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OZET

Erigkin erkek siganlarda organometalik fungusit Maneb (Manganez etilen - 1, 2-

bisdihiokarbamat) ile olusturulan testis hasari tizerine P.G’in etkisi.

Tarim ve sanayide yaygin olarak kullanilan manganez igerikli Maneb testis dokusu
ve hiicreleri tizerinde toksik etki gostermektedir. Hiicre ve dokular, olusan bu toksik
etkilerden P.G (P.G) gibi antioksidan sistemlerle korunabilirler. Bu c¢alismamizda
Maneb’in sican testisleri iizerindeki toksik etkisi iizerine P.G’in roliinii arastirmayi
amagcladik. Calismamizda, 28 adet Spraque-Dawley tiirii sican kullanildi. Siganlar her
grupta 7 eriskin erkek si¢an olacak sekilde kontrol, 30 mg/kg Maneb, 30 mg/kg Maneb +
200 mg/kg P.G ve 200 mg/kg P.G verilen grup olmak tizere 4 gruba ayrildi. Deney oncesi
ve sonunda viicut agirliklari, testis agirliklart Slgiildii ve karsilastirmalar yapildi. Sol
testisler Bouin ¢ozeltisi igerisine alindi ve rutin histolojik islemlerden sonra bloklanda.
Elde edilen parafin bloklardan 3 pum kalinliginda seri kesitler alindi ve kesitler
Hematoksilen - Eozin, Periyodik Asit-Schiff + Hematoksilen ile boyanarak mikroskobik
incelemeleri yapildi. Viicut ve testis agirliklart agisindan gruplar arasinda 6nemli farklar
gozlendi. Maneb’in testis ve viicut agirligini azalttigi, testiste seminifer tiibiillerde ve
hiicrelerde hasara yol actig1, ayrica spermatogenezi durdurdugu gozlendi. Ancak bu hasar
Maneb + P.G verilen gruplarda daha az oldugu gozlendi. Bulgularimiz dogrultusunda,
Maneb’e bagli olarak testis dokusunda meydana gelen toksik etkinin P.G ile

Onlenebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Maneb, P.G, Si¢an, Testis.



SUMMARY

The effects of Panax ginseng on testicular damage caused by organometalic
funguside Maneb on adult male rats.

Maneb, containing mangenese, is used in agriculture and industry, and has toxic
effects on testiculer tissue. These tissues can be protected by antioxidant agents like
panax ginseng. In this study, we aimed to search protective effects of panax ginseng on
rat’s testicular tissue damaged caused by Maneb. We used 28 Spraque-Dawley rats in our
study. Rats were divided into 4 groups having 7 rats in each; control group, 30 mg/kg
Maneb, 30 mg/kg Maneb + 200 mg/kg P.G and 200 mg/kg P.G used groups. Body and
testicular weights of rats were measured before and after the experiment and compared to
each other. The Left testicles were put into boin solution and blocked after routine
histological proceses. 3 um series of slices were taken from paraffin blocks and observed
under microscope following Hematoksilen - Eozin, Periodic Asit-Schiff + Hematoksilen
stainings. Significant changes were among observed groups in terms of their body and
testicular weights. We observed that, Maneb reduced body and testicular weight,
interfered testicular cells and seminifer tubules and aborted spermatogenesis, but P.
ginseng application was reduced all of these adverse effects. In conclusion, according to

our evidences, P. ginseng may prevent toxic effects of Maneb the testicular tissue.

Key words: Maneb, Panax Ginseng, Rat, Testis
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1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye, pestisit kullanimi bakimindan diinyada ilk yiiz ilke arasinda
bulunmaktadir. Kullanilan pestisitlerin %35'ini insektisitler ve %22’sini fungusitler
olusturmaktadir. Zirai miicadelede hastaliklar1 yok etmek amaciyla kullanilan bu ilaglarin

kimyasal maddeler olmasi yaninda hemen hemen hepsi insanlar igin toksiktirler (29).

Maneb, tarim ve endiistride yaygin olarak kullanilan, manganez tuzlarit ve sodyum
bulunduran karbon disiilfid ve etilen tiamin kimyasal reaksiyonlari ile elde edilmektedir.
Maneb, EBCD (Etilen bis-dithiokarbomat) pestisitler olarak da bilinmektedir. Diisiik
olarak bilinen akut toksisitesi ve kisa ¢evre kalicilig1 nedeniyle tarim diinyasinda siklikla
kullanilmaktadir (28). Ozellikle deney hayvanlarinda, viicut agirhiginda azalma, sperm
sayisinda azalma, bobrek yetmezligi, tiroid toksisitesine yol actigi, embriyogenezisi
etkiledigi, genital sistem gelisimini yavaslattig1 bildirilmistir (6). Manebe bagl testikiiler
hasar, direkt olarak spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri tizerinde olmaktadir.
Ayn1 zamanda, Leydig hiicrelerinde de fonksiyon bozuklugu yaratip steroidogenezi
inhibe edebildigi bilinmektedir (20, 42). Ek olarak, nigrostratial sistem tizerinde de etkili

oldugu ve glutamat transportunu inhibe ettigi de rapor edilmistir.(29)

P.G ylizyillardir genis tedavi yelpazesi nedeniyle Asya’da kullanilmaktadir. Bu
bilesik, yaslanma karsiti, bagisiklik giiclendirici, stress karsitt ve tiimor karsiti etkilere
sahiptir (96).

Ginseng igeriginde ginsenosid, polisakkaritler, peptidler, poliasetilenik alkoller ve
yag asitleri bilesenlerini bulundurur. Ginsenosidler steroid ailesine mensup steroid
saponinlerdir. Ginsenosidlerin viicutta nasil etki ettiginin mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir. Ancak uzun siire oral olarak ginseng verilen farelerde dokularda olusan

serbest radikalleri ortadan kaldirmak igin gerekli olan antioksidan enzim aktivitelerinin



arttig1 ve doku peroksidasyon reaksiyonu {iiriinlerini azaltarak oksidatif stresi azalttigi
kaydedilmektedir. Ginseng bitkisinin farkli kisimlarinda ginsenosidlere ilave olarak;
polisakkaritler, flavonoidler, daukosterinler, fermentler, mineraller, aminoasitler,
peptitler, enzimler, vitaminler, kaolin, pektin, eterik yaglar ve fitosterol de bulunmaktadir
(18, 19, 24).

Maneb ve P.G’nin bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak galismamizda Maneb hasarina
ugramis sigan testis dokusunda, P.G’nin koruyucu bir etkisi olup olmadigin1 aragtirmay1

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1 Testis Anatomisi

Skrotum i¢inde yer alan, erkek iireme hiicrelerinin iiretildigi bir ¢ifttir organdir.
Testisler elips seklinde olup skrotum iginde oblik pozisyonda durur. Ust ucu 6ne ve disa,
alt ucu ise arkaya ve ice dogru bakar. Testisler funikulus spermatikus araciligiyla skrotum
icinde asili durumdadir. Her biri yaklagik 10-14 g. agirh@inda olan testislerden sol
taraftaki saga gore genellikle 1 cm daha asagida bulunur. Testislerin temel
fonksiyonlarin1 yapabilmeleri i¢in karin boslugundan skrotuma inmeleri zorunludur.

Testisler bu inisleri sirasinda karmn 6n duvari tabakalarini da siiriiklerler (5, 89).

Bu yiizden su tabakalarla kaplidirlar:

a. Skrotum (Deri)

b. Tunika Dartos

c. Fasia spermatika eksterna
d. Fasia kremasterika

e. Fasia spermatika interna

f. Tunika vajinalis testis (5),



Lamina Parietalis

Tunika Albuginea

Septula Testis

Epididimis

Testikiiler Arter

Sekil 1 : Testis yapisi (32)

Skrotum

Fasia spermatika
eksterna

Fasia spermatika
interna

Tunika vajinalis

Testis Lobiilleri

Mediastinum Testis

Testikiiler ven

Vas Deferens

Testis lamina visseralis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak iizere {i¢

tabaka ile sarilmistir. Tunika vajinalis testis, fasia spermatika internanin ig, testisin de dis

yiizlinli saran serd6z zardir. Embriyolojik donemde karin boslugunu ddseyen parietal

periton skrotuma dogru bir cep seklinde ¢ikinti gonderir. Tunika vajinalis denilen bu

cikint1, skrotumun tabakalarindan en igte bulunan fasia spermatika internaya gevsek

olarak yapisir. Daha sonra periton kesesinin disinda skrotuma inen testis, sakkus

vajinalis’e arka tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir. Boylece Tunika vajinalisin, bir

testisi Orten lamina visseralis kismi, bir de fasia spermatika interna’ya yapisan lamina

parietalis kism1 olusur. Eriskinlerde bu iki yapraga tunika vajinalis testis denir. Sinus

vajinalisdeki az miktardaki siv1 parietal ve visseral yapraklari birbirinden ayirarak testisin

skrotum i¢inde serbestge hareketini saglar (5, 45, 73).



Lamina visseralis, epididimisin biiyilk kismi ile arka kenarmin medial bolimi
harig, testisi orter ve bu iki olusumu birbirine baglar. Testis ve epididimisin arka
kenarlarindan, lamina parietalis olarak fasia spermatika internanin i¢ yiiziine geger.
Epididimisin bas kismini testis tist ucuna baglayan tunika vajinalis boliimiine ligament
epididimis siiperius, Kuyruk kismini testisin alt ucuna baglayan tunika vajinalis boliimiine
ise ligament epididimis inferius denilir. Lamina parietalis, peritoneumun fasia spermatika
internayr doseyen kismidir. Funikulus spermatikusun 6n ve i¢ kisminda yukariya dogru
biraz uzar. Bu nedenle lamina visseralisden daha genistir. Lamina parietalisin i¢ yiizii
diizdiir ve mezotel ile kaplidir. Tunika vajinalis testisin i¢ tarafinda da, testisleri saran iki
tabaka vardir. Bunlar tunika vajinalis testisden derine dogru tunika albuginea ve tunika

vaskulosa olarak siralanir (5, 45, 89).

Tunika albuginea, testisleri orten kalin, fibroz bir tabakadir. Elastikiyeti ve
genisleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis igine sokulur ve vertikal bir
bolme olusturur. Bu bolmeye mediastinum testis adi verilir. Mediastinum testis, testisin
extremitas superiorundan ekstremitas inferior yakinina kadar uzanir. Mediastinum testisin
on ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir. Bu uzantilar, testis
parankiminden gecerek tunika albugineanin i¢ yiiziine ulasir ve testisi koni bi¢iminde
lobuluslara boler. Testis parankimini, lobuli testis i¢inde bulunan ve kivrimli seklinden
dolay1 tubuli seminiferi kontorti ad1 verilen kanalciklar olusturur. Her bir testis kanalcig,
mediastinum testis yakininda tubuli seminiferi rekti adi verilen diiz bir kanalcikla uzanir.
Biitiin lobuluslardan gelen bu kanalciklar mediastinuma sokulur ve burada rete testis
denilen ag1 olusturur. Lobuli testislerde yapilan spermiumlar rete testisden duktus efferent

testis ad1 verilen kanallar araciligiyla epididimise gelir (5, 73, 89).



2.1.1 Testisin Damarlari, Lenf Dolasimi ve Sinirleri

Tunika vaskulosa, testisin damar agindan olusan ve tunika albugineanin i¢ yiiziinii
orten tabakasidir. Bu tabaka, tunika albugineanin uzantisi olan septula testislerin ig

yiiziinii kapladigi igin lobuli testislerin etrafinda bir tabaka olusturur (5, 45).

Testis ve epididimis, aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler. Testis ve
epididimisin venleri, 6nce funiculus spermatikusu saran bir ag pleksus pampiniformisi,
daha sonra da birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Bunlar da sag tarafta
vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya agilir (5, 44, 72). Yiizeyel lenf
damarlar tunika vajinalis testisin altinda, derin lenf damarlar1 ise testis ve epididimis
icerisinde yer alir. Bu damarlar ise funikulus spermatikus ile birlikte karin bosluguna
geger (88). Testis ve epididimisin sinirleri arteria testikiilarisin g¢evresindeki plexus
testikiilaristen gelir. Sempatik sinirler ise testise torakal 10-11 den gelir. Sempatik sinirler
bu yapilarin duyusunu tasir. N. genitofemoralis’in genital dali da testislerin duyusunu
tasir (73).

2.2. Testis Embriyolojisi

2.2.1. Gonadlarin Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik
ozelliklerine sahip degildirler. Genital sistem erken donemde her iki cinste de birbirine
benzer, bu nedenle genital sistemin gelismesinin baslangi¢ donemine seksiiel gelisimin

farklanmamus safhasi olarak adlandirilir (74, 88).



Gonadlar {i¢ kaynaktan koken alirlar;

e Posterior abdominal duvar1 déseyen mezotel (mezodermal epitel)
e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordiyal germ hiicreleri (74, 88)

Gonadlar ortaya bir ¢ift uzunlamasina genital veya gonadal kabarti halinde
cikarlar. Epitel proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusmuslardir.
Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabartilar i¢inde germ hiicreleri yoktur. Primordiyal
germ hiicreleri, epiblasttan koken alir, primitif ¢izgi boyunca go¢ eder ve ligiincii haftada
yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler.
Son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin
basinda primitif gonadlara ulasir. 6. haftada da genital kabartilar1 isgal ederler.
Primordiyal germ hiicrelerinin bu gogii, stella, fragilis genleri ve BMP-4 tarafindan
diizenlenmektedir. Bu hiicreler genital kabartilara ulasamadiklar1 takdirde gonadlar

gelisemez. Gonadlarin over veya testise farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin

indiikleyici etkisi vardir (74, 88).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagmalarindan hemen once ve
ulastiklar1 sirada, genital kabartida epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki
mezensgimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar1 denilen diizensiz
kordonlar1 olustururlar. Hem erkek hem de disi embriyolarda bu kordonlar yiizey
epiteline baghdir ve bu donemde erkek veya disi gonadlarinin birbirinden ayirt

edilebilmesi miimkiin degildir. Bu evredeki gonada farklanmamis gonad denir (74).
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Sekil 2 : Primordiyal germ hiicreleri ve gogii (74)

Kromozomal ve genetik cinsiyet, X kromozomuna sahip ovumun X veya Y
kromozomu tasiyan sperm ile fertilizasyonuna baghdir. 7. haftadan 6nce gonadlarin
goriniimi her her iki cinste de birbirine benzer, dolayisiyla ‘farklanmamis gonadlar’
olarak adlandirilirlar. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in bir Y kromozomu gereklidir. Testis
belirleyici faktor (TBF) i¢in gerekli olan SRY geninin, Y kromozomunun kisa kolunda,
cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesmistir. Y kromozomu tarafindan diizenlenen, testis
belirleyici faktor (TBF), testikiiler farklilagsmay1 saglar. Bu organizatoriin etkisi altinda
gonadal kordonlar, seminiferéz kordonlara (seminifer6z tiibiil primordiyumlarina)
farklanirlar. Seminifer6z kordonlarin olusumu SOX9 ve FGF9 ekspresyonlari ile saglanir.

Y kromozomunun yoklugu, over gelisimiyle sonuglanir (74, 88).



2.2.2. Testis Gelisimi

Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktor (TBF) i¢in SRY
geni, farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gérmektedir.
Transkripsiyon faktorii SOX9 da testikiiler farklilagsma igin esasidir. Testis belirleyici
faktor (TBF), gonadal kordonlari uyararak, onlarin farklanmamis gonadin medulla
derinlerine dogru uzamasma neden olur. Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle
anostomoz yaparlar ve boylece rete testis olusur. Gonadal kordonlarin kalin bir fibroz
kapsiil olan, tunika albuginea gelistikten sonra yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur.
Genisleyen testis asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri
olan, mezorgiyum ile asili hale gecer. Seminifer6z kordonlar, seminiferdz tiibiillere,

tubuli rekti ve rete testise farklanirlar (88).

Seminiferdz tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olugturan mezensim
ile ayrilmiglardir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlart
(testosteron ve androstenedion) salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik
kanallarin ve dis genitallerin maskiilin olarak farklanmasini uyarirlar. Testosteron
iiretimini, insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder. Hormonun miktari,
8-12 haftalik donemde en yiiksek degerine ulagsmistir. Testosterona ilaveten, fetal
testisler, glikoprotein bir hormon olan antimiilleriyan hormon (AMH) veya miilleriyan
inhibitér madde (MIM) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir. Antimiilleriyan
hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir, hormonun salinmasi puperteye kadar
devam eder, daha sonra seviyesi azalir. Antimiilleriyan hormon, uterus ve tuba uterinalara

faklanan, paramezonefrik (miilleriyen) kanallarin gelisimini baskilar (74, 88).

Seminiferdz tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar (limen yok). Puberteden

itibaren limen gelisir. Seminiferdz tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur;



-Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden

gelisirler.

-Spermatogonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordiyal germ
hiicrelerinden farklanirlar (74, 88).

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olusturur. Daha
sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuliyi olusturan 15-20 adet
mezonefrik tiibiiller ile devam eder. Bu duktuli, duktus epididimisi olusturan mezonefrik

kanal ile baglanirlar (88).

2.2.3. Genital Kanallarin Gelisimi

Mezonefroz gerilerken epigenital tiibiiller ad1 verilen birka¢ bosaltim kanali rete
testis kordonlariyla iliski kurarak duktuli efferentesleri olustururlar. Testisin kaudal
kutbundaki bosaltim kanallari, paragenital tiibiiller, rete testis kordonlariyla birlesmezler.

Bunlarm kalintilar1 topluca paradidimis olarak bilinir (74).

Mezonefrik kanallar, apendiks epididim adiyla bilinen en kranial pargasi disinda
sebat ederek, ana genital kanallar1 olustururlar. Mezonefrik kanallar efferent duktuslarin
giris yerinin hemen altindan itibaren uzayip, kivrintili bir hal alarak epididimi yapar.
Mezonefrik kanal epididimin kaynagindan seminal vezikiil tomurcuguna kadar kalin bir
kas kilifina biirlinerek duktus deferensi olusturur. Duktus deferensin seminal vezikiilden
sonraki pargasina ejakulatuar kanal denir. Paramezonefrik kanallar erkeklerde kranial

uclarindaki kiiciik bir kisim disinda (appendiks testis) dejenere olurlar (74).
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2.3. Testis Histolojisi

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

erektil dokudan olusan ¢iftlesme organi penisten olusur (1, 81).

Periton
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Tunika vajinalis testis p

Sekil 3 : Erkek Genital Organlari (85)

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alan ¢ift organlardir. Bu
yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2 - 3°C derece diisiik bir 1sida olmalarini saglar.
Normal spermatogenez i¢in 34 - 35° C gereklidir. Testisler canlida beyaz gdriiniim

sergilemesi nedeniyle tunika albuginea adi verilen siki fibroelastik bag dokusundan
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olusan kalin bir kapsiille sarilmig durumdadir. Daha dis kisimdaki visseral katman olan
tunika vajinalis kapsiilii distan sarar. Testisin arka kenarinda kapsiil kalin bir katlanma

seklinde igeriye dogru uzanir, bu kisim mediastinum testis adin1 alir (1, 81).

Olgun testisin posteriyor yiizii epididimis ile iliskidedir. Hem testis hem de
epididimis skrotal kese igerisinde vaza deferens, spermatik arter, venoz ve lenfatik
pleksuslar1 igeren spermatik kordon ile asilidir. Testis rete testisin yer aldigi yerde
kalinlagarak mediastinumu olusturan tunika albuginea ile ¢evrelenir. Mediastinumdan
testikiiler kitleye dogru uzanan fibréz septumlar dokuya 250 ile 300 lopguga boler. Herbir
lopguk bir ile dort seminifer tiibiilii icerir. Her bir seminifer tiibiil yaklasik 150 um ¢apta
ve 80 cm uzunluktadir; iki ucu U seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir. Rete testis,
seminifer epitelyumun driinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar)
toplayan kanallar agidir (1, 81, 55).

/L

Testikiiler
Arter

Panpiniform
Vas Deferens tredf Pleksus
- Epididimis
Tunika
Vajinalis
Testis

Sekil 4 : Testis yapisi (32)

12



2.3.1 Seminifer Tiibiil

Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre popiilasyonunu igeren &zellesmis seminifer

epitelyum ile doseli merkezi bir liimenden olusur;
-Somatik Sertoli hiicreleri
-Spermatogenik hiicreler

Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir
miyoid hiicrelerden olusan bir duvarla cevrelenmistir. Miyoid hiicreler hareketsiz
spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur. Spermler
epididimal kanaldan gectikten sonra ileri motilite Ozelliklerini kazanirlar. Seminifer
tiibiiller arasindaki bosluk kan damarlari, lenfatik kanallar veya siniizoidler, makrofajlar

ve androjen iireten Leydig hiicre gruplar tarafindan doldurulmustur (1, 38).
Sertoli Hiicreleri;

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelyumun dominant hiicre tipidir.
Puberteden sonra, seminifer tiibiilleri déseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu olusturur.
Daha ileri yaslardaki erkeklerde spermatogenik hiicre populasyonu diistiigii zaman,
Sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelir. Sertoli hiicreleri bazal laminadan
seminifer tiibiil limenine dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir. Tiibiiller aras1 bosluk ve
seminifer tlibiil limeni arasinda koprii hiicreler olarak gorev yaparlar. Sertoli hiicrelerinin
apikal ve lateral hiicre membranlarinin diizensiz sinirlar1 vardir ¢iinkii gelismekte olan
spermatogenik hiicrelere kriptalar saglayarak ev sahipligi yaparlar. Cekirdek olukludur ve

heterokrmatin kitleleri ile iligkili genis bir ¢ekirdekgik igerir (1, 38).
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Sekil 5 : Seminifer tiibiil epiteli (38)

Sitoplazma diiz ve graniilli endoplazmik retikulum, mitokondriyonlar, lizozomlar,
lipid damlaciklari, yaygin bir golgi aygitt ve zengin bir hiicre iskeleti igerir. Bazolateral
bolgelerinde, Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri ile okludens baglantilari
olustururlar. Bu baglantilar; seminifer epitelyumu bir bazal bir adluminal kompartmana
bolerler ve gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan
koruyan kan-testis bariyeri olarak adlandirilan elemanlar1 belirlerler. Sertoli hiicreleri,
gelismekte olan spermatogenik hiicreleri destekler, korur ve besler. Spermiyogenezin
sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidual cisimcikler olarak adlandirilan fazla hiicre

kisimlarmi fagositoz ile elimine eder. Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla,
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spermiyasyon denilen bir siire¢, seminifer tiibiil limenine salinimimni kolaylastirir ve

seminifer tiibiil limenine proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi salgilar (1, 38, 85).

Sertoli hiicreleri folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimina cevap verirler. FSH
androjen- baglayici protein (ABP) sentezini ve sekresyonunu diizenler. ABP testesteron
ve dihidrotestesteron androjenlerine yiiksek baglanma afinitesi olan bir salgisal
proteindir. Androjen—-ABP kompleksi, epididimisin proksimal kisimlarina taginir. Hem
ABP hem de androjen reseptorii androjenler igin baglanma afinitesine sahip olsalar da
bunlarin farkli proteinler oldugunu belirtmek gerekir. ABP salgisal bir protein iken,

androjen reseptori sitoplazmik ve niikleer bir proteindir (1, 38, 85).

Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin altbirimleri (a ve B) salgilarlar. inhibin (oo
heterodimeri) hipotalamustan ve 6n hipofizden salinan gonadotropin salgilatic1 faktor ve
FSH iizerine negatif feedback bir etki gosterir. Aktivin (oo veya B heterodimeri) FSH
salimimi tizerine pozitif feedback bir etki gosterir. Sertoli hiicreleri puberteden sonra

postmitotiktir. Erigkin testisinde mitotik hiicre boliinmesi gozlenmez.(1)

Spermatogenik hiicreler;
Spermatogonyumlar;

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
diploid spermatogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin
alinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disginda yer alirlar.
Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hiicrede kdken alirlar ve pubertede baslayan

basarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler (1, 55).
Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi gdzlenebilir;

1) Tip A spermatogonyum (insan testislerinde koyu A ve agik A olarak gozlenir)
2) Tip B spermatogonyum (1)
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Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde onemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser kemoterapisine
direnglidir. Mitotik olarak boliinen spermatogonyumlar, mayotik béliinen spermatositler
ve farklilasmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve radyasyona duyarlidirlar.
Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasindan sonra, spermotogonyal
kok hiicreleri spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler. Postmitotik Sertoli hiicreleri

bu tedavilere yiiksek oranda direnglidirler (1, 38, 55, 81, 85).

Spermatositler, Dbasarili mitotik bolinmeler gecirdikten sonra, tip B
spermatogonyumlar, son S fazin1 (DNA sentezi) tamamlandiktan hemen sonra mayoz
boliinmenin profaz asamasina girerler. Spermatogenik hiicrelerin yasam stiresindeki esas
DNA sentez aktivitesinin bu son turu, mayozun profaz-1 asamasina baslayan bir primer
spermatositin spermatogonyuma gore iki kat DNA miktarina sahip olacagina belirler.
Primer spermatosit 4C DNA miktarina sahiptir ve 1C hiicre basina yaklasik 1,5 pg
DNA’ya esdegerdir. Spermatositler iki basarili mayotik hiicre boliinmesi gegirirler ve
Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin hemen {izerinde, seminifer tiibiiliin
adluminal kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz bdliinmeler kan-testis

bariyerinin iginde gerceklesir (1, 38, 85).

Bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatositi olusturmak tizere birinci
mayoz boliinmeye (rediiksiyon boliinmesi) gider. Sekonder spermatositler ¢ok hizli bir
sekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA sentezi olmayan (sadece tamir DNA sentezi
meydana gelir) ikinci mayoz boliinmeye (esitleme boliinmesi) giderler. Her bir sekonder
spermatosit artik herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlasan
iki adet spermatid meydana getirir. Birinci mayoz bdliinmenin sonunda, primer
spermatositin 4C DNA miktar1 sekonder spermatositte 2C’ye diiser. Ikinci mayoz
boliinmenin sonunda 2C DNA miktar1 1C’ye diiser. Meydana gelen spermatidler haploid

spermatidlerdir ve spermiyogenez denilen karmasik bir farklilama siirecini baglatirlar.
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Birinci mayoz boliinme uzun bir siire¢ oldugundan ve ikinci mayoz boliinme c¢ok kisa
oldugundan ,primer spermatositler seminifer tiibiillerde en bol gozlemlenen hiicrelerdir

(1, 38, 85).

Tip B spermatogonyumlarin en son mitotik bdliinmesinin ardindan ortaya ¢ikan
yavru hiicreler DNA sentezlerler (S fazi1) , G, fazina ilerlerler ve 4C DNA igerikleri ile
birinci mayoz bolinmeye baslarlar. Birinci mayoz boliinme, yaklasik 10 giin siiren uzun
bir profaz ile karakterizedir. Birinci mayoz boliinmenin profazinin alt evreleri; leptoten,

zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez evrelerdir (1).
Bu alt evreler dort temel olayla karakterizedir.

1) Zigoten- pakiten evresinde homolog kromozomlarin eslesmesini ya da sinapsini

kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusumu
2) Homolog kromozomlarin eslesmesi (sinapsis)

3) Kross over (homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri arasinda
genetik bilgi degisimi)

4) Ayrilma (disjunction) (eslesmis homolog kromozomlarin ayrilmasi)

Bu uzamis profaz evresinden sonra, kardes kromatid ¢iftleri metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerinden geger ve yavru hiicrelere sekonder spermatositlere dagilirlar. Ikinci

mayoz boliinme sirasinda profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri kardes kromatidleri

yavru hiicrelere (Spermatidlere) dagitirlar (1).
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2.3.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlari ve lenfatik kanal veya siniizoidler
yakininda, intertlibiiler alanda yerlesmistir. Bir ¢ok steroid iireten hiicre gibi, Leydig
hiicreleri lipid damlaciklari, karakteristik tiibiiler kristali mitokondriyonlar ve iyi gelismis
bir diiz endoplazmik retikulum igerir. Puberteden sonra, bir siklik adenozin monofosfat
(cAMP) aracili mekanizma tarafindan liteinlestirici hormon (LH) ile uyarilmanin
ardindan, Leydig hiicreleri, 5a rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona doniistiiriilebilen,
testosteron tretir. Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95’i Leydig hiicreleri

tarafindan sentezlenir; kalan testosteron adrenal korteks tarafindan tiretilir.

Testosteron basta adipoz doku olmak {iizere, birgok dokuda ostrojenlere aromatize
edilebilir.  FSH uyarimindan sonra Sertoli hiicrelerinde iiretilen ABP, gelisen

spermatogenik hiicrelerin ¢evresinde yiiksek bir testosteron yogunlugu saglar (1).

2.3.3. Spermiyogenez

Haploid spermatidler seminifer tiibiil limenine yakin adluminal kompartmanda
yerlesmiglerdir. Spermatidler Sertoli hiicre sitoplazma kriptalari i¢inde goémiilidiirler.
Spermatidler, spermiyogenez adi verilen oldukga farklilasmis bir hiicre islemine ugrarlar.

Spermiyogenez, spermatogenezin son asamasidir (1).

Ug ana olay spermiyogenezi karakterize eder.

e Flagellumun gelismesi; flagellum, distal sentriyolden gelisir. Keratin iceren
dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile ¢evrili bir aksoneme sahiptir.
Mitokondriyonlar kuyrugun proksimal bdoliimii (orta parga) cevresinde

helikoidal/sarmalimsi bir kilif olusturur.
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e Akrozom gelismesi; Dollenme icin gerekli olan hidrolitik enzimlerin
depolanmas1 ve siirekli sentezinin gerceklestigi akrozomal keseyi igerir.
Akrozomun gelismesi dort ardisik evreden olusur: Golgi evresi, kep/sapka

evresi, akrozomal evre ve olgunlasma evresi.

e Niiklear yogunlagma; Somatik histonlar (H1, H2A, H2B, ve H4) arjinin ve
lizin zengin protaminlerle yer degistirdiginde niiklear yogunlasma olusur.
(1, 38)

Bu somatik histonlarin protaminlere doniisiimiinden sonra, niikleozomlar kaybolur
ve ¢ekirdek materyalini yogunlastirmak i¢in diiz kromatin lifler yan yana dizilirler.
Spermiyogenezin olgunlagma asamasindan sonra belirgin bir RNA sentezi yoktur (1, 16,
38).

sentriol / Mitokondri .1'
; o »
Golgi /, M5 R
Materyali .’\ R W
Golgi R (A
Materyali ) /
\*

Akrozom tarafindan
ortiilmiis nuklesus

Sekil 6 : Spermiyogenez (88)
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Spermiyogenez tamamlanirken gergeklesen olaylar:

Spermatid olgunlagma evresi sirasinda mitokondriyonlar gelisen flagellum boyunca
dizilimlerini tamamlarlar, flagellum keratin iceren dis yogun liflerle sarili bulunan
merkezi bir aksonemden olusur. Cekirdek uzar ve yogunlasir. Olgunlagma islemi,
cekirdek son uzamis, yogunlagmis seklini aldiginda ve dis yogun lifler tamamen organize
oldugunda tamamlanir. Kuyruk iki ana par¢adan olusur. Biri mitokondriyonlarin
bulundugu,orta pargadir. Digeri de kuyrugun fibroz bir kilifla sarili oldugu, esas pargadir
(1, 38).

Bir annulus (son halka) sperm kuyrugunun orta parca ana parca gegisinin sinirlarini
belirler. Olgun spermatidden bir sitoplazma artigi olan artik cisimcik, spermlesme
olusurken, spermiyogenez sonunda Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Somatik
histonlarin arjininin ve lizin zengin protaminlerle yer degismesi olayi, ¢ekirdek
yogunlasmasi, spermiyogenezin son basamagini tanimlar. Bu yer degisimi sperm

genomik DNA’sin1 stabilize eder ve korur (1, 16, 38).

2.3.4. Sperm yapisi

Olgun sperm iki elemandan olusur; bas ve kuyruk. Bir baglanti parcasi ile bas
kuyruga baglanmistir. Kuyruk {i¢ pargaya boliinmiistiir; orta parca, esas parga ve son
parga. Spermin bas ve kuyruk kisimlarii bir plazma membrani sarar. Bas akrozomla
sarilmig ¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilasmis yogun bir yapidir. Cekirdegin anterior
yarisini akrozom oOrter ve lizozomlarda sik¢a bulunan hidrolitik enzimler (proteazlar, asit
fosfatazlar, hiyaluronidaz ve yani sira néraminidaz) igerir. Genellikle akrozom,ozel bir tip
lizozom olarak kabul edilir. Akrozomal enzimler, ovositi saran korona radiyata ve zona
pellusida’y1 sperm girisini kolaylastirmak i¢in dollenme aninda salinir. Baglant1 pargast,
bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir pargadir. Distal sentriyol, sperm kuyrugunun

merkez parcasi olan aksoneme kaynaklik yapar. Kuyrugun orta pargasi, sarmal olarak
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dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiller aksonem ve dis
yogun lifler ad1 verilen sperm boynundaki baglant1 pargasindan kuyruk boyunca uzanan
dokuz uzamina seyreden kolonlardan olusur. Orta par¢anin alt smir1 mitokondriyel
sarmalin annulus da sonlanmasiyla belirgindir. Esas par¢a, kuyrugun en uzun parcasidir.
Yedi dig yogun lifce sarili merkezi aksonem ve bir fobroz kiliftan olusur. Fibroz kilif, es
uzakliktaki uzamina kolonlardan ¢ikan dairesel iskelet tarafindan olusturulur. Hem dis
yogun lifler, hem de fibr6z kilif, spermin one hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve
kivrilma i¢in saglam bir iskelet olusturan proteinler olan keratin igerir. Son parga, dis
yogun lifler ve fibréz kilifin erken sonlanmasindan dolayi, sadece aksonem bulunan

kuyrugun ¢ok kisa bir pargasidir (1, 38).

Son parca Esas parca

Annulus

AT Q101 LI Ve,
» VA28 R AN RN LAY ‘)
Orta parca "“
y Mitokondriyum
Boyun {
Bas 7
N S e e N S s G e

Sekil 7: Sperm yapisi (38)
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2.4. Testis Histofizyolojisi

Spermatogenezin diizenlenmesinde biiyiik etkiyi hormonlar saglamaktadir.
Hipofizden salgilanan FSH ve LH testis hiicreleri iizerine etkilidir. Bu hormonlar
spermatogenezin normal siirecinin isleyisinde gerekli olan testosteron {iretimini

uyarirlar.(55)

Spermatogenez tizerinde endokrin faktorler ; (19, 37, 85).

Testosteron: Testosteron iretimi adenohipofizden salgilanan LH etkisiyle
gerceklesir. LH, Leydig hiicrelerinde kendisine ait reseptorlere baglanarak etki gosterir.
Her ne kadar Leydig hiicreleri testisin genel hacminde kiiciikk bir yer tutsa da
steroidojenik potansiyelleri ¢cok yiiksektir. Adenohipofizden LH salgist siirekli degil esas
olarak geceleri 90 dakikalik araliklar seklinde olur. LH disinda prolaktin ve LH-RH (LH-
releasing hormon) da dogrudan Leydig hiicrelerini etkileyerek testosteron salgilanmasini
etkiler. Testosteronun yiikselmesi LH salgilanmasimi  durdurur. LH disinda

spermatogenezin baglamasi ve devam etmesinde adenohipofizden salgilanan bir diger

hormon FSH da etkilidir (5, 37)

Leydig hiicreleri tarafindan salinir ve spermatogenik hiicrelerin gelismesi igin
gereklidir. Testosteron testislerin ana androjenidir. Spesifik testosteron baglayict globiilin
ve aynt zamanda diger plazma proteinleri ile kanda taginir. Erkek aksesuar iireme
organlarinin farklilagsmasin1 baslatir ve islevlerinin devam ettirilmesini saglar. Erkek
ikincil cinsiyet karakterlerinin olusmasini saglar. Meme dokusu iizerine Ostrojene zit

yonde etki eder. Protein metabolizmasini ve kemik gelisimini uyarir (2).

Testosteron bazal membrandan sizarak Sertoli hiicrelerine girer. Bu hiicreler yiiksek
derisimde androjen almaglarina sahiptirler. Spermatogenezin tamamlanabilmesi i¢in

Sertoli hiicrelerinin {lizerine testosteronun etkisi yiiksek miktardadir (2).
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Folikiil Uyarict Hormon (FSH): On hipofizden salmir. Sertoli hiicrelerini etkiler.
Adenil siklaz yapimini, dongiisel adenozin trifosfat (cAMP) artitsin1 uyarir. Ayni
zamanda ABP‘nin (androjen baglayici protein) sentez ve salgilanmasini harekete gegirir.
Daha sonra ABP testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil limenine tagir.
Boylece spermatogenez uyarilmis olur. Germ hiicrelerinin azalmas1 FSH salgisini uyarir.
FSH salgilanmasi, Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin hormonuyla durdurulur.

Ostrojenler, kadin cinsiyet hormonlar1 ABP‘i baglayarak spermatogenezisi azaltir.

Ostrojen: FSH sonucunda uyarilan Sertoli hiicresinde testosterondan

yapilmaktadir.

Luteinlestirici Hormon (LH): Leydig hiicreleri iizerine etki ederek normal
spermatogenik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini uyarir.
Hipofizden LH salgilanmasi negatif geri besleme ile diizenlenir. Testosteron Sentezinin

artmas1 LH salimim baskilar.

Inhibin: Bu hormon Sertoli hiicrelerinde yapilir ve FSH salmimini geri besleme
mekanizmasiyla diizenler. Inhibin siirekli saliirsa FSH baskilanir. Ureme hiicresi sayist

azalinca da FSH artar.

Testisin dis salgt islevi, kivrintili seminifer tiibiillerin holokrin salgi {iriinii
spermatozoondur. Giinliik ortalama spermatozoon yapimi insanda iki testisten ortalama
200 milyondur. Bu biiyiik bir miktar gibi goriinse de diger tiirlerle karsilagtirildiginda
diisiik bir sayidir. Olusan ejakulat miktar1 ise 2-5 ml’dir. Bu ejakulat 40-100 milyon/ml
spermatozoon igerir. Bu say1 20 milyonun altina diiserse kisirliktan (infertilite) s6z edilir
(2,12).

37°C olan viicut i¢i sicakliginin altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regiilasyonunda 1s1 ¢ok Onemlidir. Testikiiler 1s1 35°C‘dir, bu birka¢ mekanizma ile
kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus (pampiniform pleksus) her bir testikiiler arterin

etrafim1 sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir karsi 1s1 akimi saglar.
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Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1 kayb1 ve spermatik kordondaki
kramester kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal
kanallara c¢ekilmesidir. Testisin inisindeki bozukluk olan kriptorsidizmde, testisler
37°C’ta kalir ve spermatogenez inhibe olur. Cok ileri olmayan vakalarda testisler cerrahi
olarak skrotuma indirildikleri takdirde spermatogenez normal olarak devam edebilir.
Karin ici sicakliginda kalan testislerde germ hiicrelerinin ¢ogalmasi inhibe olur fakat
testosteron sentezi devam eder. Bu da kriptorsidizmli seks karakterlerinin gelismesinin ve

ereksiyon olusmasinin nedenini agiklar (5, 45).

2.5. Maneb

Maneb, tarim ve endiistride yaygin olarak kullanilan, manganez tuzlart ve sodyum
bulunduran karbon disiilfid ve etilen tiamin kimyasal reaksiyonlar: ile elde edilmektedir.
Maneb, EBCD (Etilen 1,2 bis dithiokarbomat) pestisitler olarak da bilinmektedir. Diisiik
olarak bilinen akut toksisitesi ve kisa ¢evre kaliciligi nedeniyle tarim diinyasinda siklikla
kullanilmaktadir. EBCD artiklar1 tarimsal triinlerde en sik bulunanlar arasindadir (28).
Maneb, icerigindeki etken madde manganez, enzimatik reaksiyonlarda 6nemli bir
kofaktor ve esansiyel elementtir. Diisiik seviyelerde alimi1 faydaliyken, yiiksek dozlara
maruz kalinmasi sonucunda faydasina zit olarak toksik etkisi vardir. Manganez’i onceki
yillarda yapilan bir¢ok ¢alismalarda biyokimyasal, sitolojik, norokimyasal ve hematolojik
degisimlere sebep oldugu; iiremeye etkisi ve siganlarda histopatolojik degisiklikle yol
actig1 gorillmiistiir (17, 25, 28, 110).

Manganezin iireme, FSH ve testostorunun serum diizeyleri {izerinde ve lireme
sistemi morfolojisi iizerinde etkileri oldugu bir¢ok tiirde yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir. Hayvanlarda yapilan bu ¢alismalardaki sonuglar manganez tozuna maruz
kalan insanlarda iktidarsizlik ve testosteron seviyelerinde azalma gibi etkilerin goriilmesi
ile de pekistirilmistir. Arastirmalarda manganezin erkek siganlarda serum testosteron

konsantrasyonlarini azalttigt ve Leydig hiicrelerinde steroidogenezi inhibe edebildigi
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belirtilmistir. Azalmis testosteron sekresyonu testis biiylimesi ve maturasyonunda
gecikmeye neden olabilir. Bu sonuglar gostermektedir ki testosteron seviyelerindeki

azalmanin primer sebebi Leydig hiicreleri lizerine olan etkidir (19, 42).

Manganez intoksikasyonunun mekanizmas1 bilinmediginden, mitokondriyal
disfonksiyona sebep oldugu hipotezi orataya atilmaktadir ¢iinkii manganez mitokondiride
birikmekte in vivo ve in vitro olarak mitokondiryal fonksiyonlari etkilemektedir.
Mitokondri ATP iiretimi, kalsiyum hemostazi ve apoptozda rol alan onemli bir
organeldir. Hiicre i¢i manganez Ozellikle mitokondri matriksinde birikmekte, biiyilik
olasilikla kalsiyum transportunu etkileyip hiicre i¢ine kalsiyum alimini artirip ¢ikisini
engellemektedir. Kalsiyum mekanizmasinda ki bu etki sonucu ATP {iretimi azalmakta

dolayisiyla hiicre apoptoza gitmektedir (14, 41, 44, 86).

Maneb hakkinda bilinen az bilgiye ragmen, tanimlanan etkilerinden biri
nigrostratial sistem tizerinde de etkili oldugu ve glutamat transportunu inhibe ettigi rapor
edilmistir (29).

Ulkemizde pek ¢ok hastaligin kimyasal miicadelesinde kullanilmak {izere ruhsat
almis olan maneb grubu fungusitlerin kendileri zehirsizdir, ancak bilesimlerinde bulunan
agir metal iyonlar ile par¢alanma sonucu meydana gelen etilen-tiyo-iire (ETU) fitotoksik
olmamasina ragmen insan sagligini etkilemektedir. ETU, kanserojen bir maddedir,
toprakta parcalanma iriinii olarak olusabildigi gibi gidalarin saklanmasi, pisirilmesi
sirasinda da ortaya cikabilmektedir. Yapilan arastirmalar sonucu, ETU’ nin kanserojenik,

teratojenik ve mutajenik risklerinin oldugu tespit edilmistir (4, 110).

Maneb diisiik oranda mikrobiyal yikima da ugrayabilir. En iyi toprak arazi
yiizeylerinde tutunur ve oldukca yavas hareket eder, buhar basincinin ¢ok diisiik olmasi

nedeniyle havadaki hareketliligi ihmal edilebildiginden, toprakta bir hafta kadar
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bozulmadan kalabilmektedir. pH’ya bagli olarak manebin hidrolizi sonucu farkli yikim
iiriinleri olugmaktadir; 6rnegin, pH seviyesi 5 ve iizerinde oldugu durumlarda hidroliz
iiriinleri etileniire EU, ETU ve EBIS (etilen-bis-isotiyo-siyanat sulfid) iken 5’in altindaki
pH’da olusan yikim iirtinleri ise glisin ve 6zellikleri bilinmeyen iki farkli maddedir.
Oksijensiz su ortaminda maneb daha hizli yikima ugrar. Bir glinden daha kisa bir yari
omre sahip olan EBIS kisa zamanda ortamdan uzaklasir. ETU 149 giinliik bir yar1 émre
sahip iken, EU’nin konsantrasyonu oldukga sabit kalir ve degismez (28, 34, 46). Ayrica
manganez etilen dithiokarbomat manebin aktif ve Onemli bir elementi olup
extrapiramidal yollarin gelisimini olumsuz yonde etkilemekte ve Parkinson hastaligina
neden olmaktadir. Siganlara oral olarak uygulanan LD50 maneb 4100 ve 6750 mg/kg
arasinda etkili olmaktadir. Maneb’in tiroid bezi, santral ve periferik sinir sistemi ve deri
tizerindeki etkileri tanimlanmistir. Agir metaller igeren dithiokarbamat zehirlenmelerine
ait az sayida ¢aligsmalar yapilmistir. Maneb teratojenik etkili olarak bilinmektedir (31, 53,
56, 107).

2.5.1.Manebin Hayvanlarda Metabolize Olmasi ve Etki Mekanizmasi

Maneb grubu funusitler hayvansal dokularda yikim sonucu bir metabolit olan
ETU’yi olustururlar. Manebin, dolayisiyla ETU’nin insan ve hayvanlar iizerindeki

etkilerini ortaya koyan ¢ok sayida arastirma yapilmistir (44).

Hayvansal organizmalar {lizerinde yapilan bir arastirmada manebin radyoaktif bir
formu (14-C), oral yolla canliya verildiginde yaklasik olarak %55’inin {i¢ giin igerisinde
metabolitler olarak idrar ve diski ile disartya atildigi tespit edilmistir. Besinci giliniin
sonunda ise canli viicudundaki madde kalintisinin %0,18’den daha az oldugu tespit
edilmistir (110). Yine hayvansal organizmalar {izerinde yapilan bir diger ¢alismada ise,
manebin viicuda alindiktan iki saat sonra %20-30 oraninda en 6nemli metaboliti olan

ETU seklinde idrar ve digk1 ile viicuttan atildig1 tespit edilmistir. Uygulamadan sonraki
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yedinci giine kadar maddenin %70 oraninda viicuttan atildig1 ve kalan miktarin ise tiroid,

bobrek ve karacigerde biriktigi tespit edilmistir (33).

sucul EBIS, ETU, EU
metabolizma

NH—CH,—CH,—NH

S S . .
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\\\\\\S/ \S/
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BIYOTA
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oksijensiz
fotoliz yikim
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LT EU, ETU.
EU, ETU. EBIS, karbimid
EBIS, karbimid
EU, ETU,
EBIS, karbimid

Sekil 8: Manebin dogal ortamda c¢esitli etkenler vasitasiyla yikimi sonucu olusan yan

trtinler (28)

ETU genel olarak diisiik akut toksik etkiye sahiptir, fakat yiiksek seviyede ve farkl
siirelerde bu maddeye maruz kalan test hayvanlarinin ¢ogunda Onemli derecede
anormalliklerin meydana geldigi tespit edilmistir. ETU’nin en 6nemli y&nii, tiroid
hormonu seviyesindeki azalma ve hiicre sayisindaki anormal artig ile tiroid bezi
iizerindeki etkisidir. Cesitli test hayvanlariyla gerceklestirilen deneylerde ETU’nin
dogumsal anomali, bagisiklik sistemini bozucu, kanserojen ve mutajenik etkilere sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ETU’nin karaciger dokusunda kansere, hiicreler arasinda
lipit birikimine, hiicreler igerisinde bosluk olusumuna, hiicreleri ¢evreleyen

toplardamarlarda genislemeye sebep oldugu saptanmistir (21, 47, 51, 92).
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2.5. Panaks ginseng

P.G, ginseng tiirleri arasinda en ¢ok arastirilan ve yaygin olarak kullanilan tiirdiir ve
adin1 her seyi iyilestiren anlamina gelen Yunanca pan-axos teriminden almistir. Cin, Kore
ve Rusya’nin yerlisi olan bu tiir, zayiflik, yorgunluk ve stres i¢in Oncelikli bir tedavi
yontemi olarak, uzun yillardir uzak dogu iilkelerinde kullanilan geleneksel bir bitkisel
ilagtir (78).

2.5.1. Panaks ginseng’in Kimyasi

Ginseng iceriginde ginsenosid, polisakkaritler, peptidler, polyacetylenic alkoller ve
yag asitleri bilesenlerini bulundurur. Ginsenosidler steroid ailesine mensup steroid
saponinlerdir. Steroid saponinler; ginsenosid saponinler ve triterpenoid saponinlerdir.
Ginsenosidler, 4 trans halkali steroid iskeletine sahiptirler. Klasik steroid hormonlar
kesikli yan zincirli olarak progestron, kortizol ve aldesteron, yan zincirsiz haliyle
Ostradiol ve testosteron yapisindadirlar. Seker grubu ekstraksiyon sirasinda asit hidrolizi
yoluyla ya da endojenaz glikosidazlar tarafindan aglikon verecek sekilde ayrilir. Steroid
hormonlarla yapisal benzerlik tasiyan steroidal saponinler progesteron ve pregnoloneunu
endiistriyel imalinde kullanilir. Steroidler, bir kismi steroid iskeletinin dogasindan
kaynaklanan sayisiz fizyolojik aktiviteye sahiptir. Karbon iskeletin trans-zincir baglari,
stereokimyasal olarak saglam yapi olusumunda, reseptorlerle etkilesebilen gruplarin
degisimine izin verir. Ek olarak, steroid iskelet tiim molekiiliin tercihen daha stabil bir

yapida kalmasini saglar (6rn; hiicre zarina eklenebilmek igin) (19, 49, 69, 88, 95, 105).

Ginseng merkezi sinir sistemi {izerinde hem uyarici hem de inhibitor etkilere

sahiptir ve sinir iletimini diizenleyebilir (7).
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Ginsenosidler P.G’in aktif ana bilesikleridirler ve triterponid glikozidler ve
saponinleri igerirler. Ginsengden saponinlerin ayrilmasi ve izole edilmesi sonucunda on

ti¢ tiir saponin belirlenmistir (8, 97).

Ginsenosidler ya da Ginseng saponin ginsengin temel aktif bilesenler 30 dan fazla
farkli analogu tanimlanmustir. Bu dort halka halinde diizenlenmis 17 karbon atomu igeren
bir gonane steroid g¢ekirdegi icermektedir. Her ginsenoside igin Kkarakteristik biyolojik
yanit tiirti farkli tipine, pozisyonuna, C-3 ve C-6 da glikosidik bag tarafindan baglanan
seker yarimina gore farkli tiirlerde atfedilmistir. Yapisal farkliliklarima gore ii¢ grup
icerisinde smiflandirilirlar: Panaksadiol (e.g. Rb1l, Rb2, Rb3, Rc, Rd, Rg3, Rh2, Rsl),
Panaksatriol (Re,Rf,Rg1l,Rg2,Rh1) ve olenolik asit grubu (Ro) (78).

20(S)-protopanaxadiol 20(S)-protopanaxatriol
Rbl Rgl
R;= glu-gha
R,=H
R,=glu-ghi

Fnnng B2
o

(¥}
(en}

Sekil 9: Ginsenosidlerin biyokimyasal goriiniimii (78)
Ginsenosidlerin ~ viicutta nasil etki ettiginin mekanizmast tam olarak
aciklanamamistir. Ancak uzun siire oral olarak ginseng verilen farelerde dokularda olusan

serbest radikalleri ortadan kaldirmak igin gerekli olan antioksidan enzim aktivitelerinin
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arttig1 ve doku peroksidasyon reaksiyonu iriinlerini azaltarak oksidatif stresi azalttigi
kaydedilmektedir. Ginseng bitkisinin farkli kisimlarinda ginsenosidlere ilave olarak;
polisakkaritler, flavonoidler, daukosterinler, fermentler, mineraller, aminoasitler,
peptitler, enzimler, vitaminler, kaolin, pektin, eterik yaglar ve fitosterol de
bulunmaktadir. Siegel arastirmalarinda; 100 gr ginseng kokiiniin; 338 kcal enerji, 12,29 g
protein ve 70 g karbonhidrat i¢erdigini bildirerek, ginseng kokiiniin, A vitamini (retinol),
B1 (tiamin), B2 (riboflavin), B12 (siyanokobalamin), C (askorbik asit), E (tokoferol),
niyasin, kalsiyum, demir ve fosfor igerdigini de ifade etmistir (18, 24, 50, 70, 108).

2.5.2. Panaks ginseng’in etkisi

Ginseng fiziksel performansi gelistiren stres ve yaslanmaya karsi dayanikliligi
artiran, dolayisiyla yasam kalitesini yiikselten bir tonik ya da adaptojen madde olarak
gosterilmektedir. Adaptojenler, viicuda zararsiz olan, fizyolojik bozukluklara yol
acmayan, strese neden olan ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktdrlerin olumsuz
etkilerine karsi, nonspesifik olarak dayanikliligi artiran maddeler olarak tarif edilirler ve

bdylece bireyin fiziksel ve mental kapasitesinin artisinda olumlu rol oynarlar (8, 21, 78).

Ginseng de bir adaptojen madde olarak siniflandirilmistir. Ciinkii 6zellikle stresli
durumlarda adrenal ve tiroit fonksiyonlarmi diizelttigi ve viicudun strese Kkarsi
adaptasyonuna yardimci oldugu ifade edilmektedir. Nitekim Dubick, degisik sekillerde
strese maruz birakilan hayvanlarda ginsengin stresin olumsuz etkilerini diizelttigini
bildirmektedir, ayrica ginsengin metabolizma hizinin yiikseltilmesinde bir stimulan
olarak elde ettigi ve kan basinci ile kan glikoz diizeyini regiile ettigi de kaydedilmektedir
(30, 50, 97).

Liu ve Xiao, ginsengin merkezi sinir sisteminin yiiksek merkezlerini etkileyerek
viicut metabolizmas: iizerinde diizenleyici etkilerinin oldugunu ve bdylece mental ve

fiziksel aktiviteleri kolaylastirdigini bildirmektedirler. In vitro calismalar ve hayvan
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caligmalar1 ginsengin bagisiklik sistemi ve endokrin fonksiyonlar iizerinde de faydali
etkilere sahip oldugunu ortaya ¢ikarmasina ragmen, insanlar tizerindeki etkileri ile ilgili
calismalar smirli ve tartismalidir. Ginsengin ongoriilen klinik ve fizyolojik aktiviteleri,
strese karsi dayanmiklilii artirmasi, kardiyovaskiiler aktiviteleri diizenlemesi, 6grenme
slirecini kolaylastirmas1 ve gelistirmesi, hafizayr giiglendirmesi, néroendokrin sistem
aktivitelerini, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasini diizenlemesi seklinde

Ozetlenmistir (6, 8).

Ginsengin insanlarda fiziksel ve zihinsel kapasiteyi artirdigi, yorgunlugu azalttigi
ve fiziksel dayanikliligi artirdigi i¢in geleneksel bir {inii vardir. Ginsengin ergojenik
etkileri yag asidi oksidasyonunu arttirmasindan ve glikojen depolarin1 korumasindan
kaynaklandig1 bildirilmektedir. Ayrica egzersiz sirasinda yiiksek enerjili fosfatlarin daha
etkili kullanilmasina yol actig1 ve boylece kaslardaki ATP, glikojen ve kreatin fosfatin
azalmasini engelledigi kaydedilmistir (11). Bruce ve ark., ginsengin glikojen depolarini
korumasinin sonucu olarak uzun siireli egzersizlere dayanma kapasitesini artirdigini
belirtmektedirler. Bahrke ve Morgan, ginsengin yorgunluk giderici ve performans artirici
etkilerinin karbonhidrat metabolizmasinda meydana gelen degisikliklere ve fosforlu

bilesikler ile glikojen sentezini arttirmasina bagli olabilecegini ifade etmektedirler (8, 15).

Brekhan ve Dardymoy, P.G’in glikojen ve yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin
sentezini artirdigini kaydetmektedirler ve ginsengin bu fonksiyonlarinin 6zellikle fiziksel
stres sartlar1 altinda daha bariz oldugunu vurgulamaktadirlar. Egzersiz sirasinda
ginsengin hipotalamus-hipofiz sistemi araciligi ile adronokortikotropik hormon
dolayisiyla stres hormonu olan kortizol miktarini arttirdigi, adrenal medullada da
adrenalin salgilamasini tetikleyerek fiziksel giicii yiikselttigi kaydedilmektedir. Bunun
yani sira Humphreys, ginsengin adaptojen olarak, maksimal oksijen tiiketimine neden

olan egzersiz stresi altindaki kisilerde daha belirgin oldugunu bildirmektedir (50).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlan

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan aldigimiz 28
Aralik 2012 tarih ve 309 sayili onay ile Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Arastirma Merkezinden deneyimizde kullanilmak {izere 4 aylik 200-300 gr
agirliginda toplam 28 adet eriskin erkek Sprague - Dawley cinsi si¢an alindi. Hayvanlar
12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda anabilim dalimizin hayvan odasinda, uygun
kafesler icinde barindirilarak standart sigan pelleti ve ¢esme suyu ile serbestce beslendi.
Deney icin her birinde 7°ser hayvan bulunan 4 grup olusturuldu. Deney oOncesi her
hayvanin viicut agirliklar tek tek tartildi.

Deney hayvanlari; kontrol grubu, maneb grubu, panax ginseng grubu, maneb ve

panax ginseng verilen grup olmak iizere toplam 4 gruba ayrildi.

1) Kontrol grubu: Bu gruba 15 giin boyunca giinde 1 kez siganlarn viicut

agirliklarina gére hacmi hesaplanarak (kg basina lcc) belirlenen dozda serum

fizyolojik (Mn ve P.G ¢oziiciisii) intraperitoneal yolla uygulanmustir..

2) Maneb grubu: Bu gruba 15 giin boyunca 2 giinde 1 kez 30 mg/kg maneb serum
fizyolojik i¢inde ¢ozdiiriilerek intraperitoneal yolla uygulanmistir (13, 71, 91).

3) Panax Ginseng grubu: Bu gruba 15 giin boyunca giinde 1 kez 200 mg/kg PG

intraperitoneal yolla uygulanmistir (59, 60).
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4) Maneb + Panax Ginseng grubu: Bu gruba 15 boyunca 2 giinde 1 kez 30mg/kg

Maneb, giinde 1 kez 200mg/kg Panax Ginseng intraperitoneal yolla uygulanmistir.

Calismanin deney gruplart ve deney gruplarinda bulunan sicanlara uygulanan
maddeler Tablo 1’de gosterilmistir.
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Tablo 1: Deney takip ¢izelgesi, Mn;30mg/kg, P.G;200mg/kg, SF; 1cc/kg

Giinler 1.GUN 2.GUN | 3.GUN 4.GUN | 5.GUN 6.GUN | 7.GUN 8.GUN | 9.GUN 10.GUN | 11.GUN | 12.GUN | 13.GUN | 14.GUN | 15.GUN
Gruplar

Mn Mn Mn Mn Mn Mn Mn Mn Mn
Mn +PG | Mn+PG PG Mn+PG PG Mn+PG PG Mn+PG PG Mn+PG PG Mn+PG PG Mn+PG PG Mn+PG
P.G PG PG PG PG PG PG PG PG PG PG PG PG PG PG PG
%0.9 SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF
NaCl
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3.2. Kimyasallar

Maneb, Dogal Kimyevi Maddeler ve Zirai Ilaglar San. ve Tic. A.s firmasmin
Superneb M 22 fungusit %80 w/w maneb (manganeze ethylenebis dithiocarbamate-
polymeric) adli tiriinii kullanildi. Siganlarda LDs; > 5000 mg/kg. Panax Ginseng,
SepeNaturel Organik Uriinler San. ve Tic A.s firmasinin Panax Ginseng toz adl1 {iriinii
kullanilda.

3.3. Viicut Agirhklarmnin Olciimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklar1 uygulanacak madde
dozlarini belirlemek iizere giinliik olarak tartildi. Deney sonunda agirliklar: tartilarak

kaydedildi.

3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin ¢6zeltisi asagidaki sekilde hazirlandi;

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

Molekiil agirligr kadar tartilan pikrik asit (12,2 g) 1000 ml distile su iginde
eritilerek iyice ¢6zdiiriildi. Dipte tortu kalmamasina 6zen gosterilerek gerekli miktarda
pikrik asit kullanildi. Gozle goriilemeyen tortulart uzaklastirmak i¢in soliisyon

kullanmadan once siiziildii. Bouin tespitini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit
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¢ozeltisi formaldehit ile iyice karistirildi, sonra iizerine yavasca glasiyal asetik asit
eklenerek tekrar karistirildi (9).

3.5. Dokularin Alinmasi

Tiim hayvanlar 16. giin deney sonunda tartildi ve derin anestezi altinda i.p olarak
Ketalar 90mg/kg (ketamin) + Alfazyne 10mg/kg (ksilazin) verilerek servikal
dislokasyonla oldirildi (36, 71, 74, 92). Derhal hayvanlarin karin bdlgesi agilarak

testisleri ¢ikarildi.

3.6. Testis Agirhklarinin Olgiilmesi

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus (Adventurer Pro
AV264C) marka hassas terazide titizlikle tartildi. Testis agirliklari her sigan i¢in sag ve
sol olmak {izere ayr1 ayr1 kayit altina alindiktan sonra, sol testisler Bouin tespitine alindi

(86, 90). Sag testisler ise %10‘luk formaldehit igerisine alind.

3.7. Testis Agirhk indeksi Hesaplamasi

Deneyin son giinii dlgiilen viicut agirligi ile ayni hayvana ait sag ve sol testis
agirlig toplami asagidaki formiile gore hesaplanarak her bir hayvan igin TA degerleri
belirlendi (90);

TA : [(sagtsol testis agirliklar1 toplami)/viicut agirligi] x 100
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3.8. Isik Mikroskobu i¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilan sol testislerin iizerine Bouin ¢dzeltisi, sag testislerin iizerine ise %10°luk
formaldehit dokiildiikten sonra testislerin uzun eksenlerine dik olacak sekilde enjektor
ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli birka¢ delik a¢ildi. Fiksatif igerisindeki testis
dokular sertlestikten sonra testisler enine olacak sekilde dnce ortadan iki esit pargaya
ve daha sonra bu pargalar da yeniden ikiye boliinerek kasetlere alindi. Dokular
fiksatiflerin igerisinde toplam 48 saat bekletildi ve daha sonra rutin doku takibi islemi
uygulanarak her hayvana ait parafin bloklar hazirlandi. Her testisten 2 blok elde edildi
(9,86).

Parafin bloklar hazirlamak i¢in uyguladigimiz doku takip yonteminin basamaklari

ve uygulama siireleri Tablo 2 *de gosterilmistir.

Tablo 2: Doku takip yontemine ait siireler (saat)

Kimyasal Uygulama Siiresi (sa)
Bouin tespiti 48
%70 ik Alkol 1
%80 hik Alkol 1
%90 hik Alkol 1
%96 lik Alkol 1 1
%096 lik Alkol 11 1
%100 liik Alkol 30
Ksilol | 10
Ksilol 11 10
%50 Parafin + 2650 Ksilol 30
Parafin | 45
Parafin 11 1
Parafin 111 1

Bloklama
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3.9. Boyalarin Hazirlanmasi

3.9.1 Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilin boyasinin hazirlanist

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya soliisyonu asagidaki sekilde hazirlandi

(72);

A- Periyodik asit 1 g
Distile su 200 ml

B- Schiff ¢ozeltisi *
Bazik fuksin 1 g
Distile su 200 ml
C- Potasyum Metabisiilfit (K25205) 2 g

D- Hidroklorik asit (HCI) 2 ml

E- Aktif komiir 2 g

(*Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan 1 giin 6nce hazirlanmistir.)

Periyodik asit distile suda ¢ozdiiriildii ve kaynatildi. Kaynatilan soliisyona bazik
fuksin ilave edilerek karistirildi ve 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 2 g K2S205
eklenerek karistirildi. Oda sicakligina geldiginde 2ml HCI eklenip karistirildi. 2 g aktif
komiir eklenip yeniden karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda bir gece

bekletildi. Soliisyon siiziilerek kullanildi (72, 86).
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3.10. Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi

Her bloktan 60 um trim araligi ile 5 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her lam
tizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina goére lamlar numaralandi. Her
bloktan alman 3 pum kalinhi@indaki seri kesitlerden olusan 2 ser adet lam 11k
mikroskobunda inceleme i¢in PAS+H yontemi ve H-E yontemi ile boyandi (72)

Boyama yonteminin basamaklari ve uygulama siireleri Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3: Hematoksilen-Eozin boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri

Kimyasal Madde Uygulama Siiresi (dK)

Ksilol | 15

Ksilol 11 15

%096 Alkol |

%096 Alkol 11

%90 Alkol

%080 Alkol

%70 Alkol

ol o1 o o1 o1 o1

Distile su

Hematoksilen 1

Cesme suyunda yikama Suyun rengi seffaf olana kadar

Eozin 5

%70 Alkol

%080 Alkol

%90 Alkol

%096 Alkol |

%096 Alkol 11

Ksilol |

a1 o1 N NN NN

Ksilol 11

Lamlarin kapatilmasi
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Tablo 4: PAS+H boyama yontemi basamaklarina ait uygulama stireleri

Kimyasal Madde Uygulama Siiresi (dk)

Ksilol | 20

Ksilol 11

N
o

2096 Alkol I

%96 Alkol Il

%90

%080

%70

Distile su

Perdiyodik asit

N P P W W W wN

Distile suyu

Schiff ¢ozeltisi

[N
o1

N

Cesme suyu

Hematoksilen

P
ol

Cesme suyu

%70 Alkol

%80 Alkol

2090 Alkol

%096 Alkol I

2096 Alkol 11

Ksilol |

a1 O N N N DN NN

Ksilol 11

Lamlarin kapatilmasi
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3.11. Histolojik Degerlendirme

H-E ve PAS+H ile boyanan kesitlerin histolojik degerlendirmesi i¢in DP 70 dijital
kamera ile donatilmis Olympus BXS51 1s1tk mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo,
Japonya) kullanildi. Tiim preparatlar bu mikroskopta incelenerek, gruplari temsil eden

gorintiiler elde edildi.

Preparatlarda, seminifer tiibiil ve interstisyel alan ayr1 olarak incelendi. Seminifer
tiibiil icerisinde bazal membran yapisi, spermatogenik hiicre serilerinin durumu, liimen
icerisindeki hiicrelerin yapisi, Sertoli hiicrelerinin durumu, interstisyel alanda Leydig
hiicrelerinin 6zellikleri, makrofaj yogunlugu, polimorf iltahabi hiicrelerin varligi, 6dem

ve kanama durumlart incelendi.

3.12. istatiksel Analiz

Tiim veri analizleri IBM Statistics 18 ve SigmaStat 3. 1 Paket Programlari ile
yapilmustir. Veriler; normal dagilip dagilmamalarina gore n, ortalama ve standart

sapma, ortanca deger, 25’inci ve 75’inci ylizdelik degerler olarak ifade edilmistir.

Bagimli 6l¢iimlerden olusan ve normal dagilim gosteren siirekli verilere pair
samples t testi ile analiz edilmistir. Bagimsiz Ol¢limlerden olusan stirekli verilere
normal dagilim gosterip gostermemeleri dikkate alimarak One Way Analysis of

Variance testi (Tukey ve Holm-Sidak testi) ile analiz edilmistir.

p<0.05 olasilik degerleri 6nemli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Testis Agirhiklar1 Bulgularn

4.1.1. Viicut agwrliklar: analizi

Gruplara gore deney sonu ve deney Oncesi viicut agirhigr farklarinin degisimi
Tablo 5 ve Sekil 9’da gosterilmistir. Holm - Sidak methodu ile yapilan istatiksel
analizlerde deney Oncesinde tiim gruplardaki hayvanlarin  viicut agirliklar
karsilagtirildiginda anlamli bir fark goriilmemistir. Bu da gruplarimizin homojen
dagildigini géstermektedir (p=0,993"). Deney sonras: tiim gruplarm viicut agirliklar:
karsilastirildiginda ¢ok onemli diizeyde fark saptanmistir (p=0,008"). Gruplara gore
deney sonu viicut agirligi farklarinin degisimi Tablo 6 ve Sekil 10°da gosterilmistir.
Kontrol grubu ile Mn uygulanan grup arasinda ¢ok anamli diizeyde fark saptamistir
(p<0,001"7). Diger gruplar arasindaki karsilastirmalarda fark olmasina ragmen

istatiksel olarak anlamli sonuglar ¢gitkmamustir.
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Tablo 5: Gruplara gore deney Oncesi ve sonrasi viicut agirhigi farklari (g)

Deney Oncesi ve Sonrasi Viicut Agirhiklar (Ortalama + Standart Sapma)

Gruplar Deney Oncesi Deney Sonrasi p
Ortalama Ortalama
Kontrol 268,57+36,25 319,71+41,65 0,006
Maneb 271,43+34,37 248,57+33,88 p<0,001""
Maneb+P. ginseng 265,71+35,99 287,14+29,84 0,008™
P.G 268,57+34,37 288,43+31,74 0,008™

Kontrol grubunda deney sonrasi viicut agirliginin deney dncesi viicut agirligindan
yiiksek oldugu belirlenmistir, istatiksel olarak Onemli diizeyde fark saptanmistir
(p=0,006""). Mn uygulanan grupta deney sonrasi viicut agirhiginin deney oncesi viicut
agirhgindan diisiik oldugu belirlenmistir, istatiksel olarak ¢ok Onemli diizeyde fark
saptanmustir (p<0,001"). Mn + PG uygulanan grupta deney sonras viicut agirligmin
deney oOncesi viicut agirligindan yiliksek oldugu belirlenmistir, istatiksel olarak ¢ok
onemli diizeyde fark saptanmistir (p=0,008""). PG uygulanan grupta ise deney sonrasi

viicut agirligimin deney oOncesi viicut agirhigindan yiiksek oldugu belirlenmistir,

istatiksel olarak ok 6nemli diizeyde fark saptanmustir (p=0,008").
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350

300

250

200

Milk vicut agirhg

150 u son viicut agirhg

100

50

Kontrol Maneb Maneb+P.G PG

Sekil 10: Siganlarin deney 6ncesi ve sonrasi viicut agirlig: farklar:
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Tablo 6: Gruplar arasinda deney sonu viicut agirhigi farklari (g) (ns= Not Significant)

Gruplar p
Kontrol - Maneb 0,004
Maneb - P.G 0,164™
Maneb+P.G- 0,186™
Maneb

Maneb+P.G - 0,349™
Kontrol

Kontrol - P.G 0,620™
Maneb+P.G - p>0,05"
P.G
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400 Fooke
350 +
300
250
200
M Son vucut agirhg
150
100
50
0
Kontrol Maneb Maneb+P G

Sekil 11 : Deney sonrasi viicut agirliklarinin gruplar arasinda karsilastiriimasi

4.1.2. Sag testis agwrliklar: analizi

Gruplara gore sag testis agirliklarina iligkin bulgular Tablo 7 ve Sekil 11°de
gosterilmistir. Sag testis agirliklart deney sonunda gruplar arasinda karsilastirildiginda
onemli diizeyde fark saptanmustir (p=0,036"). S6z konusu farklilik P.G ile Maneb grubu
arasinda istatiksel olarak fark saptanmustir (sirastyla, p=0,035", p=0,031"). Kontrol ile
Maneb, kontrol ile P.G grubu, kontrol ile Maneb+P.G grubu ve Maneb ile Maneb+P.G
grubu arasindan anlaml istatiksel bulgu saptanmamustir (sirasiyla, p=0,208", p=0,495™,
p=0,745", p=0,443"™). Kontrol grubu ve Ginseng grubunun testis agirlig1 ortalamalar1 en
yiiksek degere sahipken, en diisiik testis agirlig1 ortalamas1 Maneb grubundadir.
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Tablo 7: Siganlarin gruplarina gore sag testis agirliklart (g )

Gruplar Medyan(25-75) p
Kontrol 1,488 (1,363-1,553)
Maneb 1,336 (1,205-1,384) N
0,036
Maneb+P.G 1,413 (1,308-1,565)
P.G 1,541 (1,386-1,648)
2 X |
1,8
1,6 -
1,4
1,2
1
M Sag Testis Agirligl
0,8
0,6
0,4
0,2
0
Kontrol Maneb Maneb+P G

Sekil 12 : Sag testis agirliklarinin deney gruplarina gore karsilastirilmasi.
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4.1.3. Sol testis agwrliklar: analizi

Gruplara goére sol testis agirliklarina iliskin bulgular Tablo 8 ve Sekil 12 ’de
gosterilmistir. Sol testis agirliklar1 deney sonunda gruplar arasinda karsilastirildiginda
onemli diizeyde fark saptanmistir (p=0,011"). S6z konusu farkhilik kontrol ile Maneb
grubu arasinda, P.G ile maneb grubu arasinda ve grubu arasinda istatiksel olarak fark
saptanmustir (swrastyla, p=0,035, p=0,025). Kontrol ile P.G grubu, Maneb ile
Maneb+P.G, kontrol ile Maneb+P.G grubu arasinda anlamli istatiksel bulgu
saptanmamustir (swrastyla, p=0,922", p=0,074", p=0,795"). Kontrol grubu ve P.G
grubunun testis agirligr ortalamalar1 en yiiksek degere sahipken, en diisiik testis agirligi

ortalamast Maneb grubundadir.

Tablo 8: Sicanlarin gruplarina gore sol testis agirliklar (g)

Gruplar Medyan(25-75) p

Kontrol 1,551 (1,384-1,570)

Maneb 1,250 (1,218-1,356) 0,011
Maneb+P.G 1,435 (1,387-1,564)

P.G 1,515 (1,418-1,555)
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2 * *
1,8 |
1,6 T :
1,4
1,2

! M Sol Testis Agirhg
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Kontrol Maneb Maneb+P G

Sekil 13: Sol testis agirliklarinin deney gruplarina gore karsilastiriimasi

4.1.4. Toplam testis agwrliklar: analizi

Gruplara gore toplam testis agirliklarina iliskin bulgular Tablo 9 ve Sekil 13 ’de
gosterilmistir. Yapilan istatiksel analizler ile toplam testis agirligi gruplar arasinda
karsilastirilmalar1 yapildi. Gruplar arasinda yapilan istatiksel karsilagtirmada 6nemli
derecede fark oldugu saptandi (p=0,012"). S6z konusu farklilik kontrol ile Maneb grubu
arasinda ve P.G ile Maneb grubu arasinda istatiksel olarak fark saptanmistir. Tim
gruplar karsilastirildiginda testis agirliginda en fazla azalmanin Maneb grubunda oldugu

saptanmuistir.
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Tablo 9: Siganlarin gruplarina gore toplam testis agirliklari (g)

Gruplar Medyan(25-75) p

Kontrol 3,05 (2,74-3,11)

Maneb 2,55 (2,45-2,73)

0,012

Maneb+P.G 2,87 (2,70-3,13)

P.G 3,10 (2,79-3,15)
0,7 4

| || .
0,6
0,5
04
M Toplam Testis Agirhg
0,3 indeksi
0,2
0,1
0
Kontrol Maneh Maneb+P G

Sekil 14: Toplam testis agirliklarinin deney gruplarina gore karsilastiriimasi
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4.1.5. Toplam testis agwrlik indeksi analizi

Gruplara gore TADlere iliskin bulgular Tablo 10 ve Sekil 14 de goériilmektedir.
Tukey testi ile yapilan istatistiksel karsilastirmada TAI bakimindan gruplar arasinda

anlaml bir fark saptanmadi (P=0.171").

Tablo 10: Siganlarin gruplarina gore toplam testis agirliklart indeksi ()

Ortalama + Standart
Gruplar P
Sapma
Kontrol 0,51+0,05
Maneb 0,45+0,15
0.171™
Pg+Mn 0,53+0,04
Pg 0,56+0,07
0,7
0,6 T
0,5
0,4
H Toplam Testis Agirligi
0,3 indeksi
0,2
0,1
0
Kontrol Maneb Maneb+P G

Sekil 15: Toplam testis agirliklari indeksinin deney gruplarina gére karsilastirilmasi (Timii
p>0,05")
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4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan testislerinin
genel goriiniimii saptamak i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E), Periyodik Asit Schiff (PAS)

+ Hematoksilen (H) boyas1 uygulanmastir.

1Kontrol Grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 1s1k

mikroskobik incelemeler sonucunda, spermatogenik hiicreler, bazal membran, liimen,
Leydig hiicreleri normal yapida gozlendi (Sekil 16 - 17). Interstisyel alanda yer alan
Leydig hiicrelerinin eozinofilik sitoplazmalari, eksantrik yerlesimli nukleuslar1 ve
yerlesim yerleriyle diizgiin yapilar1 gozlendi. Interstisyel alanda damar yapilar: normal
yapida oldugu gozlendi. PAS+H ile boyanan 6rneklerde PAS pozitif boyanmis bazal
membran ve tunika albuginea yapist normal gozlendi. Makrofajlar PAS (+) boyanarak
sitoplazmalar1 ve farkli bigimdeki ¢ekirdekleri ile normal yap1 gozlendi (Sekil 19 - 20).
Seminifer epitelde Sertoli hiicreleri, spermatagonyumlar, primer spermatositler az
sayida sekonder spermatositler, yuvarlak ve uzun spermatidler ile olgun spermiyumlar
gozlendi (Sekil 18). Gelismekteki spermatidlerin kuyruk liimende, bas tiibiil duvarina

yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasina lokalize olmus seklinde gozlendi.1

2) Maneb Grubu: Maneb grubuna olusturulan testis Orneklerinin 11k

mikroskobundaki incelemeler sonucunda, seminifer tiibiilde spermatogenik hiicre
kayiplar1 gozlendi (Sekil 21 ve 22). Ozellikle spermatagonyum hiicrelerinin ¢ogunda
kromozom yapis1 heterokromatik c¢ekirdek gozlenmis ve cekirdek sinirlart diizensizdir
(Sekil 23). Kuyruklu spermlerde liimeninde azalma gozlenmistir. Spermatagonik
hiicrelerin cogunda vakuol yapilar1 gézlendi. Ayrica incelmis, ayrilmis tiibiil duvari ve
bazal membranda yer yer ayrilmalar gozlendi. Interstisyel alanda &dem ve damar

konjesyonu gozlendi (Sekil 24 ve 25).
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3) Panax Ginseng Grubu: Panax ginseng grubunu olusturan si¢an testis

orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiilde spermatagonyumlar,
primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler, bazal membran,
interstisyel alanda Leydig hiicreleri, makrofajlar ve damar yapilar1 kontrol grubuna
benzer yap1 gosterdigi gozlendi (Sekil 26 - 28). Spermatogenezin normal devam ettigi

ve tiibiil duvar1 kalinligmin normal yapis1 gozlendi. Ozellikle kuyruklu sperm sayisinin

arttig1 dikkat ¢ekilmisdir (Sekil 29 - 31).

4) Maneb + Panax Ginseng: Maneb ile birlikte verilen Panax Ginseng grubunu

olusturan si¢an testis Orneklerinin 151k mikroskobundaki incelemeleri sonucunda,
Liimendeki kuyruklu sperm sayisinin arttigi gozlendi (Sekil 32). Tiibiil duvarindaki
spermatagonyumlar, primer spermatositler, sekonder spermatositler, spermatid
hiicrelerin diizgiin yapida oldugu gozlendi (Sekil 33). Birkag tiibiilde hasar gozlense de
korunmus spermatogenik hiicreler ile spermatogenezin devam ettigi gozlendi. Tek
basina verilen Maneb grubunda 6zellikle tiibiil duvarinin inceldigi ve vakuol gbzlenen
spermatogenik hiicrelerin oldugu saptanmistt. Ancak Maneb+P.G grubuna ait
orneklerde bu durum gozlenmedigi icin hiicrelerin korundugu saptanmistir. PAS+H ile
boyanan érneklerde bazal membranin ondulasyonlu yapisi goriilse de interstisyel alanda
Leydig hiicreleri ve makrofaj sayilarinin normale yakin oldugu gozlenmistir (Sekil 34

ve 35).
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Sekil 16: Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin 1s1k mikroskobik goriintiisii.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler ve tiibiillerde devam eden
spermatogenez gorilmektedir (bar: 100um, HE).

Sekil 17: Kontrol grubu: Normal yapidaki seminifer tiibiiller goériilmektedir (bar: 100um, HE).
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Sekil 18: Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin 1sitk mikroskobik goriintiisi.
Sperm dolu limen (Lii). Seminifer tiibiil duvarinda normal yapida spermatogenik hiicre serileri; olgun
sperm (=), Sertoli hiicresi (=), spermatagonyum (—>), primer spermatosit (%) (bar: 50um, HE).

Sekil 19: Kontrol grubu: Kontrol grubundaki sigan testislerinin 151k mikroskobik goriintiisi.
(bar:100pum, (PAS+HE)
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Sekil 20: Kontrol grubu: Kontrol grubunu olusturan sigan testislerinin 151k mikroskobik goriintiisii.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicreler; ge¢ spermatid ¢=9p),
kuyruklu sperm (=¥, interstisyel alanda normal gériiniimlii Leydig hiicreleri (—)ve damar yapisi ( %)
goriilmekte. Ayrica PAS pozitif bazal membran yapisi (E==p») gozlenmektedir (bar: 50um, PAS+HE).
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Sekil 21: Maneb grubu: Maneb (30 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu tizerindeki etkileri. Seminifer
tibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplar (%) ile birlikte
incelmis tiibiil duvar1 goriilmekte. Interstisyel alanda ise damar konjesyonu (=3 dikkat gekmektedir (bar:
200um, HE).

Sekil 22: Maneb grubu: Maneb (30 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu tizerindeki etkileri. Seminifer
tiibiil duvarindaki hiicresel kayiplar (). Interstisyel alanda ise damar konjesyonu ( ==2» ) dikkat
¢ekmektedir (bar: 100um, HE).
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Sekil 23: Maneb grubu: Maneb (30 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu tizerindeki etkileri. Seminifer
tiibiil duvarindaki hiicresel kayiplar (9%), primer spermatosit etrafinda vakuol ( ==} dikkat gekmektedir
(bar: 100um, HE).

Sekil 24: Maneb grubu: Maneb (30 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu iizerindeki etkileri. Seminifer
tiiblil duvarindaki hiicresel kayiplar (*) ve bazal membran ondiilasyonu ( ==3¥. Interstisyel alanda damar
konjesyonu ( ¥ ) dikkat cekmektedir (bar: 100um, PAS+HE).
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Sekil 25: Maneb grubu: Maneb (30 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu tizerindeki etkileri. Seminifer
tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde yogun dejenerasyonlar ve tiibiiler atrofi, tiibiil duvarinda
hiicresel kayiplar ve bazal membrandan koparak ayrilmalar (%), vakuol ( ==) goriilmektedir (bar: 50.
Oum, PAS+H).
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Sekil 26: Panax Ginseng grubu: P.G (200 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu tizerindeki etkileri.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi, primer
spermatosit, spermatogonyum ve spermatid hiicresi ve tiibillerde devam eden spermatogenez
goriilmektedir (bar: 100pum, HE).

Sekil 27: Panax Ginseng grubu: P.G (200 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu lizerindeki etkileri.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi, primer
spermatosit, spermatogonyum ve spermatid hiicresi ve tiibiillerde devam eden spermatogenez
goriilmektedir (bar: 100pum, HE).
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Sekil 28: Panax Ginseng grubu: P.G (200 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu iizerindeki etkileri.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi (se),
spermatogonyum (==, primer spermatosit (ps), kuyruklu sperm ( %) ve tiibiillerde devam eden
spermatogenez goriilmektedir (bar: 50. Oum, HE).

Sekil 29: Panax Ginseng grubu: P.G (200 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu lizerindeki etkileri.
Normal yapidaki seminifer tiibiil, spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi (se), primer spermatosit (ps),
kuyruklu sperm (==3p; liimende serbest spermatozoa ( 9 ve tiibiillerde devam eden spermatogenez
goriilmektedir (bar: 50. 0 um, HE).
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Sekil 30: Panax Ginseng grubu: P.G (200 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu iizerindeki etkileri.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller, spermatogenik hiicreler; tiibiillerde devam eden spermatogenez
gorilmektedir (bar: 100 pm, PAS+HE).

Sekil 31: Panax Ginseng grubu: P.G (200 mg/kg) uygulanmasinin testis dokusu iizerindeki etkileri.
Normal yapidaki seminifer tiibiil, kuyruklu sperm ( ==3), spermatid ve akrozom olusumu (E=>),
spermatogenik hiicreler; tiibiillerde devam eden spermatogenez goriilmektedir (bar: 50 .0 pum, PAS+HE).
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Sekil 32: Maneb+P.G grubu: 30 mg/kg maneb ve 200 mg/kg P.G verilmis testis dokusunda normale
yakin korunmus seminifer tiibill yapilar1 ve ayrica intersitisyel alanda da korunmus Leydig hiicreleri
gorilmektedir (bar: 100um, HE).

Sekil 33: Maneb+P.G grubu: Maneb (30 mg/kg) ve P.G (200 mg/kg) uygulanmig testis dokusunda
normale yakin korunmus seminifer tiibiil yapilart goriilmektedir. Spermatogenik hiicreler; Sertoli hiicresi
(se), primer spermatosit (ps), spermatid ( == hiicresi ile birlikte tiibiilde devam eden spermatogenez ile
birlikte intersitisyel alanda da korunmus Leydig hiicreleri () goriilmektedir (bar: 50, Oum, HE).
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Sekil 34: Maneb+P.G grubu: Maneb (30 mg/kg) ve P.G (200 mg/kg) uygulanmus testis dokusunda
normale yakin korunmus seminifer tiibiil yapilar: gozlenmektedir (bar: 100pum, PAS+HE).

Sekil 35: Maneb+P.G grubu: Maneb (30 mg/kg) ve P.G (200 mg/kg) uygulanmis testis dokusunda
normale yakin korunmus seminifer tiibiil yapilari, spermatogenik hiicreler; erken ve ge¢ spermatid (=)
hiicresi ile birlikte bir¢ok tiibiilde devam eden spermatogenez dikkat ¢ekmektedir. PAS(+) bazal
membran (9 ile intersitisyel alanda da normal yapidaki Leydig hiicreleri gériilmektedir (e=p) (bar: 50. 0
um, PAS+HE).
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5. TARTISMA

Bir¢ok c¢alisma sonucunda bizim c¢alismamiz ile paralel olarak deney
hayvanlarinda, viicut agirliginda azalma, sperm sayisinda azalma ayrica bdbrek
yetmezligi, tiroid toksisitesi, embriyogenezisi etkiledigi, genital sistem geligimini
yavagslattigi bildirilmistir (6). Manganez etkili maneb’e maruz kalan erkek ¢alisanlarda

libido kayb1 ve iktidarsizlik gibi ireme etkileri de gozlenmistir (22).

Maneb’in, testis histolojisi, hormon ve testis agirhigr degisiklikleri birgok
caligmada ortaya konulmustur. Yaptigimiz ¢alismada da elde edilen bulgular Maneb in
erkek iireme fonksiyonlarinda olumsuz etkileri oldugu ve Maneb’in P.G ile beraber
verilmesi durumunda testislerin bu olumsuz etkilerinde diizelme gosterdigi histolojik ve
istatiksel bulgularla gosterilmistir. Calismamizda viicut agirliklart ve testis agirliklar
incelendiginde Maneb’in azaltici etkisi oldugu saptanmistir. Buna karsin Maneb + P.G
ve P.G uygulanan gruplarda viicut agirhgr ve testis agirh@inda artig goriildiigi
belirlenmistir. Farkli yollarla uygulanan Maneb’in benzer sonuglar ortaya koydugu

belirlenmistir.

Deveci ve arkadaslarmin 2006 yilinda organometalik fungusit Maneb’in sigan
testisi lizerindeki histolojik etkisini 151k ve elektron mikroskobunda gdstermistir. Bu
calismada 3 hafta boyunca haftada 5 giin siire ile gavaj yoluyla 250mg/kg Maneb
uygulanmistir. Deney sonunda kontrol grubu ile Maneb uygulanan grubunun viicut
agirliklan karsilastirildiginda ¢ok onemli diizeyde fark saptanmistir (p<0,005).Viicut
agirliklart Maneb uygulanan grupta diiserken, kontrol grubu viicut agirliklar1 artmistir.
Ancak testis agirliklart arasinda Onemli diizeyde bir fark saptanmamustir. Bizim
calismamizla paralel olarak viicut agirliklari, Maneb uygulanmasi sonucunda

diismektedir. Kontrol grubunda ise viicut agirliklart artmistir (26).
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Deveci ve arkadaslari, ¢alismasmin histolojik bulgularinda Maneb uygulanan
grubun birkag seminifer tiibiillde spermatik hiicre dejenerasyonu ve hiicre
vakualizasyonu gozlenmistir. Intestisyel alanda normal yapida olup, Leydig hiicrelerinin
hasar gormedigi tespit edilmistir. Seminifer tiiblil limenlerinde bagimsiz spermlerin
olmadigi da gozlenmistir. Elektron mikroskobunda Maneb uygulanan grubun
interstisyel alandaki hiicrelerin kan damarlarinin yapilart normal gériiniimlidiir. Leydig
hiicrelerinde eksanterik nukleus yerlesimi ve organelleriyle normal yapida gozlenmistir.
Sertoli hiicrelerinde normal olmayan degisimler goze ¢arpmustir. Mitokondri kristasinda
sisme ve kayiplar goriilmiistiir. Ayrica sitoplazma igerisinde vakuol yapilar
goriilmiistiir. Bizim ¢alisgmamizda 151k mikroskobu incelemelerinde bu ¢alismaya paralel
olarak seminifer tiibiilde spermatogenik hiicre dejenarasyonu gozlenmistir. Hiicre
vakualizasyonu saptanmistir. Seminifer tiiblil liimeninde sperm sayisinin azaldigi da

gorilmistir (26).

Kaliwal ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptigi ¢calismasinda manganez’in (ticari
kullanimi mancozeb) testis, tiroid, aksesuar iireme organlarina etkileri farelerde
arastirilmistir. Bu aragtirmada 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600mg/kg ve 800mg/kg dozlarda
uygulanan Mn 30 giinliik deney siiresi boyunca oral yolla verilmistir. Deney sonunda
Manganezli gruplarda testis agirliklarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml
diizeyde azaldig1 saptanmistir. Bunun disinda Manganez uygulanan grubun prostat bezi
agirhigr ile kontrol grubunun prostat agirligi kiyaslandiginda yine azalma belirlenmistir.
Yaptigimiz caligma ile paralel olarak Mn uygulanan gruplarda sag ve sol testis

agirliklariin ve toplam testis agirliklarinin diistiigii istatiksel olarak saptanmistir (65).

Kaliwal’in ¢aligmasmin histolojik incelemelerde 800mg/kg lik Manganezli
gruplarda spermatogenik hiicre ve Leydig hiicrelerinin ¢ap1 ve sayisi azalmistir.
Histolojik bulgularda kontrol grubunda normal spermatogenesiz goriiliirken Manganez
uygulanan gruplarda seminifer tiibiil liimeninde sperm sayisinin azaldigi, dev hiicre

formasyonlarinin goriildiigii, spermatid, spermatogonyum sayilarinin belirgin bir sekilde
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azaldig1 ve bununla beraber spermatogenesizin inhibe oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. Bizim
calismamizda da bu calismaya paralel olarak liimen igerisinde spermatozoa sayisinin

azaldig1 gozlenmistir (65).

Raizada ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptig1 bir ¢alismada manganez igeren
Mancozeb‘in gonadal toksisitesi incelenmistir. Bu ¢alisma 30, 90, 180 ve 360 giin
slireyle devam etmistir. Manganez uygulanan gruplara oral olarak 500, 1000 ve 1500
mg/kg dozda verilmistir. Manganez uygulanan 360 giinliik gruplarda diyare, solunum
yetmezligi, salivasyon, burun kanamasi, hayvanlarin biiyiik ¢ogunlugunda arka bacak
paralizisi gozlenmistir. Manganezin akut toksisitesinin yiiksek oldugu saptanmuistir.
Manganez gruplarimin  testis ve epididimis agirliklart  lizerindeki  etkileri
karsilastirildiginda anlamli fark bulunamamistir. Ancak yiiksek dozlu gruplarda (1000
ve 1500 mg/kg) epididimis agirliklarinin azaldig1 saptanmistir (56).

Raizada’nin ¢aligmasinda testis ve epididimisin histolojik incelemelerinde 360
giinlik 1500mg/kg lik Manganez uygulanan grubunda histopatolojik degisiklikler goze
carpmistir. Bu degisimler seminifer tiibiil igerisinde nekrotik hiicreler, germinal hiicre
dokiintiisii, epitelyal hiicre hasari, dev hiicre formasyonlar1 ve liimen icerisinde dokiintii
birikimi seklinde belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda da seminifer tiibiil duvarinda

dagilma ve hiicre kayiplar1 gozlenmistir (56).

Ponnapakker ve arkadaslarinin 2002 yilinda yaptig1 ¢alismada erkek farelerde oral
olarak verilen manganez ile indiiklenen ireme sistemi  degisiklikleri
degerlendirilmesidir. 43 giin siireyle 7,5mg/kg, 15mg/kg, 30mg/kg lik Manganez gavaj
ile uygulanmistir. Deney sonunda Manganez uygulanan gruplar ile kontrol gruplar
arasinda viicut agirliklart karsilastirildiginda anlamli fark gériilmemistir. Ayni sekilde
testis agirhiginda da anlamli fark saptanmamistir. Sperm motilitesinde Manganez
uygulanan gruplarda degisimler gozlenmistir. Manganez uygulanan gruplarda, testis ve

kauda da sperm sayisinda anlamli diizeyde azalma belirlenmistir (81).
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Ponnapakker’in ¢alismasinin histolojik bulgularinda Manganez uygulanan
gruplarin seminifer tiibiil ve epididimis tiibiillerinde atrofi benzeri mikofokal lezyonlar,
genislemis rete testis, damar etrafinda histositler ve lenfositler goriilmiistiir. Ayrica
fertilite testi olarak Manganez uygulanan gruplarda erkek farelerin uygulama gérmemis
disi fareler ile ¢iflestirilmistir. Kontrol grubunda gebelik orant %94 (15/16) iken,
Manganezli grubun gebelik oran1 %81 (13/16) dir (81).

Iszard ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptigi bir calismada manganez ile
indiiklenen sicanlarin testislerinde histopatolojik degisimler incelenmistir. Bu ¢aligmada
63 giin siireyle 612mg/kg,1225mg/kg ve 1838mg/kg lik dozlarda Manganez uygulanan
gruplar olusturulmustur. Histolojik incelemelerde seminifer tiibiil igerisinde germinal
epitelde segmental dejenarasyonu, spermatozoa ve spermatidlerin kaybi, Sertoli
hiicrelerinin sigsmesi, vakuolisazyon, tiibiil limen ¢apinin genislemesi, iki veya daha ¢ok
¢ekirdekli hiicre yapilari saptanmustir. Etkilenen tiibiillerin bazal membran1 genellikle
bir biitin halinde ancak nadiren de olsa ondiilasyon seklinde goriilmiistir. Bizim

calismamizla benzer sekilde hiicre kayb1 ve vakualizasyon goriilmiistiir (83).

P.G, yaslanma karsit1, bagisiklik giiclendirici, stress karsiti ve tiimor karsiti gibi
cok genis farmakolojik ve fizyolojik etkilere sahiptir. P.G serbest radikallere karsi
koruyucu etkiye de sahiptir (63).

Ryu ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢aligmada insiilin bagimli olmayan
diyabetus mellituslu siganlarda ginsengin erektil fonksiyona etkisi ve antioksidan

aktivitesi goriilmektedir (87).

68



P. ginseng in ana bilesenleri ginsenosoidlerin antiinflamatuar, antikanser ve

antioksidan gibi ¢esitli faydali etkileri gosterilmistir (57, 58, 68, 70).

Khalil ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptigi bir ¢calismada EDTA uygulanmis
erkek siganlarin testis dokusunda P.Gin etkisi arastinlmistir. Calismada 1 hafta
stiresince 20mg/kg lik doz intragastrik olarak giinliikk olarak siganlara uygulanmistir.
Calismanin sonucunda EDTA wuygulanan grubun testis histolojisi incelendiginde
seminifer tiibiil i¢erisinde spermatogonyumlarin ve Sertoli hiicrelerinin dejenarasyonu,
seminifer tiibiil duvarinin incelmesi ve dokiintiiler gézlenmistir. Ancak tek basina P.G
uygulanan grupta ve EDTA ile beraber P.G uygulanan gurubun testis histolojik
gbriinimili incelendiginde normal yapinin korundugu kaydedilmistir. Yaptigimiz
calismada da testis yapisina hasar verilen gruptaki P.G uygulamasinin testisin histolojik

goriinimiinde ki bozukluklart ortadan kaldirdigi gézlendi (104).

Gun-Hwa Kim ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptigi bir ¢alismada torsiyon
sonrast testis dokusunda P.G in etkisi aragtirilmistir. Siganlarda torsiyon sonrasi 4 hafta
stiresince giinliik 100mg/kg P.G oral olarak verilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda P.G
uygulanan grup ile Kontrol grubu ve P.G ile torsiyon grubu ve sadece torsiyon grubu
arasinda testis agirliklarimin farkli oldugu gozlenmistir. Bununla beraber histolojik
bulgulart incelendiginde torsiyon grubunun diizensiz tiibiil yapilari, bagimsiz hiicre
azl1g1, germinal hiicrenin dejenarasyonu goze carparken torsiyon sonrasi P.G uygulanan

gruptaki testikiiler hiicrelerin normale yakin gériiniimii dikkat ¢ekmistir (96).

Chang ve arkadaslarmin 2011 yilinda yaptigt bir ¢alismada P.G’in
spermatogenezis lizerine etkisi arastirilmistir. Sicanlara 56 giin siireyle 1gr/kg gilinliik
gavaj ile P.G uygulanmistir. Deney sonunda viicut agirhi@i kontrol grubu ile P.G
uygulanan grubun arasinda kii¢iik bir degisiklik kaydedilmistir. Testis agirliklari ise P.G
uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda anlamli diizeyde arttigi

belirlenmistir. Bununla beraber sperm sayimi1 yapildiginda kontrol grubuna gore P.G
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uygulanan grubun sperm sayisinin ¢ok anlamli diizeyde arttig1 ortaya c¢ikmistir.
Serumdaki testosteron seviyesine bakildiginda da kontrol grubuna gore P.G uygulanan

grubun testosteron seviyesi daha yiiksek olarak gozlenmistir (106).

Hwang ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada sicanlarda 2, 3, 7, 8
tetrachlorodibenzo-p-dioxin inin testikiiler hasarina karsin P.G’in koruyucu etkisi
arastirilmistir. Bu caligmada 28 giin siireyle haftada bir kez P.G gruplara 100mg/kg ve
200mg/kg uygulanmistir. Bunun sonucunda viicut agirliklart karsilagtirildiginda P.G
verilen grubun kontrol grubuna goére viicut agirhigi arttigi tespit edilmistir. Testis
hasarina sebep olan grup ile P.G’in beraber verildigi gruptaki viicut agirligi; tek basina
zarar veren madde uygulanan gruptaki hayvanlarin agirliklarina gére normale daha
yakin seyrettigi belirlenmistir. Testis agriliklar1 karsilagtirildiginda tek basma P.G
verilen gruplardaki deney hayvanlarinin agirliklarinin  kontrol grubundaki deney
hayvanlarmin agirliklarina gore anlamli diizeyde arttigi gozlenmistir. Bunun disinda
zararli madde ile beraber uygulandiginda da kontrole yakin agirlik seviyesi korunmustur
ve zararli grubun anlamli diizeyde testis agirligi azalmistir. Testis/viicut agirlig

karsilastirmalarinda istatiksel agidan anlamli diizeyde fark ortaya ¢ikmuistir.

Hwang ve arkadaslarinin 1s1k mikroskobik incelemeleri sonucunda zarar veren
gurubun spermatatozoa olusumunu durdurdugu ve seminifer tiibiil capinin diger
gruplara gore azaldigi tespit edilmistir. Zararli madde ile P.G (100mg/kg) beraber
uygulanan grupta olgun sperm yapilart gozlenirken, piknotik hiicre goériilmemistir.
Zararli madde ile birlikte P.G uygulandiginda ise; olgun sperm sayisinin arttigi tespit

edilmistir (63).
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Kim ve arkadaslarmin 2004 yilinda yaptigi ¢alismada siganlarda 2, 3, 7, 8
tetrachlorodibenzo-p-dioxin’in (TCDD) sperm kalitesine etkisi ve P.G’in koruyucu
etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada 40 giinliik siire ile tek doz verilen TCDD’nin
oncesinde giinliik 200mg/kg ve 100mg/kg lik P.G uygulanan gruplar olusturulmustur.
Bu ¢aligmada sperm sayimi sonucunda P.G uygulanan gruplarda spermlerin motilitesi
ve progresif hareket yiizdesinin, TCDD ve kontrol gruplarindaki spermlere gore daha
fazla oldugu bulunmustur. Testis agirhiklari bakimindan ise anlamli bir fark

gozlenmemistir (108).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, Manebin sigan testisi lizerindeki toksik etkisi ve P.G’in bu toksik

etkide nasil bir gorev tstlendigi 1s1k mikroskobik diizeyinde arastirilmistir.

Deney siireci sonunda yapilan istatiksel ve histolojik analizlere gore;

Maneb, 15 giin siireyle, giinasir1 30 mg/kg dozunda verildiginde, viicut

agirliginda ve toplam testis agirliginda 6nemli bir diisiise yol agmaktadir.

Maneb, testis iizerinde oldukca toksik etki gostermektedir. Spermatogenik
hiicrelerde yogun hasar ve hiicresel dejenerasyona neden olarak spermatogenezi
olumsuz yonde etkilemektedir. Ayrica tiibiil liimeninde ayrilmalar, bazal
laminada ondiilasyon, vakuolizasyon goriilmektedir. Interstisyel dokuda ise

Leydig hiicreleri iizerinde 6nemli bir degisiklige yol agmamaktadir.

15 giin siireyle her giin 200 mg/kg verilen P.G, testis agirhiginda ve viicut

agirliginda artisa yol agtig1 gdzlenmistir.

15 giin siireyle her giin 200 mg/kg P.G ile giinasir1 30 mg/kg dozda Maneb
verilen grupta, Maneb ile birlikte 15 giin P.G uygulanmasi da toplam testis

agirhigr ve viicut agirliginda artisa yol agtig1 gdzlenmistir.
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Daha cok akut olarak daha fazla etkisi oldugu disiiniilen Maneb’in uzun siireli
maruz kalimi sonucunda da toksik etkisinin devam ettigi ancak bu durumun kalic1 olup
olmadigi bilinmemektedir. Tarim {iriinlerinde yaygin olarak kullanilan Maneb’in bu
toksik etkisinin en aza indirgenmesi konusunda denetlenmeler yapilmasi, tarim
caliganlarinin  bu konuda bilgilendirilmesi gerekmektedir. Manebin kullanilan
tirtinlerden uzaklastirilmast icin {irlinlerin piyasaya siiriilmeden once denetlenmesi

yapilmalidir.

Spermatogenez siirecinin gegici devre dist kalan infertil hastalarda P.G ile
desteklenerek sperm sayisini arttrmak miimkiin olabilir. P.G’in spermatogenezi
etkileyerek sperm sayisini arttirdigini daha ileri deneysel calismalarla desteklenerek

molekiiler boyutu saptanabilir.

Bu caligmada Maneb’in, uygulanan siire ve doz gbz Oniine alindiginda, testis
dokusu iizerinde toksik etkilere sahip oldugu ve histolojik yapiy1r bozdugu saptandi.
Antioksidan etkiye sahip P.’in ise Maneb’in testiste olusturdugu bu hasar1 6nemli
olglide 6nledigi gosterilmistir. Bununla beraber Maneb ile P.G arasindaki bu etkilesimin
daha ayrintili olarak incelenmesi ic¢in ileri diizeydeki deneysel c¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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