin yirtilmasina neden olarak sinaptik aralifa Ach ekzositozuna olanak saglar.

Genellikle 125 kadar vezikiil her aksiyon potansiyeli ile yirtilir. Daha sonra birka¢ milisaniye
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icerisinde Ach, AchE ile asetat iyonu ve koline parcalanir. Kolin tekrar Ach olusturulmasinda
kullanilmak tizere aktif olarak sinir ucuna geri alinir. Bu olaylar zinciri 5-10 milisaniye i¢inde
gerceklesir. MP ve onun aktif metaboliti olan metil paraokson da etkilerini AchE enzimi
inhibe ederek gosterirler (87). Metil paraokson, AchE enziminin aktif sitesini fosforile ederek
enzimi inaktif hale getirir. Enzimle metil paraoksonun baglanmasi ilk birka¢ saat icinde geri
doniistimlii olabilir. Fakat 2448 saat sonra daha saglam kovalent baglarin olusmasi ile geri
doniistimsiiz bir hal almaktadir. Enzimin fosfat grubundaki alkil yan zinciri uzaklagtirilir ve
bunun yerine bir hidroksil grubu baglanir. Bu sekilde degisime ugrayan enzimin tekrar
aktivite gostermesi miimkiin degildir. AchE enziminin inhibe olmasi sinapslarda Ach’nin
hidrolizini engellemis olur ve bunun sonucunda ise sinapslarda Ach birikmeye baslar. Bu
durumda da kolinerjik reseptorlerin asir1 uyarilmasina sebep olur (88). Op’ lar AchE’n aktif
kismindaki fosfor radikallerine kovalent baglarla baglanarak enzimi irreversibil olarak inhibe
ederler. Toksisitesinin siddeti, AchE’mn inhibisyon derecesine baglhidir. Ach miyondronal
birlesme yerlerinde, parasempatik ve beyindeki postgangliyonerler liflerin uclarinda ve biitiin
otonomik ganglionlarda birikir.

Son yillarda yapilan calismalar bazi organofosfatlarin serbest oksijen radikalleri
iretimini arttirarak oksidatif doku hasarina neden oldugunu gostermistir. Serbest radikaller,
ozellikle DNA, protein ve hiicre fosfolipitlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri olmak iizere
organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona girerler. DNA'y1 etkileyerek karsinojenik
mutasyonlara neden olabilirler (89). Karsinojenik ksenobiyotikler, hiicre i¢indeki sitokrom
p450, peroksizomlar ve mitokondriyondaki enzimatik sistemleri degistirerek veya
indiikleyerek serbest radikaller olustururlar. Serbest radikaller hiicreyi koruyan enzimatik
veya enzimatik olmayan antioksidan sistemleri inhibe eder veya tasiyabileceklerinden fazla
yiik yiikleyerek onlarin koruma mekanizmalarini engellerler. Hiicrede oksidatif hasar
olusturarak lipit peroksidasyonu, deoksiriboniikleik asit hasar1 veya protein desiklikliklerine
yol agarlar. Bunlar da azalmis gap junction aracilikli haberlesme, transkripsiyon faktorlerinin
(AP-1, NF-kB) aktivasyonu, intraselliiler kalsiyum ve pH degisiklikleri veya apopitoza yol
acabilir (90).

3.4. SERBEST RADIKALLER VE REAKTIF OKSIJEN TUREVLERI

Serbest radikaller yapilarinda eslesmemis tek elektron iceren ve bu nedenle reaktif
ozellik tasityan molekiillerdir. Serbest radikallerin proton ve elektron sayisi birbirine esit
olmadigindan dayaniksizdir. Radikaller bir bagka molekiilden elektron alarak elektron cifti
olusturabilir buna oksidasyon denir veya tek elektronunu bir bagka molekiile verebilir buna da

rediiksiyon denir. Boyle radikal olmayan bir yapinin, radikal sekle doniismesine neden olan

33



molekiilere “kisaca serbest radikaller, oksidan molekiiller veya en dogru sekliyle reaktif
oksijen tlirevleri (ROS) ” denir (91,92).

Serbest radikaller 3 sekilde ortaya ¢ikar;

1- Kovalent bagl bir molekiiliin homolitik boliinmesi, Bu durumda ortaya ¢ikan her
bir pargada ortak elektronlardan biri bulunur.

2- Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi,

3- Bir molekiile elektron eklenmesi (93).

En oOnemli serbest radikaller oksijen kaynakli olup bunlarin bazilarmi soyle
siralayabiliriz;

Siiperoksit Radikalleri (O, )

Oksijenin tek bir elektron alarak rediikte duruma ge¢cmesiyle olusur. Serbest radikal
olmasina ragmen kendi basina doku hasar1 olusturmaz. Diger serbest radikaller i¢in kaynak
gorevi goriir. Ayrica Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikaline ve NO ile reaksiyona
girerek peroksinitrit radikaline doniismesi s6z konusudur (93).

Hidrojen Peroksit (H,O;)

Oksijen molekiiliiniin 2 elektronla rediikte hale ge¢mesi ile meydana gelir. H,O,
yapisinda paylasilmamis elektron igermediginden direk radikal degildir ancak demir, bakir
gibi metal iyonlarin varlifinda hidroksil radikalini olusturdugu i¢in zararli olarak kabul
edilen ve zarlardan kolaylikla gegebilen, uzun Omiirlii bir oksidandir. H,O, iiretimi
dimutasyon islemiyle de olur. Bu islem SOD katazorliigiinde hidrojen peroksite ve molekiiler
oksijene doniistiiriir.

SOD
20, +2H" — H,0,+0,

H,0, biyolojik sistemlerde radikal olusumuna neden oldugundan ortamdan
uzaklastirilmas1 gerekir. Bu islem giiclii antioksidan enzimler olan GSH-Px ve katalaz
katalizorliigiinde ayni reaksiyonda gerceklesir (94).

Katalaz/GSH-Px
0, + H,0, — H,O + 3/2 0,

Hidroksil Radikali (OH)

Hidrojen peroksitin O, , Fe”, Cu” iyonlar varliginda parcalanmasiyla olusur. Serbest
radikaller icinde en sitotoksik ve en reaktif olanidir. Yart dmrii ¢ok kisa oldugundan hiicre

disina ¢ikmadan katalize edilir. Yine de tiretildigi yerde ciddi hasar yapabilir (93).
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OH radikalinin doymamis yag asitlerinden H' kopararak baslattig1 tepkimelerin
aksine, O, doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek hidroperoksitlerin olusumuna neden
olur (95).

Nitrik Oksit (NO)

NO kolaylikla kimyasal reaksiyona giren, c¢ok kisa yar1 Omiirlii, biyolojik
membranlardan hizla gegebilen bir serbest radikaldir ve siliperoksitle reaksiyona girerek
peroksinitrit (ONOO ), nitrojen dioksit (NO,) ve peroksinitroz asit (ONOOH) gibi sitotoksik
radikallere doniisiir (93).

Peroksil Radikali (LOO)

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller ile baslayan, membranlarda bulunan
fosfolipitlerin coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece membran
lipit yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir olaydir (96). Lipit
peroksidasyonunda zincirleme reaksiyonlarin baglatilmasi igin tetikleyici faktor gereklidir. Bu
faktoriin OH™ radikali oldugu kabul edilmektedir. Lipit peroksidasyonu, coklu doymamis yag
asitlerinin zincirleme bir radikal reaksiyonudur ve ii¢ asamadan olusur (97). Baslama
safhasinda OH™ radikali, bir yag asidinin (LH) metilen molekiiliinden bir hidrojen atomu (H")
kopararak bir lipit radikali (L") olusturur. Bu reaksiyon hem membran lipitleri hem de besinsel
yaglar i¢in gegerlidir.

OH +LH — H,O+L

Ilerleme ve yikim safhasi zincirleme reaksiyona ugrayan lipit radikaline O, ilavesi ile

devam eder ve lipit peroksil radikali (LOO") ile lipit peroksit olusur.
L'+ 0, — LOO
LOO +LH — LOOH + L~

Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipidin parcalanmasi ile sonuglanir. Ug
veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu malon dialdehit
(MDA) olusmaktadir. Olusan MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasina ve
polimerizasyonuna neden olur. Sonug olarak deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi
ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intirensek membran 6zelliklerini degistirir. Bu
yikim {riinleri mutajeniktirler. DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilirler (98,99).
Sonlanma safhasi: Zincir reaksiyonu antioksidanlar tarafindan sonlandirilabilir.

LOO +L +2H" — LOOH + LH
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Reaktif Oksijen Partikiilleri

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit radikali (02-) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil radikali (OH-) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikali (LO-) Hipoklorit (HOCI)

Peroksil radikali (LOO-) Singlet oksijen (.02)

Sekil.11: Reaktif oksijen partikiilleri
3.4.1. SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI:
3.4.1.1. Proteinlere Etkileri:

Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek
oldugu i¢in; triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metyonin, sistein gibi aminoasitleri igeren
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Glutatyon rediiktaz ve gliseraldehit 3
fosfat dehidrojenaz gibi reaktiviteleri i¢in yukaridaki aminoasitlere bagimli olan enzimler,
serbest radikallerden kolaylikla etkilenerek inhibe edilirler (100,101).

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde fragmantasyon ve capraz baglanmalar
meydana gelebilir. Bunlar da protein fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilir.

3.4.1.2. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri:

DNA yapisinda oksidatif hasara yol agan bir¢ok faktor vardir. Bunlar (iyonize
radyasyon, cesitli kimyasallar) asir1 derecede serbest radikaller meydana getirip direkt olarak
DNA'’da hasara yol acgabilirler. Direkt etkinin yaninda DNA’da tamir defektleri olusturup da
hasara yol agabilirler. Olusan bu serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyonlara
ve oliime yol agarlar (102).

3.4.1.3. Membran Lipidlerine Etkileri:

Hiicre membrani serbest radikaller i¢in kritik bir bariyerdir, ¢linkii serbest radikaller
hiicre komponentleri ile etkilesim i¢in bu bariyeri ge¢mek zorundadirlar. Lipid
peroksidasyonu serbest radikallerin en 6nemli etkilerindendir. Lipid peroksidasyonu kuvvetli
yiikseltgeyici bir radikalin etkisiyle baslayan ve membran yapisindaki doymamis yag
asitlerinin yikimiyla sonuglanan kimyasal bir olaydir. Lipid peroksidasyonu lipid
hidroksiperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine donligmesiyle son bulur. Bu
iiriinlerden baglicalar1 olan malonildialdehit ve 4-hidroksinonenal (4-HNE), proteinlere ve

DNA'’ya baglanarak kalict degisiklikler olustururlar (102).
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3.4.2. SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI

3.5.

Endojen ve eksojen kaynakli olarak iki gruba ayirabiliriz:
3.4.2.1. Endojen kaynaklar:
Tioller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler, tetrahidroproteinler, antibiyotikler
gibi kiiciik molekiillerin otooksidasyonu
Coziinilir enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz, triptofan
dioksijenaz, dihidroorotat dehidrogenaz, aminoasit oksidaz gibi enzimler, hemoglobin
vb.
Hiicre mitokondriyumunda bulunan elektron transport sistemi
Peroksizomlarda bulunan enzimler ve niikleus membrani ve endoplazmik retikulumda
bulunan elektron transport sistemleri
Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler
Plazma membrani; lipoksijenaz, NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz, lipid
peroksidasyonu.
Intoksikasyon, iskemi, travma gibi durumlara bagl olarak meydana gelen oksidatif
stres
Makrofaj gibi fagositik hiicrelerin aktivasyonu ile meydana gelen solunumsal patlama
3.4.2.2. Eksojen kaynaklar:
Pestisitler, sigara, solventler, anestezikler, hava kirliligi, elektromanyetik alan,
hiperoksijenasyon
Iyonizan radyasyon, stres
Alkol, uyusturucu, karsinojen maddeler, sicak soku giines 1sinlar1
Metotreksat, cisplatin, doksorubisin, bleomisin gibi ¢esitli antineoplastik ajanlar
(82,103)
ANTIOKSIDAN MADDELER

Antioksidanlar, hiicrede ve hiicreler arasi sivadaki serbest radikalleri etkisiz hale

getiren maddelerdir. Oksidan — antioksidan dengesinin bozulmasi sonucunda, antioksidan

mekanizmalar bozulur, bu olaya deplasyon denir. Deplasyon durumunda serbest radikal

etkinligi artarak hiicre zedelenmesine ve 6liimiine neden olur (82). Oksijen kaynakli serbest

radikallerin baglattig1 oksidatif hiicre hasari olayma oksidatif stres denir.
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ROS endojen ve eksojen olarak olusur

Antioksidanlar
ONLER

Hiicresel bivomolekiillere baglanir

(Lipid, Prootein DNA)

Onarnm siirect

Okside bivomolekiiller

Kronik hastahiklar

Sekil.12: Antioksidanlarin ROS iizerine etki yolagi (104).

Olusan serbest radikallerin toksisitesi ya direkt olarak radikal temizleyicilerle yada
indirekt olarak antioksidanlarla antagonize edilir. Direkt radikal temizleyiciler, radikallerin
baslattiklar1 zincirleme reaksiyonlar1 ilk basamaklarda durdurarak radikallerin etkisinin
artmasini engel olurlar. Indirek radikal temizleyiciler ise radikal siipiiriicii etki ile reaksiyona
girmezler, daha zararsiz molekiillere doniistiirerek veya diger molekiillerden serbest radikal
olusmasini engelleyerek antioksidan etki gosterirler (105).

Endojen ve eksojen kaynakli olmak iizere antioksidanlar 2 gruba ayilir.

Endojen Antioksidanlar
Enzimatik Endojen Antioksidanlar
e Siiperoksit Dizmutaz (SOD)
e Katalaz (CAT)
e Glutatyon peroksidaz (GPx)
e Glutatyon rediiktaz
¢ Glutatyon -S- transferaz
e Mitokondrial sitokrom oksidaz

e Hidroperoksidaz
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Enzimatik Olmayan Endojen Antioksidanlar

Makromolekiiler Antioksidanlar

Seruloplazmin

Transferin

Ferritin

Hemoglobin

Myoglobin

Mikromolekiiler Antioksidanlar

Vitamin E, C,A

Tiyol igerenler
Glukoz

Urik asit
Bilirubin
Albumin
Melatonin

Selenyum

Eksojen antioksidanlar

Vitamin eksojen antioksidanlar

a-tokoferol (vitamin E)
B-karoten

Askorbik asit (vitamin C).
Folik asit (folat)

Ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitdrleri (allopiirinol, oksipiirinol, aldehit, tungsten)

NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri,
Nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, (diphenyline iodonium)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)
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e Notrofil adezyon kuvvet inhibitorleri
e Sitokinler (TNF ve IL-1)
e Barbitiiratlar
e Demir selatorleri
Gidalardaki eksojen antioksidanlar
¢ Butylated hydroxytoluene (BHT)
e Butylated hydroxyanisole (BHA)
e Sodium benzoate
e Ethoxyquin
e Propylgalate
e Fe-superoxyde dismutase
e LIKOPEN
3.6. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI
Yasam siirekliligi acisindan hiicrelerde hemostazis 6nem tasimaktadir. Normal
sartlarda ¢esitli stres faktorleri hiicresel dengeyi siirekli degistirmektedir. Bu stres yapan
faktorlere karsi korunmada, hiicrenin kendi gelistirdigi ve serbest radikal zincir
reaksiyonlarini inhibe eden baz1 bilesikler rol almaktadir (106). Endojen antioksidan savunma
sistemi sayesinde biitiin dokularin olusan oksijen radikallerini bir dereceye kadar notralize
etme yetenekleri vardir. ROS, hiicresel savunma mekanizmasini harekete gecirmektedir (107).
Antioksidan savunmada fizyolojik ve farmakolojik stratejiler onemlidir. Bunlar arasinda
koruma, dnleme ve yenileme bulunmaktadir(108). Antioksidanlar agagidaki mekanizmalardan
biri ile oksidanlar1 inaktif duruma getirmektedir.
3.6.1. ANTIOKSIDAN ETKI TIPLERI
a. Toplayic etki
b. Bastirici etki
c. Onarici etki
d. Zincir kiricr etki
Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile cevirme iglemine “toplayici etki” denir. Bu etki antioksidan enzimler SOD, GPx ve
CAT tarafindan gerceklestirilir. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya “bastirici etki” denir.

Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin, mannitolve antosiyanidinler bdyle etkiye sahiptir.
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Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak (hemoglobin gibi) zincirlerini kirip
fonksiyonlarini engelleyici etkiye “zincir kirici etki” denmektedir.

Normal sartlar altinda tepkimeli oksijen tiirleri singlet oksijen (O,."), H,O,’yi ve
organik hidroperoksitleri icermektedirler ve bunlarin seviyesi endojen antioksidan
enzimlerden olan SOD, GPx ve CAT tarafindan kontrol edilmektedir (107,109). Antioksidan
savunma sistemi ile enzimatik ve non-enzimatik bilesikleri icerdiginden koruma
gerceklesmektedir. Enzimatik bilesenleri arasinda SOD, CAT ve GPx bulunmaktadir (82).
SOD, 0O,.”in H,0,’e déniisiimiinii saglamaktadir. H,O,, GPx ve CAT sayesinde O,.” ve H,O’
ya doniismektedir (107). GPx, rediikte glutatyonu (GSH), okside glutatyon (GSSG) formuna
oksitleyen, sitozol ve mitokondride SOD tarafindan iiretilen H,O,’i uzaklastiran temel
enzimdir. Lipid peroksitlerinin indirgenmesini de katalizler. Glutatyon rediiktaz (GR), okside
glutatyonun, GSH doniisiimiinii saglayarak dolayli antioksidan etki gdstermektedir (82).
Enzimatik olmayan endojen antioksidan savunma sisteminin en Onemli bileseni olan
glutatyon, karacigerde, genetik bilgiye gerek olmadan glutamat, sistein ve glisinden
sentezlenebilen bir tripeptiddir. Cok 6nemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikal ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Sekil 13’de
organizmadaki endojen antioksidan mekanizmasi gosterilmistir (110).

SOD, temel antioksidan enzimdir. 3 ¢esidi vardir: Sitoplazmik- Mitokondrial- Hiicre
dist SOD Cu-Zn ve Mn igeren iki tip enzimden, Cu-Zn igereni sitoplazmada, digeri ise
mitokondride bulunmaktadir (111). Mitokondrinin, serbest radikal iiretiminin kaynagi
olabilecegi diisiintilmektedir. O,., mitokondriyal aktiviteyle solunumda olusmaktadir.
Mitokondri aktif SOD igerdiginden, H,O,’nin artisina sebep olmaktadir. H,O, ise
mitokondriyal GPx aktivitesini bozmaktadir (112). Oksidanlarin oldugu durumlarda GSH’1n
yiikseltgenmis formu GSSG olugmaktadir. Oksidanlarin uzaklastirilmasinda etkili olan bu
reaksiyon GPx tarafindan katalizlenmektedir. Indirgenmis GSH olusumu, NADPH
oksidasyonuna dayanan GSSG’un indirgenmesi ile ger¢eklesmektedir (113).

O Ha0 + 04
SOD CA
i
Han NADP"#+———— NADPH
GR

GSH ———» G5SG
9

Sekil.13: Organizmadaki endojen antioksidan mekanizmasi
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3.6.2. LIKOPEN

Bitkisel antioksidanlarin iki o©nemli smifi karotenoidler ve polifenollerdir.
Karotenoidler, bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen pigmentlenmis
bilesiklerin bir ailesidir. Tetraterpen yapisinda olup 600°den fazla dogal ¢esidi bulunmaktadir.
Hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenmeyip disaridan besinlerle alinirlar. Karotenoidler
meyve ve sebzelerde mikro komponentler olarak bulunurlar ve onlara genellikle sari, turuncu,
kirmizi renklerini veren pigment bilesikleridir. (114). Karotenoid bakimindan zengin gidalarin
tilkketilmesinin saglik agisindan 6nemli faydalarinin oldugu bilinmektedir. Bu faydalarin ¢ogu
da oksidatif hasara karsi koruyucu Ozelligine dayanmaktadir. Karotenoidlerin antioksidan
ozellikleri reaktif oksijen tiirevlerini yakalama yetenegine baghdir (115).

Karotenoidler iizerine yapilan bir ¢calismada, antioksidan aktivitenin;
likopen> -tokoferol> -karoten> B-kriptoksantin> zeaksantin = Bkaroten > lutein sirasiyla
degistigi bildirilmistir (116). LKP, bitkiler ve mikroroganizmalar tarafindan fotosentez
esnasinda 15181 emmek ve fotosensitizasyona karst korumak icin sentezlenen dogal bir
pigmenttir. Domates, islenmis domates iiriinleri guava (tropikal bir meyve), kusburnu, karpuz,
kayis1 ve pembe greyfurt gibi bircok meyve ve sebzeye kirmizi rengini veren LKP’dir

(117,118,119).

KAROTENOID KONSANTRASYONLARI (MG LIMHG)*
Gadalar | HEopen | g—kagoten | P—karoten | y—karoten | ndeosporen | S—karoten | fitofluen | fivoten | latein | Zeakbsantin
Salga 5545 [0 1.27 .08 6,95 084 3,63 836 | 034 |0
Domates | 17,98 | 0 045 317 248 029 1.27 295 |eser |0
S5
Kelgap 17.23 | O 0,59 3.03 2.63 0,33 1.54 330 0 ]
Domates | 16,67 | O 041 294 2,11 0,25 1,08 240 (009 (0
pllres:
Makama | 15,99 | O 044 3.02 3,15 0.34 1.56 277 (016 |0
S0ELL
Domates | 100,77 | 0 027 1.74 1,23 018 0,83 190 | 0ie | O
Sy
Doanates | 927 1] 0.23 1.50 1.11 0.x1 082 1.86 08 |0
Greyiun | 3.36 0 2.34 1.38 038 0 0.01 002 0 0
Papawa 2,52 002 0.22 0.01 0,05 0.1 0,44 068 | 002 | 002
Kayisa 001 002 1.59 0.0E a 0.04 036 059 o090
Kuru 086 1.6 B.5G 0.13 0 0.14 2 227 .36 |0
Fayisa
Portakal | O 0,02 0,06 0, 00ihd 0,01 0.1 0,046 08 | 0,35 | 025

Sekil.14: Dogada bulunan karotenoid konsantrasyonlar1 (120).
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3.6.2.1. Likopenin Kimyasal Yapisi

Karotenoidlerin antioksidan 6zellik ve fonksiyonlari onlarin kimyasal yapilarindan
kaynaklanir. Ciinkii bu yapida tekli ve konjuge cift bagli bir sistemde 40 C iiniti (C=C)
kuyruk kuyruga baglanarak tetraterpen yapida uzar (Sekil.15 ). Bu 6zellik de onlarin O,.",
toplamalarina izin verir Karotenoidlerin bu radikal toplama ozellikleri sayesinde, ¢ogu
epidemiyolojik olan ¢aligmalarla, kanser, kalp rahatsizliklari, dejeneratif géz hastaliklar1 gibi
ciddi rahatsizliklara karsi koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (121,122). LKP tiim
karotenoidlerde oldugu gibi asitlik C40Hse yapisindan tiiremistir. LKP, diiz bir sira halinde
diizenlenmis 11 adet c¢ift ve 2 adet tekli bag iceren hidrokarbon zincirin agik formundan

olusur. Alfa-karoten zincirinin sonunda acik bir f-halkas1 bulunur.

Sekil.15: Likopenin kimyasal yapisi
Kimyasal reaksiyonlarda yiiksek veya diisiik enerjide bu baglar trans formundan mono
veya poli cis izomerizasyonuna maruz kalabilir. LKP genellikle tiim trans ve 5-cis, 9-cis, 13-

cis ve 15-cis izomeri formu ile taninir (123,124).
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all frans

Sekil.16: Likopenin cis- trans izomerik formlari

Dogada LKP baslica biitiin izomerik formlarinda bulunmaktadir (125). Ancak, onun
cis izomerik formu 151k, termal enerji ve kimyasal reaksiyonlarla mono veya poli
izomerizasyona ugrayabilmektedir. Son derece stabil bir molekiil olmakla birlikte oksidatif,
termal ve fotodegredasyona ugrayabilir. Caligmalar LKP’nin termal islem ve depo sartlari
altinda stabil olacagini gostermistir (126). LKP insan viicudunda yaygin olarak dagilmistir ve
serumda bulunan asil karotenoidlerden biridir. Karaciger, bobrek, adrenal bezler, testis, over
ve prostat gibi farkli dokularda da bulunur (127,128). Plazma ve dokulardaki LKP diizeyleri
diyetle alinima baghdir. LKP’nin biyolojik aktivitesinin baslica antioksidan ozelliklerine
dayandig: diistiniilmektedir. Bununla birlikte gap junction iletisimi kolaylastirmak, immiin
sistemin uyarilmasi, endokrin aracili yolaklar ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi gibi diger
mekanizmalar da 6ne siirtilmistiir. LKP nin cilt tizerine antioksidan koruyucu etki gosterdigi
saptanmistir. LKP, cilt hiicreleri arasindaki baglar1 kuvvetlendirmektedir. Diger bir yararl
etkisi, ultraviyole i1smlarma karsi koruma saglamasidir. LKP ayni1 zamanda kolesterol
diistirticii 6zellige de sahiptir. LKP gogiis, rahim, karaciger, prostat kanserlerine karsi
koruyucu etkiye sahiptir ayrica kalp damar hastaliklari, kemik ve cilt sagligi agisindan
koruyucu etkisi bulunan LKP, antioksidan 6zelligiyle yaglanma siirecini de yavaglatmaktadir
(129,130). LKP’nin emilimi diger yagda ¢oziinebilir bilesiklere benzemekle birlikte
sOlomikron aracili bir mekanizma ile sindirim kanalindan olmaktadir. LKP besinlerle
alindiktan sonra lipit misellerle birlesip pasif difiizyonla intestinal mukozadan emildikten

sonra s0lomikronlarla birleserek karacigere tasinmak i¢in lenfatik sisteme saliverilmekte ve
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daha sonra da lipoproteinlere baglanarak farkli organlara taginmaktadir. Besinlerle alinan
LKP’nin insanlarda % 10-30 kadari emilir. Islenmis domates iiriinlerindeki LKP’in ¢ig
domatesle kiyaslandiginda daha iyi emildigi bildirilmistir (123). Islenmis domates
irlinlerinden LKP’in artmis emilimi, LKP’in cis-izomerinin biyoyararlaniminin trans-
izomerinden daha fazla olmasi ile iliskilidir. Ciinkii cis izomerler safra asit misellerde ve
birlestigi s6lomikronlarda daha fazla ¢oziinmektedir (123). LKP dogal lipofilik karakterde
oldugundan diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL)
yapilarinda yer alirken yliksek dansiteli lipoproteinlerde (HDL) bulunmaz. LKP emildikten
sonra ¢esitli organlara tasinir ve dokularda birikir. LKP testis, karaciger, prostat ve adrenal
bezlerde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. LKP ve oksidasyon {irlinleri insan siitii ve

diger viicut sivilarinda mevcuttur (130,131).

Lycopene

l Oxidation
S 00 00 S0 T e A

Lycopene 5,6-epoxide Lycopene 1,2-epoxide

J Rearrangement

2.6-Cyclolycopene-1,5 xide A 2,6-Cyclolycopene-1,5-diol A
Major Broduct, Not Detected in Human Serum — i-llg':'r;llr Serum Concentration
d O
2,6-Cyclolycopene-1, oxide B 2 6-Cyclolycopene-1,5-diol B
Minor Product, Not mctadsnﬁ'npl-luman Serum Low Serum Concentration

Sekil.17: Likopen oksidasyon mekanizmast

LKP ile m-kloroperbenzoik asid oksidatif reaksiyonlar: ile ilk {irliniin 1,2 ve 5,6
pozisyonlarinda okside oldugu saptanmistir. LKP 1,2-epoksit oldukea stabil 6zellikte iken 5,6
epoksit tlirevi anstabildir ve kolayca siklize olarak 2,6 siklolikopen-1,5-epoksit A ve B
karisimlar: haline gelir. Her ne kadar insan serumunda bu ilk tiirevler saptanamamigsa da
uygun olan siklik dioller 2,6-siklolikopenl, 5-diolleri tesbit edilmistir. LKP metabolitlerinin
domates kokenli tirtinlere bagli olabilecegi diisliniilsede serumdaki bu metabolitlerin miktari
domates ve domates kokenli iriinlerdeki diisiik miktarlardaki LKP miktari ile
aciklanamamakta, bu neden ile insan serumundaki LKP metabolitlerinin kaynagi cok iyi

anlasilamamaktadir (132,133,134).
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3.6.3. TESTIS, REAKTIF OKSIJEN TURLERI VE ANTIOKSIDAN SISTEM

Spermatogenez, spermatogoniumlarin proliferasyonu, mayoz ve spermiyogenez
asamalarindan olusan erkek germ hiicre gelisiminde kompleks bir siirectir. Bu siiregte dogal
olarak meydana gelen hiicre boéliinmesi, germinal epitel tarafindan yiliksek oranda
mitokondriyel oksijen tiiketimini gostermektedir. Testisteki zayif vaskiilarizasyondan dolay1
testisteki oksijen miktar1 diisiiktiir. Hem spermatogenez hem de Leydig hiicresi oksidatif
stresle hasar gorebildigi icin testisteki diisiik oksijen miktari, testisi serbest radikallerin
hasarindan koruyabilecek mekanizmalarin basinda gelmektedir (135,136).

Testis serbest radikallerin hasarindan korunabilmek icin ¢esitli antioksidan enzimler
ve serbest radikal temizleyicilere sahiptir. Bu antioksidan savunma sistemleri oldukca
onemlidir, ciinkii peroksidatif hasar testikiiler torsiyondan diyabete ve ksenobiyotik
maruziyeti gibi kosullarda patolojik sonuclar1 destekleyen bozuk testikiiler fonksiyonun tek
onemli sebebiymis gibi kabul edilir (137,138). Testikiiler mikrocevredeki diisiik oksijen
miktarina ragmen testis; fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan
sistemlerin varligi nedeniyle, oksidatif sitrese karsi hassas hale gelmektedir. ROS;
mitokondriden ve ksantin- ve NADPH- oksidazlar1 iceren ¢esitli enzimlerden ve ayrica
sitokrom P450’lerden olusabilir. Testis ROS karsi hem enzimatik hem de non-enzimatik
Ogelerden olusan antioksidan sistemler igermektedir (139,140).

SOD; siiperoksit anyonu hidrojen perokside ve oksijen molekiiliine doniistiiren ve
antioksidatif reaksiyonlarin tam ortasinda rol oynayan O©nemli bir enzimdir. SODI
(CuZnSOD) sitosolik, SOD2 (MnSOD) mitokondriyal, SOD3 (ECSOD) ekstraseliiler olmak

lizere 3 izozimi vardir. Testiste her 3 formu da vardir (141).
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4. GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma, MP’nin testiste olusturdugu toksik hasara LKP’nin koruyucu etkisini
incelemek amaci ile deneysel olarak olusturulmustur.

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Biriminden
(DETFAB) temin edilen, Wistar susu toplam 30 erkek sican (250-300gr) kullanildi. Dokuz
Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Laboratuari’'nda, Wistar susunun
bulunmas1 ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir se¢ildi. Tiim hayvanlar deney
sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik
periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu
ve standart pellet yem ile beslendi.

5 calisma grubu olusturuldu. Deney gruplar asagidaki sekilde diizenlendi:

I. grup; Kontrol grubu: Ab libutum beslenen hicbir madde uygulanmamis bazal
degerler i¢in kullanilan deney grubu (n=7)

II. grup; Sham grubu: MP eklenmemis 0,5 ml misir yag1 28 giin siire ile oral gavaj
(0.g) yontemiyle verildi.(n=7)

II1. grup LKP grubu: (4 mg/kg /giin) LKP 0,5 ml misir yag: i¢inde ¢ozdiiriilerek 28
giin siire ile 0.g yontemiyle verildi (n=7)

IVgrup; MP deney grubu: 0,28mg/kg (1/50 LD50 mg/kg/giin) MP 0.5 ml misir yagi
icinde ¢ozdiiriilerek 28 giin siire ile 0.g yontemiyle verildi.(n=7)

V. grup; MP+LKP deney grubu: 0,28mg/kg (1/50 LD50 mg/kg/giin) MP 0,5 ml
misir yagi icinde ¢ozdiiriilerek (4 mg/kg/giin) LKP ile birlikte 28 giin siire ile 0.g yontemiyle
verildi(n=7).

MP’nin toksik etkisine karsi arastirmaci ve personel maske ve eldiven kullanildi.
Toksik maddelerin hazirlanmasi inhalasyonla zehirlenme riskine karsin ¢eker ocakta yapildi.
Sakrafikasyondan sonra hayvanlar ve ortaya ¢ikan atiklar, tibb1 atik torbalarina alinarak deney
hayvanlar1 multidisiplin laboratuar1 tarafindan hastanenin imha bdliimiine gonderilerek
kurallara uygun kosullarda yok edildi.

Tiim bu calismalar Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Etik
Kurulu’nun 72/2008 protokol no’lu 08.08.2008 giin ve 90 sayili etik kurulu onay:
dogrultusunda gergeklestirildi.
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4.1. METIL PARATION’ UN HAZIRLANISI
MP, 98% lik saflikta Zirai Miicadele Merkezi, (Ankara, Tiirkiye) den temin edildi.
1/50 LD50 (0,28mg/kg) MP dozu hazirlamak i¢in herbir gruptaki ratlarin ortalama agirliklar
270 gr olarak hesaplandi. Bir ratin giinliik almasi1 gereken dozaj 0,075 mg MP olarak
hesaplandi. 0,075 mg MP 'yi elde edebilmek icin 500 ml MP soliisyonu igerisinden 360 mg
sollisyon alindi. Bu soliisyon 1° e 10 distile su ile dilue edilerek ratlara 0,5 ml yag igerisinde
20 ul MP soliisyonu o.g ile verildi.
4.2. LIKOPEN’ IN HAZIRLANISI
Lycopene 10%FS (Redivivo TM, Code 7803) DSM Nutritional Products (istanbul
Tiirkiye) den temin edildi. 4 mg/kg LKP dozu hazirlamak icin her bir gruptaki ratlarin
ortalama agirliklart 270 gr olarak olciildii. Bir ratin giinliik almasi gereken dozaj 1,1 mg LKP
olarak hesaplandi. 1,1 mg LKP elde edebilmek i¢in (50gr icerisinde Smg saf LKP bulunan
solisyondan) 11mg ratlara 0,5 ml yag igerisinde o.g uygulamasi ile verildi.
4.3. DOKU ORNEKLERININ HAZIRLANMASI
Deney siiresi biten si¢anlarin agirliklari sakrifikasyondan 6nce hassas terazi ile tartildu.
Sonra siganlar eter anestezisi altinda perfiize edildi. Perflizyonun ardindan testis dokular
cikarildi. Sol testisleri 151k mikroskobik inceleme i¢in %10’luk tamponlu formaldehide sag
testisleri elektron mikroskobik inceleme i¢in %2,5’luk gluteraldehide ve spektrofotometrik
Ol¢iim i¢in buz icerisinde muhafaza edildi homojenat hazirlandi ve -80 °C ye kaldirild.
%10’luk tamponlu formaldehitte 2 giin bekletilen testis dokular1 rutin histolojik takip
islemlerinden gecirildi.
4.4. RUTIN ISIK MiKROSKOBIK DOKU TAKiBi PROTOKOLU
Rutin doku takibindeki tiim islemler 60°C etlivde gergeklestirildi.
e  %70’lik alkol (20 dk.)
e  %380’lik alkol (20 dk.)
e %96’k alkol (20 dk.)
e %96’k alkol (20 dk.)
e Aseton 1 (20 dk.)
e Aseton 2 (20 dk.)
e Aseton 3 (20 dk.)
e Aseton 4 (20 dk.)
Ksilol 1 (30 dk)
Ksilol 2 (30 dk)
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e Parafin 1 (1 saat)
e Parafin 2 (1saat)

Dokular parafine gomiildii. Mikrotom yardimiyla dokulardan 5 um kalinliginda seri
kesitler almarak ornekler lizinli lamlara alindi. Orneklerin bir kismi1 Hematoksilen-Eosin
(H&E) boyast ile rutin 151k mikroskobunda incelenmek iizere boyandi. Alinan 5’er um’lik
kesitler 24 saat 60°C etiivde bekletildikten sonra TUNEL yontemiyle boyandi.

4.4.1. JOHNSEN TESTIKULER BIYOPSI SKORU

Deney gruplarindaki her bir hayvan i¢in ayr1 ayr1 20 adet tiibiil degerlendirilerek her
bir tiibiile Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmalar igin One Way ANOVA testi kullanildi. Istatistiksel olarak p>0.05 degeri
anlamli kabul edildi.

Sekil.18: Johnsen Testikiiler Biyopsi Skor Tablosu

Skor Histolojik bulgular

10 Bircok spermatozoa bulunan tam  bir
spermatogenezis

9 Bir¢ok spermatozoa var, germinal epitel

bozuk ve liimen Oblitere

8 Yalniz birkag¢ spermatozoa var (<5-10)

7 Spermatozoa yok, bir¢ok spermatid var

6 Spermatozoa yok, yalnizca birkag¢ spermatid
var (<5-10)

5 Spermatozoa/spermatid  yok, ¢ok sayida

spermatosit var

4 Yalnizeca birka¢ spermatosit  var (<5),

spermatid / spermatozoa yok

3 Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia
mevcut
2 Tiibiiller icerisinde germ hiicresi yok, Sertoli

hiicreleri mevcut

1 Tiibiiller icerisinde hiicre yok
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4.4.2. PAS (PERIYODIK ASIT SIFF)PROTOKOLU

Lizinli lamlara alinan 5 p'luk kesitler 56-60 °C da bir gece etiivde bekletildi.
Seffaflastirma amaciyla 15'ser dakika {i¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96,
%80, %70 azalan alkol serilerinden gegirilip hidratasyon saglanarak 1-2 dakika distile
suda bekletildi. Pappen ile boyanacak alan c¢izildi. Doku iizerine Periyodik asit
damlatild1 oda 1sisinda 23 dk bekletildi. Musluk suyu ile yikandi. 1dk musluk suyunda
bekletildi. Kurutma kagidi ile etrafi temizlenen dokular iizerine Siff damlatild1 20 dk
oda 1sisinda bekletildi. Musluk suyu ile yikandi. 5 dk musluk suyunda bekletildi.
Kurutma kagidi ile etrafi temizlenen dokular iizerine hematoksilen damlatildi, 1,2 dk
bekletildi. Musluk suyu ile yikandi. 5 dk musluk suyunda bekletildi. Artan Alkol
serilerinden gegirildi (%100, %96, %80, %70) 20’ser dk 3 degisim ksilolde bekletildi.
Entellan ile kapatildi.

4.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL iINCELEMELER
4.5.1. TUNEL PROTOKOLU

DNA fragmantasyonu TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate DNA nick-end labelling) kiti ile gosterildi. Bu ydntemde
biyotinlenmis niikleotid, terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) enzimini kullanarak
DNA’nin 3°-OH ucuna baglanir. Daha sonra isaretlenmis streptavidin bu biyotinlenmis
niikleotidlere baglanir. Bu prosediire gore fragmante niikleuslar koyu kahverengi olarak
boyanir. DNA kiriginin antikor ile terminal ugtan isaretlenmesi esasina dayanir. Hazir kit
sollisyonlarindan birinci sise enzim sollisyonu ikinci sise isaretleme (Label) soliisyonudur.
Boyamaya baglanmadan 6nce bu soliisyonlarin karistirilarak TUNEL reaksiyon karigiminin
hazirlanmasi1 gerekir. Bunun i¢in ikinci siseden 100ul negatif kontrolde kullanilmak iizere
ayrildi. Kalan stok soliisyonun tizerine ilk siseden 50ul eklendi iyice vortekslendi. Boylece
500yl lik reaksiyon karigimi elde edildi. 400ul %30luk stok H202 (Hidrojen peroksit) 3,6 ml
PBS (Phosphate Buffer Saline) ile karistirilarak %3liik H202 hazirlandi. Boyanacak alanin
etrafi PapPen ile ¢izildi ve lamlar PBS ile yikandiktan sonra belirlenen alana %3’liik H202
konuldu ve 10 dk. oda sicakliginda bekletildi. Preparatlar PBS ile yikandi. Belirlenen alanin
etrafindaki fazla siv1 alindiktan sonra reaksiyon karisimi dokunun tamamini kapatacak sekilde
konuldu ve 60dk 37°C’de inkiibasyona birakildi. 3 kez PBS ile yikanip fazla sivis1 kurulanan
lamlarin tizerine 50ul Converted POD (3.sise) ilave edildi ve 30dk 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Bu siire iginde bir sonraki basamakta kullanilacak olan DAB yarim saat dnceden

hazirlandi. Bunun i¢in 300 pul DAB substrat1 2700 pl DAB dilisyonu ile karistirilarak ve
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karanlik bir yerde bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 3 kez PBS ile yikanip fazla suyu
alinan lamin iizerine, hazirlanan DAB soliisyonunu koyulup yaklasik 2dk beklenildi.
Preparatlar distile suyla yikandi. Lamlarin iizerine Harris Hematoksilen konulup 10-15 sn
beklenerek zemin boyamasi yapildi ve yine distile suyla yikandi. Lamlar kurutulmadan alkol
ve ksilol serilerinden gecirilip entellan ile kapatildi.

4.5.2. AKTIF KASPAS IHC PROTOKOLU

Imunohistokimyasal analizler, hiicre ve dokulardaki var olan ozel proteinlerin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Asagida belirtilen ii¢ temel adim uygulanir:

1) Primer antikor 6zel antijene baglanur,

2) Antijen-antikor kompleksi, bir konjugasyon enzimi yardimiyla ikinci bir antikorla
baglanir,

3) Substrat ve kromojen varliginda, bu enzim antijen-antikor baglanma bolgesinde
renkli bir depozite doniisiir. GoOriinim 1sik  mikroskobunda histopatolojik olarak
degerlendirilir.

Lizinli lamlara alman 5 p'luk kesitler 56-60 °C da bir gece etiivde bekletildi.
Seffaflastirma amaciyla 15'ser dakika {i¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %380,
%70 azalan alkol serilerinden gegirilip hidratasyon saglanarak 5’ er dakika iki degisim distile
suda bekletildi. Boyanacak alanin etrafi PapPen ile cizilerek alan kisitlandi ve dokularin PBS
ile yikandi. Kurutma kagidi ile PBS’ i1 alinan dokular iizerine proteinaz K damlatilarak 37 °C
de 30 dk tutuldu. Etiivden c¢ikarilan dokular PBS ile yikandi. 400ul %30luk stok H,O,
(Hidrojen peroksit) 3,6 ml PBS (Phosphate Buffer Saline) ile karistirilarak %3lik H,O,
hazirlandi. ve doku tlizerine damlalik yardimi ile Endojen peroksidazi inhibe etmek amaci ile
15 dakika %3’liikk H,O, konuldu ve 10 dk. oda sicakliginda bekletildi. PBS ile yikand:.
Kesitler 1 saat bloklama solusyonu ile inkiibe edildi. Bloklama solusyonu dokudan
uzaklastirilip yikama yapilmadan, 1/50 oraninda hazirlamil oldugumuz primer antikor 1 gece
+4° C de bekletildi. PBS ile yikandi. Kesitler anti-mouse biotin sekonder antikor karisiminda
( Vecstatin kiti icerisinde bulunan biyotinlenmis serum ile biotinlenmis sekonder antikor 1’e 3
oraninda karistirildi.) 30 dakika muamele edildi. PBS ile yikandi. Kesitler anti-mouse
streptavidin sekonder antikor (Kit igerisinde bulunan streptavidin sollisyonunun A sisesi ile B
sisesi birebir oraninda karistirilarak elde edildi) ile 30 dakika boyandi. PBS ile yikandi.
Reaksiyonunun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla 100 pl diaminobenzidine (DAB) ile
boyandi. Distile su ile yikandi. Mayyers hematoksilen ile zemin boyamasi yapildi. Artan alkol
serilerinden(%70, %80 %96, %100’ lik) gecirilerek dehidratasyon yapildi. 3 kez 20 dakika
ksilene ile seffaflastirma yapildi. Entellan ile kapatildi.
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4.6. ROS VE ANTIOKSIDAN TAYINI
4.6.1. DOKU HOMOJENATLARININ HAZIRLANMASI
Doku ornekleri 2 ml soguk potasyum kloriir (2,24 gr PKI + 200ml distile su) i¢inde
ultrasonik homojenizatérde 1 dk siireyle homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri
sirasinda Ornekler buz {istiinde tutuldu. Homojenat +4°C’de ve 10.000 g devirde 15 dk

santrifiij edildi ve siipernatandan enzim ve protein dlgiimii yapildi. Ornekler lgiim yapilana

kadar - 80°C’de saklandi.

4.6.2. SPEKTROFOTOMETRIK MDA (MALONDIALDEHIT) OLCUMU

e Daha 6nceden —80 °C’deki doku homojenatlar1 10 dakika oda 1sisinda ¢oziildii.

e 200 pL’lik 6rnekler tiiplere konuldu.

e Her tiipe 10’ar pL probukol eklendi. (Bioxytech, Oxis Research, MDA 586®)

e Her tiipe 640 puL R1 soliisyonundan eklendi.

e Dikkatlice vortekslendi.

e Her tiipe 150 pL. R2 soliisyonundan eklendi.

e Dikkatlice vortekslendi.

e 45°C de 60 dakika inkiibe edildi.

e Temiz bir slipernatan i¢in drnekler santrifiij edildi (6r. 10,000 X g 10 dakika).

e Temiz siipernatan kisim o6l¢iim kiivetine konularak spektrofotometre ile 586 nm
absorbansla 6l¢iildii (HACH-LANGE DR 5000®).

4.6.3. SPEKTROFOTOMETRIK GLUTATYON PEROKSIDAZ (GPx) OLCUMU

e Daha 6nceden —80 °C’deki doku homojenatlar oda 1sisinda ¢oziildii.

e Spektrofotometrenin absorbansi 340 nm ye ayarlandi (sicaklik 23-25°C).

e Distile su ile sifirlanarak dl¢tim yapildi.

e Cabucak 6rnek tampon soliisyonla 1/10 oraninda diliie edildi. (Or 30 uL + 270 pL
tampon)

e (Bioxytech Oxis research GPx 340®).

e Pipetle ol¢lim kiivetine, 350 pL Tampon soliisyonu, 350 uL. NADPH reaktifi, 70 puL
ornek konuldu.

e Kiivet spektrofotometreye yerlestirildi.

e Kiivete 350 uL diliie tert-Butyl Hydroperoxide reaktifi eklenerek kopiirtmeden pipetle
karistirildi.

e 3 dakika boyunca A340 nm’de degisim kaydedildi.
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e (Calisma soliisyonu diliie edildi. 1/100 dilution of tert-Butil Hidroksit: 0.05 mL tert-
Butil

e Hidroksit stoktan + 4.95 mL distile su, 1/100 ara soliisyon diliiesi, 0.2 mL ara
solusyon + 19.8 mL distile su) (HACH-LANGE DR 5000®).
4.6.4. SOD (SUPEROKSIT DISMUTAZ) AKTIVITESININ OLCUMU

SOD degerleri, SOD ticari kiti ile (Ransod, Randox internetional, inc),

spektrofotometrik yontemle 6lctildii. Doku Homojenatlar kit prosediiriine gore hazirlandiktan

sonra Arcitect 16000 (Abbott, USA) cihaziyla spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

4.7. ULTRASTRUKTUREL iNCELEME
4.7.1. ELEKTRON MIKROSKOBIK DOKU TAKIBI

Diseksiyon ile testis dokusundan 1 mm? parcalar alinarak %2,5 fosfat tamponlu
gluteraldehid igerisinde fiksasyon yapildi.

Ornekler Sorenson fosfat buffer ile 3—4 kez degistirilerek 15-20 dakika yikandh.
(glutaraldehit siselerinden bosaltilip iizerine tampon soliisyonu konur).

Ornekler 1 kistm PBS+1 kisim osmium tetroksit (OsO4) soliisyonu karisiminda 1
saat bekletildi. (ependorf tiiplerin igine 500 pl OsO4 + 500 pl tampon konuldu).
(Bu islem her sise i¢in otomatik pipet kullanilarak yapilir. Tiipler aliiminyum folyo
ile kapatilip oda sicakliginda 1 saat karanlik ortamda bekletildi.)

PBS ile 15-20 dakika yikamir (Ug kiigiik beher icine PBS konur. OsO4’ ten cikan
parcalar calkalanir. Cikan pargalar kurutma kagidinda siizdiiriiliip en son i¢inde
tampon olan eppendorf tiipe konur.)

Dehidratasyon Islemi

% 70 Alkol .................. 10 dakika

%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika

%100 ( Absolu) Alkol...... 10 dakika

Propilen oksit (Merk®).....15 dakika

» Propilen oksit .............. 15 dakika

YV V V VY

Infiltrasyon islemi

» Dokular kurumayacak sekilde 1:1 oraninda hazirlanan propilen oksit + araldit
karigimina alindi. Oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

» Arada hafif hareketlerle karistirildi.
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» Araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (dodecenyl suuccinic anhdride
TAAB® ) (1:1) oraninda karistirildi her siseye 2 mL konuldu. Dokular yeni
araldit karisiminda yaklagik 6-12 saat bekletildi.

» Araldite CY212 Resin (TAAB®) ve DDSA (TAAB®) 1:1 oraninda hazirlanan
bu yeni karisima (gomiilecek materyal sayisina gore hesaplanarak) BDMA
(Benzyl Dimethylamine TAAB®) ilave edilerek gomme materyali hazirlandi.
Bu karisim i¢ine gomiilen dokular 60°C ‘lik etiivde 48 saat polimerize edildi.

e Daha sonra yar ince kesitleri alinarak toluidin mavisiyle boyanip alan belirlendi.
e Belirlenen alanlardan ince kesitler formuvar kaplh gridler {izerine alindi.
e Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi yapildi ve trasmisyon elektron

mikroskobunda (Carl Zeiss Libra 1200) degerlendirildi.

4.8. VERI DEGERLENDIRME
Calisma siirecinde elde edilen parametrik veriler degerlendirilirken morfometrik
olgiimleri UTHSCSA Image Tool 3.00 programu ile yapildi. Istatistiksel analizler SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) 15.0 bilgisayar paket programinda yapildi.
Degerlendirmede ortalama, standart sapma, ANOVA varyans analizi, Post Hoc, Tukey testi
kullanildi. Nonparametrik verilerde ise Wilcoxon testi kullanildi. Tiim sonuglarda p<0.05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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5. BULGULAR
5.1. VUCUT AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI

Deneyin baslangi¢ ve bitis tarihlerinde tartilan deneklerin agirliklar1 arasindaki farklar
Wilcoxn testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p<0,05 den kiiciik olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Baslangi¢ agirliklarina bakildiginda gruplarin agirlik diizeyleri ortalamalari; Kontrol
grubunda 286,14 £ 12,64 gr, Sham grubunda 281,14 + 11,58 gr, LKP grubunda 287,86 +
13,68 gr, MP grubunda 285,57+£12,88 gr ve MP+LKP grubunda 288,57 + 10,81 gr olarak
saptandi.

Son agirliklarina baktigimizda; Kontrol grubunda 306,71+11,54 gr, Sham grubunda
302,57+11 gr, LKPgrubunda 308,86 + 12,03 gr ve MP grubunda 262,00 + 10,86 gr MP+LKP
grubunda 3294,29 + 10,21 gr olarak saptandi (Sekil 19)

Kontrol grubunda baslangic ve son agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttig1 goriildii. (p=0,016).

Sham grubunda da baslangic ve son agirliklar istatistiki olarak anlamlilik gdzlendi
(p=0,016).

LKP grubunda da yine baslangic ve son agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
sekilde arttig1 goriildii. (p=0,017)

MP grubunun baslangi¢ ve son agirliklarini karsilastirdigimizda istatistiksel olarak
anlaml sekilde azaldig1 goriildii.(p=0,017)

MP+LKP grubunun baslangic ve son agirliklarini karsilastirdigimizda istatistiksel
olarak anlamli sekilde arttig1 goriildii. (p=0,028) (Sekil.19)

55



Sekil.19: Baslangic ve sonug viicut agirliklarinin degerlendirilmesi
*Kontrol grubu ratlarin son agirliklarinin baslangic agirligina goére anlamli artis
gosteren grup
** Sham grubu ratlarin son agirliklarinin baglangi¢ agirlifina gore anlamli artis
gOsteren grup
*#% LKP grubu ratlarin son agirliklariin baglangi¢ agirligina gore anlamlr artis
gosteren grup
*#x% MP grubu ratlarin son agirliklarinin baslangi¢ agirligina gore anlaml artis

gOsteren grup

350
* k%

* K ok k
300

250

200

= BASLANGIC

150 HSON

100

50

KON TROL SHAMI LKP MP MP+LKP
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5.2. ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR

Kontrol grubunda; testis dokusunun parankimasini seminifer tiibiiller, intersisyel
alanda Leydig hiicreleri ve intertisyel bag dokusu olusturuyordu. Intertisyel bag dokusu
gevsek olup, kan ve lenf damarlar1 bulunuyordu. Buradaki kapillerler etrafinda toplanmis olan
Leydig hiicreleri diizensiz poligonal bi¢imli, eozinofilik sitoplazmali, biiyiik eksantrik
yerlesim gosteren ¢ekirdege sahipti. Leydig hiicreleri arasinda yassi ¢ekirdekli bag dokusu
hiicreleri de izlenmekteydi. Seminifer tubiiller genis intertisyel doku i¢inde heterojen bir yap1
gostermekteydi. Tiibiilleri ¢evreleyen miyoid hiicreler yassi ve uzun cekirdekleri ile ayirt
ediliyordu.  Seminifer tiibiillerin duvarinda bazal membran {izerine oturmus
spermatogoniyumlar, spermatositler ve spermatidler izlendi. Bunlarin arasinda yer yer Sertoli
hiicreleri bulunmaktaydi. Tibiillerin merkezinde gelismis ve gelismekte olan spermatidler
mevcuttu. Bazi tiibiillerde ise spermatogoniyumlar, spermatositler spermatidler ve Sertoli
hiicreleri izlenirken gelismekte olan spermiyuma rastlanmadi. Intertisyel dokuda makrofaj
veya mast hiicresi saptanmadi. (Sekil.20,21)

Sham grubu da histolojik olarak degerlendirildiginde kontrol grubu ile ayn1 goriintiiyii
sergilemistir. (Sekil.22,23)

LKP grubunda da kontrol grubu ile uyumlu testis dokusu gozlenmistir. (Sekil. 24,25)

MP grubunda; Seminifer tiibiillerin ¢ogunda spermatogenik hiicrelerin sayisinda
azalma gozlenmistir. Cogu seminifer tiibiillerde nekroz ve intersitisiyel dokularda da 6dem
tespit edilmistir. (Sekil. 26,27,28,29)

MP + LKP grubunda; Testislerde bazi seminifer tiibiillerinde spermatogenik hiicreler
azalmgtir. Ozellikle seminifer tiibiillerin bazalina yakin olan hiicrelerde bazal laminadan
ayrilmalar tespit edilmistir. Interstisiyel dokularda higbir degisiklik tespit edilmemistir.
(Sekil.30,31,32,33).
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Sekil.20,21: Kontrol grubuna ait testis kesiti
Kontrol grubuna ait normal goriiniimlii testis
===y Seminifer tiibiil
==) Liimen
=) [ntertisyel alan

Sekil. 22,23: Sham grubuna ait testis kesiti

Sham grubuna ait normal goriiniimlii testis
==y Seminifer tiibiil

==) [imen

== Intertisyel alan
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Sekil. 24,25: LKP grubuna ait testis kesiti
LKP grubuna ait normal goriiniimlii testis
== Seminifer tiibiil

=) [iimen

=D Intertisyel alan

Sekil. 26,27: MP grubuna ait testis kesiti

===p Germinal epitelde diizensizlik
m=p Liimende hiicre dokiintiisi
mmp Sertoli hiicre kaybi
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Sekil. 28,29: MP grubuna ait testis kesiti:
=) Seminifer tiibiil de nekroz

==p Germinal epitelde diizensizlik

m=p Liimende hiicre dokiintiisii

m=p Sertoli hiicre kaybi

Sekil.30,31: MP+LKP grubuna ait testis kesiti
msp Seminifer tiibiil

==) Germinal epitelde ayrilmalar
== Intertisyel alan
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Sekil.32,33: MP+LKP grubuna ait testis kesiti

===p Seminifer tiibiil

==) [iimen

== Intertisyel alan

5.2.1. SEMINIFER TUBUL CAP OLCUMU

Calismamizda gruplar arasi seminifer tiibiil ¢ap 6l¢iimii karsilastirllmasinda One Way
ANOVA testi kullanilmistir. p<0.05 ten kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Kontrol grubu seminifer tiibiil ¢cap ol¢limii yapildiginda ortalama 335,99 + 0.74 um
olarak saptandi. Sham grubu seminifer tiibiil cap Sl¢limii yapildiginda ortalama 334,56 + 0,63
pum olarak saptandi. LKP grubu seminifer tiibiil ¢cap 6l¢iimii yapildiginda ortalama 335,68 +
1,18 um olarak saptandi. MP grubu seminifer tiibiil cap 6l¢limii yapildiginda ortalama 219,66
+1,11 pm olarak saptandi. MP+LKP grubu seminifer tiibiil ¢ap 6l¢imii yapildiginda ortalama
317,97 £ 1,17 pm olarak saptandi.

Kontrol, sham, LKP gruplar1 arasinda seminifer tiibiil ¢ap Ol¢limii bakimindan
istatistik olarak anlamli fark saptanmadi (kontrol-sham p=0,85, kontrol-LKP p=0,99, sham-
LKP p=0,93).

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil c¢ap
Oletimii farki istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda kontrol gruba gore daha dar
bulunmustur. (kontrol-MP p=0,0001)

Sham grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil ¢cap dl¢timii
farki istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda sham gruba gore daha dar bulunmustur.

(sham-MP p=0,0001)
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LKP grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil cap ol¢timii

fark: istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda LKP gruba gore daha dar bulunmustur.
(LKP-MP p=0,0001)
Kontrol grubu, MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil cap

Olclimii farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (kontrol-MP+LKP p=0,001)

Sham grubu, MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil ¢ap

Ol¢iimii farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (sham-MP-+LKP p=0,001)

Kontrol grubu, MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki seminifer tiibiil cap

Olclimii farki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (LKP-MP-+LKP p=0,001)

MP grubu ve MP+LKP gruplarinin seminifer tiibiil ¢ap ol¢limii arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli ve MP+LKP grubunda daha genistir (p=0,0001).(Sekil.34)

Sekil.34: Seminifer tiibiil cap 6l¢iim degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar

Seminifer Tiibiil Cap Olglimleri
400
* * *
@ 350
- N *
£
[} 300
=
..E,.. 250
(4]
]
37}
= 200
e
3}
-g 150
(4]
et
wi
2 100
37}
£
o 50
31
o
© 0
Kontrol Sham LKP M2 MP+LKP Total
Ortalama

m Std. Ht 0,74 063 1,18 1,11 1,17 7,74
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5.2.2. GERMINAL EPITEL KALINLIK OLCUMU

Calismamizda gruplar aras1 germinal epitel kalinliklar1 karsilastiriimasinda One Way
ANOVA testi uygulanmistir. p<0.05 ten kii¢iik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Kontrol grubu germinal epitel kalinlik 6l¢timii yapildiginda ortalama 85,96 + 0.88 um
olarak saptandi. Sham grubu germinal epitel kalinlik 6l¢timii yapildiginda ortalama 86,11 +
1,11 pm saptandi. LKP grubu germinal epitel kalinlig1 6l¢timii yapildiginda ortalama 86,66 +
0,63 um olarak saptandi. MP grubu germinal epitel kalinlik 6l¢iimii yapildiginda ortalama
47,28 + 0,38 pum olarak saptandi. MP+LKP grubu germinal epitel kalinlik 6l¢iimii
yapildiginda ortalama 83,62 + 1,07 um olarak saptandi.

Kontrol, sham, LKP gruplar1 arasinda germinal epitel kalinlig1 bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi (kontrol-sham p=1, kontrol-LKP p=0,98, sham-LKP p=0,99).

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki germinal epitel kalinlik
farki istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda daha ince bulunmustur. (kontrol-MP
p=0,0001)

Sham grubu, MP grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki germinal epitel kalinlik
fark: istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda daha ince bulunmustur. (sham-MP p=
0,0001)

LKP grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki germinal epitel kalinlik farki
istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda daha ince bulunmustur. (LKP-MP p=0,0001)

Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiklarinda aralarindaki germinal epitel
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir. (kontrol-MP+LKP p=0,33)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilagtirildiklarinda aralarindaki germinal epitel
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. (sham-MP+LKP p= 0,27)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiklarinda aralarindaki germinal epitel
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. (LKP-MP+LKP p=0,12)

MP grubu ve MP+LKP gruplarmin germinal epitel kalinlik Olglimleri
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP+LKP grubunda daha
kalindir (p=0,0001). (Sekil.35)
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Sekil.35: Germinal epitel kalinlik 6l¢iim degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar
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5.2.3. BAZAL MEMBRAN KALINLIK OLCUMU

Calismamizda gruplar aras1 bazal membran kalinliklarinin karsilagtirilmasinda One Way
ANOVA testi uygulanmistir. P<0.05 ten kiiclik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Kontrol grubu bazal membran kalinlik 6l¢iimii yapildiginda ortalama 4,02 + 0,3 um
olarak saptandi. Sham grubu bazal membran kalinlik 6l¢iimii yapildiginda ortalama 4,06 + 0,1
um saptandi. LKP grubu bazal membran kalinlig1 6l¢timii yapildiginda ortalama 4,03 + 0,4
pm olarak saptandi. MP grubu bazal membran kalinlik 6l¢iimii yapildiginda ortalama 7,3 +
0,2 um olarak saptandi. MP+LKP bazal membran kalinlik 6l¢iimii yapildiginda ortalama 4,6
+ 10,4 um olarak saptandi.

Kontrol, sham, LKP gruplar arasinda bazal membran kalinligi bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi (kontrol-sham p=1, kontrol-LKP p=1, sham-LKP p=1).

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki bazal membran kalinlik
farki istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda daha ince bulunmustur. (kontrol-MP
p=0,0001)

Sham grubu, MP grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki bazal membran kalinlik
fark: istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda daha ince bulunmustur. (sham-MP p=
0,0001)

LKP grubu, MP grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki bazal membran kalinlik
fark: istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda daha ince bulunmustur. (LKP-MP
p=0,0001)

Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiklarinda aralarindaki bazal membran
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir. (kontrol-MP+LKP p=0,51)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilagtirildiklarinda aralarindaki bazal membran
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. (sham-MP+LKP p= 0,08)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilagtirildiklarinda aralarindaki bazal membran
kalinlik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. (LKP-MP+LKP p=0,58)

MP grubu ve MP+LKP gruplarimin  bazal membran kalinhik &lglimleri
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP+LKP grubunda daha
kalindir (p=0,0001).(Sekil 36,37)
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Sekil.36: Bazal membran kalinlik 6l¢tim degerlendirilmesi
* MP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar
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Sekil. 37:A; Kontrol, B; sham, C; LKP grubuna ait testis kesiti ‘PAS (+) boyama’

== Bazal membran
-

Sekil. 38:D; MP+LKP Grubu, E,F; MP Grubu testis kesiti PAS (+) Boyama
m==p Bazal membran
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5.2.4. JOHNSEN TESTIKULER BIYOPSI SKORU

Deney gruplarindaki her bir hayvan i¢in ayr1 ayr1 20 adet tiibiil degerlendirilerek her
bir tiibiile Johnsen Testikiiller Biyopsi Skorlamasi yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmalar i¢in One Way ANOVA testi kullanildi. Istatistiksel olarak p>0.05 degeri
anlamli kabul edildi.

Kontrol grubu skor ortalamasi 9,5 + 0,15 olarak saptandi. Sham grubu skor ortalamasi
9,14+0,13saptand1. LKP grubu skor ortalamasi1 9,21 + 0,130larak saptandi.

MP grubu skor ortalamasi; 6,61 = 0,15 olarak saptanmistir. MP+LKP grubu skor
ortalamast; 8,97 £ 0,1 olarak saptanmustir.

Kontrol, sham, LKP gruplar birbirleri ile karsilagtirildiginda aralarinda Johnsen
Testikiiler Biyopsi Skoru bakimindan istatistik olarak anlaml fark saptanmadi (kontrol-sham
p=0,934 kontrol-LKP p=0,56, sham-LKP p=0,10).

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skor farki istatistiksel olarak anlamlidir. (kontrol-MP p=0,0001)

Sham grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki Johnsen Testikiiler Biyopsi
Skor farki istatistiksel olarak anlamlidir. (sham-MP p= 0,0001)

LKP grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki Johnsen Testikiiler Biyopsi
Skor farki istatistiksel olarak anlamlidir. (LKP-MP p=0,0001)

Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skor farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. (kontrol-MP+LKP p=0,06)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skor farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (sham-MP+LKP p= 0,89)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skor farki istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (LKP-MP+LKP p=0,70)

MP grubu ve MP+LKP gruplarinin Johnsen Testikiiler Biyopsi Skor farki istatistiksel
olarak anlamli ve MP+LKP grubunda daha yiiksektir (p=0,0001).(Sekil.39)
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Sekil.39: Testis Johnsen testikiiler biyopsi skor degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar
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5.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

TUNEL boyama yontemi ile seminifer tiibiillde bulunan spermatogenik hiicreler
incelendi. Seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenik hiicrelerin DNA fragmantasyonlarinin
degerlendirilmesi icin TUNEL pozitif boyama yapildi. Deney gruplarindaki her bir hayvanin
seminifer tiibiillerinde bulunan 100 spermatogonium ve 100 spermatosit hiicreleri ayr1 ayri
sayilarak degerlendirilme yapildi.

Calismamizda  testis  dokusunda, @ TUNEL  pozitif = boyanan hiicrelerin
karsilagtirilmasinda One Way ANOVA testini kullandi. p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

5.3.1. TUNEL POZITIF HUCRE SAYIMI

5.3.1.1. SPERMATOGONIYUM TUNEL HUCRE SAYIMI

Kontrol grubu seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatogonium sayimi
yapildiginda ortalama 06,75 £+ 0.85 olarak saptandi. Sham grubu seminifer tiibiillerindeki
TUNEL pozitif spermatogonium hiicre sayimi yapildiginda ortalama 7,25 + 0,48 olarak
saptandi. LKP grubu seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatogonium hiicre sayimi1
yapildiginda ortalama 6,5 + 0,65 olarak saptandi. MP grubu seminifer tiibiillerindeki TUNEL
pozitif spermatosit hiicre sayim1 (TUNEL) yapildiginda ortalama 30,5 + 2,75 olarak saptandi.
MP+LKP grubu seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatogonium hiicre sayimi
yapildiginda ortalama 11,00 + 1,87 olarak saptand.

Kontrol, sham, LKP gruplar1 arasinda seminifer tiibiillerdeki TUNEL pozitif
spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan istatistik olarak anlamli fark saptanmadi. (kontrol-
sham p=0,99, kontrol-LKP p=1,00, sham-LKP p=0,99)

Kontrol grubu MP grubu ile karsilastirildiginda TUNEL pozitif spermatogoniyum
hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda ytiiksek
bulundu. (kontrol-MP p=0,0001)

Sham grubu MP grubu ile karsilastirildiginda TUNEL pozitif spermatogoniyum hiicre
sayist bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda yiiksek
bulundu. (sham-MP p=0,0001)

LKP grubu MP grubu ile karsilastirildiginda TUNEL pozitif spermatogoniyum hiicre
sayist bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda fazla bulundu.

(LKP-MP p=0,0001)
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Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli
fark saptanmadi. (kontrol-MP+LKP p=0,36)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatogoniyum hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak
anlamli fark saptanmadi. (sham-MP+LKP p=0,47)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatogoniyum hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak
anlaml fark saptanmadi. (LKP-MP+LKP p=0,31)

MP grubu ile MP+LKP karsilagtirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (MP-MP+LKP p=0,0001) (Sekil 40)

Sekil.40: Spermatogonium TUNEL hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gésteren gruplar
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5.3.1.2. SPERMATOSIT TUNEL HUCRE SAYIMI

Kontrol grubu seminifer tiiblillerindeki TUNEL pozitif spermatosit sayimi
yapildiginda ortalamall,75 £ 0.85 olarak saptandi. Sham grubu seminifer tiibiillerindeki
TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi yapildiginda ortalama 13,0 + 1.08 olarak saptandi.
LKP grubu seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi yapildiginda
ortalama 12,0 £ 0,91 olarak saptandi. MP grubu seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif
spermatosit hiicre sayimi yapildiginda ortalama 43,25 + 2,95 olarak saptandi. MP+LKP grubu
seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif spermatogonium hiicre sayimi1 yapildiginda ortalama
15 + 1,82 olarak saptanda.

Kontrol, sham, LKP gruplarn arasinda seminifer tiibiillerindeki TUNEL pozitif
spermatogonium hiicre sayisi karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli fark saptanmadi.
(kontrol-sham p=0,99, kontrol-LKP p=1,0 sham-LKP p=0,99)

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (kontrol-MP p=0,0001)

Sham grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda ytiksek bulundu. (sham-MP p=0,0001)

LKP grubu, MP grubu ile karsilagtirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (LKP-MP p=0,0001)

Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibtillerdeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli
fark saptanmadi. (kontrol-MP+LKP p=0,67)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli
fark saptanmadi. (sham-MP+LKP p=0,92)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki TUNEL pozitif spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak anlamli
fark saptanmadi. (LKP-MP+LKP p=0,73)

MP grubu ile MP+LKP karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (MP-MP+LKP p=0,0001)(Sekil, 41)
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Sekil.41: Spermatosit TUNEL hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gdsteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gésteren gruplar
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Sekil.42: Kontrol grubu TUNEL degerlendirilmesi

Sekil. 43: Kontrol grubu TUNEL degerlendirilmesi
—) TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatogonium

- TUNEL negatif mavi boyanan spermatogonium
TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatosit
) TUNEL negatif mavi boyanan spermatosit
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50.0 ym

Sekil. 44: Sham grubu TUNEL degerlendirilmesi

20 0 pam

Sekil. 45: LKP grubu TUNEL degerlendirilmesi
—) TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatogonium

) TUNEL negatif mavi boyanan spermatogoni
TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatosit

) TUNEL negatif mavi boyanan spermatosit
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Sekil. 46: MP grubu TUNEL degerlendirilmesi

TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatogonium

TUNEL negatif mavi boyanan spermatogoni
TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatosit

TUNEL negatif mavi boyanan spermatosit
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Sekil. 49: MP+LKP grubu TUNEL degerlendirilmesi

Sekil. 50: MP+LKP grubu TUNEL degerlendirilmesi
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TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatosit

TUNEL negatif mavi boyanan spermatosit
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5.3.2. AKTIF KASPAZ-3 THC (+) HUCRE SAYIMI

5.3.2.1. SPERMATOGONIYUM AKTIF KASPAZ-3 IHC HUCRE SAYIMI

Kontrol grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogonium
sayimi yapildiginda ortalama 6,00 &+ 0,910olarak saptandi. Sham grubu seminifer tiibiillerindeki
aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogonium hiicre sayimi1 yapildiginda ortalama 7,25 + 0,750larak
saptandi. LKP grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogonium hiicre
sayim1 yapildiginda ortalama 6,75+ 1,11 olarak saptandi. MP grubu seminifer tiibiillerindeki
aktif kaspaz-3 THC (+) spermatosit hiicre sayimi yapildiginda ortalama 28,00+ 1,48olarak
saptandi. MP+LKP grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogonium
hiicre sayim1 yapildiginda ortalama 10,75+ 1,11 olarak saptandi.

Kontrol, sham, LKP gruplar arasinda seminifer tiibiillerdeki aktif kaspaz-3 THC (+)
spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan istatistik olarak anlamli fark saptanmadi. (kontrol-
sham p=0,92, kontrol-LKP p=0,99, sham-LKP p=0,98)

Kontrol grubu MP grubu ile karsilastinldiginda aktif kaspaz-3 IHC (+)
spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP
grubunda yiikksek bulundu. (kontrol-MP p=0,0001). Sham grubu MP grubu ile
karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (sham-MP p=
0,0001). LKP grubu MP grubu ile karsilastirildiginda aktif kaspaz-3 IHC (+)
spermatogoniyum hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP
grubunda fazla bulundu. (LKP-MP p=0,0001)

Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibtillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatogoniyum hiicre sayimi bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi. (kontrol-MP-+LKP p=0,53)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibtillerindeki aktif kaspaz-3 THC (+) spermatogoniyum hiicre sayimi bakimindan istatistik
olarak anlaml fark saptanmadi. (sham-MP+LKP p=0,21)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 THC (+) spermatogoniyum hiicre sayimi1 bakimindan istatistik
olarak anlamli fark saptanmadi. (LKP-MP+LKP p=0,12)

MP grubu ile MP+LKP karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (MP-MP+LKP p=0,0001)
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Sekil.51: Spermatogonium aktif kaspaz-3 IHC (+) hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gdsteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gésteren gruplar
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5.3.2.2. SPERMATOSIT AKTIF KASPAZ-3 THC HUCRE SAYIMI

Kontrol grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatosit sayimi
yapildiginda ortalama 7,50 + 0.87 olarak saptandi. Sham grubu seminifer tiibiillerindeki aktif
kaspaz-3 THC (+) spermatosit hiicre sayimi yapildiginda ortalama 9,25 + 0,85 olarak saptandi.
LKP grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatosit hiicre sayimi
yapildiginda ortalama 8,50 = 1,04 olarak saptandi. MP grubu seminifer tiibiillerindeki aktif
kaspaz-3 THC (+) spermatosit hiicre sayimi yapildiginda ortalama 31,75 + 1,89 olarak
saptandi. MP+LKP grubu seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 ITHC (+) spermatosit hiicre
sayimi yapildiginda ortalama 11,75 £ 0,85 olarak saptandi.

79



Kontrol, sham, LKP gruplar1 arasinda seminifer tiibiillerindeki aktif kaspaz-3 IHC (+)
spermatosit hiicre sayis1 karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli fark saptanmadi. (kontrol-
sham p=0,83, kontrol-LKP p=0,97 sham-LKP p=1,00)

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu (kontrol-MP p=0,0001). Sham grubu, MP grubu ile
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda yiiksek
bulundu. (sham-MP p= 0,0001). LKP grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu (LKP-MP p=0,0001).

Kontrol grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak
anlamli fark saptanmadi. (kontrol-MP+LKP p=0,13)

Sham grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak
anlamli fark saptanmadi. (sham-MP+LKP p= 057)

LKP grubu MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasinda seminifer
tiibiillerdeki aktif kaspaz-3 IHC (+) spermatosit hiicre sayimi bakimindan istatistik olarak
anlamli fark saptanmadi. (LKP-MP+LKP p=0,33)

MP grubu ile MP+LKP karsilastirildiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli ve MP grubunda yiiksek bulundu. (MP-MP+LKP p=0,0001)
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Sekil.52: Spermatosit aktif kaspaz-3 IHC (+) hiicre sayilarinin degerlendirilmesi

*MP grubu ile anlamlilik gdsteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gésteren gruplar
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Sekil.53: A, Kontrol grubu, B,Sham grubu C, LKP grubu Aktif Kaspaz ITHC (+)

degerlendirilmesi
—) TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatogonium
- TUNEL negatif mavi boyanan spermatogoniyum

TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatosit

) TUNEL negatif mavi boyanan spermatosit
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Sekil. 54: A, MP+LKP grubu, B,C MP grubu Aktif Kaspaz IHC (+) degerlendirilmesi

—)
)
—
)

TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatogonium
TUNEL negatif mavi boyanan spermatogoni
TUNEL pozitif kahverengi boyanan spermatosit

TUNEL negatif mavi boyanan spermatosit
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5.4. BIYOKIMYASAL BULGULAR

5.4.1. MDA DUZEYLERI

Calismamizda testis dokusunda, MDA diizeylerinin karsilastiriimasinda One Way
ANOVA testini kullandik. p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar
arasindaki MDA diizeylerinin ortalamas1 8,81 + 0,33 uM olarak saptandi.

Gruplarin MDA diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 7,69 £+ 0,11 uM, sham
grubunda 7,84 + 0,13 uM, LKP grubunda7,65 + 0,17, MP grubunda 12,51 £+ 0,12 MP+LKP
grubunda 8,36+0,36 uM olarak saptandi.

Kontrol sham LKP grublar1 arasinda MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (Kontrol sham p=0,99; kontrol LKP p=1,00; LKP sham p=0,96)

Kontrol grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda, MP’nin verdigi hasardan dolay1
MDA diizeyleri kontrol sham LKP gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu. (kontrol, MP p= 0,0001)

Sham grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda, MP’nin verdigi hasardan dolay1t MDA
diizeyleri kontrol sham LKP gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu. (sham, MP p= 0,0001)

LKP grubu, MP grubu ile karsilastirildiginda, MP’nin verdigi hasardan dolayt MDA
diizeyleri kontrol sham LKP gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu. (LKP, MP p=0,0001)

Kontrol grubu, MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (kontrol, MP+LKP p= 0,16)

Sham grubu, MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (sham, MP+LKP p= 0,37)

LKP grubu, MP+LKP grubu ile karsilastirildiginda aralarindaki MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (LKP-MP+LKP p=0,12)

MP ve MP+LKP gruplarin1 karsilastirdigimizda MP grubunun MDA degerleri
MP+LKP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,001).
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Sekil.55: Testis dokusu MDA diizeyleri

*MP grubu ile anlamlilik gdsteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gésteren gruplar

MDA Diizeyleri
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10
*
* * *
s
=
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P
0
Kontrol Skam LKP MP MP+LKP Total
ortalama
m Std. Ht. 0,11 0,13 0,17 0,12 0,36 0,33
m Ortalame 7,69 7,84 7,65 12,51 8,36 8,81

5.4.2. GPx DUZEYLERI

Antioksidan kapasitesi GPx diizeyleriyle saptand1 ve tiim ¢aligma gruplarinda ortalama
97,27 £ 4,71 mU/mL bulundu.

Gruplara arasinda, testis dokusu GPx diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 117,55
+ 1,45 mU/mL, sham grubunda 113,49 + 1,22 mU/mL, LKP grubundall7 £+ 1,19 mU/mL
MP+LKP grubunda 92,30 £ 1,64 mU/mL MP grubunda ise ortalama 46,02 = 1,23 mU/mL
olarak saptandi.

Kontrol sham LKP grublari arasinda GPx diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (Kontrol sham p=0,24; kontrol LKP p=0,99; LKP sham p=0,38)

Sham grubu ile MP grubu karsilastirildiginda, MP’nin verdigi hasardan dolay1 GPx
diizeyleri sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. (sham, MP

p=0,0001)
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Likopen grubu ile MP grubu karsilastirildiginda, MP’nin verdigi hasardan dolay1 GPx
diizeyleri LKP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. (LKP, MP
p=0,0001)

Kontrol grubu ile MP+LKP grubu karsilastirildiginda GPx diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (kontrol, MP+LKP p=0,001)

Sham grubu ile MP+LKP grubu karsilastirildiginda GPx diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (sham MP+LKP p=0,001)

LKP grubu ile MP+LKP grubu karsilastirildiginda GPx diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur. (LKP, MP+LKP p= 0,001)

MP ve MP+LKP gruplari karsilastirdigimizda MP grubunun GPx degerleri
MP+LKP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,001).
Sekil.56: Testis dokusu GPx diizeyleri

*MP grubu ile anlamlilik gdsteren gruplar

**MP+LKP grubu ile anlamlilik gosteren gruplar
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5.4.3. SOD DUZEYLERI

Antioksidan kapasitesi SOD diizeyleriyle saptandi ve tiim calisma gruplarinda
ortalama 213,38 + 0,99 U/mg.P bulundu.

Gruplar arasinda, testis dokusu SOD diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda
215,4343,09 U/mg.P, sham grubunda 214,47 + 1,52 U/mg.P, LKP grubunda 215,07 + 2,54
U/mg.P, MP+LKP grubunda 213,84 + 1,68 U/mg.P MP grubunda ise ortalama 207,02 + 1,51
U/mg.P olarak saptandi.

Kontrol, sham, LKP grublar1 birbirleri ile karsilastirildigindada SOD diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Kontrol sham p=0,99; kontrol LKP p=1,00; LKP
sham p=1,00)

Kontrol grubu MP grubu ile karsilastirildiginda, SOD diizeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasada yiiksek bulundu. (kontrol, MP p=0,07)

Sham grubu MP grubu ile karsilagtirildiginda, SOD diizeyleri sham grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasada yiiksek bulundu. (sham, MP p= 0,13)

LKP grubu MP grubu ile karsilastirildiginda, SOD diizeyleri LKP grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasada yiiksek bulundu. (LKP, MP p= 0,09)

Kontrol grubu ile MP+LKP grubu karsilastirildiginda SOD diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamadi (kontrol, MP+LKP p= 0,98)

Sham grubu ile MP+LKP grubu karsilastirildiginda SOD diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamadi. (sham, MP+LKP p= 1,00)

LKP grubu ile MP+LKP grubu karsilastirildiginda SOD diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamadi. (LKP, MP+LKP p=0,99)

MP ve MP+LKP gruplarint karsilagtirdigimizda MP grubunun MDA degerleri
MP+LKP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasada MP+LKP grubu SOD degerleri
MP grubuna gore yiiksek bulundu (p=0,19).
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Sekil.57: Testis dokusu SOD diizeyleri

SOD Duizeyleri
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Kontrol Sham LKP YE MP+1 KP Total
ortalama
m Std. Ht. 2,67 152 2,54 0,67 1,65 1,04
mOrtalamz| 214,58 214,47 215,07 217,12 206,31 213,51
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5.5. ELEKTRON MIiKROSKOBIK BULGULAR

Kontrol grubunda, seminifer tiibiilleri saran bazal membranin en i¢ kismi, bazal lamina
iizerinde spermatogoniumlar ve sertoli hiicreleri bulunmaktaydi. Bazal membranda epitel ve
diiz kas oOzelligi gosteren miyoid hiicreler bulunmaktaydi. Miyoid hiicrelerin iist ve
alttaraflarinda kollajenler demetlerine rastlanmaktaydi. Sertoli hiicreleri sitoplazmasinda
bazale yakin cekirdek ve cekirdekcik bulunmaktaydi. Cekirdege yakin kisimlarda gelismis
golgi kompleksi ve lizozomlar gozlenmekteydi. Diger sitoplazmik bdlgelerde ve 6zellikle
apikalde yogunlagsmis AGER bol miktarda gozlenirken, ¢ekirdek yakinlarinda lokalize bir
miktar GER gozlenmekteydi. Mitokondriler tiibiiler veya vezikiiler yapidaydi. Sertoli
hiicrelerinde kiiglik lipid damlaciklar1 yaygin sekilde gozlenmekteydi. Sertoli-Sertoli
baglantilarmin  altinda  spermatogoniyumlar  bulunmaktaydi.  Spermatogoniumlarin
cekirdekleri elipsoid sekilde ve merkezi yerlesimliydi. Sertoli hiicre sitoplazmalari ile sarilmig
olarak gozlenen primer spermatositler gelisigiizel dagilmis mitokondrilere sahipti. Primer ve
sekonder spermatosidlerin tizerinde tipik bir sekilde olduk¢a gelismis golgi kompleksine sahip
spermatidler yer almaktaydi. Seminifer tiibiiliin liimene yakin kisimlarinda farkli gelisme
evrelerinde gozlenen spermatozoonlar bulunmaktaydi.

Sham ve LKP grublarinda da, kontrol grubu ile uyumlu Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik hiicreleri iceren germinal epitel hiicrelerinin normal sitoplazmik yapilar
gozlenmistir.

MP grubunda spermatogenik hiicre yapilarinda bozulma niikleer membranda
diizensizlik, kromatin dagiliminda bozukluk, spermatogonyium hiicre baglantilarinda
gevseme, sertoli-sertoli baglantilarinda dejenerasyon, ayrica bazi mikrograflarda Sertoli
hiicreleri ile spermatogenik hiicreler aralarindaki mesafenin genisledigi gozlenmistir.

MP+LKP grubunda bazi seminifer tiiblillerde spermatogenik hiicre yapisinda

bozukluklar gézlenmistir. (Sekil.51)
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Sekil 58: Kontrol (A), Sham (B), LKP (C), MP (D), MP+LKP (E) gruplarina ait elektron
mikroskopik mikrograflar.
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6. TARTISMA

Pestisit kullaniminin tartisilmaz yararlarina karsin etkin denetimden yoksun ve asiri
miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan diger canlilarda zehirlenmelere ve
Oliimlere neden olmakta, ekosistemlerin ve besinlerin kirlenmesine yol agmaktadir. MP (O,O-
dimethyl O-4-nitrophenyl phosphorothioate) ziraatte kullanilan genis spekturumlu OP’li bir
insektisittir (69). MP “pamuk zehiri” olarak da bilinmektedir ve sebze, meyve, pamuk, misir,
patates, bugday ve soya fasulyesinde kullanilmaktadir (84).

OPI olan MP’ nun diisiik kronik dozlarina, igme suyu ya da besinlere kontaminasyonu
ile maruz kalinmaktadir. Akut ve kronik ¢alismalar MP'nin memelilere ¢ok toksik oldugunu
gostermistir. Memeliler MP'ye oral, dermal ve inhalasyon yoluyla maruz kalmaktadir. MP
yalniz memelilerde degil aym1 zamanda baliklara, kuslara ve hedef olmayan diger
omurgasizlarda da toksik etkiye neden olmaktadir (142,143).

OP bilesikleri AchE icin olduk¢a giiclii inhibitorlerdir. Iskelet kaslarinda
fasikiilasyona, santral sinir sisteminde duygusal ve davranmigsal bozukluklara, koordinasyon
bozuklugu ve solunum baskilanmasina neden olurlar (2,3). MP, hematopoietik sistem
(kolinesteraz inhibisyonu), kardiyovaskiiler sistem (kardiyovaskiiler lezyonlar, kalp/viicut
agirligl oraninda artig), iireme sistemi (plasental morfoloji, fibroz ve hemoraji ve seminifer
tiibiillerde DNA sentezinin inhibisyonu), sinir sistemi (bas agrisi, uykusuzluk, bas dénmesi ve
hafiza bozukluklar1) dahil bir¢ok sistemde hasara neden olmaktadir (144).

Bu tez ¢alismasinda MP'nin oral 1/50 LD50 dozu olan 0,28 mg/kg doz erkek ratlara
verilmistir. Bu tezin amaci diisiik dozda MP'nin erkek ratlarin testisleri lizerine etkisinin ve bu
etkiye gliclii bir antioksidan olan LKP’nin koruyucu etkisinin 151k mikroskobik,
immunohistokimyasal, biyokimyasal ve utrastriiktiirel diizeyde incelenmesidir.

MP'nun oral LD50 dozu erkek ratlarda 14 mg/kg, disi ratlarda ise 24 mg/kg olarak
tespit edilmistir (145).

Institoris ve ark 2004’de yapmis olduklar1 ¢alismada, 0,218 mg/kg ve 0,872 mg/kg
MP'i ratlara oral yolla uyguladiktan sonra ratlarda ndrotoksik ve immiinotoksik degisiklikler
oldugunu ifade etmislerdir (146).

OP’lere maruz kalan deney hayvanlarinda viicut agirliginda azalma gozlenmistir
(147,148). Uzunhisargikli ve arkadaglart viicut agirligindaki azalmanin besin tiikketimindeki
azalmaya bagli oldugunu bildirmislerdir (149). Zhu ve ark., ratlara 1 mg/kg dozda dermal yol
ile uygulanan MP'nin 7 giin sonra viicut agirliginda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir

(150). Yousef ve ark., fenvalerate uygulamasi sonucu viicut agirliginda meydana gelen
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azalmanin fenvalerate’in somatik hiicreler {izerine sitotoksik etkisinden ya da gastrointestinal
kanalda besinlerin anormal absorbsiyonu ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir (151).

Bu calismada MP ve MP+LKP verilen gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
deney sonunda viicut agirliginda azalma tespit edilmistir.

Pestisitler erkek ratlarda gesitli histopatolojik ve sitopatolojik degisikliklere neden
olmaktadir (152,153). OPI’ler, testislerde spermatogenik hiicrelerin sayisinda azalmaya neden
olurlar (152). Khan ve arkadaglarinin 2001 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada bir OPI olan
Acephate’nin biiyiik 6l¢iide spermatogenik hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu, Khan ve
arkadaglarinin yapmis oldugu baska bir calismada organofosfat olan fosforotiolatin
spermatogenezi inhibe ettigi rapor edilmistir (154). Pestisitlere maruz kalmis ratlarda 6li ve
anormal sperm olusumunda 6nemli derecede artis oldugu ifade edilmistir (155).

Dutta ve arkadaglarinin 2003 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada Diazinon’ un (OP)
testis ilizerindeki ana etkisinin spermatozoa gelisiminin tamamen veya kismen durdurmasina
bagl oldugu kanisina varilmistir (156). OP’li bir insektisit olan Phoxim’in ratlarda giinliik
sperm iiretiminde azalmaya sebep oldugu baska bir calismada ifade edilmistir (157). Joshi ve
arkadaglarinin yapmis oldugu 2003 yilindaki bir ¢calismada 30mg/kg/day uygulanan MP’nin
rat testisinde seminifer tiibiillerde epitelde diizensizlik, limende hiicre ddkiintiileri, tamamen
primer spermatosit kaybi ve spermatidlerin de tamamen yok oldugunu bildirmislerdir (148).

Narayana ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada 3,5 mg/kg MP 25 giin
verilmis ve son uygulamadan 17 giin sonra ratlar sakrifiye edilmistir. Testisleri {lizerine
yapilan histopatolojik calismalarda Jhonson’s skorlamasina gore testis igerisinde bulunan
seminifer tiibiil skor ortalamalarinin 5,8 (spermatid ve spermatozoa yok 5-10 spermatid var)
oldugu bildirilmistir (158).

Biz de yapmis oldugumuz calismada Johnson’s skorlamasina gore testis igerisinde
bulunan seminifer tiibiil hasar ortalamalamasini 6,6 olarak bulduk. Yapmis oldugumuz
skorlama bu makale ile uyumludur.

2007 yilinda Uzunhisarcikli ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada ratlar,
kontrol grup (0,28 mg/kg dozda misir yagi), Vitaminli grup (200 mg/kg vitamin E + C), MP
uygulanan grup (0,28 mg/kg MP) MP+vit C+vit E uygulanan grup. (0,28 mg/kg MP ve 200
mg/kg vitamin E + C) olmak {izere 4 gruba ayirmis ,4 hafta sonunda viicut ve buna bagli testis
agirhginda azalma oldugu gozlenmistir. Testislerde testikiiler sperm sayisinda anlamli
derecede azalma, bazi seminifer tiibiillerde spermatik hiicreler sayisinda azalma, intersitisyel

alanda 6dem, ve bazi seminifer tiibiillerde nekroz gézlenmistir (149).
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Biz de ¢alismamizda 28 giin siire ile 0,28mg/kg MP uygulanan ratlarda seminifer tiibiil
caplarinda azalma, seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicrelerde dokiilme, ve bazi seminifer
tiibiillerde nekroz gozlemledik. Yapmis olduguz calismadaki parametreler bu c¢alisma ile
uyumludur.

Sarabia ve arkadaslar1 bir OPI olan diazinonun akut ve subkronik uygulanmasi
sonucunda germinal epitel kalinliginda azalma oldugunu ve bu azalmaya melatonin koruyucu
etkisinin oldugunu gdstermislerdir (159).

Bizde yapmis oldugumuz calismada MP grubunda germinal epitel kalinligi anlamh
derecede diiserken MP+LKP grubunda epitel kalinliginda artis olmustur.

Bustos ve arkadaslar1 spermatogonium ve preleptoden spermatositler tizerindeki
apopitosu degerlendirerek organofosfatlarin etkilerini arastirmislar ve apopitotik hiicrelerin
anlamli derecede arttigin1 gostermislerdir (160).

Bu calismada, TUNEL degerlendirmesinde; MP grubunda spermatogoniyum ve
spermatositlerdeki apopitozun kontrol, sham ve LKP gruplarina gore anlamli bir sekilde
arttirdigini gordiik.

Son zamanlarda yapilan caligmalarda pestisitlerin olusturduklar1 toksik etkilerin,
iretilen serbest radikaller tarafindan meydana gelen oksidatif strese, memeli ve diger
organizmalarin ¢esitli dokularinda artan lipit peroksidasyonuna bagli olduguna dikkat
cekilmektedir (161,162). Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolayr membran ¢oklu
doymamis yag asitleri ile etkileserek peroksidasyonu baglatmaktadir.

Celik ve arkadaslar1 19 ve 38 mmol MP’yi 28 giin boyunca ratlarin icme suyuna
eklemisler ve ratlarin ¢esitli dokularindaki MDA diizeylerini dlgmiislerdir. 19 mmol eritrosit,
beyin, dalak dokularinda istatistiksel olarak anlamli bobrek ve kalp dokularinda da
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis oldugu gdsterilmistir, 38 milimol uygulanan
ratlarin beyin, karaciger bobrek kalp dalak dokularinda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu
gosterilmisdir (163). Kalender ve arkadaslarinin bobrek dokusu iizerinde yapmis olduklari
calismada 0,28 mg/kg MP’nin lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyinde
anlamli derecede artis oldugunu bildirmistir (164).

Biz de ¢alismamizda yapmis oldugumuz lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde
MP verilen grupta MDA diizeylerinde kontrol, sham, LKP gruplarna gore anlamli bir artig
oldugunu gordiik .

Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan SOD, GPx ve CAT enzimleri
serbest oksijen radikallerinin hasarina karsi en énemli defans mekanizmalarini olustururlar.

Normal kosullarda hiicrelerde bulunan hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin yikimini
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katalize eden GPx, lipid peroksidasyonunun baslamasini ve gelismesini engelleyen 6nemli bir
enzimdir (165,166).

Bu calismada MP uygulanmis testis dokusundaki GPx degerlerinin diistiiglinii
gozlemledik.

Celik ve arkadaslar1 19 ve 38 milimol MP ‘nu 28 giin boyunca ratlarin igme suyuna
eklemigler ve ratlarin ¢esitli dokularindaki SOD diizeylerini Ol¢miislerdir. Akciger ve
eritrositlerde SOD aktivitesinde azda olsa azalma oldugunu gostermislerdir (163).

Bu calismada MP uygulanmis testis dokusundaki SOD degerlerinin diistiiglinii
gozlemledik. Gilineya ve ark. 2007 yilinda yapmis olduklar1 c¢alismada MP’nin fallop
tiiplerinde MP’nin olusturmus oldugu hasar1 ultrastriiktiirel olarak degerlendirmis ve fallop
tiiplerinde susu hasar1 olusturdugunu gostermislerdir (2).

Akbarsha ve arkadaglar1 spermatozoa tlizerinde diazinon ve malathion’un olusturdugu
hasar1 ultrastriiktiirel olarak incelemis ve spermatozoa ince yapisinda hasara neden oldugunu
gostermistir (167).

Bu calismada; spermatogenik hiicre yapilarinda bozulma, niikleer membranda
diizensizlik, kromatin dagiliminda bozukluk, spermatogonyium hiicre baglantilarinda
gevseme, sertoli-sertoli hiicre baglantilarinda dejenerasyon, ayrica baz1 mikrograflarda Sertoli
hiicreleri ile spermatogenik hiicreler aralarindaki mesafenin genisledigi ve MP+LKP
grubunda LKP’nin koruyucu etkisi ile MP grubuna goére spermatogenik hiicre serilerinde
normal goriinim ve normal gOriinimli sertoli hiicreleri gozlendi, bunun yanisira bazi
tiibiillerde spermatogenik hiicre serilerinde bozukluklar da MP+LKP grubunda gézlenmistir.

Dogada 600’den fazla dogal cesidi bulunan karotenoidlerden biri LKP’dir (168).
LKP’ nin baslica kaynaklar1 domates ve bu sebzeden elde edilen ketcap, sos ve domates suyu
gibi tirtinlerdir (169). Ayrica karpuz, pembe greyfurt ve pembe kavun LKP iceren diger besin
kaynaklanidir. LKP g6giis kanseri, prostat kanseri gibi kanser tiirlerinde koruyucu etkiye
sahiptir(170).

Stahl ve arkadaglarinin 1998’de yaptiklar bir ¢aligmada, diyetle saglanan havug suyu
yada domatesin DNA tamir yetenegini artirict etkisi bildirilmistir(171). Yaping ve
arkadaslari’nin 2002’de yaptiklar1 bir ¢aligmaya gore, LKP singlet oksijen siipiiriicii, nitrojen
dioksit, siilfonil serbest radikallerini toplayici, lenfosit DNA’s1 ve hiicre zarlarindaki oksidatif
hasar1 engelleyici 6zellikleri oldugu bildirilmistir(172).

LKP’ nin ROS’a bagli olusan hasara kars1 koruyucu etkisi oldugu yapilan caligmalarla
gosterilmistir (8). Breinholt ve ark., ratlarda antioksidan ve ilag metabolize eden enzimler

iizerine LKP’in etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, LKP’in karacigerde SOD, GSH-Px ve
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GSH-rediiktaz aktivitelerini 6nemli derecede indiikledigi, CAT aktivitesi {izerine ise herhangi
bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir (173).

Atessahin ve ark. 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada sisplatinle olusturulmusg
testikiiler hasara LKP’in koruyucu etkisini arastirmiglar ve 4mg/kg LKP’in sisplatinin neden
oldugu seminifer tiibiil capinda azalma, germinal epitel kalinliginda artma gibi testikiiler
hasarlara LKP’nin koruyucu etkisinin oldugunu gostermiglerdir. Ayrica sisplatinin neden
oldugu MDA artisin1 LKP anlamli derecede diisiirdiigii yine yapilan ¢alismada gosterilmistir.
Antioksidan kapasiteyi gdstermek amaciyla testis dokusunda GPx diizeylerine bakilmis ve
sisplatine baglh azalan GPx miktarii LKP’in anlamli derecede arttirdigi gdsterilmislerdir
(174). Atessahin ve ark. 2006 yilinda yapmis oldugu baska bir ¢alismada adriamisin
kullaniminda testiste olusabilecek toksik hasara LKP’in koruyucu etkisini aragtirmislar ve 4
mg/ kg LKP’ nin testis dokusunda sperm motilitisende artigsa, adriamisin neden oldugu
seminifer tiibiil ¢apindaki azalmayi onledigi, seminifer tiibiil capinda artisa neden oldugu,
germinal epitel kalinliginda artis1 sagladigi ayrica yiikksek MDA diizeylerinde anlamli bir
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (175).

Bizde yapmis oldugumuz calismada MP maruziyeti sonucu olusan seminifer tiibiil
capinda azalma, epitel kalinliginda azalma gibi testikiiler hasara 4 mg/kg LKP’in anlaml
derecede koruyucu oldugunu gozlemledik. Ayrica yapmis oldugumuz calismada MP
grubunda MDA diizeyleri artmis ve MP+ LKP gruplarinda LKP etkisi ile MDA seviyelerinde
anlamli bir azalma tesbit edilmistir. Calismamiz da baktigimiz parametrelerden biri de GPx
seviyeleridir. MP gruplarinda diismiis olan GPx miktar1 MP+LKP gruplarinda anlamhi
derecede artmistir. SOD degerleri ise MP grubuna gore biiylik oranda yiikselmistir.

Bu c¢alismada, TUNEL degerlendirmelerinde; MP+LKP grubunda LKP etkisi ile
TUNEL pozitif spermatogoniyum ve spermatosit sayisinda MP grubuna gore anlamli bir

azalma meydana gelmistir.
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7. SONUC ve ONERILER:

Mp verilen grupta primer spermatogonium ve spermatositlerdeki DNA hasarina
ugrayan hiicre sayilar1 yiiksek bulunmustur. Bu da MP’nin testis iizerinde DNA hasarina
neden oldugunu kanitlamaktadir.

MP grubundan elde ettigimiz yiiksek seviyedeki MDA diizeyi ve diisiik seviyedeki
GPX ve SOD diizeyleri MP’nin oksidatif strese de neden oldugunun bir kanitidir.

Calismamizda kullandigimiz dozdaki LKP’ nin oksidatif stres parametreleri tizerine
anlamli derecede etkisinin oldugunu gordiik.

Gruplar arasindaki seminifer tiibiil ¢aplarimi karsilastirdigimizda MP ’nin seminifer
tiiblil caplarinda azalmaya neden oldugu sonucuna vardik. Calismamizda kullandigimiz
dozdaki LKP’in seminifer tiibiil cap 6l¢iimlerinde anlamli bir artisa neden oldugu ama yinede
tamamen bir genisleme olugsmadig1 gézlenmistir.

Calismamizda MP germinal epitel kalinliginda azalmaya, bazal membran kalinliginda
artiga, spermatogenetik hiicrelerde dokiilmeye, seminifer tiibiillerde nekroza neden olmustur.

Immunahistokimyasal olarak TUNEL ve Aktif KASPAZ-3 ITHC boyamalarinda MP
grubunda pozitif boyanan hiicre sayilarinin anlamli derecede arttirmistir. MP+LKP grubunda
ise LKP etkisi ile pozitif boyanan hiicre sayilarinda anlamli derecede azalma olmustur.

Ultrastriiktiirel incelemeler dogrultusunda seminifer tiibiil ince yapisinda MP’nun
hasara neden oldugu ve MP+LKP grubunda LKP’nin etkisine bagli bu hasarda azalma
gozlenmistir.

Calismamizda kullandigimiz dozdaki LKP testiste olusan toksik hasari anlamli bir
sekilde engellemis fakat tamamen ortadan kaldiramamustir.

Yukardaki sonuglar dogrultusunda, MP’nin diisiik dozlarada da, testis dokusunda toksik
etki sonucu hasara neden oldugunu gozlemledik. Bir ¢ok iilkede kullanim1 yasaklanmis olan
MP’nin tlkemizde de ‘kullanimi yasak olan insektisitler’ grubuna dahil edilmesi gerektigini
diistinmekteyiz.

MP+LKP grubunda gozlemledigimiz sonuglar dogrultusunda LKP’nin MP’nin
olusturdugu toksik hasar1 dnleyici etkisi oldugu gérdiik. Ozellikle Ege ve Akdeniz bdlgesinde
ve tim Tiirkiye’de bol miktarda kullanilan MP’nin toksit etkilerini en aza indirmek igin
domates ve tiirevlerinden elde edilen LKP’nin tiketiminin koruyucu oldugunu

diistinmekteyiz.
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