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OZET

Profenofos ve MCPA’ min Testise Etkilerinin Ultrastriiktiirel Diizeyde Incelenmesi

Endokrin bozucular hormonlar1 taklit ederek veya onlar1 bloke ederek viicuttaki
normal iglevleri bozmakta, normal hormon seviyelerini degistirmekte, hormon iiretimini
uyarmakta ya da liretimi duraksatmakta ya da hormonlarin organizmadaki yer degistirme
yollarin1 bozmaktadir. Endokrin bozuculardan énemli bir grup da pestisitlerdir. Pestisitler
icinde en genis kullanim alanit olan grup organofosfat grubudur. Bu bilesiklerden
profenofos ve 4-kloro-2-metil fenoksi asetik asit (MCPA)’in; erkek genital sistemine
olumsuz etkilerinin bilinmesine ragmen ultrastriiktiirel diizeydeki etkisi hakkindaki
calismalar sinirlidir. Bu nedenle bu ¢alismada hem MCPA’ nin hem de profenefosun; testis
seminifer tiibiilleri tizerine ultrastriiktiirel diizeydeki etkisini karsilastrmali olarak
incelemek amaglanmistir.

Calismada; 14 haftalik sicanlardan her grupta 10 adet erkek sican olacak sekilde 3
grup olusturulmustur. Grupl kontrol grubu, Grup 2 profenofos grubu ve Grup 3 MCPA
grubudur. Kontrol grubuna gavaj yoluyla yalnizca distile su uygulanmistir. Profenofos
grubuna haftada 2 kez belirlenen giin ve saatte 17 mg/kg dozunda profenofos gavaj yoluyla
1 ay siire ile uygulanmistir. MCPA grubuna her giin belirlenen saatte 190 mg/kg dozunda
MCPA gavaj yoluyla 1 ay siire ile uygulanmistir. Calismadaki tiim hayvanlarin sakrifiye
edilmesi sonucu ¢ikarilan testis dokularinda elektron mikroskobik inceleme ve
biyokimyasal inceleme yapilmistir.

Elektron mikroskobik incelemelere gore, kontrol grubunda spermatogenez siireci
sagliklidir. Profenofos grubunda spermatogenik hiicrelerde ve Sertoli hiicrelerinde yapisal
bozulmalar izlenmistir. MCPA uygulanan grupta spermatogenik seriyi olusturan hiicreler
arasinda bosluklar, hiicresel dejenerasyon profenofosa karsin hiicrelerde yapisal hasar
biraz daha belirgindir. MCPA uygulanan grupta bazi Leydig hiicrelerinde apopitozis
belirlenmistir. Biyokimyasal incelemelere gore, serbest ve toplam testosteron Ol¢iimiinde
profenofos ve MCPA gruplarinda, uygulama dncesi ve sonrasinda istatistiki olarak anlaml
bir farklilik vardir.

Testis goriiniimiinde yapisal diizeyde gordiiglimiiz dejenerasyon ile biyokimyasal
verilerimizin sonucu; profenofos ve MCPA’ nin spermatogenez siirecinin saglikli olarak
devam etmesini engelledigini diislindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: testis, profenofos, MCPA, elektron mikroskop



ABSTRACT

Investigation of Effects of Profenofos and MCPA on Testis on Ultrastructural Level

Endocrine disruptors disrupt normal functions of hormones in the body by imitating
them or by blocking them. They change normal levels of hormones and stimulate the
production of hormones or give pause to their production or disrupt the ways of
translocation of hormones in the organism. A significant group of endocrine disruptors is
pesticides. The most widely used is group of organophosphate among pesticides. It is
known that of these compounds, profenofos and MCPA (4-chloro-2-methylphenoxy acetic
acid ) have negative effects on male genital system. However, studies about the effect on
the ultrastructural level are limited. For this reason, in this study, investigating the effect of
both MCPA and profenofos on testis seminifer tubuls on the ultrastructural level
comparatively is intended.

In the study, there are three groups and in each group there are ten male rats which
are fourteen weeks old. Group 1 is the group of control. Group 2 is the group of profenofos
and group 3 is the group of MCPA. Only distilled water is administered to the control
group by gavage. Two times per week, on determined day and time, 17 mg/kg profenofos
is administered to group of profenofos by gavage for one month. Every day, on determined
time 190 mg/kg MCPA is administered to group of MCPA by gavage for one month. All
of the rats in the study were sacrificed and tissues of testis were excluded. Electron
microscopic and biochemical investigation were made on excluded tissues of testis.

According to electron microscopic investigations, the process of spermatogenesis is
healthy in the group of control. Structural degenerations were observed on spermatogenic
cells and Sertoli cells in the group of profenofos. In the group of MCPA, gaps between
cells which make up spermatogenic series and cellular degeneration, structural damage are
more clear than profenofos. In the group of MCPA, apoptosis is determined in some
Leydig cells.

According to biochemical investigations, free and total testosteron levels measured
and in the groups of profenofos and MCPA, there are significant differences statistically on
the levels of free and total testosteron before and after administration.

As a result of structural degeneration observed in the view of testis and biochemical
data, we think that profenofos and MCPA impede the process of spermatogenesis to
continue healthily.

Key Words: testis, profenofos, MCPA, electron microscopy
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1. GIRIS

Son yillarda endokrin sistemin iglevini bozan kimyasallara maruz kalma ile olusan
yan etkiler artmaktadir (endocrine disrupting chemical = endokrin bozucu kimyasal). The
Natural Resources Defence Council’im 1998 yilinda yaptigi tanimlamaya gore; endokrin
bozucular emildiginde hormonlar1 taklit ederek veya onlar1 bloke ederek viicuttaki normal
fonksiyonlar1 bozmakta, normal hormon seviyelerini degistirmekte, hormon iiretimini
stimiile etmekte veya tiiretimi duraksatmakta ya da hormonlarin organizmadaki yer
degistirme yollarin1 bozmaktadir (1,2). Endokrin bozucu kimyasallarin ilireme sistemini
bozucu etkileri olabilecegi hipotezi de giindemdedir. Bu anlamda, endokrin bozucu
kimyasallarmn etkisini iyi yansitan bir grup da pestisitlerdir (3). Pestisitler i¢cinde en genis
kullanim alani olan grup organofosfor grubudur. Bu kimyasallarin yeni uygulama
sekillerinin bulunmasityla kullanim alanlarinin daha da yaygmlasacagi diisiiniilmektedir
(4). ABD’de 1997°de 66 zehir kontrol merkezinin raporuna gore, organofosfor pestisitlerin
diger pestisit siniflar1 i¢inde en fazla zehirleyici potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir
(5). Yapilan birkag in vitro ¢alismada klor-prifos metil’in (CPM) endokrin bozucu bir
kimyasal olabileceginden siiphelenilmistir. CPM, Hershberger deneyinde” anti-androjenik
aktivite gostermis, testosteronun stimiile edici etkisiyle gerceklesen aksesuar cinsiyet
organlarinin agirliklarinin artisimi inhibe etmistir. Yetiskin erkeklerde, klor-prifos ve klor-
prifos metil’in metabolitleri olan 3,5,6-trikloro-2-pridinol (TCPY ) un azalmis testosteron
seviyesiyle iliskili oldugu saptanmistir (2,6). Profenofos; oral ve dermal maruziyete bagl
akut toksisite agisindan orta siralarda bulunmakta ve erkek iireme sistemi iizerinde toksik
etki gosteren maddelerden biri oldugu diisiintilmektedir (7).

Hizla gelisen teknoloji hayati kolaylastirmanin yam sira insan saghigini da tehdit
etmektedir. Giinliik hayatta siklikla kullanilan ya da etkin kalman plastiklerin,
deterjanlarin, endiistriyel kimyasallarin, tarimsal ilaclarin ve bocek ilaglarmin en 6nemli
ortak noktasi endokrin ¢evre bozucu olmalaridir. Ozellikle ekonomik kayiplari en aza
indirmek ve elde edilen {iriin miktarmni artirmak adina kullanilan pestisitler ve bitki gelisim
diizenleyiciler (BGD) saglik agisindan zararli bilesikler olarak smiflandirilirlar. Bu

kimyasallardan ekonomik olmasi nedeniyle siklikla tercih edilen 4-kloro-2-metil fenoksi

"Hershberger deneyi ya da testi, 5 alfa rediiktaz enzimini inhibe eden, androjenik veya anti-androjenik
kimyasallar1 saptamak amaciyla kullanilan bir kisa dénem in vivo analiz seklidir.



asetik asit (MCPA) bitki gelisim diizenleyici bir pestisittir. MCPA’nin da endokrin sisteme
etki ederek ilireme islevlerini olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir (8,9).

Bu bilesiklerden profenofos ve MCPA’nm; erkek genital sistemine olumsuz
etkilerinin bilinmesine ragmen ultrastriiktiirel diizeydeki etkisi hakkindaki c¢aligmalar
siirlidir. Bu nedenle biz bu ¢alismamizda hem MCPA’ nin hem de profenefosun; testis
seminifer tiibiilleri {izerine ultrastriiktiirel diizeydeki etkisini kargilastirmali olarak

incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

2.1.1. Erkek Genital Sistem Embriyolojisi

X kromozomuna sahip ovumun, X veya Y kromozomu tastyan sperm ile
dollenmesi ile fertilizasyon gerceklesir, boylece cinsiyet belirlenir. Gelismekte olan
gonadlar XY veya XX kromozom c¢iftine sahip olurlar (10,11).

Primordiyal (ilkel) germ hiicreleri ilk kez gelisimin dordiincii haftasinda vitelliis
kesesi duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine yakin endodermal hiicreler arasinda ortaya
cikarlar. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyo
icerisine dahil olur. Bu sirada, primordiyal germ hiicreleri, arka bagirsagin dorsal
mezenteri boyunca gonadal kabartilara go¢ ederler. Altinci haftada primordiyal germ
hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler ve primer seks kordonlarmnin yapisina
katilirlar (10-12).

Gonadlarm goriinimii  yedinci haftaya kadar her iki cinste de aymdir ve
“farklanmamis gonadlar” olarak adlandirilirlar. Gonadal gelisimin ilk sathalar1 besinci
haftada ortaya ¢ikar; mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir.
Bu epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir
kabariklik - gonadal (genital) kabarint1 - olusur. Parmak seklindeki epitel kordonlar1 -
primer seks kordonlar1 - altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede ilerler. Erkek
fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini i¢in dnemlidir.
Testis belirleyici faktor (TDF) icin gerekli olan SRY geni, Y kromozomunun cinsiyet
belirleyici bolgesinde yerlesiktir. Farklanmamis gonadin medullas1 iizerinde testise
farklanmasimni saglayan belirleyici Y kromozomudur. Y kromozomu tarafindan diizenlenen
TDF testikiiler farklilagsmay1 saglar. Bu faktoriin etkisi altinda, primer seks kordonlar1
seminifer tiibiillere farklanirlar. Farklanmamis gonad bu asamada, dista yer alan
medulladan olugsmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise,
farklanmamis gonadin korteksi overe farklanir, medullasi geriler. Embriyo XY seks
kromozom kompleksini icermekteyse, medulla testise farklanir, korteks bir takim
kalintilar1 diginda geriler ve dejenere olur. 12. haftada gelismekte olan gonadn kalin bir

fibroz kapsiil olan tunika albugineasinin belirginlesmesi erkek fotus i¢in karakteristiktir.



Kapsiiliin gelismesi sonucunda seks kordonlarinin (seminifer-testikiiler- kordonlarim),
yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Bu arada genisleyen testis asamali olarak
dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorsiyum ile asili hale
geger. Seminifer kordonlar; seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise farklanirlar.
Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensimden
ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar1 (testosteron
ve androstendion) salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dig genital
organlar erkek cinse uygun farklanmasini indiikler. Testosteron iiretimini insan koryonik
gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun miktar1 8-12 haftalik periyodda en
yiiksek degerine ulagmistir. Embriyoda interstisyel hiicreler hamileligin 18. haftasina kadar
islevlerini siirdiirlirler; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte
gerilerler. Daha sonra; hipofizden salinan Luteinizan Hormon (LH) uyarimi altinda
testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 prepubertal doneme kadar dinlenmede
kalirlar. Testosterona ek olarak fotal testisler glikoprotein yapida bir hormon olan
antimiillerian hormon (AMH) veya miillerian inhibitér madde (Mullerian inhibitory
Substance: MIS) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanir, hormonun salgilanmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra

seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar (Sekil 2.1) (10-12).
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Sekil 2.1. Testis gelisiminin sematik goriiniimii. (Ross-Pawlina’dan. Histology a text and atlas 5th
ed.)



Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, limenleri yoktur,
puberteden itibaren liimen geligir. Fotal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde
cogunlugu olusturur. Daha sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve
yetiskin testisinin dis ylizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentese
farklanacak olan 15-20 adet mezonefrik tiibiil ile devam eder. Bu kanallar (duktuli
efferentes), duktus epididimisi olugturan mezonefrik kanal ile baglanirlar (13) .

Disi ya da erkek embriyolar birer ¢ift genital kanala sahiptir. Mezonefrik kanal
(Wolf kanali) erkek iireme sistemi i¢ organlarinin onemli bir bdliimiine farklanirken,
paramezonefrik kanal (Miiller kanali) disi i¢ genital organlarmin gelisimine katilir. Bes -
altinc1 haftalarda genital sistem farklanmamis agamada oldugundan genital kanallarin her
iki cifti de bulunur. Sekizinci haftada fotal testislerden salgilanan testosteronun etkisi
altinda, mezonefrik kanallarin proksimal pargalari, oldukca kivrintili bir hal alir ve
epididimise farklanir. Mezonefrik kanalin diger boliimlerinden duktus deferens ve duktus
ejakiilatorius gelisir (10,11).

Leydig hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de sayilar1 hormon uyarisina baghdir.
Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon anne kanindan fotusa
gecer ve androjenik hormonlari {ireten bol miktardaki fetal testikiiler interstisyel hiicreleri
uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklanmada erkek genital organlarmin

gelismesi i¢in gereklidir (13,14).

2.1.2.Testis Anatomisi

Funiculus spermaticus araciligiyla scrotum iginde asili duran, erkek iireme
hiicrelerinin (spermium) yapildig1 bir ¢ift organdir. Iri bir badem biiyiikliigiinde elips
seklinde olan testisler yaklasik olarak 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm
kalinliginda ve 10-14 gr agirhigindadir ve sol taraftaki saga gore genellikle 1 cm daha
asagida bulunur.

Testislerin uzun eksenleri tam vertikal yonde degil, oblik pozisyonda durmaktadir.
Ust ucu biraz dnde ve dista, alt ucu ise biraz arkada ve i¢te bulunur. Konveks 6n kenari
biraz da disa-asagi dogru, daha diizce olan arka kenar1 da, biraz yukari-ice dogru bakar.
Buna gore uzun ekseni yukaridan-asagiya, distan-ice ve dnden-arkaya dogru meyilli olarak
bulunur. Testislerin facies medialis ve facies lateralis adi1 verilen iki ylizii, margo anterior
ve margo posterior ad1 verilen iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior ad1

verilen iki ucu vardir.



Testisin On kenari, her iki yiizii ve uglar1 diiz ve konveks olup, visseral periton
(epiorchium) ile kaphdir. Arka kenarinin sadece lateral kismi peritonla Ortiiliidiir.
Peritonsuz olan medial boliimiine, epididimis tutunur ve buradan damar-sinirleri ve
kanallar1 gecer (15,16).

Testislerin iist ucunda appendix testis ad1 verilen kii¢iik, yasst bir yap1 goriiliir.
Paramezonefrik kanalin iist ucunun kalintis1 olan bu yapi, kadmnlarda tuba uterinanin
abdominal ucuna karsilik gelir. Testislerin arka kenarinin dis kismi boyunca epididimis yer
alir; funiculus spermaticus da, epididimisin medialinde olmak {izere, margo posterior'da
bulunur. Testislerin 6n kenari, her iki yiizii ve uclar1 visseral periton (epiorchium) ile
ortulidir. Periton, arka kenarm sadece lateral kismini Orter.

Testisler fotal hayatta karin boslugu i¢inde, fascia transversalis ile periton arasinda
gelisir; ancak dogumdan Once, canalis inguinalis'ten gecerek scrotum icine iner. Karin
boslugundan scrotum ic¢ine gecis yolu olan canalis inguinalis, fotal hayatta testisten
scrotumun i¢ yliziine uzanan ve gubernaculum testis adi1 verilen fibroz bir yapi ile
belirlenir. Fotal gelisimin daha sonraki donemlerinde peritonun parmak seklinde bir
cikintis1 olan processus vaginalis, gubernaculum testis'i izleyerek karm 6n duvarindan
gecer ve scrotum'a ulasir. Dolayisiyla, processus vaginalis, testislerin karin boslugundan
scrotum'a inisine Onciililk eder. Processus vaginalis, bu gec¢is sirasinda karm 6n duvari
tabakalarini da birlikte siiriikler. Normal durumda testisler dogumdan hemen 6nce bu yolu
takip ederek canalis inguinalis'ten geger ve scrotum'a iner. Processus vaginalis ise
dogumdan kisa bir siire sonra kapanir. Bu nedenle testisin etrafinda processus vaginalisin
kalintis1 olan bir tabaka kalir. Bu tabakaya tunica vaginalis testis adi1 verilir.

Tunica vaginalis testis'in lamina visceralis (epiorchium) ve lamina parietalis
(periorchium) olmak iizere iki yapragi vardwr. Lamina visceralis, sadece testis'in on
kenarm1 ve iki yiiziinii orter; arka kenarm medial ve lateral taraflarinda ise kendi {istiine
krvrilarak lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise testis'in alt kismindan st
kismina dogru, hatta funiculus spermaticus'un 6n ve i¢ tarafin1 da kaplayacak sekilde, bir
miktar yukariya dogru uzanir. Tunica vaginalis testis'in lamina parietalis ve lamina
visceralis'i arasinda potansiyel bir bosluk ve bu bosluk icinde de ¢ok az bir seréz sivi
bulunur.

Processus vaginalis, karm 6n duvarindan scrotum'a dogru inerken karin 6n duvari
tabakalarim1 da birlikte siiriikledigi icin testis'lerin dig tarafinda, karin 6n duvar
tabakalarmin uzantilar1 olan tabakalar yer alir. Bunlar tunica vaginalis'ten disa dogru;

fascia spermatica interna, m. cremaster, fascia cremasterica ve fascia spermatica externa
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olarak swralanir. Bunlardan fascia spermatica interna, fascia transversalis'in; fascia
cremasterica, m. obliquus internus abdominis fascia'sinin; m. cremaster, m. obliquus
internus abdominis'in; fascia spermatica externa ise m. obliquus externus abdominis
apondrozunun uzantilaridir.

Tunica vaginalis testis'in i¢ tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir.
Bunlar tunica vaginalis testis'ten derine dogru tunica albuginea ve tunica vasculosa olarak
siralanir.

Tunica albuginea, testis'leri orten kaln, fibr6z bir tabakadir. Elastikiyeti ve
genigleme 0zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine sokulur ve vertikal bir
bolme olusturur. Bu bdlmeye mediastinum testis (corpus Highmori) adi verilir.
Mediastinum testis, testis'in extremitas superior'undan extremitas inferior yakinina kadar
uzanir. Mediastinum testis'in 6n ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis ad1 verilir.
Bu uzantilar, testis parankiminden gegerek tunica albuginea'nin i¢ yiiziine ulasir ve boylece
testis't koni biciminde lobuluslara boler (lobuli testis). Testis parankimini, lobuli testis
icinde bulunan ve kivrimlhi seklinden dolay1 tibiili seminiferi contorti adi verilen
kanalciklar olusturur. Her bir testis kanalcigi, mediastinum testis yakminda tibiili
seminiferi recti adi verilen diiz bir kanalcikla uzanir. Biitiin lobulus'lardan gelen bu
kanalciklar mediastinum'a sokulur ve burada rete testis (Haller agi) denilen ag1 olusturur.
Lobuli testis'lerde yapilan spermium'lar rete testis'ten ductuli efferentes testis ad1 verilen
kanallar araciligiyla epididymis'e gelir.

Tunica vasculosa, testis'in damar agindan olusan ve tunica albuginea'nin i¢ yliziinii
orten tabakasidir. Bu tabaka, tunica albuginea'nin uzantis1 olan septula testis'lerin i¢
yliziinii kapladigi i¢in lobuli testis'lerin de etrafinda bir tabaka olusturur.

Arterleri: Sag ve sol a. testicularis'ler (aorta abdominalis'in dali).

Venleri: Her bir testis'in arka tarafindan ¢ikan kii¢iik venler birleserek plexus
pampiniformis adi verilen vendz ag1 olustururlar. Plexus pampiniformis, funiculus
spermaticus i¢inde yiikselir ve canalis inguinalis'ten gecerek karin bosluguna ulasir. Plexus
pampiniformis'i olusturan venler daha yukarida birleserek v. testicularis'i olusturur. V.
testicularis dextra, v. cava inferior'a; v. testicularis sinistra ise v. renalis sinistra'ya dokiiliir.

Lenfatikleri: Yiizeyel lenf damarlar1 tunica vaginalis testis'in altinda, derin lenf
damarlari ise testis ve epididimis'in i¢inde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile

birlikte karin bosluguna geger, sonucta nodi aortici laterales ve nodi preaortici'ye agilir



Sinirleri: Testis'leri inerve eden sinirler medulla spinalis'in 10-11. torakal
segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus aorticus ve plexus renalis iginden geger ve
testis'leri besleyen damarlarin ¢evresinde organa ulasir.

Testislerden birinin veya her ikisinin birden scrotum'a inmeyerek karin boslugu
veya canalis inguinalis icerisinde kalmasma inmemis testis (cryptorchidism) adi verilir.
Inmemis testis'te kanser insidans1 yiiksektir. Ayrica bu durum tedavi edilmez ise
spermatogenesis'in bozulmasina neden olur.

Tunica vaginalis testis'in yapraklar1 arasinda asir1 miktarda sivi birikmesi durumuna
hidrosel (hydrocele) ad1 verilir. Tiimor, travma veya infeksiyon gibi ¢ok c¢esitli nedenler,
lamina parietalis ve lamina visceralis arasinda bulunan sivinin artmasina veya emiliminde
azalmaya sebep olarak asir1 miktarda sivi birikmesine yol agabilir.

Norolojik muayene sirasinda, uylugun i¢ yiiziiniin tst kismi cizildiginde m.
cremaster kasilir ve buna baglh olarak testis'ler yukariya cekilir. Bu reflekse cremaster
refleksi adi verilir. Bu refleksin afferent yolu n. genitofemoralis'in ramus femoralis'i,

efferent yolu ise ayni sinirin ramus genitalis'idir (16).

2.1.3. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi, iki adet testis, genital kanallar, aksesuvar bezler ve penisten
olugsmaktadir (Sekil 2.2). Erkek iireme sistemi sperm (spermatozoon) yapimi, erkek seks
hormonlarinin iiretimi ve erkek gamet hiicrelerinin disi ilireme sistemine iletilmesi
islevlerini yerine getirir (17,18).

Testisler karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Ftusun
gelismesi sirasinda gog¢ ederler ve skrotum iginde spermatik kordonlarin uglarinda asili
olarak bulunurlar. Skrotuma dogru gergeklestirdikleri bu gé¢ nedeniyle her bir testisi
“tunika vajinalis” ad1 verilen ve peritondan gelismis serdz bir kese sarar. Tunika vajinalis
dista pariyetal, icte ise visseral bir tabakadan olusur ve testisin on ve yan kisimlarinda
tunika albugineay1 orter (14). Tunika albuginea testisi ¢evreleyen siki bag dokusundan
olusan kalin bir kapsiildiir. Kapsiil testisin posterior yiiziinde kalinlasir, kalinlasan bu
bdlgeye mediastinum testis ad1 verilir. Tunika albuginea ile baglantili fibréz septumlar
organin derinlerine ilerleyerek bezi yaklasik 250 piramidal pargaya bdler, her bir parcaya
testis lobiilii ad1 verilir, lobiiller arasinda ¢ogunlukla iletisim vardir. Her lobiilde gevsek
bag dokusu ile sarilt 1-4 seminifer tiibiil yer alir. Bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf

damari, sinirler ve interstisyel hiicreler (Leydig hiicreleri) bulunur (17,18).
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Sekil 2.2. Erkek genital sistemi (Junqueira- Carneiro’dan. Temel Histoloji. 10.Bask1’dan geviri)

Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklagik 250 metredir ve tiibiiller kivrimli
ve baslangigta kor ugludur. Sonlanirken limeni daralir ve diiz tiibiiller ya da tibiili rekti
adiyla bilinen kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin
rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.
Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas
kismia baglanir (13,17). Her bir seminifer tiibiil yaklagik 150-250 pm ¢apinda olup 30-80
cm uzunluktadir ve bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir
seminifer epitel’den (germinal epitel) olusur. Seminifer tiibiilii saran funika propria birkag
fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en icteki
katman diiz kas 6zellikleri gosteren yassilasmis myoid hiicrelerden olusur. Seminifer tiibiil
epiteli iki tip hiicreden meydana gelir. Bunlar destek hiicreleri (Sertoli hiicreleri) ile

spermatogenik seri hiicreleridir (Sekil 2.3) (14).
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Sekil 2.3. Seminifer tiibiil duvar1 ile yakin ¢evresi (Junqueira- Carneiro’dan. Temel Histoloji.

10.Baski1’dan ¢eviri)

Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlar1 iiretirken,
interstisyel hiicreler de testikiiler androjenleri salgilar (14). Testislerin karin boslugunun
disinda skrotum ic¢inde yerlesimleri viicut 1sisindan 2-3 °C diisiik 1s1da olmalarini saglar.
Testislerin, boyu 4-5 cm, eni 2,5 cm ve 0n arka capt 3 cm olup ortalama agirliklar1 14
gramdir (19). Testisin iist kisminda kiiclik, oval sekilli paramezonefrik kanalin {ist ucunun
kalintis1 olan appendiks testis bulunur. Testisler a. testicularisler tarafindan beslenirler ve
oldukca zengin bir kollateral aga sahiptir (18).

Seminifer tiibiil duvarinda bulunan spermatogenik seri hiicreleri, bazal lamina ve
tliblil imeni arasini dolduracak dort-sekiz tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler
birka¢ boliinmeden sonra farklanarak spermatozoonlar1 olustururlar (13,14,17).

Baslangictan bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu olay ii¢ faza ayrilir:

e Spermatositogenez

e Mayoz

e Spermiyogenez

Spermatositogenez evresi: Bu evre spermatogonyumlarin boliinmeleri sonucunda

olusan hiicrelerden primer spermatositlerin olugma siirecidir.

10



Bazal laminanin hemen iistiine yerlesmis germ hiicreleri olan, spermatogonyumlar
ile baslar. Seksiiel olgunlasmada bu hiicreler bir seri mitoz gegirirler. Insanda morfolojik
olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: Koyu tip A spermatogonyum, soluk
renkli boyanan agik tip A spermatogonyum ve tip B spermatogonyum. Koyu tip A
spermatogonyum spermatogenik serinin kok hiicre rezervi olarak gorev yapar. Zaman
zaman tip B spermatogonyuma farklanan acik tip A spermatogonyuma bdliiniir. Tip B
spermatogonyum  ise  primer  spermatositlere  farklanan  Onclil  hiicrelerdir.
Spermatogonyumlari boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve
sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir
spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki
iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimma izin vermesi sebebiyle bu kopriiler
spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda énemli bir rol oynarlar (Sekil 2.4)
(17).

Mayoz evresi: Primer spermatositlerin pes pese iki mayoz boliinme gecirerek
kromozom sayilarmin ve DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya diisiiriilmesi
sonucu spermatidlerin olustugu evredir (17).

Spermiyogenez: Spermatidlerin farklanma siireci gegirerek spermatozoonlari
olusturdugu evredir (17).

Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerin artik
cisimcikler olarak ortamdan uzaklasmasi ile spermatidler arasinda birbirinden ayrilir.
Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siire¢ yaklasik 64
giindiir (14,17). Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer tiibiilde ayn1 anda
ger¢eklesmez. Bu durum her bdlgesinde spermatogenezin farkli bir sathasmin izlendigi
seminifer tiibiillerin diizensiz goriiniimiinii agiklar. Ayni zamanda neden seminifer
tiibiillerin baz1 bdlgelerinde spermatozoonlarin bulundugu halde diger bolgelerde sadece
spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir. Seminifer epitel siklusu; germinal epitelde
belli bir hiicre evresinin ardisik iki goriiniimii arasinda olusan matiirasyon degisiklikleri
dizisini ifade eder. Insanda her siklus yaklasik 16+1 giin siirer ve spermatogenez dort

siklustan sonra biter (13,20).
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Sekil 2.4. Germ hiicrelerinin gecirdigi evreleri gdsteren ¢izim (Junqueira- Carneiro’dan. Temel

Histoloji. 10.Baski’dan geviri)

Seminifer tiibiillerde Sertoli hiicreleri de yer alir. Sertoli hiicreleri spermatogenik
serideki hiicreleri kismi olarak saran uzun ve piramidal bi¢imlidir. Sertoli hiicrelerinin
tabanlar1 bazal laminaya oturur, apikal uglari ise siklikla seminifer tiibiiliin limenine
uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli hiicresinin sinirlar1 belirgin degildir, ¢linkii bunlarin
spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen cok sayida lateral uzantilar1 vardir. Elektron
mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda bu hiicrelerin bol miktarda diiz yiizlii endoplazma
retikulumu, bir miktar graniillii endoplazma retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve
cok sayida mitokondriyon ile lizozom igerdigi gosterilmistir. Siklikla tiggen bi¢iminde olan
uzamig cekirdekte cok sayida kivrilmalar, belirgin bir ¢ekirdek¢ik ve az miktarda

heterokromatin goriiliir (14,17,20). Bitisik Sertoli hiicreleri birbirlerine spermatogonyumlar
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seviyesinde siki baglantilarla baglanmislardir. Bu spermatogonyumlar, kanda bulunan
maddelerin icine serbestce girebildigi bazal kompartmanda yerlesmislerdir. Spermatogenez
sirasinda spermatogonyumdan farklanan spermatosit serisine ait hiicreler bu baglantilari
asarak adluminal kompartmana ulasirlar. Burada spermatogenezin daha ileri safthalarindaki
hiicreler, kandan gelen {irlinlerden bir kan-testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli
hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile olusturulur. Spermatositler ve spermatidler, Sertoli
hiicrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir.
Spermatidlerin kuyruklar1 gelistikce bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uglarimdan ¢ikan
puskiiller seklindeki ¢ikintilar halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri ‘neksuslar (gap junction)
ile iliski kurar ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir (14, 17, 20).
Sertoli hiicrelerinin en az dort dnemli fonksiyonu vardir:

e Gelismekte olan spermatogenik seri hiicrelerinin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmelerinin diizenlenmesi

e Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik parcaciklar Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir ve lizozomlarda sindirilir.

e Salgilama: Sertoli hiicreleri Androjen baglayici protein (ABP) ve inhibin adi
verilen bir peptid salgilarlar.

e ABP salgilanmas1 Sertoli hiicreleri tarafindan folikiiler stimiilan hormon (FSH)
kontrolii altinda gergeklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil i¢inde
spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlagmasini saglar. Sertoli
hiicreleri testosteronu 6stradiyol haline ¢evirebilirler. Bu hiicreler tarafindan
salgilanan inhibin ise anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini 6nler
(14,17,19,20).

Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan diger bir hormon AMH’dir. Bu hormon
embriyonik gelisme swrasinda erkek fotusta Miiller kanallarinin (paramezonefrik
kanallarin) gerilemesini saglayan bir glikoproteindir. Testosteron ise Wolf kanallarindan
(mezonefrik kanallardan) koken alan yapilarin gelismesini saglar. Sertoli hiicreleri insanda
ve diger hayvanlarda iireme periyodu siiresince boliinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon,
kotii beslenme, X-151mn1 gibi olumsuz kosullara karsi olduk¢a dayaniklidirlar ve bu zararli
etkiler karsisinda spermatogenik seri hiicrelerine gore ¢ok daha direncglidirler. Memelilerde
spermatozoonlarin salmimi muhtemelen hiicresel hareketlerin bir sonucudur. Bu hareket

Sertoli hiicresinin apeksinde bulunan mikrotiibiiller ve mikrofilamentler ile saglanir (19).
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Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki intertisyel dokuda sinirler, kan ve lenf
damarlar1 da bulunmaktadir. Testikiiler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri gibi
makromolekiillerin serbestce gegmesine izin verirler. Intertisyel alandaki lenf damarlarinin
olusturdugu yogun ag, bu organdan alinan interstisyel siv1 ile lenf sivisinin birlesimindeki
benzerligi aciklamaktadir. Bag dokusu c¢esitli tipte hiicreler igerir. Fibroblastlar,
farklanmamig bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar baslicalaridir. Bag
dokusunda ayrica steroid salgilayan hiicre 6zelliklerini gosteren testisin intertisyel hiicreler
(Leydig hiicreleri) bulunur. Bu hiicreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden
sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu tretirler. Leydig hiicrelerinin yuvarlak ya da
poligonal sekilli ve merkezi yerlesimli 6kromatinden zengin bir ¢ekirdegi ve kiigiik lipid

damlaciklarindan zengin sitoplazmasi eozinofilik boyanir (13,14).

2.1.4. Kan-Testis Bariyeri ve Siki Baglantilar

Spermatogonyumlarm farklilagsmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina yol
acar. Seksiiel olgunlagmanin, immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire sonra
ortaya ¢ikmasi nedeniyle farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak algilanabilir
ve germ hiicrelerinin §liimiine sebep olabilecek bir immiin yanit1 uyarabilirler. Kan-testis
bariyeri, gelisen spermler ve immiin sistem arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi
ortadan kaldirir. Bu bariyer seminifer tiibiillere immiinglobulinlerin gegmesini dnler ve bu
sayede serumlarinda yiiksek diizeyde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda herhangi bir
fertilite bozuklugu goriilmez. Sertoli hiicre bariyeri boylece seminifer epiteli bir otoimmiin
reaksiyondan korumus olur. Kan ile seminifer tiibiillerin i¢ bdlgesi arasinda bariyerin
bulunmasi, sivi i¢ine kandan ¢ok az maddenin ge¢mesini agiklayan bir olgudur. Testikiiler
kapilerlerin pencereli olmasi1 biiyiik molekiillerin serbest olarak gegisine izin verir. Sertoli
hiicreleri arasindaki sik1 baglantilar bu bariyerden sorumludurlar. Erkek germ hiicrelerinin
kandan gelen zararh ajanlara karsi korunmasinda 6nemli rol oynarlar (14).

Kan-testis bariyeri tam olarak engelleyici (gecirimsiz) bir bariyer olmamasma
karsin secici bir kontrol olusturur. Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar kan testis
bariyerini olusturur ve seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartmanlara ayirir.
Adluminal kompartmanda bu siki baglantilar tarafindan siirdiiriilen ortam basarili bir
mayoz ve spermatogenezin tamamlanabilmesi i¢in gereklidir. Seminifer epiteldeki
baglantilar; sik1 baglantilar, ara baglantilar, desmozomlar ve neksuslardir. Sik1 baglantilar

bazal laminanin yanmdaki seminifer epitelin bazal kompartmanindaki Sertoli hiicreleri
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arasinda bulunur (21). Hiicre iskeleti bilesenleri ise normal organizasyonlariyla, 6zellikle
mikrofilamanlar ve mikrotiibiiller, biitiinliiglin siirdiiriilmesi ve baglantilarm tam islev
gorebilmesi i¢in gereklidir ve ayrica spermatojenik hiicrelerin normal hareketleri i¢in de
onemli oldugu bildirilmistir (22, 23). Mikrotiibiiller bazal kompartmandaki spermatojenik
hiicrelerin adluminal kompartmana aktarilmasinda gorev alir (24). Kan-testis bariyerinde
gosterilmis olan siki baglantilarla iliskili periferal membran proteinleri ZO-1, ZO-2, ZO-3,
cingulin , 7H6 antigen ve symplekin’ dir (25-30). Son yillarda yapilan caligmalara gore
sik1 baglant1 ipliklerini claudin-11/oligodendrosit-spesifik protein olusturmaktadir (31).
Okludin tanimlanmis tek siki baglantiya spesifik integral membran proteinidir (siki
baglant1 ipliginin bir bilesenidir) (32). Okludin, komsu hiicreleri biraraya getiren siki
baglantry1 olusturan 4 transmembran domaini ve 2 ekstraseliiler bolgeye sahip bir
proteindir (32-34).

Farede okludin Sertoli hiicrelerinin dip bazal bdlgelerinde bulunur ve maturasyonla
yogunlugu artar. Sigan Sertoli hiicrelerinde de benzer bulgular gostermesine ragmen, insan
ve kobayda Sertoli hiicresinde okludinin bulunmadigi bildirilmistir, testis siki
baglantilarindaki okludin izoformlar: tiire 6zgiidiir (34). Testiste okludin Sertoli hiicreleri
aras1 baglant1 bolgesinde bazal olarak ¢ok kuvvetli immunoreaktivite gosterir. Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmalarinda da yaygin bir immunoreaktivite goriilebilir. Okludinin
analog patterni olan ZO-1 immiinoreaktivitesi Sertoli hiicreleri aras1 baglant1 bolgelerinde,

sitoplazmasinda ve bazal alanda daha yogun olarak goriilmektedir (35-37).

2.1.5. Testisin Histofizyolojisi

Viicut sicakligmin (37°C) altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regulasyonunda 1s1 ¢ok onemlidir. Testikiiler 1s1 yaklagik 35°C ’dir, bu birka¢g mekanizma
ile kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus (pampiniform pleksus) her bir testikiiler arterin
etrafin1 sarar, testikiiler 1sinmn siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir karsi 1s1 akimi saglar.
Skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1 kayb1 saglanmas: ile soguk gibi durumlarda da
spermatik kordondaki kremaster kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida
kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesi de diger mekanizmalardir.

Spermatogenez iizerinde en Onemli etkiyi endokrin faktorler olusturur.
Spermatogenez, hipofizin FSH ve liiteinizan hormonlarinin (LH) testikiiler hiicreler
tizerindeki etkilerine baghdir. LH, intertisyel hiicreler iizerine etki ederek spermatogenik

seri hiicrelerinin normal gelisimi icin gerekli olan testosteron yapmmini stimiile eder.
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FSH’1n ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimiile ettigi ve sonugta
cAMP’nin artigina yol agtig1 ve ayn1 zamanda ABP’nin sentez ve salgilanmasini sagladigi
bilinmektedir. Bu protein testosterona baglanarak testosteronu seminifer tiibiillerin
limenine tagir. Spermatogenezi testosteron uyarir, Ostrojen ve progesteronlarla inhibe
edilir. Spermatozoonlar epididimise, uygun bir ortam olan testikiiler sivi i¢ginde tasinirlar.
Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan dretilir; bu sivi steroidler,

proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP icerir (14).

2.1.6. Gonad Hormonlarn

Gonadlar, germ hiicreleri ve esey hormonlar1 iireten ¢ift islevli organlardir. Bu iki
islev, germ hiicrelerinin gelismesi i¢in artmis yerel esey hormon derigimi gereksiniminden
otiird, birbirleri ile siki iliskidedir. Ovaryumlar, ovum ile steroid hormon olan dstrojen ve
progesteron lretir; testisler spermatozoa ve testosteron iiretir. Bobrekiistli bezinde de bir
grup steroid iiretilmesine ragmen bunlardan sadece birka¢ tanesi hormon olarak etkinlik
gostertir.

Gonadlarm dogru islev gérmesi, lireme ve dolayisi ile tiiriin hayatta kalmasi igin
temel Onem taswr. Ayrica gonad hormonlar1 deri, kemik ve kas metabolizmansin
stirdiiriilmesi gibi farkli olarak anabolik etkileri de vardir.

Kivrmtili seminifer tiibiiller arasindaki bag doku i¢ine sacilmis halde yerlesmis
Leydig hiicreleri LH’a yanit olarak testosteron iiretir. Spermatogenez, hipofizden gelen
FSH ve LH tarafindan uyarilir. Bu olay, germ hiicrelere farklilagsmasini yiiriiten bir ortama
ve sistemik dolasimdan daha yiiksek bir testosteron derisimine gereksinim gosterir ve bu,
Leydig hiicreleri ile seminifer tiibiillerin birbirine ¢ok yakin yerlesimleriyle karsilanir.

Gonad steroidlerinin bir 6nceki onciilii, bobrekiistii bezi steroidlerinde oldugu gibi
kolesteroldiir. Burada hiz kisitlayict basamak, tipki bobrekiistii bezi steroidlerinde oldugu
gibi, steroidojenik akut diizenleyici protein (STAR) isimli tasiyici protein ile kolesteroliin
mitokondri i¢ duvarma gegisinin saglanmasidir. Uygun bir yerlesimde bu olay, yan zincir
kiric1 enzim P450scc ile gerceklestirilir.

Insan dahil memelilerin cogunda, testosteronu, dzgiilliik, goreceli olarak yiiksek
afinite ve diisiik kapasite ile baglayan bir plazma B-globiilini bulunur. Mutad olarak
cinsiyet hormonu baglayici globiilin (SHBG) veya testosteron-éstrojen baglayici globiilin
(TEBG) adi verilen bu protein karacigerde iiretilir. SHBG ve alblimin, dolagimdaki

testosteronun %97-99'umi bagladig1 i¢in dolasimda hormonun sadece kiigiik bir pay1
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serbest (biyolojik olarak etkin) bi¢cimdedir. SHBG nin birincil islevi, testosteronun
serumdaki serbest derisimini kisitlamak olabilir. Testosteron SHBG'ye, dstradiolden daha
yiiksek afinite ile baglanir. Dolayisiyla, SHBG diizeyindeki bir degisiklik, serbest
Ostradiole oranla serbest testosteron diizeyinde daha biiyiik bir degisiklik yapar.

Tipki diger steroid hormonlar gibi, testosteron da iiretilir tiretilmez salgilanmaktadir

(38).

2.2, Pestisitler ve Bitki Gelisim Diizenleyiciler

2.2.1. Tanimi

Dogal halde bulunan, iiretilen veya herhangi bir islem sirasinda atik olarak ortaya
cikan veya kazara olusan her tiirlii element, bilesik veya karigima “kimyasal madde” denir.
Solundugunda, agiz yoluyla alindiginda, deriye niifuz ettiginde erkek ve disilerin lireme
fonksiyon ve kapasitelerini azaltan ve/veya dogacak cocugu etkileyecek kalitimsal
olmayan olumsuz etkileri meydana getiren veya olumsuz etkilerin olusumunu hizlandiran
kimyasal maddelere ise “lireme igin toksik kimyasal madde” denir (39, 40).

Toksik oldugu belirlenen 104.000’in tizerindeki kimyasal maddenin yaklagik olarak
%95’inin iireme sistemine olan etkileri incelenmemistir, oysa NIOSH (The National
Institute for Occupational Safety and Health), en sik 10 mesleki hastalik ve yaralanmalarin
arasinda infertiliteyi de almaktadir (40, 41).

Ozellikle ekonomik kayiplar1 en aza indirmek ve elde edilen {iriin miktarin
artirmak adina kullanilan pestisitler ve BGD’ler saglik agisindan oldukga zararli bilesikler
olarak smiflandirilirlar.

Pestisit terimi, insektisit (bocek oldiiriicii), herbisit (yabani ot 6ldiiriicii), fungusit
(kiif oldiiriicli), rodentisit (kemirgen oldiiriicii), akarisit (akar Oldiiriicii) vb. seklinde
smiflandirilan kimyasal maddelerin tiimiinii kapsamaktadir. Pestisitler, modern tarimin
tamamlayici bir bileseni halindedir ve diinyanin tiim agro-ekosistemlerinde iiretim siireci
bir veya daha fazla pestisit uygulamasina gereksinim duymaktadir. Hastalik, zararli ve
yabanci otlarin tarimsal iiretimde neden oldugu kayip ortalama olarak % 20 — 40 arasinda
degismektedir. Pestisitler, hastalik, zararli ve yabanci otlarin zararlarin1 azaltmaktadir,
bunun sonucunda iiretim artmakta, kalite ylikselmekte, ekonomik geri doniis artmaktadir.

Pestisit kullanim1 1940’11 yillardan beri tarimsal {iretimi arttiran en dnemli bilesendir.
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Pestisitler, etkili maddelerinin kdkenlerine gore de gruplara ayrilabilir:

1. Inorganik maddeler

2. Dogal organik maddeler

a) Bitkisel maddeler
b) Petrol yaglar1 vb.
3. Sentetik organik maddeler
a) Klorlu hidrokarbonlar
b) Organik fosforlular
c¢) Diger sentetik organik maddeler (azotlu bilesikler, piretroidler)

Bitki hormonlar1 ise protein yapisinda olmayan organik asit maddelerdir. Pek ¢ok
yonleriyle memeli hormonlarindan farkhidirlar. Dogal bitki biliylimesi ve gelisimi i¢in
gereklidirler. Bitki hormonlarin sentetik tiirevleri olan kimyasal maddelere bitki gelisim
diizenleyicileri (BGD) adi verilir. Bitki hormonlar1 alt1 ana grupta incelenir: oksinler,
gibberellinler, sitokininler, etilen, absisik asit ve jasmonatlar. Bunlarm igerisinde diinyada
en fazla kullanim alanina sahip olan etilendir. Bunu sirasiyla oksinler, giberellinler takip
eder. Sitokininler ise daha az bir kullanim oranina sahiptir (42,43).

BGD, giiniimiizde yabanci ot miicadelesinde de kullanilmaktadir. Bunun igin
kullanilan diizenleyicilerin aktif maddeleri fenoksi yag asitleridir: 2,4-D (dikloro fenoksi
asetik asit); 2,4,5-T (trikloro fenoksi asetik asit); dichloroprop (dikloro fenoksi propiyonik
asit); MCPA (4-kloro-2-metil fenoksi asetik asit); MCPB (4-kloro-2-metil fenoksi butanoik
asit); MCPP (4-kloro-2-metil fenoksi propiyonik asit; mecoprop) maddeleri oksinler
grubuna dahil fenoksi yag asitleridir (44). Calismamizda kullandigimiz MCPA eski bir
pestisit olmasma ragmen ekonomik agidan daha uygun olmasi nedeniyle halen tercih
edilen bir maddedir. MCPA tahillar, ¢ayirlar, bakliyatlar, aga¢lar gibi bir yillik ve ¢ok
yillik bitkiler i¢in sistemik bir fenoksi herbisittir. Bu herbisit hazirlanan formiilasyonlarda
diger pesisitlerle de kombine edilmeye uyumludur. Yabani kuslara, tath su baliklarina orta

derecede toksiktir. Vertebrasiz tatli su baliklarina, nehir agzi ve deniz organizmalarina

toksik degildir (45,46).

2.2.2. Tarihgesi

Insanlarin pestisitleri tanimalar1 yillar &ncesine uzanmaktadir. Kutsal sayilan
tuzlarn, fethedilen yerlerin kiillerinin ‘’non-selective’” herbisit olarak M.O. 1200 yilinda

kullanildigy, kiikiirdiin insektisit ve fungusit 6zelliginin M.O. 1000 yinda kesfedildigi
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“Hellebore’” (Helleborus niger, Helleborus orientalis ve Veratrum album) adli bitkilerin
fare, sican ve bdceklerin kontrolii igin M.O. 100 yilinda kullanildig1 bilinmektedir.
“Arsenik” M.S. 900 yilinda Cinliler tarafindan boceklere karsi kullanilmustir. Tiitlin
ekstraktlarinin M.S. 1690’da kontak insektisit olarak, dumanlarinin ise M.S. 1773 yilinda
fumigant olarak kullanildig: literatiirde yer almistir (47, 48). Tabii kaynakli organik ve
inorganik maddelerin bitki koruma alaninda cesitli zararlilara karsi kullanilmasina II.
Diinya Savasi oncesine kadar devam edilmistir. Sentetik pestisitlerin devreye girisi ile bu
maddelerin yogun olarak kullanimima gecilmistir. Kisa siirede etkili olan ve alternatifleri de
bulunmayan bu sentetik pestisitlerden, ilk organik fosfathh insektisit olan TEPP
(Tetraethylpyrophosphate) Bernard Shrader tarafindan 1938’de bulunmustur. ilk organik
klorlu insektisit olan DDT ise 1874’te sentezlenmis ve Paul Miiller tarafindan 1939°da
insektisit 6zelligi kesfedilmistir (48).
[1k bitki gelisim diizenleyicilerden olan Etilen ve Asetilen 1937°de, ilk hormon

etkili olan 2,4-D ise 1942°de kesfedilmistir (47).

2.2.3. Kullanim ve Etkileri

Diinya pestisit pazarmin degeri yaklasik 30 milyon € dur. Diinya pestisit kullanimi1
Tablo 2.1 ve 2.2°de Ozetlenmistir. Herbisitler ve insektisitler en yaygin kullanilan
formiilasyonlardir. Kullanilan pestisitlerin %60°’dan fazlas1 sebzeler ve hububat ekili
alanlarda kullanilmaktadir. Global olarak pestisitlerin %55’t Kuzey Amerika ve Bati
Avrupa’da kullanilmaktadir, ancak Dogu Avrupa’da da dikkate deger bir artis
gozlenmektedir (49). Bat1 Avrupa’da 80 milyon hektarda tarimsal {iretim yapilmaktadir.
Bu alanin %350’den fazlasinda hububat iiretimi yapilmaktadir ve tiim alanlarda herbisit
kullanilirken , %60-80’nin de fungusit, %15-98’inde ise insektisit kullanilmaktadir (50).
Ingiltere’de hububat ekilen alanlarda hektara 3.8 kg pestisit ve 10 farkli aktif madde
kullanilmaktadir (51). Avrupa’da hektara diisen pestisit kullanim miktar1 en yiiksek olan
iilkeler Hollanda ve Yunanistan’dir. Yillik pestisit kullanimimi iklim kosullarina bagl

olarak siirekli degigsmektedir.
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Tablo 2.1. Diinyada pestisit kullaniminmn bolgelere gére dagilimi

BOLGELER PAZAR PAYI
KUZEY AMERIKA 29.4
DOGU ASYA 25.3
BATI AVRUPA 22.4
LATIN AMERIKA 15.3
DOGU AVRUPA 2.9
DIGER 4.7

Tablo 2.2. Diinya pestisit kullanimimin iiriinlere gore dagilimi

URUN KULLANIM YUZDESI
HERBISIT 49.6
INSEKTISIT 26.2
FUNGUSIT 19.5
DIGER 4.7

Ulkemizdeki pestisit pazar1 Avrupa iilkelerine oranla son derece kiigiiktiir. Yillik
tiiketim miktar1 hektara 400 — 700 gram civarindadir. Bu pazari parasal degeri diinya
pazarmin yiizde birinden azdir. Ancak iilkemizde tarimsal teknolojiyi ifade eden yogun
tarim yapilan Akdeniz, Ege gibi bdlgelerde tiiketim Tiirkiye ortalamasinin ¢ok tizerindedir.
Bu bolgelerde, pestisit kaynakli ¢evresel risk yiiksektir. Tiirkiye’de tarim ilaci (pestisit)
tilketimi, 1979’a gore 2002 yilinda %45,29’luk bir artis gostermistir (52).

Giliniimiizde kullanilan pestisitler, sadece esas hedefi artropodlara degil ayrica
omurgalilara ve memelilere de toksik olan genis etkili biyositlerdir. Calismamizda
kullandigimiz diger madde; bir organofosfor olan profenofos [O-4-bromo-2-chlorophenyl
O-ethyl-S-propyl phosphorothioate]” tur. Genis etkili bir organofosfor insektisit olan
profenofos; ayni zamanda hem zirai hem evsel amach kullanilan bir akarisit (akarlar1

Oldiiren pestisit)’ tir (53). Goreceli olarak diisiik bir plazma diizeyinde bile profenofos
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toksisitesinin Olimciil oldugu goriilmiistiir. Bu durumla ilgili olarak 6liimciil bir insan
vakas1 zehirlenmesinde yiiksek diizeylerde metabolit tesbit edilmesi profenofosun hizla
metabolize oldugunu gostermektedir (54). Profenofos mikrozomal enzimler ve NADPH ile

fosfooratat oksidasyonu ile aktiflenmektedir (55).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar ve Gruplandirma

Bu calisma, Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje Tarihi: 0.0.2009; Proje No: DA 09/30) ve Baskent Universitesi
Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir. Deneysel ¢aligmalar, Helsinki Bildirgesi ile
Baskent Universitesi Arastrma Merkezi Kurallarma ve Baskent Universitesi
Deneysel/Klinik Arastirma Ilkeleri'ne uygun olarak gerceklestirilmistir. Sprague-Dawley
tiirii sicanlar Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilmistir. Ortama aligmalarmin saglanmasi i¢in diyet uygulamasindan 10 giin 6nce
Baskent Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, Arastirma Unitesine
getirilen sigcanlar burada sicakligi (25+£2°C) ve bagil nemi (%32+7) sabit, vantilator ile
havalandirilan, 12 saat aydinlik / karanlik dongiisii uygulanan ortamda ve 2-3’erli olarak
standart sican kafeslerinde barmndirilmigtir. Bu siire boyunca sigcanlara standart yem
verilmis ve su kisitlamasi uygulanmamistir (ad libitum).

Calismada; 14 haftalik sicanlardan her grupta 10 adet erkek sigan olacak sekilde 3
grup olusturulmustur. ilk giin serum testosteron diizeylerini belirlemek iizere tiim
hayvanlarin kuyruk venlerinden 0,5 ml kan alinmistir.

Grup 1 (Kontrol Grubu): Bu grupta deneklere gavaj yoluyla yalnizca distile su
uygulanmistir. Normal kosullar altinda bir ay siire ile serbest besin ve suya ulagmalar1
saglanmustir.

Grup 2 (Profenofos Grubu): Bu grupta deneklere haftada 2 kez belirlenen giin ve
saatte 17 mg/kg dozunda profenofos ( Pestanal, 45632-Fluka, Isvec) gavaj yoluyla bir ay
stire ile uygulanmustir.

Grup 3 (MCPA Grubu): Bu grupta her giin belirlenen giin ve saatte 190 mg/kg
dozunda MCPA (4-Chloro- 2 Methylphenoxacetic acid, 25190, Fluka, Isveg) gavaj yoluyla
bir ay siire ile uygulanmstir.

Calismada yer alan tiim hayvanlar 60 mg/kg ketamin hidrokloriir ve 10 mg/kg
ksilazin hidroklorit kullanilarak anesteziye edildikten sonra sakrifiye edildi. Sicanlardan
cikarilan testis dokusu Ornekleri kiiglik parcalara ayrilarak elektron mikroskopta
incelenmek tizere fosfat tamponlu % 2°lik gluteraldehit tespit soliisyonuna (pH 7,4) alindi.

Hayvanlardan ilk giin ve son giin alman kanlar serum toplam ve serbest testosteron
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diizeylerinin dlgiilmesi i¢in Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’na

gonderildi.

3.2. Elektron Mikroskop Yontemi

3.2.1. Gluteraldehit Tespit Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Dokularm ilk

Tespiti

Sorenson’ un fosfat soliisyonunun hazirlanmasi

Sol. A: Sodyum fosfat dibazik (Na2HPO4.2H,0) 0,946 gr
Distile su 100ml
Sol. B: Potasyum fosfat monobazik (KH,POy4) 0.0906 gr
Distile su 100ml

80 ml Sol. A + 20 ml Sol. B birbirine eklenerek elde edilen 100 ml soliisyon
gerektiginde bu soliisyonlardan ilave edilerek pH’s1 7.4 olacak sekilde ayarlandu.

Gluteraldehit tespit soliisyonunun hazirlanmast:

92 ml Sorenson fosfat tamponuna 8 ml %25’lik Gluteraldehit eklenerek 100 ml
fosfat tamponlu tespit soliisyonu elde edildi.

Dokular, bu soliisyonda 30 dakika bekletilip sertlesmeleri saglandiktan sonra, bir
mm’’liik parcalara boliindii ve bir saat daha gluteraldehit soliisyonunda bekletilerek ilk
tespitleri saglandi. Bunu izleyerek ornekler 5 dakika siire ile Sorenson Fosfat Tamponu ile

3-4 defa degistirilerek yikandu.

3.2.2. Osmiyum Tetroksit Soliisyonunun Hazirlanmas1 ve Dokularin ikinci

Tespiti:

%?2’lik Osmiyum Tetroksit Soliisyonunun Hazirlanmast:

Osmiyum tetroksit (OsO4) 0.1gr

Distile su 5ml

Bir kisim Sorenson fosfat tamponu ve bir kisim yukarida hazirlanan %2’lik
osmiyum tetroksit karistirilarak ikinci tespit (postfiksasyon) soliisyonu elde edildi.

Dokular bu soliisyonda bir saat bekletilerek tespitleri ve boyanmalar1 saglanmis
oldu.
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3.2.3. Dehidrasyon ve Blok Olusturulmasi:

Dokular osmiyumla tespitten sonra, fazla suyun uzaklastirilmasi igin, artan

derecelerdeki etil alkol serilerinden gegirildiler.

%25’1ik alkol 10 dakika
%50’lik alkol 10 dakika
%75’lik alkol 10 dakika
%100 ’lik alkol 30 dakika
%100 ’lik alkol 30 dakika
%100 ’lik alkol 30 dakika
%100 ’lik alkol 30 dakika
Propilen oksit 5 dakika

Propilen oksit + gdmme materyali

doku i¢ine gecisi saglandi).

Gomme Materyalinin Hazirlanmasi

30 dakika (gomme materyalinin

Araldit CY 212 10 ml
DDSA 10 ml
BDMA 0.5 ml
Dibiitil fitalat 1 ml

Bu karisima alinan dokular 2 saat rotatorda oda i1sisinda karistirildi. Son olarak
dokular ayn1 karisim ile gdmme kapsiiliine gomiildii. Siire sonunda dokular 56 derecede
etiiv icinde 48 saat bekletildi.

Hazirlanan bloklar da Leica ultramikrotom ile 1,5 um’lik yar1 ince kesitler alind1 ve
toluidin mavisi ile boyand1 ve incelenecek bdlgeler belirlenerek isaretlendi. Bu bdlgelerden
70-90 nm’lik ince kesitler bakir gridler iizerine alindi. Alinan kesitler kontrast saglamak
icin, uranil asetat ve kursun sitrat ile boyanarak LEO 906E EM elektron mikroskopta

degerlendirilerek fotografland.
3.3. Biyokimyasal Analiz

Deney sirasinda alinan kan Ornekleri 1000 x g’ de 10 dakika santriflij edildi ve
ayrilan serum Ornekleri calisma yapilincaya kadar -20 derecede saklandi. Calismada;
Toplam Testosteron Ol¢timleri DPC Immulite® 2000; Serbest Testosteron Olclimleri ise

DIAsource marka kit kullanilarak RIA (Radyoaktif Immun Assey) yontemiyle yapildi.
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3.4. istatistiksel Analiz

Veriler oncelikle tanitici istatistikleri alinarak degerlendirilmistir, daha sonra veriler
parametrik test uygulanabilmesi i¢in gerekli on sartlardan normallik varsayimi kontrol
edilmistir. Shapiro-Wilk normallik testi sonuglarma gore verilerin normal dagilmadigi
tespit edilmistir. Boylece parametrik olmayan istatistiki yontemlerin kullanilmasina karar
verilmistir. Hayvanlarin ilk giin ve son giin serum toplam ve serbest testosteron diizeyleri
Olgtimii bagimli iki grup medyanlar1 arasindaki farkliliga Wilcoxon Z (bagimli iki grup)
istatistigi kullanilarak degerlendirilmistir. Serbest ve toplam testosteron dlgiimlerinin 6nce
ve sonrasinda kontrol, profenofos ve MCPA’nin meydanlarinin karsilastirilmasi Kruskal

Wallis (bagimsiz ii¢ grup) testi uygulanarak, istatistiksel olarak karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Elektron Mikroskop Bulgularn

4.1.1. Kontrol Grubu Bulgulan

Ince yapi1 diizeyinde testis degerlendirmelerimizde kontrol grubunda farkli gelisim
evrelerinde spermatidler, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinin normal yap1
sergiledikleri goriildii. Spermatogenez siirecinin stirekligini korudugu seminifer tiibiillerde,
yuvarlak spermatidlerde akrozomal vezikiiliin sekillendigi ayirt edildi. Golgi birlesiginin
altinda olusan akrozomal vezikiiliin heterokromatinden zengin hale gelen spermatid
cekirdegini 6n kutbundan sardig1 ve sitoplazmada daginik yerlesen irili ufakl vezikiillerin
akrozomal kesenin olustugu kutupta gruplar olusturdugu ayirt edildi. Yuvarlak spermatidin
cevredeki gelismekte olan hiicrelerle oluklu baglantilarla (gap junctionlarla) baglantisini
korudugu izlendi (Sekil 4.1). Ileri gelisim asamasinda olan spermatidlerde (ge¢
spermatidlerde) ¢ekirdek kromatininin yogunlastigi, gelismekte olan akrozomal vezikiiliin
zit kutbunda sentriyoliin yerlesim gosterdigi izlenirken spermiyogenez siirecine yaklasan
spermatidlerde orta parganin tam olarak sekillendigi ve mitokondriyonlarin diizenli
konumlandiklar1 ayirt edildi (Sekil 4.2). Kiiciik biiylitmeli resimde seminifer tiibiiliin bazal
laminasi lizerinde yerlesim gosteren Sertoli hiicresi ve interstisiyel alandaki Leydig hiicresi
cekirdek, c¢ekirdek¢ik ve organel dagilimlar1 bakimindan alisilagelmis normal yap1
Ozelliklerini gosteriyordu (Sekil 4.3). Biiyiik biiylitmelerde bazal lamina tizerinde yerlesik
Sertoli hiicresi okromatinden zengin c¢ekirdegi belirgin ¢ekirdek¢igiyle ayirt edilirken
sitoplazmada mitokondriyonlar ve birka¢ elektron yogun graniiliin varlig1 izlendi (Sekil
4.4). Interstisiyel bag dokusunda Leydig hiicrelerinin biiyiik biiyiitmeli resminde ¢ekirdek
ve cekirdekg¢iklerinin kromatin dagiliminin ve organelllerinin dogal yapida ve kapillerlere
yakim yerlesimli oldugu goriildii (Sekil 4.5). Bu bulgular spermatogenez siirecinin saglikli

olarak siiregeldigini diisiindiirdii.
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Sekil 4.1. Kontrol grubu elektron mikrografi

Seminifer tiibil duvarindaki yuvarlak spermatidde (YS), ¢ekirdek (C) 6n kutbunda gelismekte olan
akrozomal vezikiil (=), Golgi birlesigi (Go), sitoplazmada igersine dagilmis vezikiiller (V), mitokondiyonlar
(M), otofajik vakuol (M), graniillii endoplazma retikulumu (GER) ve diger hiicrelerle olan oluklu baglanti
(») goriilityor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiylitme X3597).
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Sekil 4.2. Kontrol Grubu elektron mikrografi

fleri gelisim asamasinda olan spermatidlerde (S) yogunlasan gekirdek (C) kromatini, akrozomal vezikiiliin
() z1t kutbunda sentriyol (M), spermiyogenez siirecine yaklasan spermatidlerde kuyruk orta parcasinda ({)
diizenli yerlesim gosteren mitokondriyonlar (M) ayirt ediliyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiylitme
X3597).
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Sekil 4.3. Kontrol Grubu elektron mikrografi

Seminifer tiibiil bazal laminast (BL) lizerinde yerlesim gosteren Sertoli hiicresi Okromatinden zengin
¢ekirdegi (C), belirgin cekirdek¢igi (¢), sitoplazmaya dagilan mitokondriyonlar1 (M) ile ayirt ediliyor.
Interstisyel bag dokusunda Leydig hiicreleri (LH) belirgin cekirdek (C) ve gekirdekgikleri () izleniyor
(Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal bilyiitme X2784).
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Sekil 4.4. Kontrol Grubu elektron mikrografi
Biiyiik biiyiitmede seminifer tiibiiliin bazal laminas1 (BL) {izerindeki Sertoli hiicresi (SH) okromatinden

zengin ¢ekirdegi (C), belirgin ¢ekirdekgigiyle (¢) izlenirken sitoplazmada mitokondriyonlar (M) ve elektron
yogun graniiller (+) goriiliiyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiylitme X2784).
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Sekil 4.5. Kontrol Grubu elektron mikrografi

Biiyiik biiylitmede interstisiyel bag dokusunda Leydig hiicrelerinin (LH) ¢ekirdek (C) ve ¢ekirdekgiklerinin
(¢) kromatin dagilimi, sitoplazmadaki mitokondriyonlar (M), yogun matriksli graniiller (Gr) ve hiicrelerin
yakininda yerlesim gosteren kapiller endotel hiicresi (End) normal goériiniimlii ¢ekirdegi (C) ile gosteriliyor
(Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal bilyiitme X4646).
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4.1.2 Profenofos Grubu Bulgulan

Profenofos’un testis ince yapisina etkilerini degerlendirdigimiz grupta bir grup
seminifer tlibil normal yapisin1 korurken diger bazi tiibiillerde belirgin yapisal
degisiklikler dikkati ¢ekti. Biitiinliiglinii koruyan tiibiillerde bazi yuvarlak spermatidlerde
akrozom vezikiiliniin gelismekte oldugu izlendi. Bu grupta bazal laminanin homojen
yapismi kaybettigi ve yer yer elektron yogun goriiniim sergiledigi aymrt edildi. Yapisal
hasarm izlendigi tiibiillerde spermatogenik seriyi olusturan hiicreler arasinda belirgin
bosluklarin sekillendigi ve seminifer epitelin biitiinliigiinii koruyamadig1 dikkati cekti
(Sekil 4.6). Ozellikle spermatogenez asamasimdaki spermatidlerin mitokondriyonlarmda
belirgin sisme ve kristalizis izlenirken ayrica hiicre sitoplazmalarinda rezidiiel cisimlerin
varlig1 belirlendi (Sekil 4.7). Biiyiik biiyiitmede Sertoli hiicre ¢ekirdeginin normal yapisini
yitirdigi yer yer heterokromatinden zengin oldugu goriiliirken sitoplazmasinda sismis
(dev) kristalizisli mitokondriyonlar ve rezidiiel cisimler izlendi (Sekil 4.8). Seminifer tiibiil
bazal laminasinin bazi alanlarda kontrol grubundan farkli olarak dalgali (ondiilalr)
goriiniim sergiledigi ve yer yer ayrilmalarin oldugu goézlendi. Bu tiibiilllerin duvarmi
olusturan hiicrelerde rezidiiel cisim olusumu, iri lipid damlaciklari, yaygm vakuolizasyon
izlenirken, mitokondriyonlarin sisme ve kristalizis ile birlikte simit ya da g¢entikli gibi
anormal bi¢imlerde olduklar1 dikkati ¢ekti. Ara bag dokusundaki Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalarinin az yogun boyandig1 (elektron gegirgen oldugu), kristalizisli
mitokondriyonlara ve otofajik vakuollere sahip oldugu goriildii (Sekil 4. 9).

Profenofos uygulamasinin spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerde olusturdugu
yapisal hasarin yan1 sira Sertoli hiicrelerindeki belirgin yapisal bozunmalara neden oldugu
izlendi. Bu bulgu kan-testis bariyerinin bozulmasmin gostergesi olarak diisiiniildii ve
profenofos’un spermatogenez siirecini olumsuz etkiledigini gosteren bir ince yap1 bulgusu

oldugu belirlendi.
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Sekil 4.6. Profenofos Grubu elektron mikrografi

Resmin sag tarafinda biitiinligiinii koruyan seminifer tiiblilde primer spermatosit (PS) ve yuvarlak
spermatidlerde (YS) akrozomal vezikiil (=) goriiliiyor. Iki tiibiiliin sirmi olusturan bazal laminanin (BL)
elektron yogun boyandigi ayirt ediliyor. Resmin sol yarisindaki seminifer tiibiil duvarini olusturan hiicreler
arasinda belirgin bosluklar (@) ve liimene yakin alanda apopitotik olusum (%) izleniyor (Uranil asetat -
Kursun sitrat, orijinal biiyiitme X1293).
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Sekil 4.7. Profenofos Grubu elektron mikrografi

Spermatogenez asamasindaki spermatidlerin ¢evre hiicrelerinde sismis kristalizisli mitokondriyonlar (M) ile
birlikte hiicre sitoplazmalarinda rezidiiel cisimlerin (Rc) varligt belirlendi (Uranil asetat - Kursun sitrat,
orijinal biiyiitme X1293).
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Sekil 4.8. Profenofos Grubu elektron mikrografi

Biiyiik biiyiitmede bazal membran (BM) tizerindeki anormal Sertoli hiicre (SH) cekirdegi (C), sitoplazmada
anormal sekilli, iri ve kristalizisli mitokondriyonlar (M), residiiel cisim (Rc) gosteriliyor (Uranil asetat -
Kursun sitrat, orijinal biiyiitme X4646).
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Sekil 4.9. Profenofos Grubu elektron mikrografi

Seminifer tiibiil bazal laminasmin (BL) diizensiz seyirli (3) oldugu ve yer yer ayrilmalarin oldugu gézlendi.
Bu tiibiilllerin duvarini olusturan hiicrelerde rezidiiel cisim (Rc) olusumu, iri lipid damlaciklar (L), yaygin
vakuolizasyon (Va) izlenirken, mitokondriyonlarin (M) sisme ve kristalizis ile birlikte simit sekilli ya da
¢entikli anormal sekilli olduklar1 dikkati ¢ekti. Ara bag dokudaki az yogun boyanan Leydig hiicresi (LH)
kristalizisli mitokondriyonlar (M) ve otofajik vakuol (M) olusumu izleniyor (Uranil asetat - Kursun sitrat,
orijinal biiyiitme X 2784).
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4.1.3. Metil fenoksi kloro asetik asit (MCPA) Grubu Bulgulan

MCPA uygulanan deney grubunun testis ince kesitlerinde; seminifer tiibiil epitelini
olusturan hiicreler arasinda bir Onceki gruba benzer olarak bosluklarm varhigi goriildi.
Farkli gelisim evresindeki spermatogenik hiicrelerin bazilarinda kromatinin ¢ekirdek zar1
altinda yogunlastig1 belirlendi. Seminifer tiibiiliin bazal laminasinda dalgali goriiniim ve
bolgesel kalinlasma dikkati ¢ekti (Sekil 4.10). Farkli alan degerlendirmelerinde yer yer
seminifer tiibiil duvarinda daha az yapisal hasar izlendi. Ancak bazal lamina seyrinde
diizensizlik bu tiibiillerde de ayirt edildi. Spermatogonyumlarin ve spermatositlerin
mitokondriyonlarinda kristalizis, hiicreler arasinda acilmalar izlendi. Bu grupta interstisyel
alandaki Leydig hiicrelerinin elektron yogun sitoplazmalarinda vakuolizasyon goriildii
(Sekil 4.11). Yapisal hasarm belirgin oldugu tiibiillerde biiyiik biiylitmelerde primer
spermatositler arasinda bosluklar, sitoplazmalarinda vakuoller, hiicre sinirlarindaki
diizensizlik saptandi (Sekil 4.12-13). Ge¢ spermatidlerin normalde Sertoli hiicreleri ile
iligkili olmasi1 gerekirken bazi tiibiillerde ayrik yerlesim gosterdikleri izlendi (Sekil 4.14).
Diger gruplardan ayricali olarak gec spermatidlerin bazilarinda sitoplazmada lipid
damlaciklarinin birikimi dikkati c¢ekti (Sekil 4.15). Tunika propriya iizerinde yerlesik
spermatogonyumlarda dejenerasyonun yani sira mitokondriyonlarda kristalizis, sisme ve
vakuolizasyon gozlendi. Hiicreler arasi bosluklarin genisledigi, spermatositler arasi
baglant1 birimlerinde ag¢ilmalarin oldugu belirlendi (Sekil 4. 16). Kiiclik ve biiyiik
biiylitmedeki incelemelerde ara bag dokuda kollajen lif artisi dikkati c¢ekti. Tunika
propriya ve bazal membranin normal yapida oldugu belirlendi (Sekil 4.17-18). Interstisiyel
alandaki Leydig hiicrelerinin sitoplazmasmim az yogun boyandigi, mitokondriyonlarda
dejenerasyonun yani sira ¢ok sayida lizozomun varhigi ilgiyi ¢ekti. Profenofosdan ayricali
olarak bazi1 Leydig hiicrelerinde apoptozis belirlendi (Sekil 4. 19).

MCPA uygulanan grupta spermatogenik seriyi olusturan hiicreler arasinda
bosluklar, hiicresel dejenerasyon profenofosa karsin hiicrelerde yapisal hasar biraz daha

belirgindi.
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Sekil 4.10. MCPA Grubu elektron mikrografi

Testiste seminifer tiibiil bazal laminasinda (BL) diizensiz seyir (3), tiibiil duvarmdaki hiicreler arasi bosluk
(®) Farkl1 gelisim evresindeki spermatogenik hiicrelerinin bazilarinda kromatinin ¢ekirdek (C) zar altinda
yogunlastigl, yer yer bazi hiicrelerin sitoplazmasinda vakuolizasyon (Va) ve kristalizisli mitokondriyonlar
(M) goriiliiyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiylitme X1293).

38



Sekil 4.11. MCPA Grubu elektron mikrografi

Seminifer tiibiilde bazal membran (BM) seyrinde diizensizlik (3), hiicreler arasinda agilmalar (@),
spermatogonyumlarm (SG) ve spermatositlerin (S) mitokondriyonlarmda (M) kristalizis, interstisiyel
alandaki koyu sitoplazmali Leydig hiicrelerinde (LH) vakuolizasyon (Va) ayirt ediliyor (Uranil
asetat&Kursun sitrat X1670).
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Sekil 4.12. MCPA Grubu elektron mikrografi

Yapisal hasarin belirgin oldugu tiibiiller de biiyiik biiylitme de gelismekte olan hiicreler arasinda bosluklar
(@), sitoplazmalarinda vakuoller (Va) gosteriliyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal bityiitme X2156).
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Sekil 4.13. MCPA Grubu elektron mikrografi

Biiyiik biiyiitmede primer spermatosit (PS) sitoplazmasinda vakuoller (Va) hiicreler arasinda bosluklar ()
gosteriliyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiylitme X2784).
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Sekil 4.14. MCPA Grubu elektron mikrografi

Yapisal hasarm ileri derecede izlendigi tiibiillerde primer spermatositler (PS) arasinda bosluklar (@) geg
spermatidlerin (S), Sertoli hiicreleri ile olan baglantilarm yitirdikleri ayirt ediliyor (Uranil asetat - Kursun
sitrat, orijinal bliylitme X2156).
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Sekil 4.15. MCPA Grubu elektron mikrografi

Seminifer tiibiil duvarindaki ge¢ spermatidlerin (S) bazilarinda sitoplazmada lipid damlaciklar1 (L),
vakuoller (Va) birikimi, hiicreler arasi agilmalar (@) izleniyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal bityiitme
X1670).
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Sekil 4.16. MCPA Grubu elektron mikrografi

Tunika propriya (Tp) iizerinde yerlesik spermatogonyumlarda (SG) vakuolizasyon (Va), mitokondriyonlarda
(M) kristalizis, hiicreler arasi bosluklarin (@), spermatositler arasi baglanti birimlerinde dilatasyonun (M)
oldugu goriilityor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiyiitme X2784).
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Sekil 4.17. MCPA Grubu elektron mikrografi

Testiste tunika propriya (Tp), kollajen lif (KL) artis1 ve bazal lamina (BL) goriiliiyor (Uranil asetat - Kursun
sitrat, orijinal biiylitme X1670).
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Sekil 4.18. MCPA Grubu elektron mikrografi

Biiyiik biiyiitmede kollagen lif (KL) dagilimi izleniyor (Uranil asetat - Kursun sitrat, orijinal biiylitme
X2784).
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Sekil 4.19. MCPA Grubu elektron mikrografi

Interstisyel alandaki agik sitoplazmali Leydig hiicreleri (LH), cekirdekleri (C), kirtalizisli mitokondriyonlar
(M), lizozomlar (Lz) izlenirken apopitotik Leydig hiicreleri (%) varligt ayirt ediliyor (Uranil asetat - Kursun
sitrat, orijinal biiylitme X3597).
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Serbest testosteron Ol¢limiinde testosteron degeri kontrol grubu ilk dlgiimleri i¢in
3.4600= 1.73 pg/ml, kontrol grubu son dlgiimleri i¢in 2.0700 £ 2.80 pg/ml dir. Profenofos
grubu serbest testosteronun ilk Slctimleri i¢in 6.3300+3.64 pg/ml ve son Olciimleri
1.85+1.40 pg/ml olarak tespit edilmistir. MCPA ilk Ol¢timleri igin 3.59+ 1.98 pg/ml
araliginda iken uygulama sonrasi serbest testosteron degeri 2.49+2.16 pg/ml’dir (Tablo
4.1).

Toplam testosteron Ol¢iimiinde testosteron degeri kontrol grubu ilk Olglimleri
22391+112.44 ng/dl, kontrol grubu son Olgiimleri 109.11+77.79 ng/dl olarak
Olciilmiistiir.  Kontrol grubu serbest ve toplam testosteron dlglimleri arasinda istatistiki
olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.20).

Profenofos grubunun toplam testosteron ilk oOlctimleri1 369.10 £234.62 ng/dl
araligindayken uygulama sonrasi toplam testosteron diizeyi 108.18 £ 53.88 ng/dl olarak
belirlenmistir. Serbest ve toplam testosteron Ol¢iimiinde testosteron degeri profenofos
grubu 6nce ve sonrasinda (p<0,05 oldugundan) istatistiki olarak anlamli bir farklilik vardir
(Tablo 4.1).

MCPA grubunda toplam testosteron degeri 222.85+ 102.01 ng/dl ve uygulama
sonrast MCPA 201.62+164.79 ng/dl’dur. Serbest ve toplam testosteron Ol¢iimiinde
testosteron degert MCPA grubu 6nce ve sonrasinda (p<0,05 oldugundan) istatistiki olarak

anlaml bir farklilik vardir (Tablo 4.1) (Sekil 4.21).

48



Tablo 4.1. Serbest Testosteron ve Toplam Testosteron diizeylerinin uygulama 6ncesi ve
uygulama sonrasi istatistik degerlendirmelerin 6zetlenmesi (Willcoxon z

istatistig1)
Ornek Standart Standart Min- WILLCOXON | Anlamlilik
Ortalama Medyan
genisligi sapma hata maks Z (p)
SERBEST TESTOSTERON 32—
. 4.2600 10 0.80028 0.25307 4.1500
GRUP 1 ONCE 5.80
-1.071 0.309
SERBEST TESTOSTERON 3.87 -
4.5860 10 0.57371 0.18142 4.4550
GRUP 1 SONRA 5.80
SERBEST TESTOSTERON 1.06-
. 6.3300 10 3.64022 1.15114 3.6300
GRUP 2 ONCE 8.40 .
-2.547 0.011
SERBEST TESTOSTERON 0.4660-
1.8500 10 1.40337 .44378 1.0435
GRUP 2 SONRA 19.300
SERBEST TESTOSTERON 0.5550-
. 3.5900 10 1.98520 62777 0.203
GRUP 3 ONCE 4.4800 .
1.274 0.020
SERBEST TESTOSTERON 0.52 -
2.4900 10 2.16562 .68483 0.1970
GRUP 3 SONRA 6.25
TOPLAM TESTOSTERON 213-
. 244910 10 26,50367 8,38120 242
GRUP 1 ONCE 301
-1.071 0.720
TOPLAM TESTOSTERON 169-
238.900 10 35,48536 11,2215 240.5
GRUP 1 SONRA 312
TOPLAM TESTOSTERON 106-
. 369.1000 10 234.62710 | 74.19560 363
GRUP 2 ONCE 840 .
-2.497 0.013
TOPLAM TESTOSTERON 46-
108.1800 10 53.88953 17.04137 104.35
GRUP 2 SONRA 193
TOPLAM TESTOSTERON 55-
. 222.8500 10 102.01200 | 32.25903 203
GRUP 3 ONCE 443 .
-0.764 0.045
TOPLAM TESTOSTERON 52-
201.6200 10 164.79365 | 52.11233 197
GRUP 3 SONRA 625

" p<0.05
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Sekil 4.20. Gruplar arasinda uygulama Oncesi ve uygulama sonrasi serbest testosteron

diizeyi
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Sekil 4.21. Gruplar arasinda uygulama Oncesi ve uygulama sonrasi toplam testosteron

diizeyi.
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Tablo 4.2. Serbest ve Toplam Testosteron Olglimlerinin dnce ve sonrasinda kontrol

(Grup 1), profenofos (Grup 2) ve MCPA (Grup 3) gruplarmin istatistiksel

olarak degerlendirilmesi.

Ortalama
GRUPLAR N rank Ortalama | Medyan | Standart | Kruskal p
o . Hata Wallis
degerleri
Grup 1 10 12.65 3.46 3.25 0.55
Serbest
Testosteron Grup 2 10 20.65 6.33 6.05 115 5.161 0.076
once
Grup 3 10 13.20 3.59 4.00 0.62
Grup 1 10 5.50 2.07 0.60 0.88
Serbest
Testosteron Grup 2 10 17.90 108.18 104.35 17.04 21.123 0.000"
sonra
Grup 3 10 23.10 261.62 197.00 52.11
Grup 1 10 13.80 223.91 221 35.55
Toplam
Testosteron Grup 2 10 19.20 369.10 363.00 74.19 2.658 0.265
sonra
Grup 3 10 13.50 203.00 203.00 32.25
Grup 1 10 13.30 109.11 86.75 24.60
Toplam
Testosteron Grup 2 10 13.20 108.12 104.35 17.04 3.92 0.141
sonra
Grup 3 10 20.00 201.62 197.00 52.11
" p<0.01
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Kruskal Wallis tablosu sonuglarina gore Serbest Testosteron i¢in ilk hallerinde
(x?=5.161, p=0.076) p>0,05 olarak bulunmustur (Ho kabul). Buna gore, gruplara gore

testosteron ortalamalar1 bakimmdan en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu
sOylenemez (Tablo 4.2).

Kruskal Wallis tablosu sonuglarma gore Serbest Testosteron igin son hallerinde
7>=21.123, p=0.000) p<0,05 olarak bulunmustur (Ho red). Buna gére, gruplara gore

testosteron ortalamalar1 bakimindan en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu soylenir

(Tablo 4.2). Hangi gruplar arasinda farklilik oldugu tablo 4.3’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Gruplar aras1 ndaki anlamli ¢ikan degiskenlerin ¢coklu karsilastirma sonuglar

Grup1 — Grup 2 <0.05*
Grup1 — Grup 3 <0.05*
Grup2 — Grup 3 <0.05*

Kruskal Wallis tablosu sonuglarina gére Toplam Testosteron i¢in ilk hallerinde
(x> =2.658, p=0.265) p>0,05 olarak bulunmustur (H, Kabul). Buna goére, gruplara gore

testosteron ortalamalar1 bakimindan en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu
sOylenemez.

Kruskal Wallis tablosu sonuglarina gore Toplam Testosteron i¢in son hallerinde
( x7=3.920, p=0.141) p>0,05 olarak bulunmustur (H, Kabul). Buna gore, gruplara gore

testosteron ortalamalar1 bakimindan en az bir grubun digerlerinden farkli oldugu

sOylenemez.
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5. TARTISMA

Pestisit, EPA (Environmental Protection Agency) tarafindan herhangi bir zararliy1
uzaklagtirmak, azaltmak, baskilamak ya da bozmak i¢in kullanilan bir madde ya da madde
karigimi olarak tanimlanmaktadir. Pestisit; kimyasal bir maddenin yani sira, viriis ya da
bakteri gibi biyolojik ajan da olabilmektedir (56). Pestisitler, dogal kaynaklardan elde
edilebildigi gibi sentetik olarak da iiretilmektedir.

Profenofos, 1yi bilinen bir organofosforlu pestisid olup 20 yildan fazla bir siiredir
pamuk ve tiitlin Lepidopteron bdceklerini kontrol amaciyla tarimda kullanilmaktadir.
Profenofosun akut toksik etkisi asetilkolin esteraz aktivitesinin inhibisyonudur, bu da
insanlarda toksisite ile sonu¢lanmaktadir (57).

Bu organofosforlu pestisitler bazi iilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunlarin yalnizca genotoksik ajanlar olmayip pek cok biyokimyasal yolagi da olumsuz
etkiledigi bildirilmistir. 2006 yilinda yayinlanan bir ¢alismada in vitro kosullarda insan
periferik kaninda apoptoz ve nekroz arastirilmistir. Immiin hiicrelerin istatistiksel olarak
anlaml 6l¢iide organofosforlu pestisitlerden olumsuz etkilendigi bildirilmistir (58).

Somatik ve germ hiicre kromozomlar1 iizerinde farkli organofosforlu pestisitlerin
etkilerini degerlendirmek i¢in yapilan arastirmada siklikla buprofezin, petrol yagi ve
profenofos bilesikleri se¢ilmistir. Bu kimyasallar letal dozlarinin 1/4 °1, 1/8’1 ve 1/16°1
oraninda kemik iligi hiicre kiiltiiriine uygulandiginda 24 saat sonra dozdan bagimsiz olarak
somatik kromozomal sapmanin profenofos uygulanan gruplarda arttigi bildirilmistir.
Aragtirmacilar profenofos uygulanan grupta germ hiicrelerinde de profenofosun
kromozomal sapmalarda daha etkin oldugunu bildirmislerdir (59).

Organofosfor grubu maddelerin erkek genital sistemine Ozellikle de
spermatogeneze etkisi bilinmektedir. Profenofosun, spermatogeneze etkisini yapisal
diizeyde belirlemek amaciyla sicanlar iizerinde bir ¢calisma yapilmis ve testikiiler epitel ile
Leydig hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler saptanmistir (7).

Sican testisi tlizerinde yapilan histomorfolojik ¢aligmada organofosfor insektisit
kirleticilerden kinalfos testis germinal epitelinde dejeneratif degisikliklerle birlikte
seminifer tiibiillerinin ¢apinda da daralmaya neden olmus ve testikiiler atrofi olusturmustur
(60).

Ureme bazindaki toksisitesini gdstermek amaciyla profenofos farelere verilmis ve

spermatogonal hiicrelerde kromozomal anomaliler ve sperm anormallikleri tespit
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edilmistir. Kromozomal anomalide anlamli artis, spermatogonal hiicrelerde; sperm
anormalliklerinde anlamli artig ve sperm say1 ve hareketinde anlamli diisiis ile spermlerde
yapisal hasar gosterilmistir (61).

Organofosfor insektisitlerin (klorprifos metil, diazinon, profenofos) erkek iireme
sistemi lizerindeki etkilerini aragtirmak iizere siganlar iizerinde bir ¢alisma yapilmistir.
Calismada, erkek iireme organlarmin agirliklar1 6lgiilmis, cinsiyet steroid hormonlarin
seviyesine bakilmig, spermatozoalarin morfolojileri degerlendirilmis ve histopatolojik
degerlendirme yapilmistir (2). Sonug olarak organofosfor pestisitlerin testis ve vezikula
seminalis agirliklar1 iizerine etkilerinin doza bagimli oldugu ve 50 ppm dozda iken testis ve
vesicula seminalis’in agirliklar1 {izerinde belirgin derecede azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Ayrica yiizde olarak en fazla etkiye neden olan organofosfor bilesigin
diazinon oldugu ve testis agirhiginda 9%62.2 ; vezikula seminalis agirhiginda %64.5
oraninda azalmaya neden oldugu saptanmustir. Diger taraftan, epididimis ve prostat
bezlerinin agirhiklarinda belirgin bir degisiklik gdézlenmemistir. Aym1 ¢alismada serum
asetilkolin esteraz diizeylerine de bakilmistir ve biitiin organofosfor pestisitlerin serum
kolinesteraz diizeyinde belirgin azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Serum kolinesteraz
iizerindeki inhibitor etkisi yiizde olarak en fazla olan yiiksek konsantrasyonlardaki
diazinondur; bunu sirastyla CPM ve profenofos takip eder (62).

Bizim calismamizda da profenofos grubunun elektron mikroskobik incelemelerinde
seminifer tiibiil epitelinde dejeneratif degisiklikler saptanmistir. Seminifer tiibiil
hiicrelerinde ¢ok sayida iri rezidiiel cisim olusumu, iri lipid damlaciklari, yaygin
vakuolizasyonla birlikte mitokondriyonlarda anormal sekil, sisme ve kristalizis
goriilmiistiir. Ayrica interstisiyel dokudaki Leydig hiicrelerinde mitokondriyal
dejenerasyon ve otofajik vakuollerin varligi belirlenmistir. Profenofos spermatogenezi
olumsuz etkilemis, spermatogenik seriyi olusturan hiicrelerin arasinda biiylik bosluklarin
sekillendigi goriilmiistiir. Sertoli hiicrelerinde de c¢ok sayida rezidiiel cisim olusumu ve
mitokondriyonlarinda ileri derecede kristalizis belirlenmistir. Seminifer tiibiil bazal
laminasinda da dejeneratif degisiklikler gézlenmis olup bazi tiibiillerde bazal lamina
seklinin diizensizlestigi ve yer yer ayrilmalarin oldugu saptanmistir. Ara bag dokudaki
Leydig hiicrelerinde yer yer mitokondriyonlarda matriks kondensasyonundaki artigin yani
sira sisme ve vakuol olusumu dikkati cekmektedir. Bu yapisal dejeneratif olgularm yani
sira testosteronun biyokimyasal ve istatistiksel olarak anlamli derecede azalmasi
spermatogenezi olumsuz yonde etkileyerek spermin saglikli gelisimini engelledigini ve

pestisit aracil infertiliteye neden olabilecegini diisiindiirmektedir.
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2000’de Sarkar ve arkadaglarinin, 2001°de Gore’nin calismalarinda da iireme
islevlerini bozan pek ¢ok ¢evresel kimyasalin ayn1 zamanda merkezi sinir sistemi {izerinde
de olumsuz etkileri oldugunu bildirmislerdir. Bu maddelerin néroendokrin bozucular
olarak hipotalamo-pituiter-gonadal yolakta etkili oldugunu bildirmislerdir (62,63).

1953’te Herken ve Neubert’in ¢aligmalarina gore organofosforlar; asetilkolin
esteraz inhibisyonu yoluyla ndéroendokrin bozucu olarak islev goriirler ve beyinde
asetilkolin seviyelerinin artmasina neden olurlar (63). 2003’te Karanth ve Pope, 2004’te
McDaniel ve Moser, 2007°de Farag ve arkadaslarinin ¢alismalarinin sonucunda
organofosfora etkin birakilan siganlarda kolinesteraz aktivitesinin belirgin sekilde azaldigi
goriilmiistiir (64-67).

Lyons’un 1999 yilinda yaptigi calismada, organofosfor pestisitlerin
asetilkolinesteraz aktivitesini azaltic1 ve sinir uyarilarimi engelleyici etkisi ile gonadotropik
hormonlar1 uyaran hormon salinimmin azalmasi ile baglantili oldugunu bildirmistir (68).
Bu veriler biyokimyasal analizlerimizde plazma testosteron seviyesinin anlamli dlgiide
diisiik olmasinin bir nedeninin de gonadotropin uyaran hormonlar serumda azalmasindan
kaynaklandigini diistindiirmiistiir.

Yiiksek konsantrasyonda organofosfor pestisit uygulanan sicanlarda sperm motilite
yiizdeleri belirgin sekilde azalmistir ve en az insidans diazinon’da saptanmistir (2). Fertil
ve infertile erkekler arasindaki ayriminin yapilmasinda; sperm konsantrasyonundan ¢ok;
sperm morfolojisine bakmanin daha anlamli oldugu ¢aligmalarda belirtilmistir. Bu nedenle
profenofosun sperm morfolojisi etkisine yogunlasan arastirmacilar incelemelerinde
spermlerde kivrik kuyruk, helozonik kuyruk ve protoplazmik damlaciklarin varhigini
saptamiglardir. Biitlin yapisal bozukluklar arasindan yiizde olarak en fazla goriileni kivrik
kuyruk olgusudur (bent tail) (69).

Bizim calismamizda da profenofosun spermatogenik seri hiicrelerine ince yapi
diizeyinde dejeneratif etkisi; 6zellikle mitokondriyonlar iizerinde olmustur. Anormal sekilli
farklh biiytikliiklerdeki mitokondriyonlarin varligi yaninda vakuolizasyon ve kristalizisin
goriilmesi saglikli bir spermatogenezin gerceklesmesini engelledigini diisiindlirmiistiir.

Nour El-Hoda A.Zidan, 2009 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda organofosforlu
pestisit uyguladiklar1 sicanlarda testosteron seviyelerinde belirgin derecede azalma
saptamislardir. Bu etkinin yliksek konsantrasyonda (50 ppm) fazla; diisiik konsantrasyonda
az olmak {izere testosteron seviyelerinde diisme gordiiklerini bildirmislerdir.
Aragtirmacilar serum LH ve FSH seviyelerindeki belirgin azalmanin ise yalnizca yiiksek

konsantrasyonda organofosforlu pestisit uygulanan sicanlarda gézlendigini bildirmislerdir
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(2). Testosteron temel olarak testislerdeki interstisyel Leydig hiicrelerinden, daha az olarak
da adrenal bezlerden ve ovaryumlardan sentezlenen 288.4 dalton agwhiginda bir
hormondur. Bu nedenle, testisler erkek cinsiyet hormonlarmin, androjenlerin iiretiminden
ve spermatozoa iiretiminden sorumludur. Hem cinsel gli¢ (potens) agisindan, hem de
salgilama miktar1 agisindan en 6nemli androjen olan testosteron kuvvetli bir anabolik
hormondur. Testosteron ikincil erkek cinsiyet karakterlerinin gelismesi ve spermatogenez
icin mutlaka olmalidir. Testosteron testislerdeki interstisyel Leydig hiicrelerinden LH
etkisiyle salgilanir (70,71). Krause’e gore azalmis testosteron seviyeleri, Leydig
hiicrelerinin dogrudan hasarina veya bu hiicrelerin LH tarafindan azalmis stimiilasyonuna
bagl olarak goriilebilir (72). Literatiirde farkli dozlarda organofosforlu pestisit uygulanan
sicanlarda testosteron seviyelerinde azalma oldugunu gosteren ¢alismalar vardir. Bu
calismalarda LH ve FSH seviyelerindeki azalmaya ve gonadlarda olusan defektlerin eslik
ettigi bildirilmistir. Abd-el Aziz ve arkadaslar1 1994°te, diazinon’un; genital organlarin
agirliklarinin  azalmasina, anormal ve Oli spermatozoonlarin artisina bagli motilite
azalmasina ve plazma testosteron seviyelerinin diismesine neden oldugunu belirtmistir (72-
76). Diger calismalarda da, klorprifos, fenthion, fenitrithion ve dimethoate gibi
organofosforlu pestisitlerin androjen reseptdr antagonisti gibi davrandiklarmi veya
gonadotropin sentezi veya steroidogenesis ile baglantili gen ekspresyonunu engelledikleri
gosterilmistir (73,77,78). 1995°te Sinha ve arkadaslar1 gonadotropinlerdeki azalmanin
testislerdeki sperm yogunlugundaki azalmayla baglantili olabilecegini one siirmiislerdir
(79).

Moustafa ve arkadaslar1 (2007) profenofosu, erkek siganlara 65 giin boyunca
haftada iki defa 17.8 mg/kg dozunda oral olarak uygulamislardir. Profenofos’un sigan
testisinde erkek cinse 0zgili gen ekspresyonu iizerine etkilerini inceleyen arastirmacilar
testislerdeki gen ekspresyonu DNA mikroarray analizi ve RT-PCR ile; sitokrom P450
17A1°1 de kapsayan steroidogenesis genleri, StAR ve CYP 11Al’de anlamli bir artis
belirlemislerdir. Testislerde seminifer tiibiiller arasinda belirgin 6dem, Leydig hiicrelerinde
yapisal hasarlarin yani sira spermatogenik seri hiicrelerinde de vakuol olusumu
saptamiglardir (7).

Bizim c¢alismamizda da Moustafa ve arkadaslarinin bulgularna benzer olarak
profenofos ve MCPA uygulamalar1 sonucu seminifer epiteli olusturan hiicreler arasinda
bosluklarin sekillendigi belirlenmistir.

2008 yilinda Moustafa ve arkadaslarmin benzer bir diger calismasinda Wistar

sicanlar iizerinde profenofos’un erkeklere 6zgii sitokrom P450 ( CYP) enzimleri tizerine
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etkileri arastirilmistir. Bu amagla 65 giin boyunca haftada iki kez 17.8 mg/ kg oral yoldan
profenofos uygulanmistir. Profenofos, hepatik ve testikiiler CYP2C11 seviyelerini ve
CYP3A2 mRNA ve protein ekspresyonunu downregiile etmistir. Kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda profenofos uygulanan siganlarda testikiiler aromataz (CYP19A) mRNA’s1
azalmigtir. Ayrica ¢alismada organofosforlu pestisit olan profenofos’un erkege 6zgii CYP
enzimleri lizerine bir endokrin bozucu oldugu ve testosterone seviyelerinde de azalmaya
neden oldugu rapor edilmistir (80).

Bizim calismamizda da serbest testosteron ve toplam testosteron seviyelerinin
Olciimiinde; testosteron degerinin profenofos grubunda anlamli olarak azaldig:
belirlenmistir (p<0,05).

Histolojik yap1 agisindan degerlendirildiginde, organofosfor pestisitler uygulanan
sicanlarin testislerinde normal testikiiler yap1 vardir ancak seminifer tiibiillerde konjesyon
belirlenmistir (2). Calismamizda da profenofos grubunda yer yer bazi seminifer
tiibiillerinin dogal yapisint korudugu izlenirken baz1 seminifer tiibiillerde ise
spermatogenik seri hiicrelerin ileri derecede dejenere oldugu belirlenmistir.

Organofosforlu pestisitlerin yani1 sira tarim alaninda organoklorlu herbisitler de
siklikla kullanilmaktadir. Literatiirde, BGD olarak da islev géren bu kimyasallarin fertilite
iizerinde olumsuz etkilerinin szl edilmektedir.

Klorofenoksi bilesenleri selektif (6zgiin) herbisitler olup, tiim diinyada istenmeyen
otlarin kontroliinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Bu ailenin farkh iiyelerinin
Kuzey Amerika ve Bat1 Avrupa’da kullanimlar1 bazi agilardan farkliliklar gostermektedir.
Ornegin; 2,4-D Amerika’da yabani otlara kars1 kullanilan esas herbisit olmasma ragmen,
Bat1 Avrupa’da kullanimi daha azdir ve Bat1 Avrupa’da 2,4-D degil, MCPP major herbisit
olarak kullanilmaktadir. MCPA’ nin Avrupa’daki market payr Amerika’dan daha fazladir.
Son on yil boyunca klorofenoksi herbisitlerin insanlarda belli kanser cesitlerine neden
olabilme potansiyelleri hakkinda arastirmalar yapilmistir. Laboratuar hayvanlar1 ya da
hiicre kiiltiirleri ile yapilan toksikolojik caligmalarda elde edilen kanitlar, gozlemsel
epidemiyoloji ile saptanan biyolojik olasiliklarla ilgili bulgularin degerlendirilmesinde
kullanish olmustur. Kronik toksisite ve karsinojenite ilgili olarak 24 ay boyunca erkek ve
disi Wistar siganlardan olusan gruplara 0, 20, 80 ve 320 ppm MCPA uygulanmistir. 80
ppm ve lizeri dozlarda toksisite saptanmistir. Hedef organlar ise, bobrekler, karaciger ve
kirmiz1 kan hiicreleridir. 20 ppm ile uygulanan grupta MCPA bagimli etkiler
gozlenmemistir. Bu dozlarin higbirinde toplam veya spesifik neoplazm insidansinda bir

artis s6z konusu olmamustir. Benzer sekilde, 2 yil boyunca B6C3F1 farelere 20, 100 ve 500

58



ppm dozlarinda MCPA verilmis ve en yiiksek doz ile uygulanan grupta bobrek toksisitesi
geligsmis; ancak karsinojenik bir yanit olugsmamustir.

Elo ve Parvinen ‘in Organoklorlu bir herbisit olan MCPA’nin testis iizerindeki
etkilerini degerlendiren calismada; 9 haftalik Sprague-Dawley sicanlara 190 mg/kg MCPA
verilmesi sonucu istatistiksel olarak anlamli 6lgiide degisen seminifer tiibiil epitelinde
bozulma ve piknotik ¢ekirdek saptamslardir. (6).

2006 yilinda Sadlonova ve arkadaslarinin ¢aligmasinda 90 giin 0,1 vel,5 mg/kg
MCPA uygulamasi yapilan kopeklerde biyokimyasal ve histolojik degisimler gozlenmistir.
Arastrmacilar  testis  agirliklarmda  azalma ile  birlikte 151k mikroskobik
degerlendirmelerinde bazi alanlarda testikiiler atrofi, spermatogenik hiicrelerde azalma
belirlerken Sertoli hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde herhangi bir yapisal hasar
olmadigini vurgulamislardir (46).

2002 yilinda yaymlanan deneysel calismada diinyada en c¢ok kullanilan ikinci
herbisit olan Tordon’un etkileri degerlendirilmistir. Tordon 2,4-diklorofenoksasetik asit
(2,4-D) ve 4-amino-3,5,6-trikloropikolinik asit olmak tizere iki aktif bileseni olan ticari bir
irlindiir. Caligmada sigcanlara 9 hafta boyunca oral yolla 0.125 ml/kg (diisiik doz), 0.25
ml/kg (normal doz) ve 0.5 ml/kg (yiikksek doz) dozunda Tordon 75D® uygulanmis ve
kontrol grubu deneklerede su verilmistir. Uygulamanin 1., 2, ve 4. haftasinda kan 6rnekleri
almmis ve 9 haftanin sonunda da testis dokular1 incelenmistir. Ozellikle yiiksek doz
uygulamasi1 yapilan deney grubunda testis 4 hafta yliksek doz Tordon 75D®
uyguladiklar1 deney grubunda seminifer tiibiillerde, hiicreler arasinda genis bosluklar
izlenirken, 9 hafta yiiksek doz Tordon 75D® uygulanan grupta, tiibiillerin daraldig1 ve
germ hiicrelerinin tiikkendigini belirten arastirmacilar uzun siire yiiksek doz uygulamasinin
sonucunda, nekrotik hiicreler ve multiniikleer dev hiicrelerin sekillendigini saptamislardir.
1 haftalik iyilesme periyodundan sonra da uzun siire yiiksek doz uygulanan deney
grubunda yer yer bazi seminifer tiibiillerin yalnizca Sertoli hiicreleri ve tiikenmekte olan
germ hiicreleri icerdigi goriilirken bazi tiibiillerin dogal yapisini korudugu goriilmiistiir.
Arastirmacilar ayrica 4 hafta yiiksek doz Tordon 75D® uygulanan grupta, bir testis normal
agirlik ve boyutlarda oldugunu diger testisin normal agwrlhik ve boyutunun iki katina
ciktigin1 gérmiislerdir. Biiylik olan testiste germ hiicreleri icermeyen tiibiiller ve Leydig
hiicre hipoplazisi saptamislardir (81).

Caliymamizda MCPA uyguladigimiz deney grubunda yukarida so6zii edilen
calismalar1 destekler tarzda seminifer tiiblil epitelinde dejeneratif degisiklikler

gozlemlenmistir. Bunlar seminifer tiibiil bazal membran seyrinde diizensizlik ile birlikte
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spermatogonyumlarin ve spermatositlerin mitokondriyonlarinda kristalizisti. Bu hiicrelerde
spermatogonyum ve spermatositlerin arasinda agilmalar mevcuttur. Spermatidler yer yer
Sertoli hiicresi ile olan baglantismni yitirmistir. Interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde de
bol miktarda vakuolizasyon izlenmistir. Ayrica bazi seminifer tiibiiller dejenere

yapidayken bazilar1 normal yapisini korudugu gozlenmistir.
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6. SONUC

Calismamizda akut etkisini degerlendirdigimiz profenofos ve MCPA’ nin testis
dokusunda, seminifer tiibiillerin bazal membran seyrinde diizensizlige, seminifer epitel
hiicreleri arasinda bosluk olusumuna neden oldugu belirlenmistir. Profenofos grubunda
germinal epitel hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde anormal sekilli mitokondriyonlarin
varlig1 izlenmistir. Ayrica profenofos grubunda Sertoli hiicrelerinde rezidiiel cisim
olusumu goriiliirken, MCPA uygulanan grupta germinal epitelin yer yer Sertoli hiicresi ile
baglantilarm1  yitirdikleri belirlenmistir. Ara bag dokuda Leydig hiicrelerinin
mitokondriyonlarinda kristalizis belirlenmistir. Serbest ve toplam testosteron iizerinde
yaptigimiz biyokimyasal ve istatistiksel degerlendirmede testosteron degerlerinin
uygulama sonrast anlamli Olgiide azaldigi saptanmigstir. Testis gorlinlimiinde yapisal
diizeyde gordiigiimiiz dejenerasyon ile biyokimyasal verilerimizin sonucu; profenofos ve
MCPA’nin spermatogenez siirecinin saglikli olarak devam etmesini engelledigini

diistindliirmiistiir.
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