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OZET

Erigkin erkek farelerde 2,4 D-amin ile olusturulan testis hasar1 iizerine

melatoninin etkisi.

Dihidroksifenoksiasetikasit (2,4 D-amin), bitki Oldiirmede kullanilan bir
ajandir. 2,4 D-amin testikiiler hiicrelere hasar vererek erkek iireme
fonksiyonlarimi olumsuz yonde etkiler. Melatonin, pineal bezden salgilanan ve
antioksidan Ozellikleri iyi bilinen bir hormondur. Bu g¢alismada 2,4 D-amin
uygulanmis erkek farelerin testisleri tizerinde 2,4 D-amin’in olusturdugu hasarda

melatoninin etkisini incelemeyi amagladik.

Bu calismada toplam 28 adet eriskin Swiss-albino tiirii erkek fare kullanildi.
Deney hayvanlari; Kontrol grubu, 2,4 D-amin grubu, Melatonin grubu, 2,4 D-
amin+melatonin grubu olmak tizere toplam 4 gruba ayrildi. Bu deney
hayvanlarindan; kontrol grubuna 55 giin boyunca 3 giinde bir belirlenen dozda
distile su, 2,4 D-amin grubuna 55 giin boyunca 3 giinde bir 320 mg/kg 2,4 D-
amin, melatonin grubuna 55 giin boyunca 3 giinde bir tek dozda 10 mg/kg
melatonin, 2,4 D-amin+melatonin grubuna ise 55 giin boyunca 3 giinde bir 320
mg/kg 2,4 D-amin ve 55 giin boyunca 3 giinde bir 10 mg/kg melatonin
intraperitoneal yolla uygulandi. Deney hayvanlari deney siiresi sonunda anestezik
madde ile uyutuldu ve testis dokusu ornekleri Bouin soliisyonu igerisine alindi.
Ornekler rutin histolojik islemlerin ardindan bloklandi. Her bir bloktan 3 um kesit
alinarak Hematoksilen-Eozin ve Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen boyalariyla

boyandi ve mikroskobik incelemeleri yapildi.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore, kontrol grubundaki
farelerin testislerinde normal histolojik yapi, 2,4 D-amin uygulanmis farelerin
testislerinde yogun spermatogenetik hiicre hasari, 2,4 D-amin+melatonin verilen

grupta ise azalmis hiicre hasar1 gozlendi.



Sonugta, 2,4 D-amin’in erkek farelerin testisleri iizerinde toksisiteye yol
actig1, melatoninin ise 2,4 D-amin’in testislerde olusturdugu bu hasari azalttigi

goriildil.

Anahtar sozciikler: 2,4 D-amin, melatonin, fare, testis



SUMMARY

Effect of melatonin on testicular damage induced by 2,4 D-amine effect in

adult mice.

Dichlorophenoxy acetic acid (2,4 D-amine) used in herbicidal agent. 2,4 D-
amine negatively affects male reproductive functions by damaging testicular
cells. Melatonin is a hormone secreted by pineal gland with well-known whose
antioxidant properties. In this study, we aimed to investigate the effects of
melatonin on the damage induced by 2,4 D-amine of testicles of male mice.

In this study, a total of 28 adult male Swiss-albino mice were used.
Experimental animals were divided into four groups which were control group,
2,4 D-amine group, melatonin group, 2,4 D-amine+melatonin (55 days). Control
group this group was applied serum a determined dose SF was applied once a day
for 55 days into the control group. 2,4 D-amine group has been applied 320
mg/kg of 2,4 D-amine every 3 days for 55 days, Melatonin group was applied 10
mg/kg melatonin with a single dose every three days for 55 days. 2, 4 D-
amine+melatonin (55 days) was applied 320 mg/kg of 2,4 every in 3 days for 55
days and 10 mg/kg of melatonin every 3 days for 55 days intraperitoneally. At the
end of the experimental period all the groups were sacrificed anesthesia and testis
tissue samples were fixed in bouin solution, 3 mm sections were obtained from
each block and stained with Hematoksilin Eosin and Periodic Acid
Schiff+Hematoksilin staining and finally were investigated under the light

microscope.

According to the findings of the study, the normal histological structure of
testes of rats were observed in the control group, intense spermatogenic cell
damage in the testes of male rats treated 2,4 D-amine and decreased cell damage
in the 2,4 D-amine and melatonin treated group were.



In conclusion, it was observed that the 2,4 D-amine causes toxicity on male
mice testes, and melatonin reduces that damage of the 2,4 D-amine in the testes.

Keywords: 2,4 D-amine, melatonin, mice, testes
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1. GIRIS VE AMAC

Dihidroksifenoksiasetikasit-amin (2,4 D-amin) ilk kez bitki biiylime regiilatorii
olarak 1942 yilinda Zimmerman ve Hithoock tarafindan gelistirilmis ve herbisit olarak
1944 yilinda Hammer ve Tukes tarafindan kullanilmistir. 2,4 D-amin; asit, mineral tuz
ve ester seklinde formiile edilmistir. Ester yapisinda olanlar yag icerisinde; amin, tuz ve

asitler ise su igerisinde eritilir.

2,4 D-amin molekiil agirhigr: 266,1
Sudaki ¢oziintirligi: 3kg/1 (20°C)
Formiili: C10H13C2N03 (91)

2,4 D-amin bilesiklerden klorofenoksiler grubu iginde incelenen bir fenoksi
asittir. Biyolojik etkisi dikkate alindiginda “ksenobiyotikler” (xenobiotic=yalanci
biyolojik etkililer) grubunda incelenir. Ayrica bu herbisit portakal ajani (agent orange)

olarak da isimlendirilir (87).

Herbisitler hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, protein sentezi ve solunum gibi
bitki metabolizmasini diizenleyen hormonal dengeyi bozarlar. 2,4 D-amin yaklasik 50
yildir diinyada yaygin olarak kullanilan bir herbisittir ve bitki metabolizmasinda
gerceklesen enzim aktivitesi, niikleik asit sentezi, protein sentezi ve hiicre bdliinmesi

gibi bazi olaylar etkileyerek bitki gelisimini engeller (66).

2,4 D-amin’in seminal vezikiil iizerinde androjenik etkilere sahip olabilecegi ve
bu ¢evresel kirleticinin erkek iireme fonksiyonlarim1 olumsuz yonde etkileyebilecegi
ongorilmiistir (12). 2,4 D-amin’in aymi zamanda testikiiler hiicrelere hasar
verebilecegi, sperm hiicrelerinin tiikenmesine ve cesitli malformasyonlara neden

olabilecegi saptanmustir (93).

2,4 D-amin’in, amin ve ester formlarinin da testis agirliginin artmasina ve
testislerde atrofiye neden olabildigi Ongériilmistir (16). 2,4 D-amin; seminifer

tiibiillerde atrofiye, spermatogenik hiicre sirasinda bozulmaya, testis hasarina, tunika



albuginea’da ve seminifer tiibiil capinda azalmaya ve spermatogenik hiicrelerin liimene
dokiilmesine neden olmaktadir. Bu sonuglara gore, 2,4 D-amin testis dokusunda ciddi

histopatolojik hasarlara neden olmaktadir (66).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), pineal bez tarafindan sirkadiyan
ritim ile karanlikta salgilanan bir hormondur. Viicutta endokrin sistemin diizenlenmesi,
immun fonksiyonun arttirilmasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal

fonksiyonlarin baskilanmasi gibi bir¢ok fizyolojik islevlerde gorev alir.

Melatonin hormonu indolamine ailesinin bir {iyesidir ve onun elektron - donor
ozelliginden dolay1 gii¢lii bir antioksidan 6zelligine sahiptir. Melatonin hormonu, hem
yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zellige sahip oldugu i¢in, niikleus dahil hiicrenin her
organeline ulagabilir. Bu 0zellik, DNA’nin oksidatif hasara karsit korunmasinda,
melatonine bir TUstlinlilk saglamaktadir. Melatonin pineal bezden salgilanan ve
antioksidan ozellikleri iyi bilinen bir hormondur (42). Degisik yollarla toksik olan
oksijen ve nitrojen radikallerini yikar ve antioksidatif enzimleri uyarir (13). Melatonin
tireme sistemi tizerinde genel olarak inhibitor etkiye sahiptir (59). Epifiz bezi tarafindan
salgilanan melatoninin, gii¢lii bir serbest radikal siipiiriicii oldugu son zamanlarda

gosterilmistir (1).

Bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismanin amaci; erkek farelere verilen 2,4 D-amin
etken maddesinin, erkek farelerin testisleri {izerinde olusturdugu hasarin tespit edilmesi
ve bu siire boyunca verilen melatoninin bu hasar {tizerindeki koruyucu etkilerinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis’in Embriyolojisi

Yedinci hafta sonuna kadar dis genitallerin gelisimi, her iki cinste de birbirine
benzer. Cinsiyet farklilagmasi 9. haftada ortaya ¢ikmaya baglar ancak 12. haftaya kadar

dis genitallerin farklilagsmasi tam degildir.

12. haftanin baslangicinda, her iki cinste de kloakal membranin kraniyal ucunda
mezensim proliferasyonu sonucu genital tiiberkiil olusur. Daha sonra, kisa bir siire
icerisinde kloakol membranin her iki tarafindan labioskrotal sigkinlikler ve tirogenital
katlantilar gelisir. Genital tiiberkiil hizla uzar ve bir primordiyal fallus olusur. Altinci
haftanin sonunda, tiirorektal septum kloakal membran ile birlestiginde, kloakal
membran; dorsalde anal membrana ve ventralde iirogenital membrana bdliiniir.
Urogenital membran, iiretral katlantilara baglanmis, median bir oluk olan, iirogenital
olugun tabaninda yer alir. Anal membran ve lirogenital membran bir hafta sonra yirtilir
ve sirasiyla aniis ve tirogenital agiklik olusur. Disi fetuslarinda tiretra ve vajina, ortak bir

bosluk olan vestibiile agilir (62).

Farklanmamis dis genitallerin erkek yoniinde gelismeleri, fetal testisler
tarafindan iretilen testosteron hormonunun etkisiyle olmaktadir. Fallus, uzayip,
genislediginde, penisi olusturur; penisin ventral yiizeyinde, {irogenital katlantilar,
iirogenital olugun lateral duvarlarini olusturur. Urogenital oluk, iirogenital siniisiin fallik
parcasindan uzanan, iiretal plagin endodermal hiicrelerinin profilerasyonu ile ddsenir.
Penisin ventral yiizeyi boyunca, iirogenital katlantilar, birbirleriyle birleserek spongioz
iiretra’y1 olustururlar. Yiizey ektodermi, penisin median hattinda birleserek penil rafe’yi
olusturur, boylece spongioz iiretra penis icerisinde hapsedilir. Glans penis’in ucunda,
ektodermal kokenli ige dogru biiyiiyen, hiicresel bir kordon meydana gelir, bu olusum
penis kokiine dogru biiyiir ve spongioz iiretra ile birlesir. Bu hiicresel kordon kanalize
olarak, daha 6nce meydana gelen spongioz iiretraya baglanir. Bu sekilde, tretranin

terminal parcasi tamamlanir ve dis tiretral aciklik glans penis ucuna agilmais olur.



On ikinci haftada, glans penisin periferinde, sirkiiler bir ektodermal ige biiyiime
meydana gelir. Bu ige biiyiime, kanalize oldugunda, ortiicii bir deri katlanmasi olan,
prepus (6nderi) meydana gelir. Penisin, COrpus spongiozum ve corpora cavernosa
kisimlari, fallus mezensiminden gelisir. Labioskrotal siskinlikler birbirlerine dogru
biiyiiyerek sonugta birlesirler ve skrotum meydana gelir. Katlantilarin birlesme ¢izgisi,

skrotal rafe olarak acikga goriiliir (62).

Seks kromozom kompleksinde bir Y kromozomu tasiyan embriyolarda,
genellikle testisler gelismektedir. Testislerin gelisimi, koordineli bir seri genin

indiiksiyonu ile saglanir.

Kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktorler i¢in SRY geni,
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gormektedir.
Testis belirleyici faktor (TDF) primer seks kordonlarini uyararak, onlarin farklanmamis
gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak

birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece rete testis olusur.

Seks kordonlarinin kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten
sonra, ylizey epiteli ile olan baglantilari kaybolur. Dens tunika albuginea’nin gelisimi,
fetiiste testikiiler gelisim i¢in oldukca karakteristiktir. Genisleyen testis asamali olarak
dejenere olan mezonefroz’dan ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorchium ile asili hale

gecer. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testis’e farklanirlar.

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan
mezensimden ayrilirlar. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlari
(testosteron ve androstenedione) salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik
duktuslarin ve dis genitallerin maskiilin olarak farklanmasimi indiikte ederler.
Testosteron iiretimini insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder,
hormonun miktar1 8-12 haftalik peryot’ta en yiiksek degerine ulasmistir. Testosterona
ilaveten fotal testisler glikoprotein bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH) veya
miillerian inhibitor madde (MIM) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir.

Antimiillerian hormon, Sertoli hiicreleri (destek hiicreleri) tarafindan salgilanir,
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hormonun salinmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH,

paramezonefrik (miillerian) duktuslarin gelisimini baskilar.

Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar (yani, liimenleri yoktur)

puberteden itibaren liimen gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur;

1.) Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden

gelisirler.

2.) Spermatogonia, primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordial

germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fotal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde cogunlugu olusturur. Daha
sonraki gelisme sirasinda, testis’in ylizey epiteli diizlesir ve yetigkin testis’in dis
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuli’leri (duktuli efferentes)
olusturan 15-20 adet mezonefrik tibiiller ile devam eder. Bu duktuliler, duktus

epididimis’i olusturan mezonefrik duktus ile baglanirlar (63).

2.1.2. Testislerin inisi

Testislerin inisi asagidaki faktorlerle iliskilidir;

a.) Testislerin biiyiimesi ve mezonefrik bobreklerin atrofisi, testislerin posterior

abdominal duvar boyunca, kaudal yonde hareketine miisaade etmektedir.

b.) MIM ile uyarilan paramezonefrik kanallarin  atrofisi, testislerin
transabdominal olarak, derin inguinal halkalara dogru hareketini

saglamaktadir.

c.) Processus vajinalisin biiylimesi, testislerin inguinal kanal boyunca skrotuma

ilerlemelerinde rehberlik etmektedir.
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Yirmialtinc1 haftada, testisler posterior abdominal duvardan, retroperitoneal
olarak (peritonun disinda) derin inguinal halkalara dogru inerler. Testislerdeki bu
pozisyonel degisiklik, fetal pelvisin genislemesi ve embriyonun boyutlarinda uzama ile
birlikte olmaktadir. Testislerin transabdominal hareketleri, biiyiik oranda rolatif bir
harekettir, abdomenin kraniyal pargasinin, kaudal pargasindan uzaklagmasina baglidir.
Testislerin inguinal kanallar boyunca skrotuma inmelerindeki sebepler, cok az oranda
bilinmekle birlikte, bu durumun fotal testislerce iiretilen androjenlerle kontrol edildigi
kabul edilmektedir. Testislerin inisinde gubernakulumun rolii kesin degildir.
Gubernakulum, baslangigta processus vaginalisin, inguinal kanallari olusturmalar
sirasinda, processus vajinalise, anterior karin duvart boyunca bir yol olusturur.
Gubernakulum ayni zamanda, testisi skrotuma baglar ve testisin skotuma iniginde
rehberlik yaptig1 kabul edilir. Testislerin inguinal kanala ge¢isinde ayn1 zamanda, karin
ici organlarin biiylimesine bagli olarak, intraabdominal basing artisinin da rol oynadigi

distiniilmektedir.

Testislerin, inguinal kanallardan skrotuma inisi, genellikle 26. haftada baslar ve
2-3 giin devam eder. Testisler, periton ve processus vajinalis disindan gegerler. Testisler
skrotuma girdikten sonra, inguinal kanal, spermatik kord etrafinda kasilir. Terminde
dogmus yeni doganlarin % 97’den fazlasinda, her iki testis de skrotum igerisinde

bulunur. Dogumdan sonraki ilk {i¢ ay igerisinde, inmemis testislerin ¢ogu skrotuma iner.

Testislerin skrotuma inis sekli, duktus deferensin nigin iireteri anteriordan
caprazladigini ve testikiiler kan damarlarinin seyrini agiklamaktadir. Testikiiler
damarlar, testisler posterior abdominal duvar seviyesinde iken olusurlar. Organlar,
skrotuma inisi sirasinda, duktus deferensi ve damarlar1 da beraberinde tasirlar. Testis ve

duktus deferens asag indiklerinde, karin duvarinin fasiyal uzantilar ile sarilirlar.

Transvers fasiyanin uzantisi, i¢ (internal) spermatik fasiya’y1 olusturur.

Internal oblik kas ve fasiya uzantilari, kremasterik kas1 ve fasiya’yr meydana
getirir.
Eksternal oblik aponevroz uzantilari, eksternal spermatik fasiya’y1 olusturur.
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Skrotum igerisinde, testis, processus vajinalisin distal ucu igerisine dogru uzanir.
Perinatal donem sirasinda, processus vajinalisin baglayici sapi, genellikle oblitere olur

ve testisle iliskili, izole bir peritoneal kese olan, tunika vajinalis olarak kalir (64).

2.2. Testis’in Anatomisi

Testis ovalimsi bir organ olup scrotum i¢inde funiculus spermaticus’a asilidir.
Genellikle sol testis saga gore daha asagidadir. Testisler, tunica albuginea denilen sert
bir kilifla ortiilidiir. Testisler sperm (spermatozoa; erkek tireme hiicreleri) ve ozellikle
testosteron hormonu iiretirler. Spermler, kisa diiz borucuklarla (tubuli seminiferi recti)

rete testis’e baglanan tubuli seminiferi contorti’lerde olusur.

Herbir testis’in yiizeyi funiculus spermaticus ve epididymis’e tutundugu yer harig
tunica vaginalis’in lamina visseralis’i ile ortiiliidiir. Tunica vaginalis, kismen testisi
orten kapali bir periton kesesi olup embriyonik processus vaginalis’in kapanan distal
artigidir. Tunica vaginalis’in lamina visseralis’i testis, epididymis ve ductus deferens’in
alt boliimiinli sarar. Tunica vaginalis’in yarik seklindeki siniis epididimis’i corpus
epididimis’i ile testisin posterolateral yiizeyi arasindadir. Tunica vaginalis’in lamina
parietalis’i, fascia spermatica interna’ya komsu olup lamina visseralis’ten daha g¢ok
yayilir ve yukarida funiculus spermaticus’un distalde kisa bir boliimiinii 6rter. Sinus
vaginalis’teki az miktardaki sivi parietal ve visseral yapraklari birbirinden ayirarak

testis’in scrotum iginde serbestge hareketini saglar (Sekil 1).
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Sekil 1. Testis’in anatomik yapisi (24)

2.2.1. Testis’in damar ve sinirleri

A.testicularis, a.renalis’in hemen altinda olarak aorta abdominalis’ten orijin alir.
M.psoas major’un 6niinde olarak asagiya dogru ilerleyen a.testicularis, anulus inguinalis
profundus’tan gecerek funiculus spermaticus’a katilir. Margo posterior’dan testis
dokusu i¢ine giren a.testicularis, mediastinum’da bir¢ok dala ayrilir. Bu dallar septula
testis’leri izleyerek dagilirlar. A.testicularis’in a.ductus deferentis, a.cremasterica ve

aa.pudendae externae’lerle zengin anastomozlari vardir.

Testis’in vendz kanini direne eden venler once plex.pampiniformis’i olustururlar.
Bu pleksustan ¢ikan 2 ven daha sonra birleserek tek bir v.testicularis olustururlar.

V.testicularis sagda v.cava inferior’a, solda v.renalis’e dokiilir. % 8 olguda sag



v.testicularis de v.renalise direne olur. V.testicularis’in vv.scrotales posteriores,

vv.pudendae externae ve vv.cremastericae ile anastomozlari vardir.

Testis lenfasi 4-8 damar halinde funiculus spermaticus ic¢inde olarak nodi

paraaortici’e ulasir.

Testis otonom sinirlerle innerve edilir. Sempatik ve parasempatik lifler plexus
testicularis’t olustururlar. Plexus testicularis’e ait sinirler a.testicularis ve a.ductus
deferentis’ler etrafinda olarak testis’e ulasir. Sempatikleri med.spinalis’in  Tyo-12

segmentlerinden, parasempatikleri ise n.vagus’tan orijin alir (88).

2.3. Testis’in Histolojisi

Erkek iireme sistemi haploid erkek gametin (spermatozoa, tekil spermatozoon
veya sperm) devamli {iretimi, beslenmesi ve gegici olarak depolanmasindan; erkek seks

hormonlarinin (androjenler) sentezi ve sekresyonundan sorumludur.

Erkek iireme sistemi; sperm lreten ve sentezleyen ve androjenleri salgilayan
testislerden; disariya spermatozoa taginmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini
olusturan epididimis, vaza deferens, ejekiilatuar kanal ve erkek iiretrasinin bir
parcasindan; salgilar1 semen Kkitlesini olusturan ve ejekiile spermatozoaya besinler
saglayan aksesuar bezler seminal vezikiil, prostat bezi ve bulbo fiiretral bezlerden ve

erektil dokudan olusan ciftlesme organi penisten olusur (12, 66, 84, 87, 91) (Sekil 2).
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Sekil 2. Testis’in anatomik ve histolojik yapist (20)

Testis, epididimis ve vaza deferensin baslangi¢ kismi tunika vajinalis denilen
mezotelyum doseli boslugu igine alan deriyle kapli bir cep olan skrotal kese i¢cinde yer
alirlar (44).

2.3.1. Testisler

Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir
kapsiil ile ¢evrilidir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum
testis ad1 verilen yapiy1 olusturur. Buradan bezin igine giren fibroz uzantilar (Septum),
bezi testis lobguklari/bélmeleri denilen yaklasik 250 adet piramidal bélmeye ayirir. Bu
uzantilar kesintisiz degildir ve ¢ogunlukla bolmeler birbiriyle baglantilidir. Her lobiilde
gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol
miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri adi verilen interstisyel
hiicreleri igerir. Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlari

iiretirken, interstisyel hiicreler de testis androjenleri salgilar.
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2.3.2. Seminifer tiibiiller

Her bir seminifer tiibiil yaklasik 150-250 mm ¢apinda ve 30-70 cm uzunluktadir,
karmasik yapida ¢ok katli bir epitel ile doselidir. Bir testisteki tiibiillerin toplam
uzunlugu 250 m civarindadir. Kivriml tiibiiller bir sebeke olustururlar. Bu sebekedeki
her tiibiil baslangigta kor ugludur ve dallara ayrilir. Her bir tiibiil sonlanirken liimen
daralir ve diiz tiibiiller yada tubuli rekti adiyla bilinen kisa segmentler halinde siirer. Bu
diiz tiibiiller, seminifer tiiblillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin
olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Mediastinumun bag dokusunda bulunan
rete, 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanmistir. Seminifer
tiibiiller bir fibr6z bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal

ya da seminifer epitelden olusur.

Seminifer tiibiilii saran fibroz tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan
olugsmustur. Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en igteki katman diiz kas 6zellikleri

gosteren yassilasmis miyoid hiicrelerden olusur.

Epitel iki tip hiicreden meydana gelmektedir: Sertoli ya da destek hiicreleri ve
spermatogenik seriyi olusturan hiicreler. Spermatogenik seri hiicreleri, bazal lamina ve
tiibiil liimeni arasii dolduracak 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir. Bu hiicreler birkag
boliinmeden sonra farklilasir ve spermatozoonlart olustururlar. Bunlar erkek germ
hiicrelerinin siirekli farklilagma siirecindeki ¢esitli evrelerde bulunabilirler. Baglangigtan
bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu fenomen {i¢ faza ayrilabilir:
Spermatositogenez  (Sperma;tohum-+kytos;hiicre+genesis;iiretim) olarak adlandirilan
evrede spermatogonyumlarin béliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler
meydana gelir. Spermatositlerin ardi ardina iki boliinme gegirerek kromozom
sayilarinin ve DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya diisiiriilmesi sonucu
gerceklesen ve spermatidlerin olustugu evre mayoz adini alir. Spermiyogenez ise
spermatidlerin 0zenli bir hiicre farklilagsmasi1 siireci gecirerek spermatozoonlari

olusturdugu safhadir.
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Spermatogenez, bazal laminanin hemen {iistiine yerlesmis bir germ hiicresi olan,
spermatogonyum ile baglar. Bu, yaklasik 12 mm ¢apinda, nispeten kii¢iik bir hiicredir ve
niikleusu soluk boyanan kromatin igerir. Seksiiel olgunlasmada bu hiicreler bir seri
mitoz gegirirler ve yeni olusan hiicreler iki yol izleyebilir; bir ya da daha fazla mitotik
boliinmeden sonra farklilasmamis kok hiicreler olan tip A spermatogonyumlar
(spermat+Yun, gone, nesil) olarak devam ederler ya da siiregelen mitotik sikluslar

boyunca farklilasarak tip B spermatogonyumlar1 olustururlar.

Tip A spermatogonyumlar spermatogenik serinin kok hiicreleridir. Tip B
spermatogonyumlar ise primer spermatositlere farklilasan Onciil (progenitor)
hiicrelerdir. Olusmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayotik bodliinmenin
profazina girerler. Bu sirada primer spermatositin 46 kromozomu vardir ve DNA’s1 da 4
N’dir. Bu profazda, hiicreler dort faz-leptoten-zigoten-pakiten ve diploten gegirerek
diakinez safhasina ulasirlar ve sonugta kromozomlar ayrilir. Genlerdeki “crossing over”
mayozun bu safhalarinda olusur. Daha sonra hiicre metafaza girer ve kromozomlar takip
eden anafazda her bir kutba dogru giderler. Bu bdliinmede profazin yaklagik 22 giin
dolayinda bir siire almasi nedeniyle incelenen hiicrelerin biiyilk ¢ogunlugu bu fazda
goriiliirler. Spermatogenik seride en biiyiik hiicreler primer spermatositlerdir, bunlar
niikleuslarinda kangal yapma siirecinin degisik sathalarinda kromozomlarin bulunmasi

ile taninirlar.

Birinci mayotik boliinmeden sonra sekonder spermatositler denilen ve yalnizca
23 kromozom igeren daha kiicilik hiicreler olusur. Bu sayica azalma her hiicredeki DNA
miktarmin eksilmesi ile birlikte olur. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin
gozlenmesi zordur, ¢linkii bunlar interfazda kisa siire kalan ve ¢abucak ikinci mayotik
boliinmeye giren hiicrelerdir. Sekonder spermatositlerin boliinmesi spermatidlerin
olugsmasina yol agar; bunlar 23 kromozom igerir. Birinci ve ikinci mayotik boliinmeler
arasinda spermatositlerde S fazi (DNA sentezi) goriilmedigi i¢in ikinci boliinmeden
sonra her bir hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid hiicreler meydana gelir.
Boylece, mayotik siirecin sonunda haploid sayida kromozomlara sahip hiicreler olusur.

Fertilizasyonla bunlar normal diploid sayiya donerler. Hiicre boliinmesindeki

12



indirgeyici islev sebebiyle mayotik siire¢ kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit, belirli bir

miktarda kalmasini saglar (13).

2.3.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatozoon iiretiminin son asamasi ve spermatidlerin, erkek
DNA’sim1 ovuma aktarmak i¢in son derece Ozellesmis hiicreler olan spermatazoona

dontigsme stirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gergeklesmez.

Spermatidler, kiigiik boyutlar1 (7-8 Mm ¢apta), yogunlasmis kromatin bolgeleri
iceren niikleuslar1 ile ayirt edilebilirler. Seminifer tiibiillerde liimen yakininda
yerlesmislerdir. Spermiyogenez, akrozom olusumunu, cekirdek yogunlagsmasini ve
uzamasini, kamgr gelismesini ve sitoplazmanin biiyiik bir bolimiiniin kaybolmasini
iceren karmasik bir siirectir (Sekil 3). Sonugta, daha sonra seminifer tiibiil liimenine

birakilan olgun spermatozoon olusur. Spermiyogenez li¢ evreye ayrilabilir.
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Sekil 3. Spermin yapist (24)
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Golgi Fazi

Spermatidin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda yer alan belirgin bir golgi
kompleksi, mitokondriyumlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazma
retikulumu tiibiillerini igerir. Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan PAS - pozitif
kiigiik grantiller golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek zarla sinirli bir
akrozom vezikiiliiniin i¢inde yer alan tek bir akrozom graniilii olustururlar. Sentriyoller
go¢ ederek, olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma
yerlesirler. Kamg¢1 aksonemi olusmaya baslar, sentriyoller yeniden ¢ekirdege dogru gog

ederken hareket ettik¢e aksonem bilesenleri ¢evresine sartlir.

Akrozomal Evre

Akrozom vezikiilii ve graniilli, yogunlasan cekirdegin 6n yarisin1 kaplayacak
sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom admni alir. Akrozom, hiyaliironidaz,
noraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik
enzimler igerir. Akrozom bu yiizden Ozellesmis bir lizozom gibi islev goriir. Bu
enzimlerin, oositleri ¢cevreleyen korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve zona
pellusiday1 sindirdigi bilinmektedir. Spermatozoonlar bir oositle karsilastiginda,
akrozomun dis zar1 bir¢ok bolgede spermatozoonun plazma zar ile kaynasarak akrozom
enzimlerinin hiicre disina bosalmasini saglar. Bu islem akrozom reaksiyonu olarak

bilinir ve dollenmenin ilk basamaklarindan biridir.

Spermiyogenezin bu evresinde, spermatid seminifer tiibiiliin tabanma dogru
yonelir ve aksonem liimene dogru uzanir. Ayrica, ¢ekirdek uzar ve daha yogun bir hale
gelir. Ayn1 zamanda sentriyollerden biri geliserek kamgiy1 olusturur. Mitokondriyumlar
da kame¢inin proksimal kismi etrafinda toplanarak orta parga adi verilen kalinlagmis
bolgeyi olusturur. Bu bolge, spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagini olusturur.
Mitokondriyumlarin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ile ilgili ve
enerji tliiketimi yliksek olan bolgelerde yogunlagmasinin baska bir 6rnegini olusturur.
Kamg1 hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir

proteinin etkilesmesi sonucunda olusgur.
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Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve

spermatozoonlar tiibiiliin liimenine birakilirlar (40).

Matiirasyon Fazi

Geriye kalan artik sitoplazma, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve

spermatozoonlar tiibiiliin liimenine dogru salinirlar.

Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen
ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki
kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle
spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi
sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda 6nemli
bir rol oynar. Bu ayrint1 asagida agiklanan seminifer epitel siklusunu anlamakta 6nemli
bir rol oynayabilir. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik

kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur.

Testislere deneysel *H-timidin enjeksiyonu ile goniilliiler iizerinde yapilan
aragtirmalarda insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki
stirenin yaklasgik 64 giin oldugu gosterilmistir. Siirecin yavas olmasinin yanisira,
spermatogenez, es zamanli olarak her seminifer tiibiilde ayn1 anda gergeklesmez; bu
olay bir dalgalanma bi¢iminde olur. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli
bir sathasinin izlendigi seminifer tiibiillerin diizensiz goriiniimiinii agiklar. Aym
zamanda neden seminifer tiibiillerin baz1 bolgelerinde spermatozoonlar bulundugu halde
diger bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir. Seminifer epitel
siklusu germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki gériinlimii arasinda olusan
matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. insanda her bir siklus yaklasik 16+1 giin

stirer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter (64+4,5 giin) (40).
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2.3.5. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri testislerin islevi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu hiicreler
spermatogenez serisindeki hiicreleri saran uzun, piramidal hiicrelerdir. Sertoli
hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, tepe kisimlari ise ¢ogunlukla seminifer
tibiilin limenine wuzanir. Isik mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini
cevreleyen cok sayida yan uzanti nedeniyle, Sertoli hiicresinin sinirlari iyi belirlenemez.
Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin ¢ok sayida diiz endoplazma
retikulumu, az graniillii endoplazma retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok
sayida mitokondri ile lizozomlar icerdigi gosterilmistir. Siklikla iiggen bigiminde olan
uzamis c¢ekirdeginde c¢ok sayida girinti, belirgin cekirdek¢ik ve az miktarda

heterokromatin bulunur.

Yan yana bulunan Sertoli hiicreleri, hiicrenin alt yan yiizlerinde engelleyici siki
baglantilarla birbirlerine tutunarak kan-testis bariyerini olustururlar.
Spermatogonyumlar, bu bariyerin altinda yer alan bazal bélmede yerlesmistir.
Spermatogenez sirasinda, spermatogonyumlarin boliinmesi sonucu olusan bazi hiicreler
bu baglanti noktalarindan bir sekilde gegerek, bariyerin iizerinde yer alan adluminal
bolmeye ulasirlar. Spermatositler ve spermatidler, bariyerin iizerinde Sertoli
hiicrelerinin yan ve iist kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin
kamg¢1 kuyruklar1 gelistikge, bunlar Sertoli hiicrelerinin {ist u¢larindan ¢ikan sacaklar

halinde goriiliirler (13) (Sekil 4).

16



Intersttial cels

Sekil 4. Sertoli hiicresi ve spermatogenik seri hiicreleri (24)

Sertoli hiicreleri “aralik baglantilar1™ (gap junction) ad1 verilen birlesmelerle de
baglanmaistir; bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir. Bu da, yukarida
sOzii edilen seminifer epitel dongiisiiniin iligkilerinde 6nemli olabilir.

Sertoli hiicrelerinin birkag islevi vardir;

1-) Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesinin diizenlenmesi. Yukarida anlatildigi gibi spermatogenez serisindeki
hiicreler birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanmislardir. Bu hiicre agi, Sertoli
hiicrelerinin  yaygin sitoplazmik dallanmalar1 ile fiziksel olarak desteklenir.
Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan-testis bariyeri ile kan
dolasimindan yalitildigr igin, bu spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve
metabolitlerin alinip verilmesinde Sertoli hiicrelerine bagimlidir. Sertoli hiicrelerinin

olusturdugu bariyer gelisen sperm hiicrelerini bagisiksal saldiridan da korur.
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2-) Fagositoz. Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar

tarafindan fagosite edilir ve sindirilir.

3-) Salgilama. Sertoli hiicreleri siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve spermlerin taginmasi i¢in kullanilan bir sivi salgilar. Androjen-
baglayic1 protein iiretimi folikiil uyarict hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda
Sertoli hiicreleri tarafindan gergeklestirilir ve seminifer tiibiil icinde spermatogenez icin
gerekli olan testosteronun yogunlastirilmasini saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu
ostradiole gevirebilir. Bu hiicreler ayni1 zamanda, 6n hipofiz bezinden FSH sentezini ve

salgilanmasini 6nleyen inhibin adi1 verilen bir peptid salgilar.

4-) Anti-Miillerian hormon iiretimi. Ayrica Miiller kanalin1 baskilayici hormon
olarak da adlandirilan ve donistiiriicii bilyiime faktori ailesine iiye bir glikoprotein olan
bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller kanallarinin gerilemesini

saglar. Testosteron ise Wolf kanallarindan kdken alan yapilarin gelismesini saglar.

5-) Kan-testis bariyeri. Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir
bariyerin bulunmasi, testis sivisinda kandan gelen ¢ok az madde bulunmasina yol agar.
Testis kapilleri pencereli tiptedir ve biiylik molekiillerin gegisine izin verir.
Spermatogonyumlar kanda bulunan maddelere kolayca ulasabilir. Ancak, Sertoli
hiicreleri arasinda bulunan engelleyici baglantilar, bir bariyer olusturarak biiylik
molekiillerin Sertoli hiicreleri arasindaki bosluga tasinmasini engeller. Boylece,
spermatogenezin daha ileri asamalarindaki germ hiicreleri, kandaki zararli maddelere

karst korunmus olur.

6-) Inhibin B iiretimi. Inhibin B hipofizdeki FSH iiretimini engeller (13)

2.3.6. Interstisyel doku

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki bosluklar bag dokusu birikintileri, sinirler,

kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapiller pencerelidir ve kan
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proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce gecmesine miisaade ederler.interstisyel
alandaki lenf damarlariin olusturdugu yogun sebeke, bu organdan alinan interstisyel
siv1 ile lenf stvisinin bilesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu ¢esitli tipte
hiicreler igerir; bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast
hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Piiberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir,
bu yuvarlak ya da poligonal sekilli olan ve merkezi bir niikleusu ve kiigiik lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid
salgilayan hiicre Ozelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin interstisyel ya da Leydig
hiicreleridir. Bu hiicreler, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu firetirler. Testosteron sentezi mitokondri ve diiz endoplazma
retikulumunda bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre organelleri arasi igbirligine

bir 6rnek olusturur.

Interstisyel hiicrelerin hem aktivitesi ve hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara
bagldir. Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon maternal
kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlar1 iireten bol miktardaki fetal testikiiler
interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklilagmada erkek
genital organlarinin gelismesi i¢in gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreler
hamileligin 4 " ayma kadar tamamen farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra
testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik
boyunca ve hipofizden salinan luteinizan hormon uyarimi altinda testosteron sentezini

yeniden yapmaya basladiklar1 prepubertal doneme kadar dinlenmede kalirlar (13).

2.3.7. Testisin histofizyolojisi

37°C olan viicut i¢i sicakligmin altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regiilasyonunda 1s1 ¢ok Onemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35°C’dir, bu birkag
mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus herbir testikiiler arterin etrafini
sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir karsi 1s1 akimi saglar. Diger
faktorler; skrotumdaki terin buharlasmasi ile 1s1 kaybi ve spermatik kordondaki
kramester kaslarin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal

kanallara ¢ekilmesidir (13).
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2.3.8. Kan-testis bariyeri

Kan ile seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi testikiiler
siv1 i¢gine kandan ¢ok az maddenin ge¢mesini agiklar. Erkek germ hiicrelerinin kandan
gelen zararli ajanlara karst korunmasinda 6nemli olan bu bariyer, Sertoli hiicrelerinin

arasindaki tikayici baglantilar ile olusturulur.

Spermatogonyal hiicrelerin farklilagmasi1 sperme &zgli proteinlerin ortaya
cikmasi yol agar. Seksiiel olgunlagsmanin, immiinolojik yetenegin gelismesinden uzun
bir slire sonra ortaya ¢ikmasi sebebiyle farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci
olarak algilanabilir ve germ hiicrelerinin Sliimiine sebep olabilecek bir immun yaniti
tesvik edebilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve immun sistem arasinda
olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldiracaktir. Bu bariyer seminifer
tiibiillere immunglobulinlerin gegmesini 6nler ve bu sayede serumlarinda ¢ok yiiksek
diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu
goriilmez. Sertoli hiicre bariyeri boylece seminifer epiteli bir otoimmiin reaksiyondan

korunmus olur (13).

2.4. Dihidroksifenoksiasetikasit-amin=CgHgCl,03

2.4.1. 2,4 D-amin’in fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri

2,4 D-amin beyaz-sari renkte pul, toz, kristal ve katt madde halinde bulunabilir,

fenolik aromaya sahiptir (92). Fenoksiherbisitler, ticari preparatlarda amin, ester ve

tuzlan tiirevlerinde bulunabilirler. Bununla beraber etkin maddesi serbest asit formudur

(41, 80).
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Tablo 1. 2,4 D-amin’nin fiziksel ve kimyasal &zellikleri(44).

Molekiil Formiilii C10H13C;NOs
221.04 g/mol
Molekiil Agirlig
900 mg/L

Suda Coziiniirligi

138°C

Erime Noktas1
160 °C

Kaynama Noktasi

Omm Hg (20°C)
Buhar Basinci 1.4x10-7mm Hg (25°C)

2.3
pKa
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2.4.2. 2,4 D-amin’in absorbsiyonu, dagilimi, atilimi

2,4 D-amin gastrointestinal bolge tarafindan iyi bir sekilde absorbe edilmektedir. Bu
bilesiklerin akcigerler tarafindan emilmesi daha diistik seviyededir. Deriden emilimi ise
minimum miktarlarda olur. 2,4 D-amin’in akciger ve deriden bilesikleri absorblanabilir.

Klorofenoksi bilesiklerinin yag yapilarda birikiminden anlamli bir sekilde s6z edilmez.

Alti-sekiz saat arasinda 1 mg/kg 2,4 D-amin uygulanan domuzlarin kan, karaciger,
bobrek ve akcigerlerinde ve siganlarin dalaklarinda 2,4 D-amin birikimi gozlenmistir.
Kas ve beyinde ise diisiik seviyede goézlenmis olup aradan 24 saat gegtiginde ise
dokularda ilaca rastlanmamustir. Sadece alt1 giin daha eser miktarda hayvanlarin laktaz
asidinde gozlenebilmektedir. 2,4 D-amin siganlarda ve domuzlarda dogrudan plasentaya
gecer. Sicanlarin uterus, plasenta, fetus ve amniyonik sivilarinda % 20 oraninda 2,4 D-
amin maddesi tespit edilmistir. Tavuklarin yumurtalarinda diisiik seviyelerde gozlenir
(26). 2,4 D-amin gogu tiirde oral doz uygulamasindan sonraki 8 saat i¢inde yiiksek
plazma konsantrasyonuna ulagsmaktadir (25). 2,4 D-amin'in 5 mg/kg viicut agirlik
dozunun verildigi insanlarda emilimi tam ve hizhidir. Plazmada yiiksek seviyenin, bir
caligmada 4 saatten sonra meydana geldigi belirtilirken, benzer bir ¢caligmada da 7 saat
icinde meydana geldigi belirtilmistir (50, 77). Gebe memelilerde herbisitin tek dozunun
% 17’si plasentaya gegerek embriyoya ulasabilmektedir (53).

Sonug olarak; 2,4 D-nin’in gastrointestinal sistemden iyi bir sekilde emildigi,

bilesiklerinin ise akciger ve deriden daha kolay emildigi bildirilmistir (41).

2.4.3. 2,4 D-amin’in iiretimi ve tiiketimi

Diinya’nin her yerinde yaygin olarak kullanilan herbisitlerin tiikketim miktarlari, her
tarafta toksik etkilerinin artmasi nedeniyle, gelismis iilkelerde azaltilirken, diger

tilkelerde ekonomik tercihler sonucu kullanimi biiyiik boyutlara ulagmaktadir.
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Otuz bin ton olarak tahmin edilen diinyanin yillik 2,4 D-amin tiiketimi, tiiketilen
toplam herbisitin onda biridir. Ingiltere’de 1975 yilinda iiretilen 2,4 D-amin miktar1 bes
bin tona ulasmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde, sadece 1981 yilinda ii¢ yiiz bin ton

herbisit tiikketilmistir. Yillara gore artis tirkiitiictidiir.

Ulkemizde de kullanimi fazladir. Kayitlara gore sadece Sivas’ta 1986-1987
yillarinda yaklagik 120 ton 2,4 D-amin tiiketilmistir (65).

2,4 D-amin’in prostat kanser hiicre kiiltiirlerinde androjenik etki gosterdigi
bildirilmistir. Tarimda 2,4 D-amin spreyleyici olarak c¢alisan erkeklerde zaman

igerisinde azospermi, nekrospermi ve teratospermi gelistigi bildirilmistir (10).

2.4.4. 2,4 D-amin’in kullanim alanlart

2,4 D-amin; amin tuzlari, alkali metal tuzlari ya da esterleri gesitli bigimlerde
meralarda, ¢cimlendirme ve golf alanlarinda, parklarda ve hububat etkili yerlerde zararl
genis yaprakli otlara karsi o6ldiirme, orman ve agaclandirma bolgelerinde zararh
bitkileri, calilar1 ve sagliksiz agaclar1 baskilama amaciyla kullanilmaktadir. Graniiler 2,4
D-amin su herbisiti olarak goéllere, havuzlara ve sulama kanallarina uygulanmaktadir.

Cok kiigiik dozlarda bahgecilikte biiyiime diizenleyicisi olarak yararlanilmaktadir (48).

2.4.5. 2,4 D-amin’in dogada izledigi yol

2,4 D-amin havada, suda, toprak iizerinde ve bitki yiizeylerinde fotolizis sonucu
bozulmaya ugrar. Topraktaki 2,4 D-amin, hizli bir sekilde hidroliz olmakla birlikte;
plazmitler aracilig1 ile oldugu kanitlanan mikrobik yikimi da artik bilinen bir gercektir.
Suda dort aya kadar bozulmadan kalabilen 2,4 D-amin burada en ¢ok fotolizis ile
bozulmakta, anaerobik sartlarda mikrobik yikima ugradig: ileri siiriilmektedir. 2,4 D -
amin’nin sulu ¢ozeltileri fotodekompozisyona ugradigi zaman son oksidasyon iiriinii

karbondioksittir (11, 17, 18, 48, 71).
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2,4 D-amin’in bitkilerdeki metabolizmasi: yan zincirin indirgenmesi,aromatik zincirin
hidroksilasyonu ve bitkinin kendi bilesenleri ile konjugasyonu bi¢iminde {i¢ mekanizma

ile olur (30, 31, 48, 56).

2.4.6. 2,4 D-amin’in insanda biyolojik yari omrii

Bireysel farkliliklar yaninda, ¢ok c¢esitli ¢evresel faktorler de 2,4 D-amin’in viicutta
alikonmasini etkiler. 2,4 D-amin’in tek oral dozlari igin, kan plazmasindaki biyolojik
yart Omrii yaklasik bir giin olarak ardisik dozlarda ise ortalama 42 saat olarak
bulunmustur (48, 77).

2.4.7. 2,4 D-amin’in canlilar iizerine etkileri

Belirli peryotlarda kuyruklart 2,4 D-amin tiirevi kimyasal bilesiklerin ¢6zeltilerine
batirilan fareler 6lmiislerdir; bu da oldukga etKili bir dermal emilimini isaret eder (19,

36).

2,4 D-amin’in 335 mg/litre plazma diizeyi insanlarda hi¢ bir zehirlenme belirtisi
gostermezken, genel olarak 447-826 mg/litre plazma diizeyi arasinda oldiiriicli oldugu

haber verilmektedir (4,28).

Bu kimyasalin yiiksek derisimlerinin ratlarda diisiik viicut agirligina neden oldugu,
ayrica gebe memelilerde yapilan tek doz denemelerinde, azimsanamayacak bir oranda

plasentay1 gegerek fetlise ya da embriyoya ulastig belirtilmistir (14).
Bu herbisit ile siddetli zehirlenmis hayvanlarda kan beyin bariyerinin kismen

bozuldugu ve birikimine bagl olarak depresyona neden oldugu ileri siiriilmektedir.

Arka bacaklarda gozlenen yari felg¢ durumu miyotoksik etkisine isarettir (29).
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Gebe farelere 124 mg/kg 2,4 D-amin viicut agirligi dozu her giin verilirse yavrularda
yarik damaga neden olur ayrica 1 mm/kg viicut agirligi dozu fotal agirligr azaltirken,
fetiis 6limini de artirir. Bu bulgular teratojenik ya da fetotoksik oldugunu destekler

goriinmektedir (73).

Karaciger, bobrek ve iireme sisteminde islevsel bozukluklar, periferal sinir
sisteminde ve dolasim sisteminde anormallikler, merkezi sinir sisteminde
elektroensefalografik degismeler, suursuzluk ile birlikte 6zgiin belirtiler 2,4 D-amin ile

etkilesen bireylerde rastlanmistir (34).

Zorunlu ya da rastlantt ile uzun siire herbisitle karsi karsiya kalan insanlarda
istatistiksel olarak yumusak doku sarkomlarinin ve karin bolgesi kanserlerinin goriilme

oraninin arttigt bulunmustur. Ayrica kromozomal bozukluklar gorildigi de
belirtilmektedir (43, 69).

Herbisit 2,4 D-amin kas laktat dehidrogenaz enzim aktivitesini artirirken, kan serum
alkalin fosfataz ve laktat dehidrogenaz enzimleri diizeyinde azalisa neden olmaktadir.
2,4 D-amin’, rat karacigerinde peroksizom artigina paralel olarak katalaz ve
asetiltransferaz enzimleri aktivitesini artirirken, Kan lipid diizeyini diisirmektedir (81).

2.5. Melatonin

2.5.1. Tanimi ve yapusi

Pineal bezden sentezlenen bir ndrohormon olan melatonin yapica N-asetil 5 metoksi

triptamindir. Melatonin  (N-acetyl-5methoxytryptamine), pineal bez tarafindan

sirkadiyen ritimde ve karanlikta salgilanan bir hormondur (52).
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Pineal bez (epifiz bezi) insanlarda tiglincli ventrikiiliin arkasinda, mezensefalonun
superior kollikuslar1 arasindaki alanda yer almaktadir. Yaklasik 50-200 mg agirligindaki
pineal bez septum ile ayrilan hiicre lobiillerine sahiptir. Noroglia ve pinealosit adi
verilen iki g¢esit hiicre tipine sahiptir. Anatomik yerlesimi nedeniyle radyolojik olarak
belirleyici bir 6zelligi vardir. Pineal bez yasla birlikte gesitli derecelerde kalsifikasyon
gostermesine ragmen hayat boyu aktivasyonunu siirdiirmektedir (21). Néroendokrin bez
olarak kabul edilen pineal bezin endokrin fonksiyonu sinirsel innervasyona bagli olarak
gerceklesmektedir. Gozlere gelen aydinlik ya da karanlik uyaranlarima bagli olarak
pineal bezden melatonin salgilanmaktadir. Karanlikta melatonin salgilanmasinda artis
olmas1 sebebiyle karanlik hormonu olarak da adlandirilmaktadir (21). Pineal bezden ve
diger organlardan salgilanan melatonin, hormondan daha ¢ok bir antioksidan ve anti
enflamatuar 6zelligi tasiyan bir maddedir. Ilk olarak 1917 yilinda tanimlanan melatonin
1958 yilina kadar izole edilememistir. Melatonin, 1958 yilinda dermatolog Lerner
tarafindan belirlenmistir (61). Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk olarak sigir
hipofizinden izole elde edilmistir. Ozellikle memelilerde bu maddenin olusumu ve
salmim1 geceleri uyku sirasinda artmakta ve kan diizeyleri yiikselmektedir. Gece
olusabilen melatoninin N-asetil serotonin {izerine hidroksiindol-O-metiltransferaz
etkisiyle olustugu kabul edilmekte ve bu enzimin melatonin sentezinde kontrol noktasi
olarak gorev yaptig1 bildirilmektedir (59). Pinealositler tarafindan iiretilen melatoninin
kesfinden bugiine bir¢ok dnemli fonksiyonu tespit edilmistir. Melatonin gece boyunca f3
adrenerjik reseptorlerinin postsnaptik aktivasyonu ile salinmaktadir. Melanositlerin gece
siiresince salimi nedeniyle karanlik alanda kimyasal salimi gergeklesmektedir. Isik
pinealosit aktivasyonunu inhibe ederek melatonin sentezini azaltmaktadir. Pinealositler
151k yogunlugundaki degisikliklere cevap vererek suprakiazmatik cekirdek tlizerine etki
ederek sirkadyen ritmi senkronize ederler; bu ritm 6zellikle biyolojik saat ile 6rnegin
hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdegi ile yonetilmektedir. Melatoninin sentezi
noradrenerjik mekanizma ile kontrol edilir ki bu gozden gelen ndral stimulus ile indirekt
olarak diizenlenmektedir. Isik yogunlugu ile ilgili bilgiler suprakiazmatik cekirdege
retino hipotalamik yol ile ulasmaktadir. Bundan sonra elektiriksel noral sinyaller {ist
servikal korda ve superior servikal gangliana iletilmekte, pineal (epifiz) beze
postganglionik sempatik fibriller boyunca ulastirilmaktadir. Saglikli bireylerde en fazla

melatonin sentezi gece yarisi ile saat 02:00 arasinda meydana gelmektedir. Bununla
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birlikte giin boyunca minimum iretim olmaktadir. Karanlikta noradrenalinlerin
saliminin gergeklesmesi ile birlikte pineal enzimler melatonin sentez ve salimini aktive
ederler. Melatoninin sirkadyen sinyali fotoperiodik memelilerde, tekrarlanan siklusta
mevsimsel degisiklikler ile gerceklesmekte ve onun baglanacagi membran reseptorlerini
de etkilemektedir. Bir ¢cok calismada melatoninin ¢ok kompleks 6zelliklerinin oldugu
belirtilmektedir. Bu aragtirmalarda melatoninin reseptorler iizerindeki aktivitesinden
bagimsiz olan etki mekanizmalar1 ve hiicreler arasi iliskileri vurgulanmaktadir. Bu
ylizden Melatonin ¢ok giiclii bir serbest radikal temizleyicisi olarak da islev yaptigi
gosterilmistir. (21).

Melatonin viicutta endokrin sistemin diizenlenmesi, immun fonksiyonun arttirilmast,
diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal fonksiyonlarin baskilanmasi gibi bir¢ok

fizyolojik islevlerde gorev alir (6).

Melatonin hormonu indolamine ailesinin bir {iyesidir ve onun elektron-donor
ozelliginden dolay1 gii¢lii bir antioksidan 6zelligine sahiptir. Melatonin hormonu, hem
yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zellige sahip oldugu i¢in, niikleus dahil hiicrenin her
organeline ulasabilir. Bu o6zellik, DNA’nin oksidatif hasara karsi korunmasinda,

melatonine bir listiinliik saglamaktadir (6).

Sonug olarak melatonin sadece bir hormon olarak degil, ayn1 zamanda molekiiler

hasara kars1 giiclii bir koruyucu olarak etki gostermektedir

Oksidatif fosforilasyon ~©Oksijenden tiireyen Adezyon
etkinligini artinr radikalleri detoksifiye eder molelkidloring azalas

Antioksidan enziml \ T /
e e e Pro-inflamatuvar

uyarir ¥~._ MELATONIN o — 7 sitokinleri azaltir

Geniy ve yaygm hiicre

O,
i¢i dagalim gésterir *—— H,C”7 NH)\CH3

/ l H \
i e Nitrojenden tiireyen
Tim morfofizyolojik  Hijcre membramm rad.ik-:ﬂleri detok)s?iﬁye eder
bariyerleri geger stabilize eder

Sekil 5. Melatoninin antioksidan 6zellikleri (52)
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2.5.2. Melatonin biyosentezi ve metabolizmas:

Melatonin hormonu, pineal bez yapisinda bulunan ve parankimal hiicrelerin
cogunlugunu olusturan pinealositler tarafindan sentezlenir. Bu hiicreler tarafindan
gerceklestirilen melatonin sentezi i¢in triptofan aminoasitine gereksinim vardir. Kan
dolagimindan pinealosit icerisine alinan triptofan, ilk Once triptofan 5-hidroksilaz
enzimi araciligiyla 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan ise L-aromatik aminoasit
dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) vasitasiyla 5-hidroksitriptamin’e (serotonin)
gevrilir. Serotonin de N-asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilserotonin’e ve son olarak N-
asetilserotonin, hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonine
dontstirilir (13, 22, 23, 45, 49).

Melatonin sentezlendikten sonra depolanmaz. Diisiik molekiil agirlik ve lipofilik,
hidrofilik 6zelliklerinden dolay1 pasif diffiizyonla disar1 atilir. Kanda bulunan melatonin
% 70 oraninda plazma albuminine baglidir. Dolasimdaki melatonin beyin omurilik
stvist da dahil olmak iizere tiim biyolojik sivilara dagilir. Melatonin anneden fetiise
plasental yol, yenidoganda siit ile ge¢mektedir. Melatoninin kandaki yarilanma siiresi

10-40 dakikadir. Esas olarak karacigerde metabolize olmaktadir (86).
2.5.3. Melatonin etki mekanizmasi

Melatonin lipid ¢6ziiniirliigiinden dolayr hiicre membranini kolaylikla gecer ve
tim hiicre organellerine niifuz edebilir. Fizyolojik etkilerini hem reseptdr araciligiyla,
hem de reseptorden bagimsiz olarak gosterebildigi bildirilmistir. Beyinde ve
suprakiazmatik niikleusta melatonine ait membran reseptorleri belirlenmistir. Son
yillarda yapilan g¢alismalarda melatonin reseptorii klonlanmis ve G proteine baglh
reseptOr ailesine ait oldugu gosterilmistir. Periferik immiin hiicrelerde melatonine ait
membran reseptorlerinin varligi saptanmistir. Bunlar ikinci haberci olarak cAMP’i
kullanirlar. Melatoninin niikleusta baglandig1 bolgeler hem merkezi sinir sisteminde
hem de periferik dokuda bulunmaktadir ve klonlanmistir. Melatoninin reseptdrden
bagimsiz etkileri de vardir. Bu etkilerinde araci olarak kalmodulin kullanilir ve Ca *Zile

iliskili olan hiicre i¢i olaylar degisiklige ugrar (52).
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Melatoninin  farmakolojik olarak tanimlanmis iki membran reseptori
bulunmaktadir. ML1, yiiksek affiniteli (pikomolar konsantrasyonlarda) baglanma yeri
olup, a ve b alt tipleri gosterilmistir. ML2 ise, disiik affiniteli (nanomolar
konsantrasyonlarda) baglanma yerleri olarak tanimlanmistir. ML1 reseptorlerinin
aktivasyonu, G proteini lizerinden, adenilat siklazi inhibe ederek, hedef hiicrelerde
siklik AMP (sAMP) diizeyini diisiiriir. Bu reseptorler, muhtemelen, retinal
fonksiyonlarin, sirkadiyen ritimlerin ve lremenin regiilasyonunda rol oynamaktadir.
ML2 reseptorlerinin aktivasyonu ve dagilimi hakkinda heniliz kesin bilgi mevcut

desildir,
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2.5.4. Melatoninin antioksidan etkisi

Melatoninin antioksidan ozelligi ilk kez Lanas ve ark tarafindan ortaya
konulmus ve daha sonraki yapilan ¢aligmalarla bu durum desteklenmistir. Melatoninin

antioksidan 6zelligini 3 ana baslik altinda toplamak miimkiindiir (78).

2.5.4.1. Direk antioksidan etkisi

Melatoninin direkt olarak O,, OH, H,O,, HOCI, NO, ONOO gibi oksidatif
strese neden olan serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve bunlarin biyomolekiiller
tizerindeki zararl etkilerini onledigi bildirilmektedir. Melatoninin yapisinda bulunan
pirol halkast melatonine antioksidan Ozellik kazandirir. O, varliginda, melatoninin
pirolhalkasinin indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile enzimatik ya da hemin ile
nonenzimatik olarak yikimi, yiiksek reaktiviteye sahip olan, N'-asetil-N2-formil-5-
metoksikintiramin (AFMK) olusumu ile sonuglanir. Aynt zamanda H,O; varliginda
melatoninin AFMK olusturdugu ve radikal tutucu etki gosterdigi belirtilmektedir. (8,
37,75, 78).

Melatonin yiiksek bir afinite ile OH radikalini baglayarak, indolil katyon
radikalini olusturmaktadir. Bu radikalde O,’yi yakalayarak AFMK’ya doniismektedir.
Daha sonra AFMK arilamin formamidaz (AFA)’ nin katalizledigi reaksiyonla N'-asetil
-5-metoksikintiramin (AMK)’e donlismektedir. Ayrica OH varliginda indolil radikali, 3
-hidroksimelatonin olusturmaktadir. Olusan bu metabolitin idrar seviyesi radikal olusum
miktarinin gostergesi olarak kullanilmaktadir. Yapilan karsilastirmali c¢alismalarda
melatoninin en gii¢lii antioksidanlardan biri oldugu gosterilmektedir. Melatonin, zincir
reaksiyonlarini kirabilen alfatokoferol, askorbat ve GSH gibi antioksidanlardan farkli
olarak LPO’yu peroksil radikalini yakalayarak sonlandirmaktadir. Bu antioksidanlarla
kiyaslandiginda melatoninin GSH’dan 5 kat ve mannitolden 14 kat daha giiclii bir
sekilde OH radikalini yakaladigi in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (37, 82).

Melatonin 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin ve seratonin ile kiyaslandiginda, NO

olusumunu azaltan en gii¢lii indol oldugu belirlenmistir. Melatoninin doza bagimli bir
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sekilde, in vitro kosullarda, ONOO ’in neden oldugu oksidasyonu 6nledigi ve kendisi
nitrasyona ugrayarak ONOO i detoksifiye ettigi; in vivo modelde de nitrotirozin

olusumunu baskiladig1 gosterilmistir (21, 78).

2.5.4.2. Antioksidan enzim aracili antioksidan etkisi

Melatoninin GSH-Px, GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve
glutamilsistein sentetaz, SOD gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini
arttirarak oksidatif stresi baskiladigi ortaya konulmustur (8, 21). Yapilan hayvan modeli
calismalarinda giindiize kiyasla, gece oldiiriilen ratlarin beyin GSH-Px aktivitesinin
daha yiiksek bulunmasi, melatoninin antioksidan etkisine baglanmaktadir (51)
Melatoninin etkisi ile beyin, pineal bez, kalp, akciger, karaciger, bagirsak, eritrosit
aktivitelerinin, yaklasik olarak % 22 ile % 138 oraninda arttig1 belirtilmistir. Ratlarda
Ozellikle beyin dokusu, karaciger ve bobrekte GSH-Px aktivitesinin melatonin
uygulamasindan 3 saat sonra arttigi goriilmistiir (70). Bir diger ¢alismada pinealektomi
yapilan ratlarda beyin, akciger ve karaciger, GSH-Px aktivitelerinde anlamli diisiisler
tespit edilmistir (75). Sirekli karanlikta birakilan kuslarin beyninde GSSG-Rd
aktivitesinin daha yiiksek oldugu, melatonin uygulanan ratlarda karaciger GSSG-Rd
aktivitesinin yaklagik 2 kat arttii, deney hayvanlarinda ekzojen melatonin ile
aktivitenin arttig1 bildirilmistir (74).

Insan endotel hiicrelerinde melatonin etkisi ile G-glutamilsistein sentetazin total
GSH igeriginin yiikseldigi, 6ne siiriilmiistiir (84). Ratlara uygulanan melatoninin beyin
dokusunda Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artirdigi ve beyin dokusunu oksidatif
hasara kars1 korudugu ayrica melatonin fetiis {izerine olan etkisine bakildiginda, anne
rata verilen melatoninin plasentadan gegerek fetiisiin beyninde SOD aktivitesini

arttirdig1 gosterilmistir (83).

2.5.4.3. Prooksidan enzim aracili antioksidan etki

Melatoninin oksidan-ntioksidan sistem iizerine olan bir bagka etkisi de,

prooksidan enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltmasidir. In vitro ve
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in vivo sartlarda, melatoninin fizyolojik konsantrasyonlarda NO ve ileri asamada
ONOO olusumuna sebep olan nitrik oksit sentetaz (NOs) aktivitesini, inhibe ettigi
bildirilmektedir. NOs {izerine inhibe edici etkisi bilinen melatoninin beyin

iskemi/reperfiizyon modelinde diizeltici etkisi olabilecegi belirtilmektedir (5, 35).

Oksidatif doku hasarina yol agan kainik asit, sentetik seks steroidleri, siklosporin
A, streptozotosin, alloksan, adriyamisin, L-sistein gibi toksinlerle indiiklenen oksidatif

stresin melatonin ile 6nlenebildigi, in Vivo ¢alismalar da gosterilmistir (38, 72, 86).

Melatonin hem lipid hem de suda ¢oziinebilmektedir, bu sayede organizmada
genis alanda antioksidan etki gdstermektedir. Melatonin ic¢in bilinen bir bariyer
olmamasi, melatoninin tiim hiicre i¢i komponentlere ulasabilmesini saglamaktadir. Ayn
sekilde melatonin kan-beyin bariyerini ve plasentayr rahatlikla gecebilmektedir. Bu
ozellikleri sebebiyle melatonin hiicre zarini, organelleri ve ¢ekirdegi serbest radikal
hasarindan koruyabilmektedir. Hiicre membraninin fosfolipid tabakasinin dis yiizeyine
tutunan melatonin, serbest radikallerle membrandan once temasa gecer ve onlari inhibe
eder. Bdylece membran korunmus olur. Melatonin hiicrenin ¢ekirdegine kadar
ulasabilme 6zelligi sayesinde DNA’ nin oksidatif hasara kars1 korunmasinda 6nemli bir
stiinliik saglamaktadir. Ayrica melatonin H,O,, O,, OH, gibi mitokondriyal solunum
zincirinden kaynaklanan radikallerin {iretimini azaltmaktadir. Melatonin diger
antioksidanlardan farkli olarak, ¢ok yiiksek dozlarda uzun siire kullanimlarda dahi

toksik bir etki gostermedigi belirtilmektedir (74).

Birgcok deneysel ¢alismada melatoninin, patogenezinde serbest radikal hasarin
oldugu diisiiniilen Alzheimer hastaligi, epilepsi, infeksiy6z ve enflamatuar hastaliklar ve

yaslanma gibi fizyolojik siirecin tedavisinde yararli etkisi gosterilmistir (57).
Genel olarak melatoninin antioksidan 6zelliklerine bakildiginda, proinflamatuar

sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin sentezinin azaltilmasini da kapsayan cok genis

bir etki alanina sahip oldugu goriilmektedir (21).
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3. GEREC-YONTEM

Calismamizin yazimi sirasinda kullandigimiz biyolojik ve tip terimlerinin yazimi

ve Tiirkgelestirilmesinde Histoloji ve Embriyoloji terimleri sozligii kullanilmistir (45).

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, 3 aylik 20-40 g agirliginda toplam 28 adet eriskin erkek Swiss
Albino cinsi fare kullanildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda
anabilim dalimiz hayvan odasinda, uygun kafesler i¢inde barindirilarak serbestge
beslenmeleri ve su i¢meleri saglandi. Calismamizda yapilan tiim islemler Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 27.03.2013

tarihli ve 211 sayili karari ile onaylanmustir.

Deney hayvanlart; Kontrol grubu, 2,4 D-amin grubu, Melatonin grubu ve 2,4 D-

amin+Melatonin grubu olarak 4 gruba ayrildu.
1) Kontrol grubu: Kontrol grubu farelerine, 55 giin boyunca 3 giinde bir olmak
tizere viicut agirliklarina gére hacmi hesaplanarak belirlenen dozda distile su i.p. olarak

verildi (90).

2) 2,4 D-amin grubu: Bu gruba 55 giin boyunca 3 giinde bir 320 mg/kg 2,4 D-

amin intraperitoneal yolla verilmistir (90).

3) Melatonin grubu: Bu gruba 55 giin boyunca 3 giinde bir 10 mg/kg melatonin,

intraperitoneal yolla uygulanmistir (60).

5) 2,4 D-amin+Melatonin: Bu gruba 55 giin boyunca 3 giinde bir 320 mg/kg 2,4

D-amin ve 55 giin boyunca 3 giinde bir 10mg/kg melatonin intraperitoneal yolla
uygulanmistir (60, 90).
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3.2. Kimyasallar

2,4 D olarak, Agrofarm Kimya San. ve Tic. AS, ruhsat sahibi ve imalat¢is1 =
Safa Tarim A.S.tarafindan, antioksidan olarak melatonin, SIGMA firmasindan temin
edildi.

3.3. Viicut Agirhklarimin Olg¢iimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklart uygulanacak madde
dozlarin1 belirlemek iizere giinlilk olarak tartildi. Deney sonunda agirliklar tartilarak
kaydedildi.

3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin ¢ozeltisi asagidaki sekilde hazirlandz;

Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 ml
Formaldehit (% 40) 25 ml
Glasiyal asetik asit 5mil

Molekiil agirligi kadar tartilan pikrik asit (12,2 g) 1000 ml saf su icerisinde
¢oziildii. Tyice ¢ozdiiriilmesine dikkat edilerek gerekli miktarda pikrik asit kullanildi.
Cozelti kullanilmadan 6nce siiziildii. Bouin ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 6nce doymus
pikrik asit ¢ozeltisi ile formaldehit, daha sonra {lizerine yavasca glasiyal asetik asit ilave

edilerek karistirildi (88).

3.5. Dokularin Alinmasi

Hayvanlar 55. giiniin sonunda viicut agirliklar1 ve testis agirliklar1 olgiiliip
kaydedildikten sonra ketamin (ketalar 90 mg/kg)+ksilazin (alfazyne 10 mg/kg) i.p.
olarak verilerek servikal dislokasyon ile dldiiriildii. Hayvanlarin karin bolgesi agilarak

testisleri ¢ikarildi.
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3.6. Testis Agirhklarinin Olciimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus (Adventurer Pro
AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklar1 her sigan i¢in ayri ayri sag ve
sol olmak iizere tartilarak kaydedildikten sonra, sol testisler Bouin ¢ozeltisine ve sag

testisler ise % 10’luk formaldehit igerisine alindi.

3.7. Isik Mikroskobu icin Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilan sol testislerin ilizerine Bouin ¢ozeltisi, sag testislerin lizerine ise %
10'luk formaldehit dokiildiikten sonra testislerin uzun eksenlerine dik olacak sekilde
enjektor ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli birkag delik agildi. Fiksatif icerisindeki
testis dokular1 sertlestikten sonra testisler enine olacak sekilde Once ortadan iki esit
parcaya ve daha sonra bu pargalar da yeniden ikiye boliinerek kasetlere alindi. Dokular
fiksatiflerin icerisinde toplam 48 saat bekletildi ve daha sonra rutin doku takibi islemi
uygulanarak her hayvana ait parafin bloklar hazirlandi. Her testisten 2 blok elde edildi.
Parafin bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip yonteminin basamaklar1 Tablo
1'de gosterilmistir. Doku takip yontemine ait siireler her basamaga ait zaman birimi aksi

belirtilmedigi durumda saat olarak anlasilmalidir.
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Tablo 2. Doku takip yontemine ait siireler

KiMYASAL MADDE UYGULAMA SURESIi(Saat)
Bouin Cozeltisi 48
% 70 Alkol 1
% 80 Alkol 1
% 90 Alkol 1
% 95 Alkol 1
% 95 Alkol 1
% 100 Alkol 1
% 100 Alkol 1
Ksilol | 10 dk
Ksilol 11 10 dk
% 50 Parafin - % 50 Ksilol 1
Parafin | 1
Parafin Il 1
Parafin 111 1
Bloklama

% 10’luk formaldehit ile tespit edilen kontrol ve deney gruplarina ait dokular rutin

histolojik islemlerden gegirilerek parafin blok haline getirildi.

3.8. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyasinin hazirlanisi

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya c¢ozeltisi asagidaki sekilde
hazirlandi.

A. Periyodik asit 1 g

Saf su 200 ml

B. Schiff ¢ozeltisi; Bazik fuksin 1 g

Saf su 200 ml

C. Potasyum metabisiilfit 2 g
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D. Hidroklorik asit 2 ml
E. Aktif komiir 2 g

Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan 1 giin 6nce hazirlandi. Periyodik asit saf
suda ¢ozdiiriildii ve kaynatildi. Kaynatilan ¢6zeltiye bazik fuksin eklenerek karistirildi
ve 50°C'ye kadar sogutuldu. Daha sonra 2 g potasyum metabisiilfit eklenerek
karistirildi. Oda sicakligina geldiginde 2 ml hidroklorik asit eklenerek karistirildi, sonra
2 g aktif komiir eklenip yeniden karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda

bir gece bekletildi. Cozelti kullanilmadan 6nce siiziildii.

3.9. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 60 pm trim araligi ile 3 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her lam
tizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandi. Her
bloktan alnan 3 pm kalinligindaki seri kesitlerden olusan 2 adet lam 151k
mikroskobunda inceleme i¢in Hemotoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff
(PAS)+Hematoksilen (H) ile boyandi.

Boyama yonteminin basamaklari ve uygulama siireleri Tablo 3 ve Tablo 4’de

gosterilmistir.
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Tablo 3. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

KIMYASAL MADDE UYGULAMA SURESI (dk)

Ksilol | 15
Ksilol I 15

% 96 Alkol | 5

% 96 Alkol 11 5

% 90 Alkol 5

% 80 Alkol 5

% 70 Alkol 5
Distile Su 5
Hematoksilen 1

Cesme Suyunda Yikama Suyun rengi seffaf olana kadar

Eozin 5

% 70 Alkol 2

% 80 Alkol 2

% 90 Alkol 2

% 96 Alkol | 2

% 96 Alkol 11 2
Ksilol | 5

Ksilol 11 5

Lamlarin Kapatilmast
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Tablo 4: PAS+H boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

KIMYASAL MADDE UYGULAMA SURESI (dk)

Ksilol | 20

Ksilol Il

N
o

% 96 Alkol |

% 96 Alkol I

% 90 Alkol

% 80 Alkol

% 70 Alkol

Distile Su

Periyodik Asit

N[ O P Wl W W w N

Distile Su

Schiff Cozeltisi

[y
S,

N

Cesme Suyu

Hematoksilen

=
3

Cesme Suyu

% 70 Alkol

% 80 Alkol

% 90 Alkol

% 96 Alkol |

% 96 Alkol Il

Ksilol |

gl O N N N N NN

Ksilol 11

Lamlarin Kapatilmasi

3.10. Histolojik Degerlendirme

H-E ve PAS+H ile boyanan kesitlerin histolojik degerlendirmesi i¢in DP 70
dijital kamera ile donatilmis Olympus Bx51 151k mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo,
Japonya) kullanildi. Hazirlanan preparatlar, bazal membran, spermatogenik seri
hiicreler, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri, bag dokusunda yer alan hiicre, lif, damar
yapist ve damarlardaki kanlanma agisindan degerlendirme yapilarak gruplari temsil
eden goriintiiler elde edildi. Elde edilen histolojik bulgular, istatistiksel bulgular ile
karsilastirildi.
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3.11. istatistiksel Analiz

Tim veri analizleri SPSS 21.0 paket programlari ile yapilmistir. Siirekli nicel
veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir. Normal dagilim gosteren
ve bagimsiz 4 grupdan olusan degiskenlere One Way Anova “Bu testin c¢oklu
karsilastirmalar1 Tukey HSD” testleri ile analiz edilmis olup, yine normal dagilim
gosteren, bir degiskene ait ikili 6l¢tim degerleri i¢1 Eslestirilmis T Testi uygulanmustir.
Degiskenler arasindaki iliskiyi belirleyebilmek i¢in normalite testleri sonucuna gore,
normal dagilim gostermeyen degiskenlere Spearman Correlation testleri uygulanmustir.

p<0.05 olasilik degerleri 6nemli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Istatistiksel Bulgular
4.1.1. Gruplara gore viicut agirliklari-testis agwrliklar: karsilastirmast
Gruplarin istatistiksel olarak ilk agirliklarina bakildiginda, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik s6z konusudur (Tablo 5, Grafik 1). Kontrol grubu; 2,4 D-amin ile

Melatonin arasinda ileri diizeyde bir farklilik oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu ile,

Melatonin grubu arasinda 6nemli diizeyde bir farklilik oldugu goriilmektedir.

Tablo 5. Gruplara gore ilk agirlik - son agirlik karsilagirmasi

Gruplar Ortalama +Standart Sapma p degeri
Kontrol grubu 18,00 +1,63
2,4D-amin grubu 23,42 +2,29
. Melatonin grubu 22,71 +1,97 wa
ik Agirlik _ _ p<0,001
2,4D-amin+Melatonin 21,57 +1,27
grubu
Kontrol grubu 20,07 +2,35
2,4 D-amin grubu 28,55 +2,93
Son Agirlik Melatonin grubu 27,35 +1,28 p<0,001***
2,4D-amin+Melatonin 23,74 +4,37
grubu
One Way Anova
Grafik 1. Gruplar arast ilk agirlik kiyaslamasi
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Gruplar arasi son agirliklara istatistiksel olarak bakildiginda, Kontrol grubu ile,
2,4 D-amin ve Melatonin grubu arasinda ileri diizeyde bir farklilik oldugu gortilmiistiir.
Kontrol grubuna gore 2,4 D-amin+Melatonin grubu arasinda son agirlikta bir artis
yasanmis olsada kontrol grubunun son agirliklarina gére 2,4 D-amin+Melatonin grubu

arasinda anlamli bir farklilik s6z konusu degildir (Grafik 2).

Grafik 2. Gruplar aras1 son agirlik kiyaslamasi
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Gruplar aras1 sag ve sol testis kiyaslamasi yapildiginda sag testiste kontrol
grubuna gore diger tiim gruplarda Onemli diizeyde bir farklilik goriilmektedir
(p=0,032%). Gruplar aras1 karsilagtirilan sol testiste kontrol grubuna gore tim gruplarda

onemli diizeyde bir farklilik goriilmektedir (p=0,033%).

Tablo 6. Gruplara gore sag testis - sol testis karsilagtirmasi

Gruplar Ortalama Standart Sapma p degeri
Kontrol grubu 0,084 +,017

Sag Testis 2,4D-amin grubu 0,11 +,021
Melatonin grubu 0,10 +,019 P=0,032*
2,4D-amin+Melatonin 0,09 +,015
grubu
Kontrol grubu 0,088 +,014
2,4D-amin grubu 0,11 +,023

Sol Testis Melatonin grubu 0,11 +,018 P=0,033*
2,4D-amin+Melatonin 0,10 +,018
grubu

One Way Anova
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4.1.2. Deney oncesi deney sonrasi agirlik kiyaslamasti

Gruplar aras1 deney oncesi agirlik ile deney sonrasi agirlik kiyaslandiginda
kontrol grubu ve 2,4 D-amin grubunda 6nemli diizeyde bir farklilik goriilmiistiir
(kontrol grubu p=0,042*) (2,4 D-amin grubu p=0,018*). Melatonin grubunun deney
Oncesi ve deney sonrasi agirliklar1 kiyaslandiginda ¢ok onemli diizeyde bir farklilik
oldugu gortlmiistiir (melatonin grubu p=0,005**). 2,4 D-amin+melatonin grubunun
deney Oncesi deney sonrasi agirliklarina bakildiginda ise anlamli bir farklilik olmadig:

goze ¢arpmaktadir (p=0,300) (Tablo 7, Grafik 3).

Tablo 7. Deney oncesi deney sonrasi agirlik kiyaslamasi

Deney oncesi agirlik Deney sonrast agirlik
Ortalama | Standart Sapma | Ortalama | Standart Sapma p
Kontrol Grubu 18,00 +1,63 20,07 +2.35 0,042*
Melatonin grubu 22,72 +1,98 27,36 +1,28 0,005**
2,4D-amin grubu 23,43 +2.30 28,56 +2.93 0,018*
2,4D-amin+Melatonin 21,57 +1,27 23,74 +4,37 0,300
grubu

(t testi) (*p<0,05 **p<0.01 ***p<0.001 NS: Anlamli degil)

Grafik 3. Deney oncesi deney sonrasi agirlik kiyaslamasi
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4.1.3. Deney sonrast testis agirlik Kiyaslamast

Gruplar arasinda

sag ve sol testis

agirhiklar  istatistiksel

olarak

degerlendirildiginde bir fark olmadigi gozlenmistir. Kontrol grubunda ve 2,4 D-amin

grubunda bir farklilik goziikiiyor olsa da anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir
(p=0,078 kontrol grubu, p=0,280 2,4 D-amin grubu) (Tablo 8, Grafik 4)

Tablo 8. Sag testis - sol testis agirlik kiyaslama

Sag Testis Sol Testis
Ortalama | Standart Sapma | Ortalama | Standart Sapma p
Kontrol Grubu 0,08 +0,02 0,09 +0,01 0,078ns
Melatonin Grubu 0,11 +0,02 0,11 +0,02 0,200ns
2,4D amin Grubu 0,11 +0,02 0,12 +0,02 0,280ns
2,4AD amin+Melatonin 0,10 +0,02 0,10 +0,02 0,380ns
Grubu

(t testi) (ns: Anlamli degil)

Grafik 4. Sag testis - sol testis agirlik kiyaslamasi
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Sag ve sol testisler arasinda istatistiksel fark bulunmadi (Hepsi p > 0.05 ns).

45




4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan testislerinin

genel goriiniimiinii saptamak i¢in H-E ve PAS+H boyalar1 uygulanmistir.

4.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubunu olusturan fare testis Orneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde, seminifer tilibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri,
spermatogonyum, primer spermatosit ve spermatid, Sertoli hiicresi ve tiibiillerde devam
eden spermatogenez normal yapida goriilmektedir (Sekil 7). Interstisyel alan ve Leydig
hiicreleri normal yapidadir. (Sekil 7). PAS+H ile boyadigimiz testis 6rneklerinde PAS
pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea yapisi normal yapida gozlendi

(Sekil 8).

4.2.2. 2,4 D-amin grubu

2,4 D-amin verilen deney grubunu olusturan fare testis dokusu 6rneklerinin 1g1k
mikroskobik incelemelerinde ise seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler, vakuolizasyon ve yogun hiicresel kayiplar ile birlikte incelmis
tiibiil duvari ve bazi tiibiillerde atrofi goriildii. Interstisyel alanda ise agilmalar dikkat
cekti (Sekil 9).

Tunika vaskulozadaki damarlarda kongesyon, seminifer tiibiillerin limeninde
yogun hiicresel dokiilmeler ve bazi tiibiillerde atrofi goriildii. Interstisyel alanda ise
O0dem gozlendi (Sekil 10). Buna karsilik bazal membran yapisi ise normal olarak
gozlendi (Sekil 10).

4.2.3. Melatonin grubu

Melatonin antioksidan deney grubunu olusturan fare testis Orneklerinin 151k

mikroskobik incelenmesinde, gerek bazal lamina ve gerekse seminifer tiibiil yapilari
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kontrol grubuna benzer bir yap1 gosteriyordu. Ayrica spermatogenezin normal devam
ettigi gozlendi. Bazal lamina yapist normal goriildii. Seminifer tiibiil duvarindaki
spermatogenik hiicre serileri; spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid hiicresi
ve Sertoli hiicresi normal olarak gériildii. interstisyel alandaki hiicre yapilariyla birlikte

Leydig hiicreleri ve damar yapilar: normal gériiniimdeydi (Sekil 11).

4.2.4. Melatonin+2,4 D-amin grubu

2,4 D-amin ile birlikte Melatonin verilen gruplari olusturan fare testis 6rnekleri
tizerinde yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, bazi tiibiilde hasarin az da olsa devam
ettigi ve limende hiicresel dokiilmeler izlenmekle birlikte testiste genel olarak tiibiiler
hasarin azaldigi, spermatogenik hiicrelerin korundugu ve spermatogenezin devam ettigi
goriildii. Ayrica interstisyel alanda normale yakin goriiniimli Leydig hiicreleri gortildi
(Sekil 12). Tek basina 2,4 D-amin verilen gruplarda spermatogonyum ve yer yer primer
spermatositlerde goriilen hiicresel bozukluklar, 2,4 D-amin+Melatonin verilen gruplarda
ender olarak goriildii. Ayrica tiibiil etrafindaki bazal lamina yapisi ve tunika albuginea

yapist normal gortldi (Sekil 13).

4.2.5. Kontrol grubu, Melatonin grubu, 2,4 D-amin grubu, 2,4 D-amin+Melatonin

grubu karsilagtirmasi

Kontrol grubunda normal yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki
spermatogenik hiicre serileri ile interstisyel alan normal goriildii. Melatonin grubunda
normal yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri ile
interstisyel alan normal goriildi. 2,4 D-amin grubunda seminifer tiibiil duvarmdaki
spermatogenik hiicrelerde dejenerasyon degisiklikler ve hiicresel kayiplar ile birlikte
incelmis tiibiil duvar1 ve baz tiibiillerde atrofi goriildii. Interstisyel alanda ise agilmalar
dikkat cekti. 2,4 D-amin+Melatonin grubunda bazi tiibiillerde liimende hiicresel
dokiilmeler izlense de testiste genel olarak normale yakin korunmus seminifer tiibiil
yapilart ve spermatogenik hiicreler ile birlikte bircok tiibiilde devam eden

spermatogenez dikkat ¢ekti (Sekil 14).
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Sekil 7. Kontrol grubunda testis dokusunun histolojik gériiniimii: Normal yapidaki seminifer tiibiiller
ve tiibill duvarindaki spermatogenik hiicre serileri; Sertoli hiicresi (A), spermatogonyum (s), primer
spermatosit (Ps) ve spermatid (—) ve tiibiillerde devam eden spermatogenez gériilmekte. Normal
goriiniimlii interstisyel alan (*) ve Leydig hiicreleri (L) izlenmekte. (a'da bar: 200pum, b'de bar: 100um,
c'de bar: 50.0um, d'de bar: 20.0um, HE) (a-d).
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Sekil 8. Kontrol grubunda testis dokusunun histolojik goriiniimii: Normal yapidaki PAS pozitif bazal
membran yapisi (—) ve tunika albuginea (A) yapist izlenmekte (a’'da bar: 100pm, b'de bar: 50.0um,
PAS+HE) (a-b).
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Sekil 9. 2,4 D-amin grubunda testis dokusunun histolojik goriiniimii: Seminifer tiibiil duvarindaki
spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplar (—) ile birlikte incelmis tiibiil
duvari ve baz tiibiillerde atrofi gériilmekte (A). Interstisyel alanda ise agilmalar (*) dikkat ¢ekmekte
(a'da, b'de, c'de bar: 200um, d'de bar: 100um, HE) (a-d).
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Sekil 10. 2,4 D-amin grubunda testis dokusunun histolojik goriiniimii: Tunika vaskulozadaki
damarlarda kongesyon (A), seminifer tiibiillerin liimeninde yogun hiicresel dokiilmeler (—) ve bazi
tiibiillerde atrofi (kalin ok) goriilmekte. Ayrica baz tiibiillerde tiibiil duvarindaki yogun hiicresel kayiplar
ile birlikte incelmis tiibiil duvar1 (e) goriilmekte. Interstisyel alanda ise 6dem (*) dikkat gekmekte (a'da
bar: 100pum, b,c,d'de bar: 50um, HE) (a-d).
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Sekil 11. Melatonin grubunda testis dokusunun histolojik goriiniimii: Normal yapidaki seminifer
tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri ile interstisyel alan goriilmekte (bar: 100pum,
bar: 50.0um, HE, a-b). Ayrica normal yapidaki PAS pozitif bazal membran yapisi (—) ve tunika
albuginea (A) yapisi izlenmekte (a’da-c'de bar: 100um, b'de d'de bar: 50.0um, PAS+HE, c-d).
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Sekil 12. 2,4 D-amin+Melatonin grubunda testis dokusunun histolojik goriiniimii: Baz tiibiillerde
liimende hiicresel dokiilmeler izlense de (—) testiste genel olarak normale yakin korunmus seminifer
tiibiil yapilari, spermatogenik hiicreler ile birlikte birgok tiibiilde devam eden spermatogenez dikkat
cekmekte. Ayrica intersitisyel alanda da korunmus Leydig hiicreleri (A) goriilmekte (a’da bar: 200pum,
b’de-c’de bar: 100pum, d’de bar: 50.0um, H-E) (a-d).
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Sekil 13. 2,4 D-amin+Melatonin grubunda testis dokusunun histolejik goriiniimii: Baz: tiibiillerde
liimende hiicresel dokiilmeler izlense de (*) testiste genel olarak normale yakin korunmusg seminifer tiibiil
yapilari, spermatogenik hiicreler ile birlikte birgok tiibiilde devam eden spermatogenez dikkat gekmekte.
Ayrica normale yakin goriiniimlii PAS pozitif bazal membran yapist (—) ve tunika albuginea (A) yapisi
izlenmekte (a’'da bar: 200um, b'debar: 100pm, ¢ ve d'de bar: 50.0pm, PAS+HE, a-d).
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Sekil 14. Kontrol grubu, melatonin grubu, 2,4 D-amin grubu, 2,4 D-amin+melatonin grubunda
testis dokusunun histolojik goriiniimleri: Kontrol grubunda normal yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil
duvarindaki spermatogenik hiicre serileri ile interstisyel alan (*) (a), melatonin grubunda normal yapidaki
seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri ile interstisyel alan (b), 2,4 D-amin
grubunda seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve hiicresel
kayiplar (—) ile birlikte incelmis tiibiil duvari ve baz tiibiillerde atrofi goriilmekte (A). Interstisyel alanda
ise agilmalar (*) dikkat cekmekte (c), 2,4 D-amin+melatonin grubunda bazi tiibiillerde liimende hiicresel
dokiilmeler izlense de (—) testiste genel olarak normale yakin korunmus seminifer tiibiil yapilari ve
spermatogenik hiicreler ile birlikte bir¢ok tiiblilde devam eden spermatogenez dikkat ¢ekmekte (d). (a-b-
c-d bar: 100 pm, H-E).
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5. TARTISMA

Herbisitler hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, protein sentezi ve solunum gibi
bitki metabolizmasini diizenleyen hormonal dengeyi bozarlar. 2,4 D-amin yaklasik 50
yildir diinyada yaygin olarak kullanilan bir herbisittir ve bitki metabolizmasinda
gerceklesen enzim aktivitesi, niikleik asit sentezi, protein sentezi ve hiicre boliinmesi

gibi bazi olaylar etkileyerek bitki gelisimini engeller (66).

2,4 D-amin’in seminal vezikiil {izerinde androjenik etkilere sahip olabilecegi ve
bu cevresel kirleticinin erkek tireme fonksiyonlarini olumsuz yonde etkileyebilecegi
ongorilmistir (12). 2,4 D-amin’in aym1i zamanda testikiiler hiicrelere hasar
verebilecegi, sperm hiicrelerinin tiikenmesine ve g¢esitli malformasyonlara neden

olabilecegi saptanmistir (93).

2,4 D-amin’in, amin ve ester formlarinin da testis agirliginin artmasina ve
testislerde atrofiye neden olabildigi Ongorilmistir (16). 2,4 D-amin; seminifer
tiibiillerde atrofiye, spermatogenik hiicre sirasinda bozulmaya, testis hasarina, tunika
albuginea’da ve seminifer tiibiil capinda azalmaya ve spermatogenik hiicrelerin liimene
dokiilmesine neden olmaktadir. Bu sonuglara gore, 2,4 D-amin testis dokusunda ciddi

histopatolojik hasarlara neden olmaktadir (66).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), pineal bez tarafindan sirkadiyan
ritim ile karanlikta salgilanan bir hormondur. Viicutta endokrin sistemin diizenlenmesi,
immun fonksiyonun arttirilmasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal

fonksiyonlarin baskilanmasi gibi bir¢ok fizyolojik islevlerde gorev alir.

Melatonin hormonu indolamine ailesinin bir iiyesidir ve elektron-donor
ozelliginden dolay1 giiclii bir antioksidan 6zelligine sahiptir. Melatonin hormonu, hem
yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zellige sahip oldugu i¢in, niikleus dahil hiicrenin her
organeline ulagabilir. Bu o6zellik, DNA’nin oksidatif hasara kars1 korunmasinda,
melatonine bir istiinliik saglamaktadir. Melatonin pineal bezden salgilanan ve

antioksidan ozellikleri iyi bilinen bir hormondur (42). Degisik yollarla toksik olan

56



oksijen ve nitrojen radikallerini yikar ve antioksidatif enzimleri uyarir (13). Melatonin
tireme sistemi iizerinde genel olarak inhibitor etkiye sahiptir (59). Epifiz bezi tarafindan
salgilanan melatoninin, giiclii bir serbest radikal siipliriicii oldugu son zamanlarda

gosterilmistir (1).

Calismamizda, 2,4 D-amin’e baglh fare testis hasarinda melatoninin olas1 etkisi
arastirtlmistir ve ¢alismamizin sonuglarina gore, 2,4 D-amin’in testisler tizerinde hasara
sebep oldugu ve 2,4 D-amin ile birlikte melatonin verilmesi durumunda testislerdeki bu

hasarin belli bir 6l¢iide diizelme sagladig1 gosterilmistir.

2,4 D-amin ile yapilan bir ¢alismada, farelerde 2,4 D-amin’lerin testosteron
salgisinin azalmasma neden oldugu, buna karsilik testikular dokudan Gstrojen
salgilanmasini, progesteron ve prolaktin salgilarini arttirdigi, mestrual siklusta
anormalliklere neden oldugu saptanmistir. Ayrica tarimda ¢alisan ilaglama yapan erkek
iscilerde sperm sayisinin azaldigi, sekillerinde anormalliklerin meydana geldigi

gozlenmistir (37, 52).

Ozdas ve ark. (2006), 2,4 D-amin herbisitinin oral kullaniminin sigan
testislerinde olusturdugu histopatolojik etkilerini incelemistir. Bu amagla, yaklasik 200-
250 gr agirhiginda olan Wistar Albino erkek sicanlar; kontrol, diisiik, orta ve yiiksek doz
olmak tizere her biri 6 si¢an igeren 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu siganlara standart
pellet yem verilirken diisiik, orta ve yiiksek doz 2,4 D-amin sirasiyla 20, 40, 80 mg/kg
dozda laboratuvar pellet yemlerine emdirilerek 28 giin boyunca oral yolla verilmistir.
Arastirma neticesinde; deney gruplarinda dozla dogru orantili olarak seminifer
tiibiillerde atrofi, spermatogenik hiicre sirasinda bozulma ve yiiksek doz gruplarinda
testis hasarlar1 saptanmustir. Ayrica, tunika albuginea’da ve seminifer tiibiil epiteli
capinda azalma ve spermatogenik hiicrelerin liimene dokiilmesine neden olmustur. Bu
sonuglara gore, 2,4 D-amin testis dokusunda histopatolojik hasara neden olmustur. Bu
calismada bulunan sonuglar da yapmis oldugumuz arastirma c¢alismasi ile paralellik

gostermektedir (79).
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Marrison ve ark.’nin yaptiklari ¢alismada ise bu herbisitleri uygulayan isgilerde
prostat kanseri riskinin arttigi gosterilmistir (61).

2,4 D-amin'in si¢anlarin testis dokusu iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismada
dejeneratif degisiklikler, tunika albuginea kalinliklarinda artan doza bagli olarak

incelmeler gozlemlenmistir (66).

Joshi ve arkadaglarinin 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, her grupta 6
fare olmak iizere toplamda 24 swiss albino fareyle calisilmistir. Kontrol grubu, 1. grup:
50 mg/kg b.wt/day 2,4 D-amin 30. ve 45. giinlerde, 2. grup: 100 mg/kg b.wt/day 2,4 D-
amin 30. ve 45. giinlerde, 3.grup: 150 mg/kg b.wt/2,4 D-amin 30. ve 45. giinlerde
incelenmistir. Sperm hareketliligine, testislerde sperm yogunluguna ve histolojik
bulgulara bakilmistir. 30. giinde sperm yogunlugu bozulmus ve spermlerin hareketleri
normale oranla diismiistiir, 45. giinlerde ise sperm yogunlugunda 6nemli oranda hasar
ve sperm hareket yogunlugunun Onemli oranda azaldigi goriilmistir. 50 mg/kg
grubunda 30. giinde testis dokusunun histolojik goriintiisii incelendiginde
spermatogenik hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir ve limenin sperm atiklar ile
dolu oldugu goriilmiistiir, 50 mg/kg grubunda 45. giinde hasarli seminifer tiibiil ve
hasarli spermatazoalar, diizensiz ve dejenere olmus seminifer tiibiil epiteli dikkat
cekmektedir. 100 mg/kg grubunun 30. giiniindeki testis dokusunun histolojik goriintiisii
incelendiginde Leydig hiicrelerinin sayica az oldugu, sperm sayisinda 6nemli oranda
azaldig1 ve tiibiiller arasi biiyiik bosluklar olustugunu tespit etmislerdir. 100 mg/kg
grubunun 45. giiniindeki testis dokusunun histolojik goriintiisii incelendiginde liimenin
icinde ¢ok fazla sayida dokiintii hiicrelerin oldugunu tespit etmislerdir. 150 mg/kg
grubunun 30. giliniindeki testis dokusunun histolojik goriintiisii incelendiginde ise
siddetli dejenere degisiklikler, germinal epitelyum diizensiz ve gevsek, intertiibiiller
aciklikta ¢ok az bag dokusu oldugunu gérmiislerdir. 150 mg/kg grubunun 45. giiniindeki
testis dokusunun histolojik goriintiisii incelendiginde biiziismiis seminifer tiibiiller,

intertiibiiler alandaki artan bosluk ve liimende sperm hiicresi olmadigi goriilmistiir (39).

Biz de ¢alismamizda gruplar arasinda 55. giinlerde swiss albino cinsi fare testis

dokusunun histolojik goriintiisiinii inceledik. Kontrol grubu fare testis dokusunun
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histolojik goriintiisiiyle, 2,4 D-amin grubunun fare testis dokusunun histolojik goriintiisii

karsilastirildiginda bu ¢alismaya benzer sonuglar elde ettik.

Yilmaz ve arkadaglarinin 2004 yilinda yapmis olduklari ¢alismada, Mus
Musculus cinsi fare kullanilmig ve bobrek ornekleri incelenmistir. Kontrol gurubuna
etanol i.p olarak, 2,4 D-amin grubuna ise 338 mg / kg viicut agirlig1 dozu 3 giinde bir i.p
olarak verilmistir. Enzim aktiviteleri Ol¢iilmiistiir ve bobrek doku kesitleri incelenmistir.
2,4 D-amin bobrek doku kesitlerinde oldukga toksik hasara neden oldugu gosterilmistir
(90).

Alexander ve ark.’nin yapmis oldugu arastirmada; ¢iftlikte yasayan 2,4 D-amin
herbisitine maruz kalan cift¢i aile bireylerinde 2,4 D-amin asit miktarin1 arastirarak
sistemik doz tahmini yapmislardir. incelemeye konu olan, giftlikte yasayan aileler
Minesota ve Giiney Carolina’da lisansli uygulayicilardan se¢ilmistir. Ciftlikte yasayan
aile tiiyelerinden 2,4 D-amin uygulanmadan 1 giin 6nce ve 2,4 D-amin uygulamasindan
3 giin sonra 24 saat araliklarla idrar 6rnekleri alinmigtir. Medyan idrar 2,4 D-amin
konsantrasyonlari, 2,4 D-amin uygulanmasindan sonra uygulayicilar i¢in 2,1 ve 73,1
microg/L’dir. Cocuklar i¢in 1,5 ve 2,9 microg/L ve eslerde 1,2 microg/L bulunmustur.
Geometrik ortalama sistemik doz (kilogram viicut agirligi basina mikrogram),
uygulayicilarda 2,46 microg/L, eslerde 0,8 microg/L, 4-11 yas arasindaki ¢ocuklarda
0,32 microg/L, 12 yas veya daha biiylik ¢ocuklarda 0,12 microg/L, biitiin ¢ocuklarda
0,22 microg/L olarak bulunmustur. U.S.EPA.’nin (2002) belirledigi referans doz (RfD)
ise 0,01 mg/kg/giin veya 10pg/kg/giin’diir. Yine si¢anlarda 2 yil boyunca yapilan
biyodeneylerde 1,0 mg/kg/giin dozda zararli etkisinin goézlenmedigi belirtilmistir.
Tirkiye'de 2,4 D-amin grubu herbisitlere iiretim ve ilaglamada ¢aligmalar1 nedeni ile
maruz kalan 28 kisinin idrar analizlerinde ise 0,06-9,51 ppm arasinda 2,4 D-amin

saptanmustir (66, 82).

2,4 D-amin grubu pestisitlerin ayrica siganlarin iireme aktiviteleri tizerinde etkili
olduklari bilinmekte olup, Linscombe ve Lick yaptigi arastirmada, 2,4 D-amin’in 5, 20
ve 80 mgkg vicut agirhigi / gin'lik aliniminin disi siganlarda viicut agirhiginin

azalmasina, bobrek lezyonlarinin gelismesine sebep oldugu gozlenmistir (54). Bir diger
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caligmada, hamile Sprague Dawley siganlara gavaj yontemiyle misir yagi karigtirtlmis
2,4 D-amin’in 12.5, 25, 50, 75 ve 88 mg/kg/giin’liik dozlari 6-15 giin siireyle
uygulanmis olup, siganlarda herhangi bir anne Olimiine rastlanilmamasina ragmen
hayvanlarin dogurganliklarinin 50 mg/kg/giin'den daha biiyiik dozlarla beslenenlerde
azaldig1 gozlenmistir (54).

Lochry’nin yapmis oldugu c¢alismada ise; hamile Fischer 344 siganlara misir
yagi ile karistirilmis 2,4 D-amin pestisiti 8, 25 ve 75 mg/kg/glin esasina gore gavaj ile
verilmis, yiiksek dozlarda (75 mg/kg/giin) sicanlarin viicut agirliklarinin azaldigi,
hayvanlarin iskelet sisteminde 7. servikal ve 14. rudimentari kaburgalarinda anatomik
degisimlerin oldugu goézlenmistir (55). 2,4 D-amin’lerin dermal toksik etkilerinin
incelenmesi amaciyla yapilan bir diger ¢caligmada ise 2,4 D-amin’lerin 100, 120, ve 1000
mg/kg/giin'lik dozlar1 giinliik 6 saat siire ile haftanin 5 giinii tavsanlara uygulanmis
(toplam 21 giin) ve sonugta 100 mg/kg/glin ve daha iizeri dozlara maruz kalan
tavsanlarin derilerinde asir1 keratinlesme, akantosis, 6dem ve epidermal hiperplazia'ya

rastlanmastir (79).

2,4 D-amin'in siganlarin ovaryum dokusunda da dejeneratif degisikliklere neden
oldugu goriilmiistiir. Folikiil hiicrelerinde atrezi ve yiiksek dozlarda ovaryum hasarlar
olusmustur (9). Yapilan bir baska ¢alismada; oktilfenol ve 17 estrodiyol maddelerine
maruz birakilan lepistes bireylerinin gonadlari incelenmis, bunlarda anne kanaliyla
embriyoya gegen ve su Yyoluyla ergin bireylerin maruz kaldigi toksisitenin ovaryum,

testis ve karacigerde yaptig1 hasarlar gozlenmistir (46, 79).

Amerika’da tarimda kullanilan 2,4 D-amin ve MCPA (4-chloro-2-
methylphenoxyacetic acid-amin)’lerinde de dahil oldugu herbisitlerin % 60’dan

fazlasinin, hayvanlardaki endokrin ve iireme sistemini bozma potansiyeli oldugu

belirtilmistir (78, 79).

2,4 D-amin ve fenoksi asetik asit'den tretilmis herbisitlerin kullanimina bagl
olarak Bat1 Minesota’da insanlarda merkezi sinir sistemi, dolasim/solunum, tirogenital

veya kas ve iskelet anomalileri normalden daha sik goriilmeye baglanmigtir (47, 88).
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Hayvan tiirlerine gore LD50 seviyesinin farkliliklar gostermesine karsin 2,4 D-
amin'in hayvanlar igin orta siddette toksik oldugu sdylenebilir (89). Diinya Saglik
Orgiitiince memeli hayvanlarda ve kuslarda 2,4 D-amin’in teratojenik ve embriyotoksik
dozunun 10 ppm oldugu ve o6ldiiriicii dozunun ise 100-300 ppm arasinda degistigi
bildirilmektedir. Ornegin LD50 degerleri sicanlarda ve Kuzey Amerika bildircinlarinda
sirastyla 764 mg/kg ve 500 mg/kg’dir. Ayrica 2,4 D-amin maddesinin memeliler
tizerindeki toksisitesi bulunmus ve LD50 degeri tespit edilmistir (91). Baz1 hayvanlar;
ornegin kopekler, 2,4 D-amin’e siganlar ve insanlardan daha fazla hassasiyet gosterirler.
2,4 D-amin’e maruz kalmis ¢imlerden olusmus boélgelerle temas halinde bulunan

kopeklerde kotii huylu tiimorler olustugu bildirilmistir (38, 79).

Mountassif ve ark’t (2008) ise yapmis oldugu c¢alismada, 2,4 D-amin (1,5 ve 3
mg/kg/giin) ile 4 hafta beslenen Jerboalarda (Jaculus orientalis), karaciger enzim
aktivitelerinde ve lipid peroksidasyon enzim aktivitesinde hasarlar meydana geldigini
bildirmistir (65). Ayrica, karacigerde hepatosit hiperplazi meydana geldigini, testiste
seminifer tiibilillerde nekroz, beyinde ise ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerin normalden biiyiik
olusumlar meydana getirdigini bildirmislerdir (79). Bizim c¢alismamizdaki bulgular

incelendiginde de, seminifer tiibiillerde nekroz oldugu gorilmiistiir.

Melatoninin endojen olmasi, toksik olmamasi, viicut sivilarina hizli bir sekilde
difiize olmasi, tim hiicre kompartmanlarina penetre olmasi, in vivo olarak potent
olmasi, 6zellikle yiiksek toksik etkiye sahip OH i¢in giiglii bir ndtralize edici olmasi ve
pro-oksidan olayda yer almadan antioksidan enzimleri stimule etmesi gibi sahip oldugu
onemli fonksiyonlar1 hasarli hiicrenin iyilestirilmesinde kullanilabilecegi fikrini akla

getirmektedir (10).

Sénmez ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada; 24 adet 200-250 gr
agirliginda Wistar cinsi ergin erkek siganlar rasgele olarak dort gruba ayrilmustir.
Birinci grup kontrol; ikinci grup deney siiresince (28 giin) alkol igeren sivi diyet alan;
Uclinci grup deney boyunca alkol igeren sivi diyet ile birlikte 40 mg/kg/giin
intraperitoneal C vitamini alan; dordiincii grup deney siiresince alkol igeren sivi diyet ile

birlikte 4 mg/kg/giin intraperitoneal melatonin alan siganlardan olusturulmustur. Deney
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stiresince alkol iceren sivi diyet alan gruptaki siganlarin testis dokularinda 6dem,
damarlarda dilatasyon ve konjesyon tespit edilmistir. Bazi seminifer tiibiillerde atrofi,
spermatogenetik seriye ait hiicrelerde liimen igine dokiilme, dejenerasyon ve seminifer
tibiil epitelinde vakuolizasyon goézlenmistir. Melatonin ve C vitamini uygulanan
gruplarda ise nispeten bazi bulgularda diizelme gozlenmesine ragmen hasarin devam
ettigi gorilmiistiir. Dejenere olan hiicrelerde eNOS immunureaktivitesinde artis
saptanmistir. Melatonin ve C vitamini uygulanan gruplarda boyanmada degisiklik
saptanmistir.  eNOS immunoreaktivitesi yapilan boyamada intertisyel Leydig
hiicrelerinde (++), baz1 spermatogenetik seriye ait hiicrelerde (+) ve tunika albugineada
(+) boyanma ayirt edilmistir. Sonug olarak kronik alkol tiiketiminin testis dokusunda
hasara yol ag¢tig1, ancak bu hasarin melatonin ve C vitamini verilmesi ile kismen

diizeldigi belirlenmistir (79).

Kurcer ve arkadaslar1 melatonin uygulamasinin testiste iskemi reperflizyon ile
olusturulan histopatolojik bozukluklar1 diizelttigini gézlemlemislerdir. Bu caligmada
melatonin verilen si¢anlarin testis dokusunda alkol alan gruba gore germinal epiteldeki
dokiilmede ve atrofik seminifer tiibiillerde azalma gézlenmistir. Alkol grubunda goriilen
0dem ve damarlarda dilatasyon, melatonin uygulanan siganlarda bu hasarlarin 6nemli
Olglide diizeldigi gozlenmistir. Alkol ile olusturulan testis hasarina melatoninin

koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (47).

Bizim calismamizda da bu calismalara benzer bulgular gézlenmistir. Atrofik
tiibtilleri, spermatagonik serideki hiicre dejenerasyonlarini, interstisyel alandaki 6nemli
orandaki ag¢ilma hasarlarin1 melatonin hormonunun 6nemli oranda diizelttigi

gozlenmistir.

Melatoninin en iyi bilinen etkileri iireme fizyolojisiyle ilgili olanlaridir.
Melatonin dogrudan hipotalamus diizeyinde GnRH salgilanmas1 {izerine etkisiyle LH
salgilanmasini inhibe etmektedir. Hipertiroidide ise tiroid hormon diizeylerindeki artisa
paralel olarak LH seviyelerinde veya testosteron saliniminda onemli artiglar meydana
gelmektedir (93).
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Aktas ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis olduklart ¢alismada, kontrol,
torsiyon, torsiyon-detorsiyon ve torsiyon-detorsiyon-melatonin verilmis grup olmak
tizere 4 gruba ayrilmistir. Melatonin grubu 20, 50, 100 mg/kg olmak {izere
uygulanmistir. Deney sonucu incelenen elektron mikroskop goriintiilerine gore 20
mg/kg ve 50 mg/kg dozda melatonin uygulanan gruplarin tam olarak testis hasarini
iyilestiremedigi, 100 mg/kg dozda melatonin uygulanan gruptaki hasarlarin iyilestigi ve
kontrol grubuna yakin goriinimde spermatogenik seri hiicreleri, normal goériiniimlii
Leydig hiicreleri oldugu gosterilmistir. Ve 100 mg/kg dozdaki melatoninin
iskemi/reperfiizyon hasarini 6nledigide dikkat ¢cekmektedir (1).

Calismamizin bulgularina gore 10 mg / kg dozda uygulanan melatoninin normal
goriinlimlii spermatagonik hiicreler ve normal goriiniimlii Leydig hiicrelerinin yaninda

yer yer hasarli hiicrelerinin devam ettigini gorilmistiir.

Mogulkog ve arkadaslarinin hipertiroidi olusturulan ve melatonin uygulanan
siganlar lizerinde yapmis oldugu bir ¢aligmada, ¢alisma olusan gruplarda, kontrol grubu
"G17, sham-T4 "2 hafta boyunca intraperitoneal 0.5 ml/giin serum fizyolojik uygulanan”
grubu “G2", hipertiroidi olusturulan "2 hafta boyunca intraperitoneal 0.3 mg/kg/giin
tiroksin uygulanan” grup “G3", hipertiroidi olusturulan ve melatonin uygulamasi yapilan
"2 hafta boyunca intraperitoneal 0.3 mg/kg/giin tiroksin ve 3 mg/kg/giin melatonin
uygulanan” grup "G4" olmak {izere toplam 24 adet Spraque - Dawley cinsi eriskin erkek
sigan tzerinde gergeklestirilmistir. On bes giin siiren g¢alismanin bitiminde deney
hayvanlarindan kan orneklerinde serum T3, T4 ve total testosteron diizeyleri tayin
edilmigtir. Hipertiroidi de melatonin uygulamasinin tiroid hormonlar1 ve testosteron

salmiminda 6nemli bir baskilanmaya yol agtigini gostermektedirler (59).

Melatoninin basta sirkadyen ritim olmak iizere uyku, duygu durumu, immunite,
termoregiilasyon, cinsel olgunlasma ve iireme gibi ¢esitli biyolojik olaylarla iliskisi

bildirilmistir (10).

Yapilan ¢aligmalarda beynin ¢esitli alanlarinda, kan damarlarinda,ovaryumlarda,

bagirsaklarda ve karacigerde melatonin reseptorlerinin varligi gosterilmistir. Melatonin
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pineal bezden salgilanmasini takiben dolagim yolu ile hedef hiicrelerdeki membran

reseptorlerine baglanmaktadir (10).

Melatonin gii¢lii bir radikal stipiiriici ve antioksidandir (75). Melatoninin
insandaki rolii, son donemlerde giderek daha iyi belirlenmeye baslamistir. Viicut 1sis1 ve
uyku regiilasyonundaki agik etkileriyle birlikte, puberte ve iireme sistemi lizerinde de
etkinligi muhtemel olan melatoninin, insan sirkadiyan ritmi i¢in de 6nemli oldugu

ortaya konulmaktadir (21).
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6. SONUC VE ONERILER

1. 2,4 D-amin, 55 giin boyunca 3 giinde bir 320 mg/kg dozunda verildiginde,

viicut agirhginda onemli diizeyde agirlik artisina neden olmustur.

2. 2,4 D-amin, testis tizerinde oldukga toksik etki gostermektedir. Spermatogenik
hiicrelerde yogun hasar ve hiicresel dokiilmelere neden olarak spermatogenezi olumsuz
yonde etkiler, tiibiillerde yogun hasara ve atrofiye neden olmaktadir. Ayrica interstisyel

alanda agilmalara ve 6deme neden olmaktadir.

3. 55 giin boyunca 3 giinde bir 10 mg/kg verilen melatonin, testis agirliginda
onemli bir degisiklige yol agmazken, viicut agirliginda ¢ok 6nemli diizeyde artisa yol

actig1 gézlenmistir.

4. 55 giin boyunca 3 giinde bir 320 mg/kg 2,4 D ile 10 mg/kg melatonin verilen

grupta, testis agirhigi ve viicut agirliginda artis gdzlenmemistir.

5. Melatonin’in, 2,4 D’nin toksitesini nasil 6nlediginin ortaya konmasinda ileri
enzimatik, biyokimyasal ve immiinohistokimyasal diizeyde yapilacak arastirmalar bu

konuda ek bilgiler ve kanitlar saglayabilir.

Diinya Saglik Teskilati ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu
tarafindan olusturulan pestisit kategorilerinde, 2,4 D-amin’ler ¢ok 6zel amaglar i¢in izin
verilebilecek pestisit grubunda yer almistir. Diger {ilkelerde durum bdyle iken,
tilkemizde ise treticiler 2,4 D-amin ve diger pestisitleri, istedigi miktarda satin alarak,
istedigi oranda kullanabilmektedir. Bilingsiz pestisit kullaninminin tarim {irtinlerinde
hasat sonrasi tolere edilebilir sinirlarin ¢ok iistiinde pestisit kalintis1 i¢erdigi, bunun da
bir kisim saglik sorunlarina yol agmasi nedeni ile iireticilerin zaman zaman zor durumda
kaldiklar1 bilinmektedir. Tarmm iirtinlerinde kullanilan ilaglarin iiretim evresinden,
tilketicilerin kullanimina kadar olan asamada titizlikle takip edilmesi gerekmektedir.
Ulkemizde de 2,4 D-amin herbisiti kullanilmasinin yasaklanmasi ve/veya birtakim

smirlandirmalarin getirilmesi gerekmektedir (41).

65



KAYNAKLAR DiZiNi

1. Aktas, A; Tuncer, M.C; Yildirim, A., Nergiz, Y.& Akkus, M., 2011, Protective effects of melatonine
on testicular torsion and detorsion damage in Spraque-Dawley rats. Int. J. Morphol., 29:7-15

2. Alexander, B.H, Mandel, J.S., Baker, B.A., Burns, C.J., Bartels, M.J., Acquavella, J.F., Gustin, C.,
2007, Biomonitoring of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid exposure and dose in farm families, Environ
Health Perspect, 115, 370-376.

3. Alihemmati A, 2006, Gebelik Doneminde Elektromanyetik Alana Maruz Birakilan Ratlarda ve
Yavrularda Melatonin’in Tiroid Bezi iizerine etkilerinin incelenmesi, Doktora Tezi, Dokuzeyliil
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 124 s.

4. Andreasik, Z., Kolon, S. An Smalik, R., 1979, Health status exaluation in workers packaging the
herbicide "Pielik” (Cholorophenol), Arch. Hig.Rad.Toksikol.30:599-602

5. Arnold., E.K,, et al., 1989, Pharmacokinetics of chlorinated phenoxy acid herbicides,Veterinary
Human Toxicology, 31, 121-5.

6. Arslan D., 2010, 2.3.7.8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin ile sigan beyninde olusturulan oksidatif hasar
tizerine Melatoninin etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 74 s.

7. Bettahi |, Guerrero JM, Reiter RJ, Osuna C., 1998, Physiological concentrations of melatonin inhibit
the norepinephrine-induced activation of prostaglandin E2 and cyclic AMP production in rat
hypothalamus: a mechanism involving inhibiton of nitric oxide synthase. J Pineal Res.; 25:34-40.

8. Beyer CE, Steketee JD, Saphier D., 1998, Antioxidant properties of melatonin-an emerging mystery.
Biochem Pharmacol.; 56:1265-1272.

9. Biger, S., 2005, Bir herbisit olan 2,4 D’nin siganlarda ovaryum dokusu iizerine etkileri. Yiiksek Lisans
Tezi, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, {zmir, 85 s.

10. Brzezinski A., 1997, Melatonin in humans. N Engl J Med.;336:186-195.

11. Boval, B. And Smith, J.M., 1973, Photodecomposition of 2,4-dichlorophnoxy acetic acid.
Chem.Eng.Sci., 28: 1661-1675.

12. Bulmus, O, 2007, Endosulfan, Cypermethrin, 2,4 D ve Trifluralin’in androjenik ve Anti-androjenik
etkilerinin ratlarda Hershberger metoduyla arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi, Fizyoloji
Anabilim Dal1, 92 s.

13. Cagnacci A., 1996, Melatonin in relation to physiology in adult humans. J Pineal Res 21, 200-213.

66



KAYNAKLAR DIiZINI (devam ediyor)

14. Campel, M, 1986, Studies an enzyme activities in rat intoxicated with 2,4 D. Bromatol. Chem.
Toxicol., 19(2):91-94.

15. Carlos Junqueira L, Carneino J, O.Kelley R., 1998, Baris Kitabevi.

16. Charles, J., M., Cunny, H., C., Wilson, R. ,D., BUS, J., S., 1996, Comparative subchronic studies on
2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid, Amine, and Ester in Rats ,Fundamental and applied toxicology 33, 161-
165, Article no:0153.

17. Cripps, R.E. and Roberts, T., Microbial degradation of herbicides.in: Hill, I:R and Wright , S.J.L.,
ed:, 1978, Pesticide microbiology-microbial aspects of pesticide behaviour in the environment, London,
New York, Son Francisco, Academic Press, pp 669,730.

18. Crosby, D.G and Tutass, H.O., 1996, Photodecomposition of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
J.agric.Food Chem., 14:596.

19. Courtney, K.D., 1977, Prenatal effect of herbicides: evaluation by the prenatal development index.
Arch.environ.Contamin.Toxicol., 6:33-46.

20. Celik, S., 2011, Uzun siireli cep telefor}u kullaniminin testis histo_patolojisi lizerine etkilerinin
degerlendirilmesi, Uzmanlik Tezi, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali, 65 s.
(yayinlanmis)

21. Deniz E, 2005, Kronik nitrik oksit sentaz inhibisyonu olusturulan si¢anlarda melatoninin kan basinct
ve miyokardiyal iskemi-reperfiizyona bagl infarkt alanina etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Elaz1g, 68 s.

22. Erdogan E, 2010, Kortikal displazi olusturulmus siganlarda melatonin kannabinoid-1 reseptorii
iligkisi,Tipta Uzmanlik Tezi, TC. Genelkurmay Bagkanligi Giilhane Askeri Tip Akademisi Askeri Tip
Fakiiltesi, Temel T1ip Bilimleri Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkanligi, Ankara, 99 s.

23. Erlich S.S., Apuzzo M.L.J., 1985, The pineal gland: anatomy, physiology and clinical significance. J
Neurosurg 63, 321-341.

24. Ermis, LI, 2012, Anabolik androjenik steroid uygulanmis erkek siganlarda eritropoietinin testis
dokusu {izerine koruyucu etkilerinin incelenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Dokuz Eyliil Universitesi Saglk
Bilimleri Enstitiisii, 99 s. (yayinlanmis)

25. Erne, K., 1966, Distribution and eleminationof chlorinated phenoxyacetic acid in animals, Acta Vet
Scand.,7, 240-256.

67



KAYNAKLAR DIiZINI (devam ediyor)

26. Extoxnet., 1996, Extension toxicology network, pesticide information profiles, Oregon State
University.

27. Fallin, E, Montgomery, M.L., Freed, V.H., 1973, The metabolism and distribution of 2,4,5-T in
female rats, Toxicol. and Applied Pharm., 24, 555-563

28. Federova, L.M. and Beloa, R.S: 1974 Inclusion of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid in organs of
animals.Gig.I.Sanit., 39: 105-107.

29. Fetisov, M.l., 1966, Occupational hygiene in the application of hebicides of the 2,4 D
group.Hyg.Sanit., 31 (7-9): 383-386.

30. Feung,C.S., Hamilton, R.H. and Withom, F.H.:, 1971, Metabolism of 2,4 dichlorophenoxyacitic acid
by saybean cotyledon callus tissue cultures. J.agric.Food Chem., 19: 474-479.

31. Fleeher, J.R. and Steen, R., 1971, Hydroxylation of 2,4 D in several weed species.Weed sci.,19 : 507
-510.

32. Garry, V.F., Schreinemachers, D., Harkins, M.E., Griffith, J., 1996, Pesticide appliers, biocides, and
birth defects in rural Minnesota, Environ. Health Perspect, 104, 394-399.

33. Giusti P, Lipartiti M, Franceschini D, Schiavo N, Floreani M, Manev H.,1996, Neuroprotection by
melatonin from kainate-induced excitotoxicity in rats. FASEB J.; 10(8): 891-896.

34. Gorzinski, S.J., 1987, Acute pharmokinetik and subchronic toxicological studies of 2,4-
dichlorophenoxy-acet,c acid.Fundom.Appl.Toxicol.,9 : 423 — 435.

35. Guerrero JM, Reiter RJ, Ortiz GG, Pablos MI, Sewerynek E, Chuang JI., 1997, Melatonin prevents
increases in neural nitric oxide and cyclic GMP production after transient brain ischemia and reperfusion
in the Mongolian gerbil (Meriones unguiculatus). J Pineal Res.; 23: 24-31.

36. Halliop, J., Tocman, A. And Latalski, M., 1980, Ultastructural investigations and myeloperoxidase
determinations in rat neutrophils in acut poisoning with 2,4 Dichlorhenoxyacetic acid. Acta
haematol.Pol.,11: 249-257,

37. Hardeland R, Reiter RJ, Poeggeler B, Tan DX., 1993, The significance of the metabolism of the
neurchormone melatonin: antioxidative protection and formation of bioactive substances. Neurosci
Biobehav Rev.; 17: 347-357.

68



KAYNAKLAR DIiZiNi ( devam ediyor)

38. Ibrahim, M.A., G.G., Bond, T.A., Burke, P., Cole, F.N., Dost, P.E., Enterline, M., Gough, R.S.,
Greenberg, W.E., Halperin, E., McConell, I.C., Munrun, A., Sweendberg, S.H., Zahm, J.D., Graham,
1991, Weight of the evidence on the human carcinogencitiy of 2,4 D, Environ. Health. Perspect., 96,
213-222.

39. Joshi, S.C., Timbewal, P., Sharma, A.,at Sharma, P., 2012, Evaluation of toxic effect of 2,4 D (2,4
Dichlorophenoxyaceticacid) on fertility and biochemical parameters of male reproductive system of
albino mices, Academic Sciences, 1-5, 5 p.

40. Junqueira, L.C., Carneiro, J., 2005, Temel Histoloji, (Cev.: Aytekin, Y., Solakoglu, S., ) Nobel Tip
Kitabevi, Istanbul, s. 418-434

41. Kalipey, E., 2011, 2,4 D Herbisitleri ve Endiistriyel atik sularinin ekotoksik etkilerinin azaserin-sican
modelinde karaciger ve pankreasta arastirilmasi, Doktora Tezi, Selguk Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii Cevre Mithendisligi Anabilim Dali, 105 s

42. Karaca, O., Pekmez ,H., Kus ,M.A., Akpolat, N., Ogetiirk, M. ,Kus ,i.,2011, Deneysel karbon
tetrakloriir toksisitesi sonucu karacigerdeki ISP70 immunoreaksiyon artist tizerine melatonin hormonunun
etkisi, Firat Universitesi Saglik Bilimleri Tip Dergisi, 25: 73-76.

43. Kawashima, Y., et. al;, 1984, Effects of 2,4 Dichlorophenoxy acetic Acid and 2,4,5-
Trichlorophenoxyacetic Acid on peroxisomal enzymes in rat liver. Biochem.Pharmacol. 33, 241-245,
1984

44. Kelestimur H., 1996, insanda pineal bezin fonksiyonlari, Firat Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi
10, 141 - 147.

45. Kierszenbaum A.L., MD, PhD, 2001, (Cev., Demir R.) Palma Yayincilik

46. Kinnberg, K., Korsgaard, B., Bjerregaard, P., 2002, Effects of octylphenol and 17-estradiol on the
gonads of guppies (Poecilia reticulata) exposed as adults via the water or as embryos via the mother,
Comparative Biochemistry and Physiology Part C, 134, 45-55.

47. Kurcer Z, Oguz E, Ozbilge H, et al., 2008, Effect of melatonin on testicular ischemia/reperfusion
injury in rats: is this effect related to the proinflammatory cytokines fertil steril; 89 : 1468-73.

48. Kus 1., Sarsilmaz M., 2002, Pineal bezin morfolojik yapisi ve fonksiyonlari, Tiirkiye Klinikleri Tip
Bilimleri Dergisi 22, 221-226.

49. Kus M.A,, 2011, Pinealektomi yapilan siganlarda melatonin hormonunun hipokampus tizerindeki
etkisi, Doktora Tezi, Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Anatomi Anabilim Dali, Elaz1g, 99 s.

69



KAYNAKLAR DIiZINI (devam ediyor)

50. Kohli, J.D., Khana, R.N., Gupta, B.N., Dhar, M.M., Tandon, J.S., Sircar, K.P., 1974, Absorption and
excretion of 2,4 Dichlorophenoxyacetic acid in man, Xenobiotica,4, 97-100.

51. Kotler M, Rodriguez C, Sainz RM, Antolin I, Menendez - Pelaez A., 1998, Melatonin increases gene
expression for antioxidant enzymes in rat brain cortex. J Pineal Res.; 24: 83-89.

52. Lerda, D., Rizzi, R., 1991, Study of reproductive function in persons occupationally exposed to 2,4
D, Mutation Research, 262 p.

53. Lindguist, N.G., Ulberg, S., 1971, Distribution of the herbicides 2,4,5-T and 2,4 D in pregnanat mice,
Accumulation in the yolk sac ephitelium, Experientia, 27, 1439-1441.

54. Linscombe, V.A., Lick, S.J., 1994, Evatuation of 2,4 dichlorophenoxyacetic acid isopropylamine salt
in the Chinese hamster ovary cell/hydroxanthine-guanine phosporibosyl transferase (CHO/HGPRT)
forward mutation assey. Unpublished Report No. M-004725-017 from The Dow Chemical Co., Midland,
MI, USA. Submitted to WHO by industry task force Il on 2,4 D research data, Indianapolis, IN, USA.

55. Lochry, E.A., 1990, Developmental toxicity study of 2,4 D dimethylamine salt (2,4 DDMA)
adminstered orally via gavega to Crl:CD BR VAF/Plus presumed pregnat rats, Unpublished Report.
No0:320 - 001 from Argus research Laboratuaries, Perkasie, PA, USA. Submitted to WHO by the industry
task force 11 on 2,4 D research data, Indianapolis, Indiana, USA.

56. Loos, M.A.,1969, Phenoxyalkonoic acids. In Kearney, P.C, and Kaufman, D.D.,ed. Degradation of
herbicides, New York, Macel Deccer, PP 1-49.

57. Mayo JC, Sainz RM, Tan DX, Hardeland R, Leon J, Rodriguez C et al., 2005, Antiinflammatory
actions of melatonin and its metabolites, N1-acetyl-N2-formyl-5- methoxykynuramine (AFMK) and N1 —
acetyl-5 - methoxykynuramine (AMK), in macrophages. J Neuroimmunol; 165: 139 - 149.

58. Mazarean, H.H., Dux, L., Guba, F:, 1977, Changes of metabolism during experimentally induced
myotonia of rats. I: Alteration in lactate and molate dehdydrogenase isoensim activities.Biochem.Med.,
22: 350-358.

59. Mogulko¢ R., Baltact A., K., 2002, Hipertiroidi olusturulan ratlarda intraperitoneal melatonin
uygulamasinin tiroid hormonlar1 ve testosteron salmmasma etkisi, Selcuk Universitesi Merom Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali, Konya, Genel Tip Derg; 12: 129-132.

60. Mohamadghasemi, F.,Faghani M. At Khajehjahrami S., 2010, The Protective Effects of Melatonin
on the Histological Changes of Testis in Bisulfan-Treated Adult Mice.J Reprod Infertil;11:147

70



KAYNAKLAR DIiZINI (devam ediyor)

61. Morrison, H., et al., 1993, Farming and prostate cancer mortality, American Journal of Epidemiology,
137, 270 - 280.

62. Moore, K.L., 2008, insan embriyolojisi, (Cev: Dalcik, H., Yildirim, M.), Nobel Tip Kitabevleri,
Istanbul, s. 271 - 272

63. Moore, K.L., 2002, insan embriyolojisi, (Cev: Yildirim, M.), Nobel Tip Kitabevleri, [stanbul, 560 s.

64. Moore, K.L., 2003, The developing human clinically oriented embryology, the beginning of human
development: first week, seventh edition, 15 - 41 p.

65. Mountassif, D., Kabine, M., Mounchid, K., Mounaji, K., Latruffe, N., El Kebbaj, M.S., 2008,
Biochemical and histological alterations of cellular metabolism from jerboa (Jaculus orientalis) by 2,4
Dichlorophenoxyacetic acid: effects on D-3-hydroxybutyrate dehydrogenase, Pestic Biochem Phys, 90,
87-96.

66. Ozdas, E., Ates, U., Uyamkgil, Y., Baka, M., Yavasoglu, A., Bicer, S., Ergen ,G., 2006, Bir Herbisit
olan 2,4 D (Diklorofenoksiasetikasit)’in siganlarda Testis Dokusu Uzerine Etkisi, Ege Tip
Dergisi:45:169-174.

67. Ozdem M., 2011, Deneysel Periodontitiste melatoninin periodontal kemik yikimi ve oksidatif stres
parametrelerine etkisi, Doktora Tezi, Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Periodontoloji Anabilim dali, 109 s.

68. Pablos MI, Reiter RJ, Ortiz GG, Guerrero JM, Agapito MT, Chuang JI, Sewerynek E., 1998,
Rhythms of glutathione peroxidase and glutathione reductase in brain of chick and their inhibition by
light. Neurochem Int.; 32: 69 - 75.

69. Palmer, J.S:, 1972, Toxicity of 45 organic herbicides to cattle, sheep and chickens.in: Production
Research Raport, Washington, DC, Agricultural Research Service, pp 1-38.

70. Pahkla R, Zilmer M, Kullisaar T, Rago L., 1998, Comparison of the antioxidant activity of melatonin
and pinoline in vitro. J Pineal Res. 1998; 24: 96-101.

71. Pemberton, J.M., 1966, Pesticide degrading pasmids: a biological answers to environmental pollution
by phenoxy-herbicides. Ambio, 8:202-205.

72. Pierrefiche G, Topall G, Courboin G, Henriet I, Laborit H., 1993, Antioxidant activity of melatonin
in mice. Res Commun Chem Pathol Pharmacol.; 80:211-223.

71



KAYNAKLAR DIiZINI (devam ediyor)

73. Presscott, I.F., Park, J. And Darrien, 1., 1979, Threat-ment of severe 2,4-D and mecoprop intoxication
with alkaline diuresis.Br.J.clin.Pharmacol.,7: 111-116.

74. Reiter RJ., 1993, Interactions of the pineal hormone melatonin with oxygen-centered freeradicals: a
brief review. Braz J Med Biol Res.; 26: 1141-1155.

75. Reiter RJ, Tan DX., 2003, Melatonin: a novel protective agent against oxidative injury of the
ischemicreperfused heart. Cardiovascular Research. 58: 10-19.

76. Reiter RJ, Tan DX, Qi W, Manchester LC, Karbownik M, Calvo JR. ,2000, Pharmacology and
physiology of melatonin in the reduction of oxidative stress in vivo. Biol Signals Recept. 9: 160-71.

77.  Sauerhoff, M.W., Braun, W.H., Blau, G.E. and Gehring, P.J., 1977, The fate of 2, 4
dichlorophenoxyacetic acid (2,4 D) following oral administration to man.Toxicology, 8: 3-11.

78. Short, P., Colborn, T., 1999, Pesticide use in the U.S. and policy implications: a focus on herbicides,
Toxicol. Ind. Health, 15, 240-275.

79. Sonmez M,F, Selvi F., Balcioglu E., 2010, Melatonin ve C Vitamini’nin Kronik alkolik si¢anlarin
testis dokusundaki hasar ve eNOS Immunreaktivitesi iizerine etkileri Effect of Melatonin and Vitamin C
on Damage and Expression of Endothelial NOS in Testes of Chronic Alcoholic Rats, Saglik Bilimleri
Dergisi (Journal of Health Sciences) 191 - 11.

80. Sota-Grabinska, E., Wisniowska, E., Kalka, J., 2003, Toxicity of selected synthetic auxines-2,4 D,
MCPA derivatives to broadleaved and cereal plants, Crop Protection, 22, 355-360.

81. Stauber,D.J.:, 1987, Vietnam vet exposure to Agent Orange (letter).J.Occup.Med.,29:726.

82. Tan DX, Poeggeler B, Reiter RJ, Chen LD, Chen S, Manchester LC, Barlow-Walden LR., 1993, The
pineal hormone melatonin inhibits DNA-adduct formation induced by the chemical carcinogen safrole in
vivo. Cancer Lett.; 70:65-71.

83. Thomas L, Drew JE, Abramovich DR, Williams LM., 1998, The role of melatonin in the human fetus
(review). Int J Mol Med.; 1:539-543.

84. Urata Y, Honma S, Goto S, Todoroki S, lida T, Cho S et al.,1999, Melatonin induces gamma-
glutamylcysteine synthetase mediated by activator protein-1 in human vascular endothelial cells. Free
Radic Biol Med.;27:838-847.

72



KAYNAKLAR DiZiNi (devam ediyor)

85. Vural, N., Burgaz, S., 1984, A gas chromatographic method for determination of 2,4-residues in
urine after occupational exposure, Bull.Environ. Contam. Toxicol., 33, 518-524.

86. Yamamoto H, Tang H., 1996, Melatonin attenuates L-cysteine-induced seizures and
lipidperoxidation in the brain of mice. J Pineal Res.; 21:108-113.

87. Yelkovan, 1., 1989, 2,4 D (2,4 Diklorofenoksiasetikasit)’ nin fare karacigerindeki G-6-P DH (Glukoz
-6-Fosfat dehidrogenaz) enzim aktivitesi tizerine etkisinin arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Cumhuriyet
Universitesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal, 88 s.

88. Yildirim, M., Topografik Anatomi 2. Bask1, 2008, Nobel Kitabevleri Ltd.Sti., Istanbul.

89. Yildinm Z., 2011, Ehrlich Solid Tumérli farelerde melatonin ve gece 15tk uygulamasinin
karsilastirilmali etkisi, Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Boliimi, 104 s.

90. Yilmaz, H.R.,Yiiksel, E., Tiirkéz Y., 2004, The effect of 2,4 dichlorophenoxyace}ic acid on some
antioxidant enzymes in kidneys of the second cross of springs mice, Siilleyman Demirel Universitesi T1bbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Isparta, T1p Fakiiltesi Dergisi; 11: 6 - 9

91. Yonten, V., 2006, Bitkisel hormonlardan 2,4 D amin ve bocek oldiriiciilerden 2, 2-dikloro vinil
fosfat (dichlorvos) 'in orijinal, yiizeyi HNO3 ve Na2CO3 ile degistirilmis bentonit iizerine
adsorbsiyonlarimin incelenmesi, Yiiziincii Y1l Universitesi, Kimya Anabilim Dali.

92. Walters, J., 1999, California Department of Pesticide regulation, www.cdpr.ca.gov.

93. 2,4 Dichlorophenoxyacetic Acid (2,4 D), 2010, Toxicity and Exposure Assessment for Children’s
Health, Chemical Summary, U. S .EPA.

73


http://www.cdpr.ca.gov/

OZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Adi Soyadi: Sevda KENAN

Dogum Tarihi ve Yeri: 01.05.1987 Eskisehir/Merkez
Uyrugu: T.C

Medeni Durumu: Bekar

fletisim Adresi: skenan@windowslive.com

Egitim Durumu

2006-2011 Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii, ESKISEHIR
2002-2006 Hoca Ahmet Yesevi Y.D.A. Lise, ESKISEHIR
1994-2002 Yenikent Ilkdgretim Okulu, ESKISEHIR

Yabanci Dil Ingilizce

Uye Olunan Bilimsel Kuruluslar

Tiirk Histoloji ve Embriyoloji Dernegi (THED)
Bilimsel Etkinlikler
Klinik Embriyoloji Dernegi (KED)-Embriyoloji/Androloji kursu-ANKARA, KASIM,

2012.
Kok Hiicre Sempozyumu-Celal Bayar Universitesi-CESME, NISAN, 2012.

74


mailto:skenan@windowslive.com

