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OZET

Benzen aromatik bir hidrokarbon olup, hos kokulu ve renksiz bir sividir. Benzen
aynt zamanda onemli bir endiistriyel ¢oziiciidiir. Plastik, deterjan, pestisid ve diger
kimyasallarin iiretiminde kullanilir. Bunun yani sira kimyasal orjinli bir madde olan
benzen ¢evre kirlilgine de sebep olur. Giinlimiizde iretilen benzenin % 75’1 petrolden
saglanir. Geri kalan kismi ise maden komiiriinden elde edilen katrandir. Benzenin en ¢ok
bulundugu yerler; mineral yaglar, dogal gaz ve sigara dumanidir. Etil benzen, toluen,
ksilen gibi hidrokarbonlara boya, cila, yapistirici benzeri maddeler i¢inde bulunan
aromatik ¢oziiciilere mesleklerinde maruz kalanlarda sperm iiretiminde ciddi bozulmalar
goriiliir.

Yapilan bu c¢aligmada benzenin testis dokusunda meydana getirecegi etkiler
incelenmistir.

Caligmada, ortalama 8-10 haftalik ve 250-300 gram agirliginda 18 adet Wistar
Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar 6’sarli gruplar olmak {izere 3 gruba ayrildu.
Grup I olan kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. Grup II"'ye 1 ml/kg
benzen 1. giinden baslanip 9. giine kadar, Grup IlI’e ise 1,5 ml/ kg benzen 1. glinden
baslanip 5. giine kadar orogastrik sonda araciliiyla verildi.

Deney sonunda siganlar dekapite edilerek testis dokulari ¢ikarildi ve rutin
histolojik takipler yapildiktan sonra histolojik boyamalar ve TUNEL metodu uygulandi.

Benzene maruz kalan siganlarin testis dokular1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, seminifer tiibiil epitelinde incelme, stoplazmik vakuoller, liimende
genislemeler, seminifer tiiblil bazal laminasinda ayrilma, seminifer tiibiil epitelinin
limene dokiilmesi ve spermatogenik hiicrelerde dokiilme (deskomasyon), germ
hiicrelerinde (spermatogonia) dejeneratif degisiklikler, dejenaratif tiibiil yapilar,
seminifer tiibiiller arasinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji, atrofi, dev hiicre,
O0dem, ara bag dokuda diizensizlesme, epitel biitiinliigiiniin olmayisi, Leydig
hiicrelerinde piknoz, seminifer tiibiil epitelinde bosluklu alanlar izlendi.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k



mikroskobu altinda incelenmesi sonucunda benzen verilen gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, seminifer tiibiillerdeki apoptotik hiicrelerde belirgin bir artig oldugu
gozlendi.

Sonug¢ olarak, c¢esitli nedenlerle benzen maruziyetinin testis dokusunda

dejenerasyon ve apoptotik hiicre sayisinda artisa sebep oldugu gozlendi.

Anahtar kelimeler: Benzen, Testis, Histoloji
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ABSTRACT

A HISTOLOGICAL STUDY OF THE EFFECTS OF BENZENE ON
TESTICULAR TISSUES IN ADULT MALE RATS

Benzene is an aromatic hydrocarbon and a colorless and odorous liquid. Benzene
is also an important industrial solvent. It is used in the production of plastics, detergents,
pesticides, and other chemicals. In addition, benzene, as a chemical agent, causes
environmental pollution. Nowadays, 75% of benzene is obtained from oil. The rest is tar
that is produced from coal. Benzene is found mostly in mineral oils, natural gas, and
smoke. Serious deterioration is seen in sperm production in people who are exposed to
aromatic solvents found in paints, lacquers, adhesive and hydrocarbons such as ethyl
benzene, toluene, and xylene in their professions.

In this study, the effects of benzene on testicular tissues were examined.

In this study, 18 Wistar albino male rats, with a mean age of 8-10 weeks and
weighing 250-300 grams were used. The rats were divided into 3 groups. Group I, which
is the control group, has no application. 1 ml/kg benzene was given to Group Il for 9
days starting from the first day, and 1,5 ml/kg benzene was given to Group Il for 5 days
starting from the first day via orogastric method. By the end of the experiment, the rats
were decapitated and their testicular tissues were removed and after routine histological
examining, histological staining and TUNEL method was performed.

Compared with the control group, the testicular tissues of rats exposed to
benzene; thinning in seminiferous tubule epithelial presented expansions in the
cytoplasmic vacuoles, lumen separation in seminiferous tubules basal lamina, affusion
of seminiferous tubule epithelium to the lumen and affusion in spermatogenic cells
(desquamation), degenerative changes in germ cells (spermatogonia), degenerative
tubule structures, mononuclear cell infiltration between seminiferous tubules,
hemorrhage, atrophy, giant cells, edema, disorder in intermediate tissues, absence of

epithelial integrity, pyknosis in Leydig cells, and hollow areas in the seminiferous tubule

vii



epithelium were observed.

Compared with the control group, the rats exposed to benzene revealed a
significant increase in apoptotic cells in the seminiferous tubules as a result of
examining TUNEL staining under the light microscope to identify apoptotic cells.

As a result, it was observed that exposing to benzene for various reasons resulted
in degeneration in the testicle tissues and an increase in the number of apoptotic cells.

Key Words: Benzene, Testis, Histology
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1. GIRIS

1.1. Erkek Genital Sistemi

Erkek genital sistemi (male genital system), bir ¢ift testis (erkek cins bezleri-
gonads), genital bosaltma yollar1 (excretory ducts), bu yollara agilan yardimci bezler
(accesory genital glands) ve erkek dis genital organi (male external genitalia) penisten
meydana gelir (1).

Testisin baglica iki gorevi hormon ve spermatozoon lretmektir. Testiste liretilen
baslica hormon testosterondur. Testosteron spermatogenez, embriyo ve fetiisiin gelisimi

sirasinda cinsel farklilagma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in 6nemlidir (2).

Mesane

Membrano6z lretra Prostat

Uretra —— Ampulla

L\ Seminal vezikdl

i Ejakulator kanal
\

Ve

Penis

Penisin korpus kavernozumu .
P Bulboliretral bez

Uretranin korpus kavernozumu Duktus deferens
Prepisyum

Glans penis

I . Epididim
Testis A /

Mediyastinum testis

Sekil 1. Erkek genital sistemi (3).

1.2. Testislerin Gelisimi
Seks kromozom komplekslerinden Y kromozomu tasiyan embriyo da, testisler
gelismektedir. Testislerin gelisimi, koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile saglanir (4,

5). Intrauterin yasamin 3. haftasinda vitellus kesesinde gdzlenen ilkel cinsiyet hiicreleri



gelisimin 5. ve 6. haftalarinda dorsal mezenter yoluyla, ameboid hareketler yaparak ilkel
gonadlara ulasir. Embriyonun erkeklik veya disilik yoniinden gelismeye baglamasi 7.
haftadan itibaren gerceklesir (6). Intrauterin yasamin 10. haftasina kadar ara
mezodermden koken alan ilkel gonadlarda ultrasonografik olarak cinsiyet ayrimi
yapilamaz (7). Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen
sperm tiiriine bagli olarak fertilizasyonla belirlenir (8).

Primordial gonadlar Y kromozomunda bulunan testis belirleyici faktoriin etkisine
bagli olarak testislere farklanmaya baslar. Bu faktoriin varliginda fetiisiin cinsiyeti erkek,
yoklugunda ise kiz tipinde gelisir (7). Ilk dnce seminifer tiibiillerin dnciilleri olan primer
epitelyal cinsiyet kordonlart olusur. Primer epitelyal cinsiyet kordonlari postnatal
yasamda liimeni puberteye kadar uzanan testosterondan zengin siviyla doludur. Bu
kordonlar puberteyle birlikte uzar, ¢aplart genisler ve liimen olusur. Artik bu kordonlara
seminifer tlibiil adi verilir. Leydig hiicreleri ise seminifer tiibiillerin arasindaki ara
mezodermden gelisir (9, 10).

Testis belirtleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarini uyararak, onlarin
farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzanmasina neden olur, kordonlar
burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece rete testis olusur (11).
Rete testis tek kath kiibik epitelden olusan labirent bigimindeki toplayici boliimlerdir.
Bezin % 20 - % 30 kadarini interstisyel bag dokusu olusturur; interstisyel doku da
hormon {ireten Leydig hiicre kiimelerinin yer aldigi damarlardan zengin bag dokusu
igerir (9).

Testis kendi periton ortiisii (prosessus vajinalis) ile birlikte 28. haftada asagiya

dogru goge baslar. 32. haftada inguinal kanaldan gegerek skrotuma ulasir (10).

1.3. Testisler

Testisler, skrotum icinde spermatik kord ile asili dururlar ve birbirlerinden
septum skroti ile ayrilirlar (1).

Testisler, distan i¢ce olmak lizere tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica
vasculosa olmak iizere ii¢ tabaka ile sarilidirlar (12, 13, 14).

Tunika vaginalis fascia spermatika internanin ig, testisin de dis ylizlinii saran



peritonun bir uzantisi olan prosesus vajinalis’in alt ucudur (15). Peritondan koken almig
seroz bir kese tagir (1).

Tunika vaginalis, dis parietal ve testisin anterior ve lateral yiizlerinde tunika
albugineayi orten, i¢ visseral olmak tizere iki yapraktan olusmustur (13, 16, 17).

Tunika albuginea siki ve diizenli bag dokusundan olusmus, mavimsi- beyaz
renkli, kalin bir kapsiil ile sarili olup, fibr6z bir tabakadir (13, 16, 17). Tunika
albugineanin i¢ kismi kan damarlarindan zengin olup, daha gevsek bir yapiya sahiptir ve
buna vasculosa testis denir (1). Tunika albuginea’nin i¢ yiiziinii ve tiim bdlmelerin
yiizeyini orter. Boylece, testis’ in i¢indeki tiim lobuli testis’i de sarmig olur (12, 13 ).

Testisler birlesik tubuler hem dis salgi, hem de i¢ salgi yapan karigik bezlerdir.
Ekzokrin salgisi, testis sivisi ve spermium — spermatozoonlardir. Endokrin salgist ise
steroid yapida testosteron hormonudur. Bu nedenle testisler, iireme ve hormon salgilama

gibi iki 6nemli islevle yiikiimliidiirler (1).

Duktus eferentes Rete testis / /
Tubuli rekti

Seminifer
tabal

Tunika
vajinalis

Testis
lobgugu

Tunika
albuginea

Duktus epididimis
Tubuli rekti

Sekil 2. Testis kanallar1 ve epididim kanallari (3).




1.4. Testisin Histolojik Yapisi

Testisler, dig tarafta bulunan siki bag dokusundan olusmus tunica albuginea’dan
uzanan septalar araciligi ile lobiillere ayrilir (18).

Testisler histolojik yonden;

1- Interstsiyum

2- Seminifer tiibiiller olmak {izere iki b6liimde incelenir.

Interstisyumda; Leydig hiicreleri, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, kan
damarlari, sinirler ve lenfatikler bulunur (19).

Organin parankimasint spermatogenezin gerceklestigi  seminifer tiibiiller
olusturur. Seminifer tiibiillerin ¢evresinde miyoepitelyal ( miyoid ) hiicreler bulunur ve
peristaltik  hareketlerden sorumludurlar. Seminifer tiibiiller apikal baglanti
kompleksleriyle birbirine tutunmus kiibik epitel hiicreleriyle doseli tubuli rekti’ ye acilir.
Bu kanallar da interstisyel dokudan, kan ve lanf damarlarindan ve Leydig hiicrelerinden

zengin, kiibik epitelle doseli bir ag yapisindaki rete testise baglanirlar (10).

1.5. Testisin Anatomisi ve Histolojisi

Testisler erkekte iireme organi olup bir cifttir. Yanlardan basik iri badem
seklindedir. Sag ve sol testis skrotum ic¢inde funikulus spermatikus ile asili olup
birbirlerinden septum skroti ile ayrilirlar. Sol testis saga gore 1 santimetre (cm) kadar
daha asagida yer alir. Bunun nedeni kan stazina bagli olarak sol testisin daha agir
olmasidir (15).

On bes gram agirliginda oval bir bez olan testis, tunika albuginea adi verilen siki
fibroelastik bag dokusundan olusan kalin bir kapstille sarilmis durumdadir. Daha dig
kisimdaki visseral katman olan tunika vajinalis kapsiilii distan sarar. Testisin arka
kenarinda kapsiil kalin bir katlanma seklinde igeriye dogru uzanir, bu kistm mediastinum
testis adin1 alir. Ince fibréz bolmeler ya da baska bir deyisle septumlar, mediastinumdan
1sinsal olarak uzanarak insanda kama seklindeki yaklagik 250 adet lobiilii olusturur.
Lobiiller i¢inde seminifer tiibiiller bulunur, bunlar kesite farkli diizlemlerde girer ¢iinkii
yapilar1 kivrimlidir. Her testiste toplam uzunlugu 280 - 400 m. arasinda olan 600-1200

seminifer tiiblil bulunur (9). Bu yapilar spermlerin olusum yerleridir. Spermler seminifer



tiibiillerden, yaklasik 6 m boyunda bir bagka kivrimli tiip olan epididim’ e girer.
Epididim vaz deferense agilir ve prostat bezine girmeden hemen Once, vaz deferens
ampullas1 adi verilen bir genisleme gosterir (20). Mediastinumda, seminifer tiibiiller
tibiili rektiye (diiz tiibiillere) ve rete testise bosalir, rete testis birleserek sayisi alt1 ile
sekiz adet olan duktuli efferent’ leri olusturur. Bu kanallar testis sivisini ve
spermatozoonlar1 epididimisin proksimal boliimiine aktarir (9). Testisleri viicut disina

baglayan zincirin son boliimiinii tiretra olusturur (20).

1.5.1. Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tiibiiller, yaklasik 150-200 pm ¢apta ve 20-80 cm uzunlukta oldukga
kivrintili kanalciklardir (18). Seminifer tiibiilleri ayr1 bir bag dokusu, miyoid hiicrelerden
olusan bir tabaka ve bir bazal membran g¢evreler. Seminifer tiibiil epiteli olaganin
disinda, iki hiicre grubu barindiran karmasik c¢ok katli epitelyum ozelligi sergiler:
spermatogenik (ya da germ) hiicreler ve ¢ogalma oOzelligine sahip olmayan sertoli
hiicreleri (9).

Seminifer tiibiillerin goérevi spermotozoonlar: {retmektir ve bu olay
spermatogenez olarak adlandirilir (12). Ayrica bu hiicreler hipofiz bezinden Folikiil
Stimiilan Hormon (FSH)’nun salgilanmasini diizenleyen inhibin, sperm sivisinin genital

kanallara gidisine yardimc1 olan Androjen Baglayici Protein (ABP)’ i salgilarlar (1).



Spermatositler

Sertoli hiicresi

=~ Spermatogonyum

Sertoli hiicresi

Spermatosit

Spermatid

Sekil 4. Seminifer tiibiil epitelinin hiicreleri. Hematoksilen & Eozin (3).



1.5.2. Sertoli Hiicreleri

Seminifer tiibiil duvarindaki sertoli hiicreleri intra embriyonik s6lom epitelinden
gelisir (10). Sertoli hiicreleri uzun ve siituna benzeyen hiicrelerdir (21). Sertoli
hiicrelerinin tabani bazal membran iizerine oturur (9). Sertoli hiicreleri bazal laminadan
seminifer tiibiil llimenine dogru uzanan prizmatik hiicrelerdir. Tibiller arasi bosluk ve
seminifer tiibiil limeni arasinda koprii hiicreler olarak goérev yaparlar (22). Bu hiicreler
ayrica apoptoza giden spermatogenik hiicrelerin fagositoz edilmesinden de
sorumludurlar (23).

Cekirdek olukludur ve heterokramatin kitleleri ile iligkili genis bir ¢ekirdekgik
icerir (22). Organel bakimindan zengin olan sertoli hiicrelerini 7-9 nanometre (Nm)
kalinliginda bir flaman kilifi niikkleusu sitoplazmik organellerden ayirir (3). Stoplazma
diiz ve graniilli endoplazmik retikulum, mitokondriyonlar, lizozomlar, lipid
damlaciklari, yaygin bir golgi aygiti ve zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin,
mikrotiibiiller) igerir (3, 22).

Sertoli hiicreleri, Folikiil stimiilan hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda
Androjen Baglayic1 Protein (ABP) salgilarlar ve siki baglantilarla baglanmig
olduklarindan makromolekiillerin gegisine izin vermezler (kan testis bariyeri) (10, 24).

Kan- testis bariyeri kanda bulunan zararli maddelerin seminifer epitele gecisini
engeller ve gelisen spermiyumlardaki mebran antijenlerinin kana ve bagisiklik sistemine
gecmesini kisitlar (25).

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelyumun dominant hiicre tipidir
(22).

1.5.3. Spermatogenik Hiicreler

Bu hiicreler vitellus kesesinden kdken alan primordial germ hiicrelerinden
gelmektedirler (26). Spermatogenik hiicreler; spermatogonyumlar, spermatositler ve
spermatidlerdir (27).

Hiicrelerin  bazal mebrana en yakin olanlar1  yuvarlak  ¢ekirdekli
spermatogonyumlardir. Yine yuvarlak ¢ekirdekli olan, ancak kromatini spagettiye

benzeyen daha biiyiik hiicreler primer spermatositlerdir. Haploid sekonder spermatositler



seyrek goriiliir; olusur olusmaz boliinerek spermatidleri olustururlar (9). En olgun
spermatogenik hiicreler olan spermatidler, sertoli hiicrelerinin apikal kismina tutunup

tiibiil limeninin kenarini olustururlar (26).

1.5.4. Leydig Hiicrelerinin Histolojisi

Leydig hiicreleri, seminifer tubiillerin arasini dolduran interstisyel bag dokusu
icinde, kan kapilleri etrafinda, tek tek ya da gruplar halinde bulunurlar. Sekilleri,
yuvarlak ya da kdseli olup merkezde yerlesik bir yada iki c¢ekirdekleri bulunur. Lipid
damlalarindan zengin, asidofilik bir sitoplazmaya sahiptirler. Elektron mikroskobu (EM)
diizeyinde en belirgin 6zellikleri, diger steroid hormon salgilayan hiicrelerde goriildiigii
gibi sitoplazmalarinda ¢ok iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik retikulumun
bulunmasidir (1). Stoplazmasinin kopiiksii gériiniimii testosteron sentezi i¢in depolanan
kolesterole bagli olarak yiiksek diizeyde lipit igermesinden kaynaklanir. Hiicre
yiizeyinde ¢ok sayida mikrovillus yer alir. Bu hiicreler cogunlukla pencereli kapillerler
ve kiigiik lenf damarlarina yakin konumda yerlesmistir (9). Iyi gelismis bir golgi
kompleksi, fazla sayida mitokondrionlar, yasin ilerlemesi ile artan lipokrom pigmenti
ierirler (1). Insanlardaki leydig hiicrelerinde, birbirine dik acili ¢izgiler seklinde ¢ok
diizenli bir bi¢imde dizilmis kristaloid inkliizyonlar (reinke kristalleri) da goriiliir ancak
islevleri bilinmemektedir (9). Leydig hiicrelerinden testesteronla birlikte ve dstrojen gibi
etkili olan Ostradiyol salgilanir (19). Testosteron salgilanmasi, embriyonik gelisim,
seksiiel olgunlagma ve tireme fonksiyonu igin gereklidir (28).

Insanda tiim Leydig hiicreleri giinde 7 mgr testosteron salgilarlar (1). Bu
hiicrelerde, iiretilen testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve bekletilmeden kana verilir.
Leydig hiicreleri interstisyel hiicreleri stimiile eden hormon (ICSH) ve hipofiz 6n lobu
hormonu olan Folikiil Stimiilan Hormon (FSH) tarafindan denetlenir (19). Pubertede
gonadotropik stimiilasyona ugrayan Leydig hiicreleri yeniden androjen salgilayan

hiicreler haline gelirler ve yasam boyu aktif kalirlar (28).



1.6. Organik Solventler

Bir katiy1, siviyr ya da gaz maddeyi ¢ozerek ¢ozelti olusturan sivi ya da gaz
maddelere solvent denir (29). Solvent kavrami kimya alaninda kullanilan bir kavram
olmakla birlikte bu ifade kimya biliminde ¢6ziicii olarak ge¢mektedir. Bazi solventler
karbon igerirler ve karbon igeren solventler organik ¢oziiciiler olarak tanimlanirlar ( 30 ).
Icerdikleri kimyasal maddelere gore tehlikeli madde ve kullanim sonucunda da tehlikeli
atik  Ozelligi gosterirler (29). Organik solventlerin smiflandirilmas: tablo 1°de

gosterilmistir (31).

Tablo 1. Organik solventlerin genel siniflandirilmasi

I. Hidrokarbon solventler
A) Alifatik hidrokarbon solventler
B) Aromatik hidrokarbon solventler

a. Benzen
b. Toluen
C. Ksilen

d. H- flash naphta

C) Naftenik hidrokarbon solventler
I1. Terpen solventler

I11. Oksijen solventler

IV. Klorlu solventler

V. Nitropafin solventler

VI- Furan solventler

1.6.1. Hidrokarbonlar
Karbon atomunun hidrojen ile olusturdugu bilesiklere hidrokarbonlar denir.
Aromatik hidrokarbonlarin ilki ve en ¢ok bilineni benzen oldugu i¢in, bu gruba benzen

yapil1 bilesikler de denir. Milyonlarca yil once topragin altinda kalmis olan bitki ve



hayvanlarin, mikroorganizmalar tarafindan par¢alanmasi sonucu karbon igeren bilesikler
meydana gelir. Giiniimiizde ise bu maddeler:

o Taskomiirii

e Petrol

e Asetilen

e Benzoik asit’ten elde edilir ( 32).

1.6.2. Aromatik Hidrokarbonlarin Elde Edilisi ve Kullanim Alanlar1

Dogal olarak da olusabilen benzen, petroliin 6nemli bir bilesenidir (33), % 90
dan fazlas1 petrolden elde edilir. Bunun i¢in yapilan islem, heksanin halkalandirilarak ve
bir kisim hidrojenin uzaklagtirtlip aromatik hidrokarbonlara doniistiirilmesidir.
Aromatik hidrokarbonlar olduk¢a yanici (parlayici) maddeler oldugundan kullanim
sirasinda  oldukga dikkatli olunmalidir. Benzen, stiren plastiklerinin iiretiminde
kullanilan etilbenzenin tiretimi i¢in kullanildigr gibi (34),

Diger kullanim alanlari;

e Kimya sanayiisinde bir ¢cok kimyasal maddenin sentezinde (33),

Fenol eldesinde, dodesil benzen (bir deterjan) iiretiminde (34),
e Ilaglarda, boyalarda, plastiklerde, patlayict maddelerde (32),
o Lastik, ayakkabi, kozmetik, deterjan, c¢esitli yapistiricilar, zirayi miicadele
ilaglarimin iiretiminde ve otomobil yakitlarinda (29, 33),

e Miirekkep ve miirekkep ¢ikaricilarda (35, 29),

e (Cila ve reginlerde, pestisid ve kozmetik tiriinler de (29),

e Temizlik ve yag giderme maddelerinde de sik¢a kullanilmaktadir (35).

Cok genis bir kullanim alanina sahip olan benzen ile yakin temasta bulunan
sanayii iscileri, meslekleri geregi bu maddenin toksisitesinden kurtulamazlar. Sonucta
ciddi saglik problemleri ile kars1 karsiya kalirlar (36). Etil benzen, toluen, ksilen gibi
hidrokarbonlara boya, cila, yapistirict benzeri maddeler i¢inde bulunan aromatik

coziiclilere mesleklerinde maruz kalan kisilerin sperm iiretiminde ciddi bozulmalar

gériiliir (37, 38).
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Bu calisma benzen toksisite’ sinin testis dokusu iizerine etkilerini incelemek
amactyla yapilmis olup, benzen ile indiiklenen siganlarin testis dokusunda histolojik ve

histokimyasal degisiklikler meydana getirecegi diistiniilmektedir.

1.7. Benzen

Benzen ilk kez 1825 de Micheal Faraday tarafindan, Londra’daki gaz borularinda
biriken yagimsi kalintilardan elde edilmistir (39, 40). Benzen ve diger aromatik
bilesiklerin ana kaynagi 1940 lara kadar komiir katrani olup, giiniimiizde ise petroldiir
(40). Genel olarak yaglarin ¢0ziiclisii olarak bilinen organik ¢oziiciiler, giinlik
hayatimizin her safhasinda karsimiza cikarlar. Ozellikle, endiistride yaygin olarak
kullanilan bu maddeler, ucucu bilesikler olduklar1 i¢in, solunum yoluyla canlilar
etkilerler (41). Bu bilesikler organizmaya solunum yoluyla girdikleri gibi oral yol ve deri
yoluyla da girerek 6nemli hasarlar olustururlar (39). Organik solventlerin ciltle temasi
sonucu deride egzema olusur (35). Benzen ve bazi diger zehirli aromatik bilesikler kirli
havadan, mangalda pisirilen etin yaglarinin bozunma tepkimeleriyle de agiga
cikabilmektedir (34).

Percivall Potts, ¢alismasinda komiir katraninda bulunan bilesiklerin bir¢ogunun
dort ya da daha fazla kaynasmis benzen halkasi iceren yapilar oldugunu gostermistir.
Boyle bilesiklere kanserojen (kansere neden olan kimyasallar) denir. Potansiyel bir
kanserojen olan benzo (a) piren, ilk kez komiir katranindan 1933°de izole edilmistir.
Benzo (o) piren ayn1 zamanda sigara katraninda bulunur ve tiitiin ile akciger kanseri
arasinda kimyasal bir koprii hazirlar (40). Sigara katraninda en az 69 kanserojen ve
cesitli toksinler vardir (42). Ayrica katranda basit ve karmasik fenoller, alken ve
alkanlar, benzen ve naftalenler bulunur (43). Benzen buhariin uzun siireli solunmasi,
kandaki alyuvar ve akyuvarlarin azalmasina neden oldugundan &ldiiriicii olabilir (34).
Yapilan caligmalarda, dolayli yoldan akcigerlerin benzen toksisitesinde énemli bir rol
oynadigini ortaya koymuslardir (44).

Benzen ile yapilan ilk ¢aligsmalar benzenin tek basina ¢ok dnemli bir toksik ajan
olmadigini ortaya koymustur. Benzen organizmaya girdikten sonra baglica karacigerde

Sitokrom P450 2E1 enzim sistemi araciligi ile metabolize olmakta ve ortaya ¢ikan ara
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tirtinlerin (hidrokinon, fenol, katekol, benzokinon, mukonaldehit) toksisiteye neden
oldugu ileri stirtilmektedir (45). Olusan bu metabolitler genotoksisite, hematoksisite ve
l6semi gibi hastaliklarin ortaya cikmasindan dogrudan dogruya sorumludurlar (46).
Yapilan bir ¢alismada, bu ara metabolitlerin yerlestikleri veya bagli olduklar1 dokularda
birbirleri ile etkilesim i¢inde olduklar1 ve bu etkilesimlerin toksisitede ve diger ciddi
rahatsizliklarin olusumunda kilit rol oynadiklari ileri sirilmiistir (47). Benzen
metabolizmasinin karacigerde meydana gelmesi hepatotoksisitenin aciga ¢ikmasinda
onemli bir saftha oldugunu diisiinen Manenti ve arkadaslari, aminon-demetilaz
aktivitesinde artis, glikoz 6- fosfataz, alkalin fosfodiesteraz I ve alkalin fosfatazda azalis,
fakat glutamijtransferaz enzim aktivitesinin diizeyinde bir degisim olmadigini
saptamiglardir (48). Hepatik metabolizma {izerine yapilan baska bir ¢alismada,
yiikkseltgenmeye ve konjugasyona katilan enzimlerde bolgesel bir farklilik
gozlemlenerek bu durumun kritik bir rol oynadigi gosterilmistir (49, 50). Benzenin
insanda kromozom aberasyonuna da yol actig1 bilinmektedir. Asil toksik etkisi
hematopoetik sistemle ilgili olan benzenin iireme sagligi bakimmdan da énemi vardir.
Yiiksek dozda benzene maruz birakilan siganlarda gebeligin olusmadigi yada gebelik
meydana gelse bile dogan yavruda malformasyonlarin oldugu goriilmiistiir. Ayrica
hematolojik etkileri ile ilgili olmak iizere benzen, anormal uterus kanamalarina da neden
olmaktadir (51). Pestisid ve herbisidler kadinlik hormonu benzeri etkileriyle sperm
tretimini  azaltip (37), benzenin androjenler iizerine etkisine baglh olarak
spermatogenezis de azalmanin oldugunu ( 52 ), benzen verilen gruba ek olarak androjen
tedavisinde, spermatogenezisde diizelme oldugu goriilmiistiir (53).

Testis histolojisi incelendiginde, benzen verilen siganlarin testislerinde, seminifer
tibiil epitelinde dev hiicre olusumu, stoplazmik vakuoller, kromatolizis, germ
hiicrelerinin tiibiiler limende ¢oziilmesi (54), spermatogonia larin gelisim asamasinda
yapisininin bozuldugu ve seminifer tiibiillerde kiigiilmenin oldugu (55), interstisyel
Leydig hiicreleri sayilar1 ve bilyiikliiglinde azalma, yalnizca sertoli hiicrelerinin
stoplazmalarinda degil spermatositlerin nukleuslarinda da dejeneratif degisiklikler (56),
testislerde kiigiilme ve spermatogenezisde inhibisyon (57, 58), spermatogenetik hiicreler

tizerine etki sonucu infertilite (59), benzen doz miktar arttik¢a toksikolojik etkilere bagl
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olarak testis kanserine sebep olabilecegi goriilmistiir (60), 30 mikrometre (uM)
tizerindeki benzen maruziyetlerinde, testikiiler germ hiicrelerinde apopitozda da artig

goriilmiistiir (61).

1.8. Apoptozis

Apoptozis ilk olarak 19. yiizyilda Vogt tarafindan kesfedilmistir (62). Apoptozis
ya da programli hiicre Oliimiiniin tanimlanmasi ile ilgili tarihsel siireg, ilk kez 1885
yilinda Fleming tarafindan ortaya atilan kromatolizis kavrami ile baslamistir (62, 63).
Apoptozis ile ilgili ilk 6nemli ¢alisma 1972 yilinda Kerr tarafindan yapilmistir (62). Bu
calismada Kerr, karacigerde atrofi gelismesini c¢alisirken, hiicrelerin farkli bir morfoloji
gosterdikten sonra ortadan kalktigin1 gozlemistir. Kerr bu olayr oOnceleri biiziisme
nekrozu, bir y1l sonra da apoptozis olarak isimlendirmis ve baglica morfolojik 6zellikleri
tanimlamustir (64). 1990°1larin ikinci yarisinda apoptozis ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma
yapilmig (65), 2000’li yillardan itibaren hiicre o6liimiinde apopitizdon baska yollarin
oldugu da bildirilmistir (62).

Apoptozis bazi genlerin kontroliindeki bir dizi olaylar sonucu, organizmaya ait
tasarlanmig, programlanmis (66) ve enerji gerektiren aktif bir hiicre 6limidiir (67).
Fizyolojik bir islem olarak apoptozis, normal gelisim sirasinda ve olgun organizmadaki
cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan sorumludurlar
(68). Nekroz ise enerjinin kullanilmadigi pasif hiicre 6liimiidiir (67). Hiicre zarinin ya da
hiicredeki metabolik siireclerin ¢ok hizli ve agir bicimde hasar gordiigii ve hizla bozulan
zar gecirgenliginin hiicre sismesi ve zarin patlayarak hiicre i¢i maddelerin disari
sacilmasiyla sonuclanan nekrotik siirecten farkli olarak apoptozda zar biitiinligi
bozulmaz (69).

Apoptozis ili¢ evrede incelenir. Bunlar baslangig, infaz ve bitis evreleridir.
Apoptozis birkag saat ile birka¢ giin arasinda siirebilir. Hiicrenin biiziigmesi, ¢ekirdekte
kromatinin yogunlagsmasi ve c¢ekirdek zar1 kenarma yerlesmesi, DNA par¢alanmasi,
karyoreksis (¢ekirdegin kiigiik pargalara ayrilmasi), stoplazmanin yogunlasmasi,

organellerin daha siki hale gelmesi, hiicre zarinda balonlagmalar (apopitotik cisimler)
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olusmasi apoptozisin ana yapisal 6zellikleridir (70). Apoptozisli hiicreler saglikli doku
icinde dagilmis sekilde bulunurlar (71).

Yapisal degisimler ozellikle infaz evresinde dikkati ¢eker. Fosfatidilserin
normalde hiicre zarinin i¢ stoplazmik kisminda yer alir. Apoptozisde ise hiicre digina
gecer. Bu degisim, apopitoza giden hiicrenin makrofajlar ve diger fagositoz yapan
hiicreler tarafindan taninmasini saglar (70) ve olen hiicreler fagositoz yapan hiicreler

tarafindan temizlenir (72, 73).

Sekil 5. Apoptoza ugramis bir hiicrenin elektron mikroskobunda gériiniimii (3).

Apoptozisin gelismesini etkileyen faktorler tablo 2°de gosterilmistir (63).
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Tablo 2. Apoptozisin gelismesini etkileyen faktorler

I. Biiytime faktorii aktivitesinin azalmasi
» Embriyogenez sirasinda
» Devamli prolifere olan dokularda homeostaz igin
» Yaslhlikta
II. Hormonal aktivitenin azalmas1 ( hormonal ¢ekilme )
I11. Sitokin ( 11- 2, TNF ) reseptorlerinin aktivasyonu ile
» Sitotoksit T lenfositlerin rol aldigi olaylarda
» Akut enflamasyonda
» Duktus obstriiksiiyonunda
IV. Diisiik dozda zedeleyici ajana maruz kalma (Ornegin radyasyon, hipoksi, serbest

radikaller, ultraviole, toksin, 1s1 ve antineoplastik ilaclara bagli hiicre zedelenmesi)

Apoptozisi tetikleyen baslica nedenlerden bazilar ise asagida siralanmigtir (74).

¢ Fizyolojik yasam sinyallerinin yoklugu ya da 6liim sinyallerinin varlig

e Hiicre aracili, hedef hiicreyr oldiirmeyi tetikleyen sitotoksik bagisiklik
yanitlari

e (esitli ilag ya da toksinler

e Radyasyon

e Hipertermi

e Hipoksi

o Uzamus aghik

e Artmis stoplazmik kalsiyum’ lardir.

1.8.1.Kaspazlar

Apoptotik hiicre O6liimiinde gozlenen morfolojik olaylardan sorumlu temel
mekanizma ICE (interleukin converting enyzme) olarak da isimlendirilirilen, ondan
fazla tiyesi bulunan kaspaz ailesinin aktivasyonudur. Bu enzimler endoniikleazlar1 aktive

ederek DNA sarmali iizerine ve proteaz etkisiyle direkt sitoplazmadaki proteinler

15



lizerine etki yaparak birkag saatte morfolojik degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar (63).

Kaspazlar intraselliiler proteazlar olup; apoptozisin gerek direkt, gerekse indirekt
morfolojik ve biokimyasal degisikliklerinden sorumlu apoptotik hiicre 6liimii esnasinda
onemli rol oynayan multigen ailesinden olusan sistein- proteaz grubu enzimlerdir (75,
76).

Kaspazlar; baglaticilar (2, 8, 9, 10), infazcilar (3, 6, 7) ve enflamasyoncular ya da
sitokin aktivatorleri (1, 4, 5, 11, 12, 13, 14) olmak {izere 3 gruba ayrilirlar. Normalde
inaktif halde bulunurlar fakat apopitotik uyaran geldiginde aktiflesirler ve hiyerarsik bir
diizen i¢inde ¢alisirlar (77).

Apoptozis mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan kaspaz (caspase)
aktivasyonlarinin, apoptotik hiicrelerin fagositozu ile ilgili mekanizmalar1 ve
apoptozisteki mitokondrial membran gegirgenligindeki degisikliklerle ilgilli gorevleri
tanimlanmustir (65, 78).

Kaspaz- 1, meme epitel hiicrelerinin apopitozunda gorev almaktadr. Kaspaz- 2,
apopitozisin baslangi¢ evresinde gorev alir (79). Kaspaz- 3, apoptozisin infaz evresinde
gorev alir. Immiin sistem apopitozisi ile ilgilidir. Apoptozisin ¢ekirdek degisimlerinden
sorumludur. Kaspaz- 4 ve kaspaz- 5 beyin hari¢ pek ¢ok dokuda goriiliir. Akciger,
karaciger, ovaryum ve plesantada yiiksek diizeyde bulunur. Kaspaz- 8, periferik kan
16kositlerinde yiiksek diizeyde bulunur. Kaspaz- 8 yoklugunda apopitoz yerine nekroz
gerceklesir. Rekombinant kaspaz- 8 bilinen tiim kaspazlar1 aktive edebilir. Kaspaz- 9
kalp, testis ve ovaryumda yiiksek diizeyde bulunur. Kaspaz- 10 kalp, karaciger ve
dalakta yiiksek diizeyde bulunur ve insan T hiicrelerinin CD95 ile diizenlenen

apoptozunda gorev alir (77).

1.8.2. Fizyolojik ve Patolojik Kosullarda Apopitoz

Apopitoz fizyolojik kosullarda kemik iliginde ve karacigerde islevsel olmayan
antijen reseptorlerinin ortadan kaldirilmast (77), normal gelisimsel siire¢ icerisinde
embriyogenez (71, 80), normal menstruel siklusda endometrial hiicrelerin yikimi (81),

bagirsak kripta epitelleri gibi siirekli ¢ogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin
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dengelenmesi, timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi
(71) gibi pek cok fizyolojik olayda gorev alir. Ayrica zararli ajanlarin veya hastaliklarin
yaptig1 hiicre hasarlarina veya immiin reaksiyonlara yanitta da rol almaktadir (82).
Kanser ve oto- immiinite apopitoz eksikliginden, AIDS ise apopitozun asiriligindan
kaynaklanan hastaliklardir (77).

Yashlikta androjen hormon stimiilasyonunun ortadan kalkmasi sonucu, prostat
dokusu kismen epitelyal hiicrelerin atrofisine, kismen de apoptozisine bagli olarak
kiigtilmektedir (63).

Deneysel olarak Parkinson hastalifi olusturan norotoksinlerin, proapoptik
Ozellikleri, noron kiiltiirlerinde gosterilmistir bu hastalikta substansiya nigra’ daki
noronlarmn apopitozu s6z konusudur (83).

Hiv- 1 enfeksiyonu santral sinir sisteminde apopitozu uyarir. Primer beyin
dokusu kiiltiirleri incelendiginde néron ve astrositlerde apopitoz goriiliir (84).

Kalp hastaliklarinin patogenezinde apopitoz Onemli rol oynar. Dilate
kardiyomiyopati, miyokardit, kalp yetmeziligi ve iskemik kalp hastaliklar1 olusumunda
apopitoz temel mekanizmadir (85). Kalp yetmezilginin erken evrelerinde,
kardiyomiyositler apopitoza daha yakindirlar (86).

Akciger hastaliklarinda RDS (Respiratuvar Distres Sendromu)’de, tip 1 alveol
hiicrelerinde apopitoz goriilebilir. TNF akciger epitel hiicrelerinin apopitotik
mekanizmasinda da yer alir (87).

Ovaryumlarda germ ve graniiloza hiicrelerinin elenmesi apopitoz ile gerceklesir
(88).

Pankreas kanserinde LAP (Losin Amino Peptidaz)’larda artis goriiliir, niikleer
faktor kappa B apopitoz direncine katkida bulunur (89).

Uriner inkontinansta; sfinkter diiz kas hiicrelerinin apopitozu gériiliir (90).

Bu ve benzer 6rnekler gostermistir Ki, transmembranik sinyali iletimi ile, biiytime
faktorleri ve hormonlar gibi, hiicre 6liim mekanizmalarini baskilayan faktorlerin ortadan
kalkmas1 durumunda apoptozis gergeklesmektedir. Bunun yani sira, tiimor nekroz
faktorii reseptorii (TNFR) gibi plazma membran reseptorlerinin aktivasyonu ya da disiik

dozda cesitli zedeleyici ajanlarin ve glikortikoidlerin intraseliiler sinyal iletimi ile
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apoptoziste gorevli proteinlerin Sentezininin artmasi apoptozis olusumuna katkida
bulunmaktadir (63). Apoptozis tek hiicreli organizmalarda ise hiicre Sliimiiniin tek

yoludur (91).

1.8.3. Hiicrelerde Apopitoz Varhgini Belirleyen Yontemler

Apopitozu tespit etmekte kullanilan yontemler; hiicre yapisindaki degisimlerin
gozlenmesi, DNA kiriklari, kaspazlar, parcalanmis substratlar, diizenleyici ya da
baskilayicilarin - saptanmasi olarak Ozetlenebilir (92). Apoptozis i¢in giivenilir
biyokimyasal ya da antijenik bir belirleyici bulunmamakla birlikte, apoptozisi histolojik
seviyede belirlemek basit bir histokimyasal reaksiyona dayanan, TUNEL (tdt- mediated
nick end labeling technique) ya da ISEL (in situ end labelling) olarak isimlendirilen
enzimatik in situ igaretleme yontemi ile miimkiin olmaktadir. TUNEL yoénteminin bir
modifiye sekli olan ISNT (in situ nick translation) yonteminde ise, DNA polimeraz
enzimi yardimiyla yine DNA kiriklarinin uglarma isaretlenmis niikleotidlerin eklenmesi
soz konusudur. Apoptozisin saptanmasinda son yillarda giincel olan bir yontem de
monoklonal antikorlarin kullanilmasidir. Burada apoptotik hiicrelerin kondanse olan
kromatin  DNA’sinin  termal  denatiirasyona karst  artmig  duyarliligindan
yararlanilmaktadir (93). Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler tablo 3° de

gosterilmistir (94).
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Tablo 3. Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler

I. Morfolojik goriintiileme yontemleri

o [s1k mikroskobu kullanimi

¢ Floresan mikroskobu/ lazerli konfokal mikroskop kullanimi
e Elektron mikroskobu

e Faz kontrast mikroskobu

I1. immiinohistokimyasal yéntemler

e Aneksin V yontemi

e TUNEL yontemi

e M30 yontemi

e Kaspaz-3 yontemi

II1. Biokimyasal yontemler

e Agaroz jel elektroforezi

e Western blotting

e Flow sitometri

IV. Immiinolojik yontemler

¢ ELISA ( enzyme linked immunosobent assay )
e Flourimetrik yontem

V. Molekiiler biyoloji yontemleri

e DNA microarrays
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2. AMAC

Toplumda infertilite oran1 her gegen giin artmaktadir. Cesitli nedenlerle benzen
gibi lreme saghgim etkileyen kimyasallara maruz kalinmasi infertilite nedenidir.
Modern insanin infertiliteyi tabu olmaktan c¢ikarmasinin bir yolu da benzen gibi
kimyasallara kars1 daha bilingli olmasidir. Bu duyarli davranig bu oranin azalmasinda
etkili olacaktir. Bu ¢alisma siganlarda benzen toksisite’ sinin testis dokusu {izerine olan

etkilerini incelemek amaciyla yapilmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Hayvan deneyleri Etik Kurulu’ nun 04.04.2013
tarih ve 49 sayil karan ile etik yonden uygun bulunarak Firat Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezi (FUDAM) biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji laboratuvarinda yapildi. Calisma biitgesinin tamami Firat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP)’nin T. F. 13. 26 proje no’lu

karar1 geregince karsilandi.

3.1. Deney Hayvanlari ve Beslenmeleri

Calismada ortalama 8 -10 haftalik ve 250 - 300 gram agirliginda 18 adet Wistar
Albino cinsi erkek sigan kullanildi. 22 - 25°C oda sicakliginda 12 saat 151k (7:00 - 19:00)
ve 12 saat karanlikta (19:00 - 07:00) tutulan siganlar her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Sicanlar havalandirma sistemi bulunan bir ortamda, 6zel olarak
hazirlanmis kafeslerde 6’11 gruplar halinde barindirildi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam
biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Denekler Yem Sanayi A. S. Elazig Yem
Fabrikasinda hazirlanan peletler halindeki sigan yemleriyle beslendi. Sicanlarin deneysel
uygulama yapilacak safhaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi. Yemlerin

terkibi asagidaki Tablo 4’de gosterilmektedir.
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Tablo 4. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Masir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B1, 2,4 mg B2, 1,2
mg B6, 0,006 mg B12 vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg
Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg
Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan
ve 200 mg Ca.

** 0% 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Deneysel Uygulamalar

Caligmada ortalama 250 - 300 gram agirhiginda 18 adet Wistar Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Sicanlar her grupta 6 adet olacak sekilde 3 gruba ayrildi.
Davranmigsal degisiklikleri, fiziksel goriiniimleri giinliik olarak gozlemlenip kaydedildi.
Herbir sican ayr1 ayn tartilip agirliklarn belirlendi. Gilinliik besin ve su alimlar1 Ad
libitum olup her 24 saatte bir 6lgiiliip kaydedildi.

Grup | (Kontrol Grubu): Deney siiresince herhangi bir islem yapilmadi.
Deneklere ad libitum yem ve su verildi (n = 6).

Grup Il (1 ml / kg Benzen Grubu): Orogastrik sonda yardimiyla peroral (P. O)
olarak, 1. giinden baslanip 9. giine kadar 1 ml / kg benzen her giin sabah saat 11 : 00 de
verildi (n = 6).

22



Grup 11 (1, 5 ml / kg Benzen Grubu): Orogastrik sonda yardimiyla P. O olarak 1.
giinden baslanip 5. giine kadar 1, 5 ml / kg benzen her giin sabah saat 11: 00 de verildi.
(n=6)

3.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Tiim gruplardaki sigcanlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin (75 mg/kg) +
xylazine (10 mg/ kg) ip uygulanarak anestezi altinda dekapite edilerek ¢alisma
sonlandirildi. Dekapitasyonun ardindan siganlarin testis dokular1 hizla c¢ikarildi.
Cikarilan testis dokular1 histolojik ¢alisma i¢in Bouin soliisyonu ile tespit edildi ve

ardindan histolojik ve histokimyasal incelemelere baslandi.

3.4. Histokimyasal Boyama

Her gruptan alinan testis dokular1 Bouin solusyonunda tespit edildikten sonra
sirasiyla % 50 lik, % 60°lik ve % 70’lik alkollerde yikandi. Yikanan dokular rutin
histolojik takip serilerinden (tablo 5) gegirilerek dehidrate edildi. Ksilolde parlatilip
parafin bloklara (Sigma- paraplast embedding media, Stenheim, Germany) gomiildi.
Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Hematoksilen & Eozin
(H&E) boyasi, Hematoksilen & Eozin (H&E) ve Masson Trikrom metodlari ile boyandi.

Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda incelenip fotograflandi.
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Tablo 5. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol | 30 dakika
4 % 96 Alkol Il 30 dakika
5 % 100 Alkol 1 30 dakika
6 % 100 Alkol 11 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol 1 25 dakika
9 Xylol 11 25 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 GOomme

3.5. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 um kalinhiginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindu.
Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden hiicreler
belirlendi.

Xylene ile deparafinize edilen dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandi. 0. 05 %’lik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin % 3 hydrojen
peroxide ile 5 dakika inkiibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 6 dakika
Equilibration Buffer ile inkiibe edilip, 37 C’de nemli ortamda ¢alisma soliisyonu (% 70
ul Reaction Buffer + % 30 TdT Enzyme) ile 60 dakika inkiibe edildi. Stop / Wash
Buffer da 10 dakika bekletilen dokulara, Anti - Digoxigenin - Peroxidase ile 30 dakika
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muamele edildi. Diaminobenzidine (DAB) substrat1 ile apoptotik hiicreler goriintiilendi.
Harris hematoksilen ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma solusyonu ile
kapatildi. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol dokusunda Tdt
enzimi yerine Reaction Buffer kullanildi. Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobu
Novel N- 800 M incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL boyamanin
degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis g¢ekirdekler normal,
kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik olarak degerlendirildi. Boyama

metodu asagidaki Tablo 6’da ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 6. TUNEL boyama islemi

Sira

© 00 N O O B~ W N

N NN B PR R R R R R R
N B ©O © 0 N o O »h W Nk O

Islem

60°C etiiv

Xylol

% 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol

PBS

Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir
1: 500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu
PBS

Endojen peroksit blokaj1 yapilir

PBS

Equilibration tampon soliisyonu

Calisma soltisyonu (% 77 pl Reaction Buffer + % 33 TdT Enzyme)
Stop/Wash Buffer ( 1 ml ) +Distile su (34 ml) Oda sicakliginda
Anti-Digoxigenin-Peroxidase

PBS

DAB Dilution Buffer + DAB Substrate

PBS

Distile su

Harris hematoksilen

Distile su

% 80, % 96 ve % 100 etil alkol

Xylol

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

Siiresi
Bir gece
3x15 dakika
3’er dakika
5 dakika
20 dakika
3x5 dakika
3 dakika
3x5 dakika
10 dakika
60 dakika
10 dakika
30 dakika
10 dakika
5-10 dakika
3x5 dakika
5 dakika
1 dakika
5 dakika
1’er dakika
2x5 dakika

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde boyamanin yayginligi esas alindi.

TUNEL boyamanin yaygmligi 0’dan + 3’e¢ kadar sayr ile semi- kantitatif olarak
skorland (tablo 7).
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Tablo 7. TUNEL boyanma yaygmliginin derecesi

Derece
0

+1

+2

+3

Anlami1
Yok
Az
Orta
Siddetli
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Tiim gruplarin Hematoksilen & Eozin, Masson Trikrom ve Periyodik Asit Schiff
ile boyal1 preparatlariin 151k mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; kontrol grubu
testis dokusunda seminifer tiibiiller, seminifer tiibiillerin bazal laminas1 spermatogenik
seriye ait hiicreler, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri normal yapida izlendi (sekil 6).

Kontrol grubu ile benzen verilen grup Il karsilastirildiginda; seminifer tiibiil
epitelinde incelme ve limende genisleme, ara bag dokuda diizensizlesme (sekil 7, 8),
stoplazmik vakoller (sekil 8), seminifer tiibiil bazal laminasinda ayrilma (sekil 9, 10),
seminifer tiibiil epitelinde diizensizlesmeler (sekil 11), dejeneratif tiibiil yapilari, bazal
laminada incelme ve ayrilma (sekil 12) gozlendi.

Grup HI” teki rat testisleri incelendiginde dejeneratif degisikliklerin daha fazla
oldugu izlendi. Seminifer tiibiill bazal laminasinda ayrilma ve spermatogenetik
hiicrelerde dejenerasyona bagli dokiilme (deskomasyon) (sekil 13), seminifer tiibiil bazal
laminasinda ayrilma ve epitelde bosluklu alanlar (sekil 14), epitelde biitiinliigiin olmayis1
ve stoplazmik vakuoller (sekil 15, 16), Leydig hiicrelerinde piknoz (sekil 17), seminifer
tiibiiller arasinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji ve 6dem (sekil 18), atrofi,
mononiikleer hiicre artig1 (sekil 19), seminifer tiibiil epitelinde bozulma ve dev hiicre
gorimii (sekil 20), seminifer tiibiil epitelinin limene dokiilmesi ve dejeneratif tiibiil

yapilari (sekil 21) izlendi.
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Sekil 7. Grup Il. Seminifer tiibiil epitelinde incelme (A), Ara bag dokuda
diizensizlesmeler (B), limende genisleme (C) (H&E X 10)
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Sekil 8. Grup II. Seminifer tiibiilde stoplazmik vakuoller (A) ve diizensizlesmeler
(B), epitelde incelme ve liimende genislemeler (C) (H&E X 10)

Sekil 9. Grup Il. Seminifer tiibiil bazal laminasinda ayrilma (A) (H&E X 10)
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Sekil 11. Grup II. Seminifer tiibiil epitelinde diizensizlesmeler (A) (PAS X 10)
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Sekil 12. Grup Il. Dejeneratif tiibiil yapilar1 (A) ve bazal laminada ayrilmalar (B)
ve incelme (C) (H&E X 10)

Sekil 13. Grup Ill. Seminifer tiibiil bazal laminasinda ayrilma (A),
Spermatogenik hiicrelerde dokiilme (B), (PAS X 40)
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Sekil 14. Grup III. Seminifer tiibiil bazal laminasinda ayrilma (A) ve epitelde
bosluklu alanlar (B) (PAS X 40)

Sekil 15. Grup III. Seminifer tiibiil epitelinde vakuollesme (A), dejenerasyon ve
epitelde biitiinliigiin olmayis1 (B) (H&E X 10)
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Sekil 16. Grup Ill. Stoplazmik vakuoller (A) ve Seminifer tiibiil epitelinde
diizensizlesmeler (B) (H&E X 10)

Sekil 17. Grup Ill. Leydig hiicrelerinde piknoz (A), Seminifer tiibiil bazal
laminasinda ayrilma (B) (PAS X 40)
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Sekil 18. Grup Ill. Seminifer tiibiiller arasinda mononiikleer hiicre infiltrasyonu
(A), Hemoraji (B), Odem (C) (H&E X 10)

Sekil 19. Grup I1l. Seminifer tiibiil epitelinde incelme ve hiicre kayb1 (A), Atrofi
(B), Mononiikleer hiicre artis1 (C), (Masson Trikrom X 10)
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Sekil 20. Grup III. Seminifer tiibiil epitelinde epitelinde bozulma (A) ve dev
hiicre goriiniimii (B) (PAS X 10)

Sekil 21. Grup III. Seminifer tiibiil epitelinin limene dokiilmesi (A) ve
dejeneratif tiibiil yapilar1 (B) (H&E X10)
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4.2. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1
yaygmhiginda gozlendi (Sekil 22). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda G2 ve G3
gruplarinda +3 yayginliginda oldugu goriildii (Sekil 23, Sekil 24). G2 ve G3 gruplan
arasinda TUNEL pozitifliginde herhangi bir fark gézlenmedi. Negatif kontrolde TUNEL
pozitifligi saptanmadi (Sekil 25). Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi (Sekil 26).

Sekil 22. Kontrol grbunda TUNEL pozitif hiicre (A). TUNEL X 400.
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Sekil 23. Grup I1. TUNEL pozitif hiicre (A). TUNEL X 400

Sekil 24. Grup III. TUNEL pozitif hiicre ( A ). TUNEL X 400
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Sekil 26. Pozitif kontrol. Meme dokusu (A). TUNEL X 400
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5. TARTISMA

Genel olarak yaglarin c¢oziiciisii olarak bilinen organik c¢oziiciiler, giinliik
hayatimizin her safhasinda karsimiza c¢ikarlar. Ozellikle, endiistride yaygin olarak
kullanilan bu maddeler, ugucu bilesikler olduklart icin, solunum yoluyla canlilart
etkilerler (41). Bu bilesikler organizmaya solunum yoluyla girdikleri gibi oral yol ve deri
yoluylada girerek 6nemli hasarlar olustururlar (39).

Organik solventlerin ciltle temas1 sonucu deride egzemaya (35), buharinin uzun
stireli solunmasi, kandaki alyuvar ve akyuvarlarin azalmasina (34), genotoksisite,
hematoksisite ve 16semiye (47), karacigerde hepatotoksisiteye (49), hepatik metabolizma
lizerine yapilan bagka bir caligmada ylikseltgenmeye ve konjugasyona (50, 51) ve
kromozom aberasyonuna yol agtig1 bilinmektedir (52). Asil toksik etkisi hematopoetik
sistemle ilgili olan benzenin ilireme sagligi bakimindan da 6nemi vardir. Daha G6nce
yapilan caligmalarda yiiksek dozda benzene maruz birakilan sicanlarda gebeligin
olusmadig1 yada gebelik meydana gelse bile dogan yavruda malformasyonlarin oldugu
ve anormal uterus kanamalarina da neden oldugu goriilmiistiir (52).

Singh R.K ve arkadaglar1 yaptiklar1 c¢alismada; kontrol grubundaki testis
histolojisini incelediklerinde biitiin germ hiicre tiplerinde (Spermatogenezis, primer
spermatosit, seminifer tiibiillerdeki spermatid), sertoli hiicreleri ve interstisyal Leydig
hiicrelerinin normal morfolojik goriinlimiinde oldugunu gozlemislerdir. Benzen verilen
sicanlarin testislerinde ise, seminifer tiibiil epitelinde dev hiicre olusumu, stoplazmik
vakuoller, kromatolizis, germ hiicrelerinin tiibliler liimene dokiilmesi, Leydig
hiicrelerinin uzamig goriiniimleri ve boyutlarinda azalmalar, Seminifer tiibiildeki
dejenerasyonun yiiksek doz benzen alan grupta, daha belirgin ve fazla oldugunu
gozlemislerdir (54). Bizde yapmis oldugumuz bu c¢alismada seminifer tiibiil epitelinde
denerasyona bagli diizensizlesme ve incelmeler, dev hiicre olusumu, seminifer tiibiilde
stoplazmik vakuoller, seminifer tiibiil epitelinde ve spermatogenik hiicrelerde
dokiilmeler, Leydig hiicrelerinde piknoz go6zlemledik. Bu bulgular biiyiikk oranda
bulgularimizla uyum gostermesine ragmen kromatolizis agisindan herhangi bir

degerlendirme yapamadik.
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Ravindranath H. ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda; spermatogenesizde inhibisyon,
seminifer tiiblillerde hasar, interstisyal Leydig hiicrelerinin sayr ve biiytlikliigiinde
azalma, yalmzca sertoli hiicrelerinin stoplazmalarinda degil spermatositlerin
nukleuslarinda da dejeneratif degisiklikler gézlemislerdir (56).

Saito K. ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda benzenin testis iizerine etkisine bagli
olarak testislerde kiiciilmeye sebep oldugunu gozlemislerdir (58). Bu ¢alismadan yola
cikarak Chidrawar ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda benzenin testislerde kii¢iilmeye yol
actigini teyit edip ek olarak stresinde onemli bir etken oldugunu ortaya koymuslardir
(57).

Beardsley A. ve ark. yaptiklar1 calismalarinda benzenin androjenler {izerine
etkisine bagli olarak spermatogenezis de azalmanin oldugunu ortaya koymuslardir (52).
Bu ¢alismadan yola ¢ikarak Aladakatti RH. ve ark. yaptiklari ¢aligmalarinda benzen
sonrast seminifer tiibiil epitelinin yapisin1 dikkate almis bu baglamda benzen verilen
grubu ek olarak androjen tedavisine tabii tutmus, spermatogenetik hiicrelerde ve
spermatogenezisde diizelme oldugunu gézlemlemislerdir (53).

Ralph E. ve ark yaptiklari g¢aligmalarinda benzenin sperm iretimi iizerine
etkisinin oldugunu, spermatogonia’ larin gelisim asamalarinda yapisin1 bozdugunu
soylemislerdir (55).

Cardenas- Valencia 1. ve ark. yapmis olduklari ¢alismada benzenin
spermatogenetik hiicreler lizerine etkisi oldugunu ve bunun sonucu olarakta infertiliteye
neden oldugunu ortaya koymuslardir (59). Bizde ¢alismamizda benzenin spermatogenik
hiicrelere etkisi sonucu seminifer tiibiillerin atrofiye ugradigini ve bunun sonucunda da
infertiliteye neden olabilecegini diisiindiik.

Fareler iizerinde yapilan bagka bir calismada verilen benzenin doz miktar
arttikca, toksik etkisi nedeniyle testislerdeki spermatogenetik hiicreler, sertoli hiicreleri
ve seminifer tiibiil epitelinde dejeneratif degisikliklere neden olup testis kanserine sebep
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (60).

Shi Y. ve ark. yaptiklar1 calismalarinda 30 uM {izerindeki benzen
maruziyetlerinde, testikiiler germ hiicrelerinde apopitozda artisa sebep oldugunu

gozlemislerdir. Ayni bulgular bizim ¢alismamizla da paralellik gostermistir (61).
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Bizde ¢alismamizda benzer sekilde histopatolojik olarak benzen verilen
gruplardaki siganlarin testis dokularini kontrol grubuyla kiyasladigimizda seminifer
tiibiillerde kiiciilme ve yer yer atrofi, seminifer tiibiil epitelinde dev hiicre olusumu,
stoplazmik vakuoller, spermatogenetik hiicrelerde dejenerasyon, sertoli hiicrelerinin
bazal membranlarinda yer yer incelme ve ayrilmalar, interstisyal bag dokuda bazi
kesitlerde mononiikleer hiicre artisi ve benzenin olusturdugu inhibisyona bagli olarak
deskomasyon (dokiilme) oldugunu gézlemledik. Yiiksek dozda benzene maruz kalan
sicanlarin  testislerinde, olusan bu dejeneratif degisikliklerin daha ¢ok arttigim
gozlemledik.

Apoptozisin belirlenmesi i¢in yapmis oldugumuz TUNEL boyama sonuglarina
gbre benzen verilen gruplarda kontrol grubuna nazaran apoptozisde de artis oldugunu
fakat bu gruplar arasinda herhangi bir fark olmadigini gozlemledik. Calismamizdaki
bulgular literatiir bilgileri ile paralellik gostermistir.

Sonu¢ olarak; c¢esitli nedenlerle benzen maruziyetinin testis dokusunda
dejenerasyon ve apoptotik hiicre sayisinda artisa sebep oldugu gozlendi.
Spermatogenetik hiicreler lizerine etki sonucu infertiliteye ve maruz kalinan benzen doz
miktar1 arttikca toksikolojik etkilere bagli olarak testis kanserine sebep olabilecegi

kanaatine varilmistir.
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