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1. OZET

Sentetik piretroid bir insektisit olan cyfluthrin genis spektrumu sayesinde,
genel olarak evlerde, dis ¢cevrede ve tarimda kullanilir. Benfotiamin ise ¢cok yonli
tedavi edici potansiyeli olan B1 vitamininin yagda eriyen tiriidiir. Bu ¢caligmada
prepubertal donemde uygulanan cyfluthrinin olusturdugu testikiiler hasar ile
sperm karakteristigi iizerine benfotiaminin koruyucu etkilerini tespit etmek
amaglandi.

Calismada 32 adet 4 haftalik Wistar albino erkek sican kullanildi. Sigcanlar
4 gruba ayrildi. Grup I’deki siganlara (n=8) 1 ml/kg/giin zeytinyag1 oral gavajla
verildi. Grup II’deki si¢anlara 54 mg/kg/glin cyfluthrin Iml zeytinyaginda
siispanse edilerek oral gavajla uygulandi. Grup III’deki sicanlar 54 mg/kg/giin
cyfluthrin ile birlikte 100 mg/kg/glin benfotiamin yine zeytinyaginda siispanse
edilerek oral gavajla verildi. Grup IV’deki siganlara ise 100 mg/kg/giin
benfotiamin yine zeytinyagi iginde siispanse edilerek oral gavajla uygulandi.
Cyfluthrin ve benfotiamin uygulamasindan 5 hafta sonra sicanlarin sperm
motilitesi, epididimal sperm yogunlugu ve anormal sperm oranlari arastirilip, 151k
mikroskobuyla  testis  dokularindaki  degisiklikler  histokimyasal  ve
immunohistokimyasal olarak incelendi. Elde edilen bulgular Olympus BH 2
fotomikroskopla goriintiilendi.

Deney grubu sicanlar, sperm motilitesi bakimindan karsilastirildiginda
grup II’de, grup I’e gore dnemli azalmanin oldugu (p<0.01), grup III’te ise grup
II’'ye gore benfotiamin kullanimina bagh olarak anlamli derecede artisin oldugu
(P<0.01), grup IV ile grup I’den elde edilen sonuglarin ise birbirine parelel oldugu

tespit edildi (P>0.05).



Epididimal sperm yogunlugunda grup II’de, grup I’e gore (p<0.01) 6nemli
azalmanin oldugu, grup III’te ise grup II’ye gore istatistiki olarak Onemsiz
(P>0.05) bir artisin oldugu, grup IV’ten elde edilen bulgularin grup I’deki
sonuglarla benzer oldugu tespit edildi. (P>0.05).

Anormal sperm morfolojisi bakimindan grup II’de, grup I’e gore toplam
anormal sperm oraninda onemli artiglarin (p<0.01) oldugu, grup III’te ise grup
II’'ye gore toplam anormal sperm oraninda énemli azalmalarin (P<0.01) meydana
geldigi, grup IV ile grup I’in ise benzer sperm morfolojisine sahip oldugu
gozlendi (P>0.05).

Isik  mikroskobu ile yapilan incelememizde grup II’de cyfluthrinin testis
dokusunda Onemli dejenerasyonlara, atrofiye, maturasyon arrestine, bazal
laminada bozulmalara yol agtigi ve bunlarin sonucunda spermatogeneziste
inhibisyonun sekillendigi tespit edildi. Grup III’te cyfluthrinin toksik etkilerini
onlemek amaciyla kullanilan benfotiaminin ise testis dokusunda genel anlamda
koruyucu rol oynadigi sdylenebilir. Bu grupta da yer yer seminifer tiibiil germ
hiicrelerinde maturasyon arresti, bazal laminada bozulmalar tespit edilmekle
birlikte sadece cyfluthrin uygulanan grup II’ deki bulgulara gore ihmal
edilebilecek diizeyde idi. Sadece benfotiamin uygulanan grup IV ile kontrol grubu
karsilastirildiginda histolojik yapinin birbirine benzer oldugu goriildii.

HSP 70 immiin reaktivitesi acisindan gruplar arasi fark incelendiginde,
kontrol grubu ile sadece benfotiamin uygulanan grup IV’deki testis dokularinda
HSP 70 ekspresyonunun sadece adluminal kompartimanin apikalinde yer alan

spermatid ve spermatozoalarda oldugu goriildii. Cyfluthrin uygulanan grup II ve



cyfluthrin ile birlikte benfotiamin uygulanan grup III’te ise spermatid ve
spermatozoa hiicrelerinin yani sira spermatogonia ve primer spermatositlerde de
HSP 70 immiin reaktivitesi ayirt edildi.

Sertoli hiicreleri ve interstisyel Leydig hiicreleri ise HSP 70 (-) idi. HSP 70
immiin reaktivitesinin yayginligi en belirgin olarak grup II’de g6zlendi.

Sonug olarak; tarimda, evlerde ve siis ¢igeklerinde istenmeyen bocekleri
Oldiirmek amaciyla kullanilan cyfluthrine insanlar kontamine yiyeceklerle veya
direkt maruz kalabilirler. Uzun siireli tekrarlayan cyfluthrin maruziyeti
organizmada bir¢ok sistemi etkileyebilir. Yapilan bu deneysel caligmada erkek
ireme sisteminin cyfluthrin uygulamasima bagli olarak yapisal ve fonksiyonel
anlamda etkilendigi gbzlendi. Bu etkilenme, stres sartlarinda arttig1 bilinen HSP
70 immiinreaktivitesiyle de teyit edildi.

Calismamizda koruyucu amagla kullanilan benfotiaminin ise antioksidan
etkiyle ve serbest oksijen tiirlerinin olusumunu inhibe ederek cyfluthrinin toksik
etkilerini asgari diizeyde tuttugunu soyleyebiliriz.

Bu ¢aligmada elde ettigimiz bulgular 1s181nda icerisinde cyfluthrinin de yer
aldig1 pestisitlerin kullanimi1 ve dozaji konusunda cok dikkatli davranilmasi
gerektigi sonucuna varildi. Aksi halde infertiliteyle sonuclanabilecek ciddi halk

saglig1 sorunlariyla kargilagsmak kacinilmaz olacaktir.

Anahtar Kelimeler : Cyfluthrin, benfotiamin, HSP 70, testis, sperm.



2. ABSTRACT

Protective effects of benfotiamine on cyfluthrin- induced testicular damage
and sperm characteristics during the prepubertal period

Cyfluthrin, a synthetic pyrethroides insecticide, is generally used in
houses, outdoor and agriculture thanks to its wide-spectrum. Benfotiamine is a fat-
soluable kind of vitamin Bl that has a versatile therapeutic potential. This
experimental study aims to establish the sperm characteristics and testicular
damage induced by administration of cyfluthrin in the prepubertal period and the
protective effects of benfotiamine on sperm characteristics and testicular damage.

In this study, thirty two 4-weeks old Wistar albino male rats were used.
Rats were divided into 4 groups. Olive oil, Iml/kg/day, was given to the rats (n=8)
in group I by means of oral gavage. Cyfluthrin, 54mg/kg/day, was applied to the
rats in group Il via oral gavage by being dissolved in 1ml olive oil. Cyfluthrin
(54 mg/kg/day) and benfotiamine (100 mg/kg/day) were given to the rats in group
III via oral gavage by being dissolved in olive oil. Similarly, benfotiamine (100
mg/kg/day) was applied to the rats in group IV by means of oral gavage by being
dissolved in olive oil. 5 weeks after treatment the sperm motility, epididymal
sperm density and rates of abnormal sperm of the rats were searched, structural
changes in their testicular tissues were investigated histochemically and
immunohistochemically. The findings were photographed with the Olympus BH

2 photomicroscope.



When the rats in the experimental group were compared in terms of sperm
motility, it was determined that there had been a significant reduction (p<0.01) in
group II than group I, a substantial increase (P<0.01) in group III than group II,
and the results obtained from group [ and group IV were parallel to each other.

In epididymal sperm density, it was determined that there had been a
significant reduction (p<0.01) in group II than group I, statistically insignificant
increase (P>0.05) in group III than group II, the findings obtained from group IV
were similar to the results of group I.

In terms of abnormal sperm morphology, it was observed that it caused
significant increases (p<0.01) in total rates of abnormal sperm in group II than
group I, provided significant reductions (P<0.01) in total rates of abnormal sperm
in group III due to use of benfotiamine than group II, group IV and group I had
similar sperm morphology (P>0.05).

In our examination conducted by means of light microscope, it was
detected that cyfluthrin caused to important degenerations, atrophy, maturation
arrest in the testicular tissues of the rats and degradations in the basal lamina, and
as a result of these, inhibition was formed in spermatogenesis in group II. It can be
said that benfotiamine used to prevent the toxic effects of cyfluthrin played a
protective role on the testicular tissue in group IIl. In the rats of the group IV,
similar structures were observed like the ones in the group I. In this group it was
partly established that there were maturation arrest in the seminiferous tubules
germ cells and degradations in the basal lamina; however, it was in negligible

level according to the findings of group II to which cyfluthrin was applied merely.



When group IV to which benfotiamine was applied only and the control
group were compared, it was observed that histological structures were similar to
each other.

When the difference between the groups was examined in terms of the
immunoreactivity of HSP 70, it was seen that the expression of HSP 70 in the
testicular tissues of group IV, which only benfotiamine was applied to, and the
control group was found only in the spermatid and spermatozoas that took place in
the apical of adluminal compartment. In group II to which cyfluthrin was applied
and group III to which cyfluthrin and benfotiamine were applied, the
immunoreactivity of HSP 70 was differentiated in the spermatogonium and
primary spermatocytes as well as the spermatid and spermatozoa cells. As for the
Sertoli cells and interstitial cells of Leydig HSP 70 was (-) in them. Prevalence of
HSP 70 immunreactivity was the most prominent in the group II.

In conclusion, people may be exposed to cyfluthrin used to kill pests in
agriculture, houses and ornamental flowers through contaminated foods or
directly. Long-term recurrent exposure to cyfluthrin may affect many systems in
the organism.

In this experimental study, male reproduction system was observed to be
influenced in the structural and functional way depending on the application of the
cyfluthrin.This influence was confirmed by the immunoreactivity of HSP known
to increase under stress. As for benfotiamine used with the aim of protection in
our study we can say that it minimized the toxic effects of the cyfluthrin with its

antioxidant effect and by inhibiting the formation of reactive oxygen species.



In the light of our findings in this study it has been concluded that it should
be taken care seriously about the use of pesticides, consisting of cyfluthrin as well,
and about their dosage. Otherwise, it will be inevitable to be confronted with

serious public health problems that might be result in infertility.

Key Words : Cyfluthrin, benfotiamine, HSP 70, testis, sperm.



3. GIRIS

Pestisitler tarih oncesi donemlerden bugiline kadar kullanilan kimyasal
maddelerdir. Ebers Papiriisi'nde M.O. 1500°lii yillarda, evlerden pire kagiran
formiiller bit, pire ve esek arilarina kars1 kullanilan insektisitlerin hazirlanigina
dair kayitlar bulunmustur.

M.S. 900 yilinda Cin’de bahge hagereleri igin arsenigin kullanildig
kaydedilmistir. Arsenik ve kiikiirt 1800’1l yillarin baslarinda insektisit ve herbisit
olarak kullanilmiglardir (1).

Pestisit, EPA (Environmental Protection Agency) tarafindan herhangi bir
zararliyr uzaklagtirmak, azaltmak, baskilamak ya da bozmak i¢in kullanilan bir
madde ya da madde karisimi olarak tanimlanmaktadir. Pestisit, kimyasal bir
madde ya da viriis ve bakteri gibi biyolojik ajan olabilmektedir (2).

Tiirkiye’de pestisit tiikketimi, 1979°a gore 2002 yilinda % 45,29°1ik bir artis
gostermistir. Bu artiga karsin iilkemizde pestisit tiiketimi gelismis iilkelere gore
oldukea diisiiktiir. Tiirkiye’de genelde az pestisit tiikketilmesine karsin, en yogun
titkketilen pestisitler ¢cevre ve saglik agisindan 6nemli riskler tagimaktadir (3).

Pestisitler kullanildiklar1 zararli grubuna gore bazi siniflara ayrilmiglardir.
Bunlar;

e Bocekleri dldiirenler (Insektisit),

e  Funguslar 6ldiirenler (Fungusit),

e Funguslarin faaliyetini durduranlar (Fungustatik),

e  Yabanci otlar 6ldiirenler (Herbisit),

e Kene ve uyuz boceklerini 6ldiirenler (Akarisit),

e  Bakterileri oldiirenler (Bakterisit),



e  Yaprak bitlerini 6ldiirenler (Afisit),

e Kemirgenleri 6ldiirenler (Rodentisit),

e Nematodlan dldiirenler (Nematosit),

e Salyangozlar 6ldiirenler (Molluskisit),

e Algleri dldiirenler (Algisit),

o  Kuglar 6ldiiren veya kacgiranlar (Avensit),

e Kagiricilar (Repellent),

e  Cekiciler (Atraktant).

Bunlardan insektisit, fungusit ve herbisitler digerlerine oranla daha fazla
miktarlarda kullanildiklarindan g¢evresel etkileri yoniinden daha 6nemlidir (4).

Tiirkiye’de tarim ilaglar kullanimu, pestisitler yoniiyle
degerlendirildiginde, en 6nemli grubun %45 ile insektisitler oldugu (5-7), bunu
%24 ile herbisitlerin izledigi, fungusitlerin ise %16 pay1 oldugu goriilmektedir.

Biitiin insektisitler spesifik olmadiklart i¢in sadece hedef organizmalar
6ldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger organizmalar1 da etkilerler (8).

Halk sagliginin korunmasi ve dzellikle de sivrisinek, karasinek gibi ucucu
zararlilarla miicadele amaciyla acik alanlarda yogun sekilde kullanilan pestisitler,
hayvanlarin bunlara ¢esitli sekillerde maruz kalmalarina ve gida degeri tasiyan
hayvansal iiriinlerde kontaminasyona sebep olurlar (9). Ozellikle sigir gibi siit
hayvanlarinda dis ve i¢ parazitlerin kontrolii amaci ile kullanilan pestisitler de
hayvanlarin siitlerinde kalintiya neden olabilmektedir (10).

Insektisitler istenmeyen boceklerin yok edilmesini saglayarak besin
tiretimini artirmak i¢in tarimda yaygin olarak kullanilmakla birlikte hastalik yapici

vektorlerin kontroliinii de saglamaktadir (11).



Cyfluthrin de parazit kontrolii ile hayvan saghg ve iriinlerinin
korunmasinda, ugucu haserelerle miicadelede, halk sagliginin korunmasi ve
ziraatta iirlin korunmasi agisindan oldukga yaygin kullanim alanina sahiptir.

Insektisit kullammmin tartisilmaz yararlarina karsin etkin denetimden
yoksun ve asirt miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan diger
canlilarda zehirlenmelere ve 6liimlere neden olmakta, ekosistemlerin ve besinlerin
kirlenmesine yol agmaktadir (11, 14).

Insektisitler kimyasal yapilarina gore;

a) Karbamatl insektisitler

b) Organik fosforlu (organofosfatli / organofosforlu) insektisitler

¢) Kilorlu hidrokarbon yapisindaki insektisitler

d) Piretroidli insektisitler olarak siniflandirilabilir (11).

Piretrinler, insektisit aktiviteye sahip Dogu Afrika krizantem ¢igeklerinden
elde edilmis dogal insektisitlerdir (12,14). Piretrinler Chrysanthemum
cinerariaefolium bitkisinin ¢igeklerinin kurutulmasi ile elde edilen piretrum ¢icegi
adli ilkel maddeden elde edilirler. Krizantem c¢iceginin bdcek Oldiiriicli etkisi
Farslar zamaninda fark edilmistir (8, 13, 14).

Eski Yugoslavya topraklar1 {izerinde olan Dalmagyadaki bir halk
hikayesine gore, yash bir kadin beyaz papatyalara benzeyen bir ¢icegi toplar,
cicek soldugunda bir koseye atar, daha sonra doniip baktiginda solmus ¢iceklerin
cevresinde 61l bocekleri fark eder ve krizantem ailesinden olan bu ¢icek ¢esidinin
bocekler iizerinde Ooldiriicii etkisi bu sekilde fark edilir. 18001 yillardan
baslayarak kuru ¢igekler bocek oldiiriicii olarak Amerika Birlesik Devletleri’ne

ihrag edilir. 1900'lii yillarda piretroid olarak adlandirilan bu madde bit tedavisinde
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kullanilmistir, ancak 1gikta bozulmasi bir dezavantaj olarak degerlendirilmistir (8).
Bu bilesikler kimyasal olarak kararsiz olup, giines 1s18inda ¢ok cabuk yikilip
aktivitelerini  kaybederler. Piretrinler miikemmel sayilabilecek derecede
insektisidal etkiye sahip olmasina karsin, memelilere yonelik toksisitesi de o
Olclide duistiktiir.

Dogal piretrinlerde karsilagilan bu sakincalarin giderilmesi amaciyla
yapilan arastirmalar sonucunda gilines 1s1gina daha dayamikli cyfluthrin,
sipermetrin, deltametrin, permetrin gibi piretroidler sentezlenmistir. Aktif piretrin
bilesiklerine yapisal ve insektisit etkileri bakimindan benzeyen sentetik maddelere
piretroidler denilir. Sentetik piretroidler diye de adlandirilan bu grup, dogal
piretrinlerin alkol ve asit koklerinde yapilan degisikliklerle gelistirilmistir. Dogal
piretrinlere gore kaliciliklar1 daha fazladir. Bu grup insektisitler, yapilarina gore
oldiiriicti ve bayiltict etkiye sahip olabilirler. Formiilasyonlarda genellikle bu iki
piretroid bir arada kullanilmaktadir. Ayrica sinerjisit kullanimi da piretroidlerin
etkisini arttirmaktadir. Bu grupta cyfluthrin, cyfluthrin A-siyhalotrin, sipermetrin,
deltametrin, permetrin ve fenvalerat yaygin sekilde kullanilirlar. Piretroidler
insektisidal 6zellikler yoniinden dogal piretrinlere ¢ok benzerler.

Birden fazla piretroidi kendi aralarinda veya diger bilesiklerle kombine
etmek suretiyle daha cabuk bayiltict ve daha giiclii 6ldiiriicli etki elde edilebilir.
Piretroid insektisitler, dogal piretrinlere benzer sekilde, temas ve mide
zehirleyicisi olarak etkindirler. En dikkat ¢ekici 6zellikleri insektler {izerinde hizla
gelisen bayiltict etkinlige sahip olmalaridir. Yagda ¢oziinme 6zellikleri sayesinde

insekt kiitikulasindan hizla emilerek toksik etkilerini gosterirler (8).
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Piretroidler, genis insektisital spektruma sahip insektisitlerdir. Etki alanlar
ozellikle sivrisinekler, karasinekler, hamambdcekleri, tahtakurular: ve pireler gibi
zararhilardir. Belirtilen iistiin 6zellikleri nedeniyle piretroidler son yillarda agik ve
kapali alanlarda sinek ve sivrisinekler yoniiyle vektor kontrolii ¢alismalarinda
genis bir kullanim alani bulmustur (8). Sentetik piretroidler tarim alanlarinda,
veteriner hekimlikte, ormancilikta, halk ve ¢evre sagligi ve depolanmis iiriinlerin
korunmasinda wugan ve yiiriiyen haserelere karsti seckin bir sekilde
kullanilmaktadir.

Ozellikle hayvan meskenlerinde, giibreliklerde, hayvan pazarlarinda ve
diger acik ve kapali alanlar ile gida maddeleri imalat, depolama ve hazirlama
yerlerinde bulunan kene, bit, pire, tahtakurusu, hamam bdcegi, giive, karasinek ve
sivrisinek gibi haserelere, veteriner hekimlik alaninda da hayvanlara musallat olan
ve hastalik tasiyic1 pek cok sokucu-kan emici bdcekler ve sineklere karsi
kullanilmaktadir (14-19). Belediyeler ve Saglik Bakanliginin il ve ilge teskilatlari
tarafindan c¢evre ilaglamasi ve halk sagligin1 koruma ve veteriner hekimlikte dis
parazitlerle miicadele amaclartyla yaygin bir sekilde kullanilan sentetik piretroid
insektisitlere insan ve hayvanlarin siirekli maruz kalmalar1 kaginilmazdir.

Gerek veteriner hekimlikte dis parazit ilact olarak gerekse halk ve cevre
saglig1 yoniinden oldukc¢a yaygin olarak kullanilan cyfluthrin de sentetik piretroid
insektisittir (20).

Sentetik piretroidler kullanim alan1 bakimindan bu o&zelliklerinden de
faydalanilarak genis boyutta kullannom gdéren ve son derece etkili olmalari

sebebiyle diger insektisit gruplarina alternatif olarak gdsterilen insektisitlerdir.
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Sentetik piretroidler yapilarinda o-cyano grubu igermeyenler tip I
(permetrin, tetrametrin gibi) ve o-cyano grubu igerenler tip II (cyfluthrin,
deltametrin, sipermetrin, gibi) bilesikler olarak siiflandirilabilirler (14, 21, 22).
Piretroidler absorbe edildikten sonra viicutta baglica yag dokusu, mide, bagirsak,
karaciger, bobrek ve sinir sistemine hizla dagilirlar. Piretroidler memelilerde
karacigerde bulunan hidrolazlar ve sitokrom-P450-bagli monooksigenazlar
tarafindan ¢ok hizli metabolize edilerek asit ve alkole dontistiirtiliirler (23). Ticari
piretroidler molekiiliin ¢ok 6nemli yapisi olan ester grubuna sahiptir. Piretroid
esterleri, bircok tiirde nonspesifik karboksilesterazlar tarafindan hidrolize
ugratilirlar. Daha sonra bu ayrilmayr sitokrom-P450 sisteminde hidroksilasyon
reaksiyonlar1 ve birkag¢ konjugasyon reaksiyonlari takip eder (24,25). Memelilerde
toksisitesinin diisitk olmas1 metabolitlerinin 6nemli derecede toksik olmadiginm
gosterir.

Hedef dis1 canlilarda zehirliliginin nispeten az olmasi, bu maddelerin
fazlaca kullanilmasina neden olmaktadir. Genelde temas yolu ile etkilerini
gosterirler. Sentetik piretroidler etkilerini sinir hiicrelerinde voltaja bagimli
sodyum kanallarinda gosterirler. Ozellikle merkezi sinir sistemindeki aksonlar
olmak iizere sinir hiicrelerinde negatif art potansiyel artar ve siiresi uzar.

Bu etki daha cok presinaptik sinir ucglarinda meydana gelerek sinaptik
iletimi etkiler ve norotransmitter madde salmimi artar. Meydana gelen
depolarizasyon sinir iletimini bloke eder (26). Bdylece, asiri-uyarilma, ataksi,
sarsilma ve sonunda felg¢ ile karakterize edilen sinir kaslariyla ilgili bozukluklar

meydana gelir (27).
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Fakat sodyum kanallarini cyfluthrinin de bulundugu tip II bilesikler, tip I
bilesiklerden farkli bir sekilde etkilerler. Tip I bilesiklere yiiksek diizeyde maruz
kalan hayvanlarda dis uyarilara hassasiyet, titreme, viicut 1sisinda artig, ataksi
(beden islevlerinde diizensizlik), sarsilma ve sonunda felg goriiliir (T sendromu)
ardindan olim de gozlenebilir. Tip II grubundan olan maddeler sodyum
kanallarini daha uzun siire agik tutarlar ve yiizlerce ya da binlerce tekrar eden sinir
uyarilarina neden olurlar. Bazi durumlarda tekrarli elektriksel uyarilarin kanali 30
saniyeden fazla agik tuttuklar1 bildirilmistir (28). Tip II piretroidlerle
zehirlenmede ise, davranislarda bozukluk, tiikiiriik salgisinda artis, pupillada
daralma, kalp hizinda yavaslama, titreme ndbetleri, seslere karst korkuyla tepki
verme ve kaslarda koordinasyon bozuklugu goriiliir, choreo-athetosis (istem dis1
hareketler) ve fel¢ (C sendromu) gozlenir. Cyfluthrinin de bulundugu genellikle
Tip II piretroidlerde, yapilarinda bulunan a-cyano grubundan dolayi insektisit
potansiyelinin daha fazla oldugu kabul edilir (29, 30). Ayrica, cyfluthrinin de
bulundugu a-cyano grup tasiyan piretroidlerin cyano grubu olmayan piretroidlere

gore viicuttan daha yavas atildig1 bildirilmistir (31).
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3.1. Cyfluthrin

Acgik Formiilii:

Cl\_~ 0 O

Cl
HzC CHgj

Sekil 1. Cyfluthrinin kimyasal yapisi.

Goriliniim: Soluk sar1

Kimyasal Adi :  Cyano(4-fluoro-3-phenoxy-phenyl)methyl3-(2,2-
dichloroethenyl) -2,2- imethylcyclopropanecarboxylate.

Molekiiler agirligi: 434.29

Cas No : 68359-37-5

Ticari adi: Baythroid (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO. A.B.D. ) (32).

Cyfluthrin, kimyasal yapisi dogal olarak olusan piretrinlerin sentetik bir
analogu oldugu i¢in sentetik piretroid olarak siiflandirilan oldukga yeni bir bocek
ilacidir. Cyfluthrin, o-cyano grubu tasiyan Tip II sentetik piretroiddir (33).
Cyfluthrin ilk kez 1987°de Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ’de kullanim igin
tescil edilmistir. Siis bitkilerinde, binalarin iginde veya etrafinda, tarimda
istenmeyen insektlerin oldiiriilmesi i¢in kullanilmistir (34, 35). 1992°den 1997'ye
kadar ABD' de cyfluthrin kullanim1 % 40 oraninda artmistir (36). ABD’de pamuk
arazilerinin %10’unun ve armut arazilerinin %60'min bakimimin cyfluthrin ile

yapildigi bildirilmistir (37, 38).
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ABD Cevresel Koruma Dairesi’nin yaptig1 arastirmada, ABD’ de
cyfluthrinin bocek ilact olarak ev i¢i uygulamasinin yillik olarak 33 milyondan
fazla kullanima sahip oldugu gdsterilmistir (39).

Cyfluthrin EPA (Environmental Protection Agency ) tarafindan ilk kez
1987 yilinda kayit altina alinmistir. EPA tarafindan cyfluthrin hem kisitl kullanim
(RUP) hem de genel kullanim insektisitler seklinde siniflandirilmistir (34).

Bir nonsistemik sentetik piretroid olarak cyfluthrin, mideyi zehirler ve
sinir sistemine saldirir, boylece bocegi zayiflatir ve agikliktan 6ldiiriir. Tarimda,
evlerde veya evlerin etrafinda ve siis ¢igeklerinde istenmeyen bocekleri dldiirmek
icin kullanilir. Bitkilerde sistemik degildir fakat tarimda, bahgivanlikta ve
bagcilikta kullanilir. Cyfluthrin ayn1 zamanda gezici c¢ekirge ve agustos
boceklerine karst da kullanilir (40). Birincil tarimsal kullanimi; pamuk, ¢im, siis
bitkileri, serbetciotu, tahil, misir, mevsimsel meyve, fistik, patates ve diger sebze
gibi {irlinler iizerinde boceklerin kontrol edilmesi i¢in ayrica yapisal hasere
kontrolii i¢in kullanilir (41). Bunlarin yaninda kemirici kurt, karinca, giimiigbaligi,
hamambdcekleri, termitler, tohum bdcekleri, bugday biti, sivrisinek, bit, sinek,
mantolu bocek, tiitlin kurdu, elma igkurdu, avrupa musir biti, lahana kurdu,
looperler, tirtir ordusu, pamuk kurdu, yonca kurdu, Colorado patates bdcegi ve
cok baska bocekleri kontrol etmek igin de kullanilir. Oncelikle tarimda
kullanilmasima ragmen, cyfluthrin halk sagliginda, hijyeninde ve ayrica evcil
hayvanlar i¢in de kullanilir (41).

Cyfluthrin, 1slanabilir toz, aerosol, graniil, sivi, yag icinde su emiilsiyonu
ve ULV (ultra low volume), oilspray konsantreleri seklinde bazli insektisit

formiilasyonlarinda bulunabilir. (42).
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Biitiin sentetik piretroidler gibi, cyfluthrin de bir nérotoksindir. Cyfluthrin
normal sinir fonksiyonlarin1 farkli yollarla etkiler. Sinir membranlarinda
degisimlere, anormal sodyum ve potasyum akimina sebep olur (43).

Bu anormal akim ise sinir sisteminin hipereksitasyonuna sebep olur ve
noronlarin tekrarlt bosaltimiyla sonuglanir. Boylece asiri derecede titremeye
(1spazmoza) tutulup bagka sinir diirtiilerinin de engellemesine neden olarak
sonunda oliime yol acar (44, 45).

Cyfluthrin ayn1 zamanda sinir dokusunda kalsiyum yogunluklarini etkiler,
bunu kalsiyum tasimada etkili olan bir enzimi engelleyerek yapar. Bu ise sinirler
arasindaki sinaps baglanti bolgesine birakilan ndrotransmiter asetilokolin
miktarmi artirir (46). Ek olarak, sinir dokusunda bulunan iki reseptdr, gamma-
aminobutrik asit ve periferal benzodiyazepin reseptorleri cyfluthrin tarafindan
engellenir (47, 48).

Cyfluthrinin memeli hayvanlara kars1 bir dereceye kadar toksik oldugu
belirtilmistir. Cyfluthrin insanlarda deri ve goz tahrisine neden olmasina ragmen,
piretroid zehirlenmesi nadirdir. Insanlarda diisiik toksisitesinin temel nedeni
olduke¢a hizli bir sekilde elimine oldugundandir (49).

Cyfluthrin memeli hayvanlarda hizli gergeklesen Faz I ve daha yavas
gerceklesen Faz II olmak iizere iki fazda metabolize olmaktadir. Cyfluthrinin
birincil yikim iiriinleri karbondioksit ve ana bilesikten ¢ok daha diisiik toksisiteli
bir bilesik olan 4-fluoro-3-fenil-benzaldehittir (34, 50, 51). Laboratuar testleri
cyfluthrinin intravenéz dozunun yaklasik % 60°nin ilk 24 saat icinde idrarla

atildigini, % 6’sinin sonraki 24 saat i¢inde elimine oldugunu gostermektedir.
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Benzer sekilde, baska bir ¢alismada dozun % 20’sinin ilk glinde diski ile
yok oldugu, % 3-4’{inilin ise sonraki giin yok oldugu goésterilmistir. Ayrica tek bir
oral doz cyfluthrinin % 98'inin 48 saat i¢inde elimine oldugu belirmistir (52).

Insanlar dolayli olarak, kontamine olmus yiyecekletle, ev i¢i ya da ev dis1
uygulamadan sonra kalan kalintilarla veya direkt olarak cyfluthrin igeren tiriinleri
kullanarak cyfluthrine maruz kalabilirler.

Bahgeleri ya da evlerine cyfluthrin uygulayan kisiler ¢cogu zaman
kalintilarin ne kadar uzun kalacagi konusunda endiselidirler. Bu basit bir sekilde
cevaplamak i¢in zor bir sorudur ¢ilinkii bu dayaniklilik bir¢cok duruma baglidir
(33).

Laboratuvar calismalarinda, toprakta cyfluthrin kalintilarinin 120 giin
kadar kaldigi, yarilanma omriiniin de tahminen 75 giin oldugu bildirilmistir. EPA
kayitlarinda ise yarilanma Omrii 56 ve 63 gilindiir (34, 53). Cyfluthrinin
bozulmasinin daha yiiksek pH da hizli oldugu bu nedenle cyfluthrinin alkali
topraklara gore asidik topraklarda daha kalic1 oldugu goriilmiistiir (53).

Cyfluthrin uygulanan depolanmig bugdaylarda uzun bir siireden sonra
cyfluthrin kalintilar1 bulunmustur. Arastirmanin uzun bir siiresi boyunca (52
hafta) cyfluthrinin biiyiikk kisminin kaldigt bulunmustur. Cyfluthrinin tahmin
edilen yarilanma Omrii sicaklik, nem ve cyfluthrinin hangi izomerinin
arastirlldigina bagli olarak 23-114 hafta arasinda degisir (54). Depolanmis
bugdayda uygulanan cyfluthrin hakkinda yapilan ikinci bir arastirmada da
kalintilarin zamanla Oonemli bir derecede azalmadiklari gosterilmistir. Ayrica,

oglitme ve pisirme boyunca azalmalarin diisiik oldugu bildirilmistir (55).
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Cileklerde cyfluthrin hakkinda yapilan bir aragtirmada, kalintilarin
arastirma siiresi (uygulamadan 21 giin sonra) boyunca kaldiklarin1 gdsterilmistir
(56). Topraktaki dayaniklig1 gibi, ev icindeki dayaniklilig1 da sartlara bagl olarak
degisir. Bir dairenin i¢inde aerosol uygulamasindan sonra, cyfluthrin kalintilarim
Olgen bir arastirmada cyfluthrinin biitiin aragtirma siiresi boyunca (60 saat) kaldig1
gosterilmigtir. Cyfluthrin kalintilarindaki azalmalar aragtirma boyunca sabit
oldugundan, azalmalara gore omrii dl¢iilememis bdylece dayanikliligi hakkinda
bir tahmin yapilamamistir. (57). Bagka bir arastirmada ise cyfluthrin uygulanmis
yatakhane yerlerinde uygulamadan sonra 3 giin boyunca kaltilarin bulundugu
gosterilmistir (58).

EPA diizenli olarak cyfluthrini kullanan uygulayicilar icin endisesini
belirtmistir. 1987'de cyfluthrin kaydindan hemen o6nce, EPA bocek ilact
uygulayicilar i¢in risk oranlarmi tahmin etmis ve cyfluthrini 3 ay boyunca
kullanan uygulayicilar i¢in uygun bir giivence olmadigi sonucuna ulasmistir. EPA'
nin maruz kalma degerlendirme boliimi, uygulayicilarin cyfluthrin kullanirken
respirator giymeleri ile maruz kalmanin azaldigini ileri siirmiistiir. Fakat bu
koruyucu giyisiler zorunlu tutulmamistir (59). EPA bir uygulayicinin uygun bir
koruma almak i¢in kullanabilecegi cyfluthrin miktarini diizeltmistir (uygulanan
daireler ve her daire icin kullanilan cyfluthrin miktar1) ve risk degerlendirmesinin
yapildigi cyfluthrin ayn1 zamanda hastanelerde, kreslerde, okullarda, lokantalarda
ve yiyecek ticaret kurumlarindaki kullanimi igin kayit edilmistir (60).

Mesleki maruz kalma ile ilgili baska bir endise de cyfluthrinin yikama ile

kumagtan ne kadar ice gectigi hakkinda yapilan aragtirmalardan saglanir.
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Deterjana, kumas tiirtine ve kullanilan cyfluthrin {iriniine bagl olarak
cyfluthrin kalintilariin % 5-100 arasinda makina yikamasi ile ¢ikmadigi
belirtilmistir. Arastirma cyfluthrin igeren biitiin iirlinlerde yikamadan sonra bocek
ilacinin % 90 kaldigim1 gdstermistir. Yikamanin piretroid kalintilarinda bir fark
yaratsa da sonucta yikamanin kalintiyr gidermesi agisindan ¢ok basarili olmadigi
goriilmiistir. Bu sonu¢ cyfluthrin kullanan bdcek ilact uygulayicilarinin
cyfluthrini is elbiselerinden c¢ikartmakta zorluk ¢ekebilecekleri anlamina
gelmektedir (61). Ikinci bir arastirma ise yikama isleminin cyfluthrin kalintilarini
cikartma konusunda daha basarili oldugunu gostermistir ancak yinede cyfluthrin
kalintilarinin % 20- 30 oraninda ¢ikmadigi belirtilmistir (62).

Cyfluthrin 6ldiirtilmesi gereken istenmeyen boceklerin yaninda bir dizi
baska organizmalari da etkiler. Bu tiir etkilerin ar1, 6riimcek, balik, kus, ve sucul
omurgasizlarda goriildiigii belirtilmistir.

Ayrica, 6rnek sucul ekosistemler hakkinda ¢alismalar cyfluthrinin normal
ekosistem iglevlerini bozma yetenegine sahip oldugunu gostermistir (33).
Cyfluthrin igeren bdcek ilaci triinleri cyfluthrinden baska igeriklerede sahiptir,
bunlara imalathaneler tarafindan gizlidir denilir ve EPA tarafindan "inert" igerik
olarak smiflandirilir. Bu igeriklerin bazilar1 hakkinda yapilan aragtirmalar ve
testler bunlarin bazi kanserlerin olusumunda etkili olduklarimi gostermistir (63-

65).
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Insektisitlerin subletal dozlar1 bdcek popiilasyonlarmni temelde 3 yolla
etkiler. Bunlar;

a) Hayatta kalma siirelerini etkileyerek,

b) Ureme kabiliyetlerini etkileyerek,

c) Gelecek nesillerin genetik yapilarini etkileyerek (66).

Bunlara bagli olarak enzimlerin aktivitelerini degistirirler, iiremeyle ilgili
anormalliklere sebep olurlar (67). Boceklere bu sekilde bir etki yapan
insektisitlerin kullanim dozlari, yontemleri ve siireleri, dolayli ya da dogrudan
temas eden insan ve diger canlilara da degisik siddetlerde etki yapabilir.

Pestisitlerin  genel olarak iireme sistemine etki mekanizmalarin
siniflandiracak olursak;

e Ureme hiicrelerinin kalitesinde azalma ve sayisinda diisiis olarak etki

gosterebilirler,

e Hormon sentezinde degigimler,

e Hormon depolanmasi ve salinmasindaki degisimler,

e Hormon transport ve kleransindaki degisimler,

e  Hormon-reseptdr taninmasi ve baglanmasindaki degisimler,

e  Hormon post reseptor aktivasyonundaki degisimler,

e  Oksidatif stresin indiiklenmesi (68).

Aragtirma konumuzla ilgili piretroid grubundan olmayan pestisitlerle
yapilmis birgok sayida ¢alisma vardir (69-81).

Cyfluthrinin de igerisinde yer aldiglr piretroid grubu pestisitlerde ise
arastirma konumuzun disinda daha ¢ok ¢cogunun genotoksik, sitotoksik, mutajenik

ve teratojenik etkileri lizerine daha ¢ok ¢alismalar yapilmistir (82- 100).
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Son yillarda konumuzla ilgili yaymlar giderek artmaya baslamistir.
Yapilan arastirmalar alt1 sentetik piretroidin, androjen reseptorlere baglanarak
(erkek cinsellik hormunu) normal androjenik fonksiyonlart bozduklarimi
gostermistir. Bu tiir etkilere, genis olarak endokrin bozulma adi verilir ve gogiis
kanseri, testikiiler kanser ve azalmis sperm sayilar1 gibi bir dizi saglik sorunlariyla
iligkilendirilmistir. Arastirmacilar, insan {ireme sistemine olan istenmeyen etkileri
onlemek icin piretroidlerle temasdan kacinmay1 6nerir (101).

Cyfluthrinin periferal benzodiyazepin (PBZ) reseptdrlerle baglandigini
gosteren aragtirmalar da mevcuttur. PBZ reseptorler testislerde yiiksek
yogunluklarda bulunur ve hormon duyarliliginda 6énemli rol oynar (102).

Piretroidlerin, hayvanlar ve insanlarda yapilan c¢aligmalarda sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi iizerine olumsuz etkilerinin oldugu
gosterilmistir (103-124).

Cyfluthrin ile c¢esitli alanlarda ve farkli denekler kullanilarak caligsmalar
yapilmistir. Uzun siire cyfluthrine maruz kalmanin kilo kaybina ve yiiksek doz
cyfluthrin verilen gruplarda ise viicut agirliginda ve bazi organ agirliklarinda
degisikliklere yol actig1 bildirilmistir (52). 450 ppm kadar Baytroid ile beslenen
sicanlarda iki yillik bir beslenme sonucunda, erkeklerde viicut agirligi azalmasi
gozlenmis ve baz1 disilerde bobrek iltihab1 gorilmistir (125). Memeli
organizmalarda cyfluthrin kisa ve uzun vadede c¢aligmalar siyatik sinirde
diizeltilebilir hasara ve disilerde bobrek iltihabina yol actig1 belirtilmistir (52).

Ciddi sekilde cyfluthrine maruz kalmanin en yaygin semptomu paresteziya
(kasindiran, yanan, ve sizlayan 6zellikle yiizde olusan cilt rahatsizligi) oldugu,

bunun da uyusukluk ile sonug¢landigi belirtilmistir.
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Yiiksek cyfluthrin dozlarmin asirt salivasyona, iritabiliteye, tremor,
koordinasyon bozukluguna, ispazmoza (asir1 derece titreme) ve kan basinci
disiisiine neden oldugu bildirilmistir (52, 126).

Birgok piretroid gibi, cyfluthrinin ciddi toksisitesi sicaklik ile olumsuz bir
sekilde iligkilidir yani dugiik sicaklikta daha yiiksek toksisite gorildigi
bildirilmigtir (127). Cyfluthrin solunum yoluyla alindigi zaman da zehirlidir
(43,128). Cyfluthrinin, hafif goz iritasyonuna yol actig1 (43,129,130), bir siire
maruz kalmayla diyareye, diisiik viicut sicakligina ve kilo kaybina neden oldugu
belirtilmis uzun siireli cyfluthrin inhalasyonunun da viicut sicaklik disiisiine, kilo
kaybma, ve karaciger agirliginda degisikliklere ve huysuzluga neden oldugu
gosterilmistir (131). Yiksek dozda cyfluthrine maruz kalma sonucunda sinir
sisteminde kronik fonksiyonel bozulmalara neden oldugu, diisiik dozlarda kronik
maruz kalmada ise sinir sistemi bozukluklarinin kronik semptomlarina yol
acabildigi belirtilmistir (43, 53, 131).

Cyfluthrinin aym1 zamanda antiandrojenik, mitostaik, genotoksik,
sitotoksik, mutajenik, teratojenik ve immunotoksik etkileri hakkinda ¢alisma ve
arastirmalar yapilmis ve etkisi incelenmistir. (12, 20, 33, 82, 96, 125, 131, 133-
136). Cyfluthrin ile ilgili genis kullanim alanina bagh olarak bircok alanda c¢esitli
calismalarin oldugu goriilmektedir. Ancak yaptigimiz literatiir taramasinda kendi

arastirma konumuzla ilgili yapilan ¢calismalarin yetersiz oldugu goriilmektedir.
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Ozellikle erkeklerin kullanim alani olarak daha fazla insektisit ya da
pestisitlere maruz kaldig1 asikardir. Ciinkl bitkisel iriinleri muhafaza ve verim
elde etmede gerek tarimda ve ziraatta, gerek hayvan sagligi ve hayvansal
iiriinlerin korunmasinda, hayvancilikta ya da halk sagligim1 korumada, ilaglama
sektoriinde calisanlarda erkeklerin orani kadinlara gore daha fazladir.

Bu sektorlerde calisan ya da kullanimi gittik¢e yayginlasan tek ya da
bilesik soliisyonlarda bulunan cyfluthrine dolayli olarak maruz kalan kisilerde
ortaya ¢ikabilecek ve kisileri aile hayatinda, toplum hayatinda sosyal ve psikolojik
olarak da etkileyebilen infertilite i¢in cyfluthrinin erkek iireme sistemi hiicrelerine
etkisini arastirilmasi son derece 6nemlidir. Bu kadar genis kullanim alanina sahip
bir insektisit ile insanlarin dogrudan ya da dolayli olarak maruz kalmamasi
diistiniilemez.

Bu nedenle boyle bir etkilesmede 6zellikle erkeklerde tireme sistemine ve
buna ait parametrelere olabilecek bir etkinin ne 6l¢iide oldugunu arastirma konusu
yaparak bu alandaki yetersiz ¢alismalara bir katki saglamak amaciyla bu ¢aligmay1

planladik.
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3.2. Benfotiamin

Acgik Formiilii:
0 CHs NH2
o |
0 O%\H N)\GHE,
HO-P-O
OH

Sekil 2. Benfotiaminin kimyasal yapisi.

Goriinlim : Beyaz

Kimyasal Adi : S-[(Z)-2-[(4-amino-2-methylpyrimidin-5-yl)

methylformylamino]-5-phosphonooxypent-2-en-3-yl]

benzenecarbothioate.

Molekiiler agirligr : 466,45 g/mol

Cas No : 22457-89-2

Ticari adlar1 : S-Benzoylthiamine O-monophosphate (Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO. A.B.D.) (137).

Tiamin suda c¢oziilebilen bir vitamin olup hububatta, bakliyatta, kuru
fasulyede, soyada, findikta, ekmekte, yagsiz ette ve balikta bulunur. Tiamin,
hiicresel enerji metabolizmasinda karbonhidratlarin enerjiye doniistiiriilme
stirecine yardimci olarak O6nemli bir rol oynar. Tiamin; kalbin, kaslarin ve
sinirlerin normal durumda c¢alismast icin gereklidir ve farkli metabolik

bozukluklarin tedavisi i¢in faydalidir. (138, 139).

25



Tiaminden tiiremis bilesimler Allium genusdaki sogan, taze sogan ve
pirasa gibi bitkilerde bulunmustur ve Allitiamin olarak isimlendirilmislerdir (140).

Benfotiamin, allitiamin olarak isimlendirilen, kizarmis veya ezilmis
sarimsakta, sogan, taze sogan ve pirasa gibi sebzelerde eser miktarda bulunan,
tiamin-kokenli birlesimlerin essiz kaynaklarindan biridir (141).

Benfotiamin  yagda-¢6ziilebilen  bir  tiamin  tiirdesidir ve  S-
Benzoylthiamine-0-mono fosfat olarak tanian essiz agik tiyaol-halkali bir yapiya
sahiptir ki bu yap1 onun dogrudan bagirsak duvarini gecebilmesini ve kolaylikla
hiicre membranina ve hiicre icine ge¢mesini saglar. Bu yapt nedeniyle
Benfotiamin, S-acyl tiamin grubunun tiirevi olarak da tanimlanmistir (142, 143).
Baska bir tanima gore benfotiamin , B1 vitamininin yagda eriyen tiiridiir. Normal
suda ¢oziilebilen B1 vitaminine tiamin, 6zel yagda c¢oziilebilen B1 vitaminine ise
benfotiamin denilir (141).

Benfotiamin yapis1 nedeniyle hakiki tiamine gore ¢ok daha yiiksek bir
biyoelverislilige sahiptir. Bu 6zelligiyle benfotiaminin, suda-¢oziilebilen tiamine
gore viicutta daha kolay absorbe edildigi ve oral uygulamada esdeger bir tiamin
dozuna gore en az bes kat daha yliksek tiamin-plazma konsantrasyonuna yani suda
coziilebilen tiamine gore bes kat daha yiiksek plazma diizeylerine ulasabilme
etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (144 ,147, 148, 150). Bundan o&tiirli diger
yagda ¢oziilebilen ya da allitiamin ailesindeki lipid tiamin tiirevlerine gére daha
iyi oldugu ve lipitte c¢oziilebilen tiirdesleri icerisinde en giicliisii oldugu

belirtilmistir (144).
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Benfotiaminin oral uygulamasiyla tiamin, tiamin mono fosfat ve tiamin
difosfat diizeylerinin kanda ve karacigerde énemli bir 6l¢ilide arttig1 fakat beyinde
olusmadig1 goriilmiistiir. Benfotiaminin daha iyi bir absorbsiyon kapasitesinin
olmasi, tiamin eksikligine bagl olarak ortaya c¢ikan akut periferik sendromunun
tedavisi i¢in faydali olabilecegi bildirilmistir (145, 146).

Benfotiaminin reaktif oksijen tiirleri iizerine de inhibe edici etkisinin
oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (151, 152).

Benfotiaminin insan endotel hiicrelerinde ilerlemis glikasyon son tiriinlerin
(Advanced Glycation Endproduct, AGE) artisin1 engelledigi gorilmistiir (154).
Benfotiamin yiiksek glikoz hasarlarinda koruyucu etkiye sahiptir (155). Rediikte
glutatyon (GSH), hiicrede ¢evresel oksidan ajanlarin etkisini kendi iizerine
cekerek hiicrenin fonksiyonel proteinlerini okside olmaktan korur, antioksidan
gibi davranir. Bu arada glutatyonun kendisi oksitlenir (GSSG). Bu okside
glutatyonun fonksiyonunu yapabilmesi tekrar rediikte hale gelmesi ile
mimkiindiir. Bunun i¢cin NADPH’lar kullanilir. Pentoz fosfat yolu NADPH igin
onemli bir kaynaktir ve tiamin de bu yolu aktive edici oldugundan (156) dolayli
bir antioksidan olarak kabul edilmistir (154, 155).

Endotel hiicrelerde ve perisitlerde yliksek glikoz maruziyetinden dolay:
meydana gelen apoptozisin iki gostergesi olan deoksiribontikleik asit (DNA)
fragmantasyonu artist ve Caspase 3 aktivitesi benfotiamin tarafindan

engellenebilir (157).
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Ayrica diyabetik noropatiye bagli agrilarin giderilmesinde ve diyabetik
nefropati ve diyabetik kardiyomiyopati iizerine etkileri oldugu gosterilmistir (149,
150). Benfotiaminin Tip 2 diyabetik sigan bobreklerinde fosfodiesteraz 5 ve
izoformlarinin ekspresyonu {izerine etkisi incelenmistir (153).

Bir bagka calismada da benfotiaminin diyabetli sicanlardaki endotel
hiicrelerde fazla sayida iiretilmis reaktif oksijen tiirlerini normallestirdigi
gosterilmisken (158), bir diger calismada streptozotocin (STZ) indiiklemeli
diyabetik farelerde de oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (159).

Benfotiamin diyabette gliseraldehit-3-fosfat ve fruktoz-6-fosfati, ksiloz-5-
fosfata ve eritroz 4-fosfata doniistiiriir. Bunu diyabetik komplikasyonun
ilerledigini gosteren bir isaret olan tiamin di fosfatin dokuda artmasiyla ilerlemeyi
durdurmak i¢in yapar. Bunu yaparken transketolaz enzimini aktiflestirerek yapar.
Boylece gliseraldehit-3-fosfat ve fruktoz-6-fosfat gibi glikolitik metabolitlerin
yiiksek oranda bulunmasiyla aktiflesen diacilgliserol (DAG) - protein kinase C
(PKC_W) yolunu ve heksosamin yolunu, AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri)
olusum yolunu bloke eder. Ozellikle AGE olusumunu inhibe eder (145, 146, 158).

Benfotiamin bir transkelotaz aktiflestiricisi olarak g6z Oniline alinmistir
(132). Benfotiamin, gliseraldehit 3-fosfat ve fruktoz 6- fosfati, pentoz fosfat
yolunun enzimi olan transketolazi aktiflestirilmesi ile uzaklagtirllir (146).
Deneysel diyabetik noropatide, heksoz ve trioz fosfati pentoz fosfat yoluna
yonlendirerek dokudaki AGE’lerin azaltilmasii da saglar (160, 161). Deneysel
diyabetik noropatide, lipitte ¢oziilebilen benfotiaminin suda ¢dziilebilen tiamine
gore fonksiyonel sinir bozuklugu engellenmesinde ve AGE formasyonlarimin

azaltmasinda istiin oldugu gosterilmistir (162, 163).
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Proteinler yiiksek glikoz konsantrasyonlar ile karsilastiklarinda, glikoz bir
enzimin araciligina gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz
glikasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler
oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur.
Glikoz ve proteinlerin amino gruplar1 arasinda kendiliginden gelisen enzimatik
olmayan glikasyon reaksiyonlari yoluyla 6nce Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil
olan Amadori Uriinleri olusur. Amadori Uriinlerinin olusumundan sonra ileri
glikasyon son {iriinleri (AGE) meydana gelir (138, 164 - 167)

Aragtirmalar, AGE’lerin reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal
iiretimini uyarmasiin yani sira, artmis serbest radikallerin de hiicre i¢ci AGE
olusumunu arttirdigini gostermektedir (168).

Yapilan calismalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C
(PKC)’yi aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler kan akimini,
damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve hiicre biiyiimesini
etkileyerek  vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi &ne
strtilmektedir (169-171).

Benfotiamin transketolazi aktiflestirir, pentoz fosfat yolunu c¢alistirir,
protein kinaz C (PKC) hareketini azaltir ve buna bagli olarak Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS) tireten NADPH oksidaz enzimini inaktif yapar boylece oksidatif
stresi azaltarak ve onleyerek antioksidan gibi davranir (172-174). Yiksek glukoz
konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur. Bu yoldaki aldoz
rediiktaz enzim aktivitesi i¢in NADPH kullanildigindan hiicre ici NADPH
titketilir. Okside glutatyonun rediikte forma g¢evrilebilmesi ve nitrik oksit (NO)

sentezi i¢in NADPH gereklidir.

29



Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmas1 ve sonugta NADPH’1n yoklugu
hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir (175).
Benfotiamin , poliol metabolik yolu regiile edilen aldoz rediiktaz hareketini
engelleyerek NADPH tiiketilmesini engeller (176).

Birka¢ caligmada sperm hareketliligi ile glikoliz, pentoz fosfat yolu ve
oksidatif fosforilasyon arasindaki iligki incelenmistir (195-197).

Benfotiamin enzimatik olmayan glikolizlenmeyle, glikolizlenemeyen son-
iriin formasyonuyla sonuglanan {iridin di fosfat (UDP)-N-asetilglukozaminin
artmasini engeller. Bunlarin yani sira ileri glikasyon son tiriinlerini (AGE) azaltir
(212,230), bobrekteki endotelyal hiicrelerde AGE olusumlarini engeller (155,177).

AGE’lerin  toksik etkileri arasinda; proteinlerin  yapilarimi = ve
fonksiyonlarmi degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indiikleyebilmeleri ve sonugta niikleer faktdr kappaB (NFkB) gibi redoks duyarli
transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagiilant doku
faktorii endotelin -1, adhezyon molekiilii, VCAM- 1 gibi) ekspresyonlarinin artisi
bulunmaktadir (178, 179).

Benfotiamin niikleer faktor kappaB proteinleri (NF-KB) aktiflesmesinin
engellenmesi ile diyabetik retinopati, noropati, mikroangiopati ve nefropati gibi
diyabetik komplikasyonlarinin tedavisinde kullamilir (151, 180-183). Ek olarak
periferik noropati, mortalite ve morbiditede kullanilmasinin (184, 185),
hipergliseminin vaskiiler hiicrelere olumsuz etkilerinin yok edilmesinde faydali

oldugu gosterilmistir (186).
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Benfotiaminin insan perisit apoptozisinin engellenmesinde, faredeki
anjiyogenesis ve sonraki apoptosizin engellenmesinde, streptozotosin-bagli
deneysel seker hastaligt olan kardiyomyosit kontraktil disfonksiyonun
engellenmesinde, ilerlemis titresim persepsiyonda, motor fonksiyon ve alkolik
polindropatinin tiim sebeplerinin azaltilmasinda, iskemik diabetik kol ve
bacaklarin  iyilesmesinin  hizlandirilmasinda, endotoksine bagli {veitin,
makro/mikrovaskiiler endotelyal disfonksiyon gibi patolojik durumlarin
gelismesinin  Oonlenmesinde  ¢ok yonlii terapdtik potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir (143, 145, 151, 187 - 190) .

Spermde tiaminin varligina ve erkege 0zgili infertilite, spermatogenezis,
sigan testisleri, Sertoli ve Leydig hiicreleri lizerine etkilerine yonelik ¢alismalar
yapilmistir (191 - 194).

Sonug olarak arastirma konumuzla ilgili benfotiaminin koruyucu etkisine
hi¢ bakilmamigtir. Tiaminin bir tiirevi olan ve daha etkin oldugu diisiiniilen

benfotiamini bu alandaki etkisini arastirmak amaciyla kullandik.
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3.3. HSP 70

HSP 70 (mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc—32239,
California, USA)

Hiicreler 1s1 soku gibi ya da farkli stres yaratict durumlarla
kargilastiklarinda 1s1 sok ya da stres proteinleri adi verilen sentezi artan bir grup
proteinler, heat shock protein (HSP) olarak tanimlanmistir ve molekiiler
agirliklarina gore gruplandirilmiglardir. HSP 70 insan viicudunda iyi tanimlanmis
tiplerden biri olup 70-kDa’luk bir proteindir (198).

Okaryotik hiicrelerdeki 1s1 sok proteinleri, molekiil agirliklarma bagimli
olarak bes aile igerisinde siniflandirilmaktadirlar (HSP 110, HSP 90, HSP 70,
HSP 60, kiigiik 1s1 sok proteinleri ve ubikuitin). HSP 70, {izerinde en ¢ok
calisilmig ve tanimlanmais 1s1 sok proteinidir (199).

Lindquist ve Craig (200) yapilan ilk ¢aligmalarda hiicrede aym kokenden
gelen (kognat) HSC 70 ve 1s1 soku uyarimlt HSP 70 olmak tiizere iki ¢esit HSP 70
protein ailesi {liyesinin saptandigini bildirmislerdir. HSC 70, normal kosullarda
sitoplazma ve ¢ekirdekte dagilmis durumda bulunmakta ve memeliler arasinda
yiiksek oranda korunmus bir genetik diziyi paylagsmaktadir.

HSP 70 geninin Boorstein ve ark., (201) yaptiklar1 ¢calismada DNA dizi
analizleri sonucunda yirmi dort Okaryotik ve prokaryotik tiirde s6z konusu

proteinin tiirler arasinda yliksek benzerlik gosterdigini saptamiglardir.
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HSP 70 protein ailesi, hiicrede bulunduklar1 yer ve gorevlerine gore, 1s1
sok kognat1 70 (HSC 70/ HSP 73), stres uyarimli HSP 72, mitokondrial HSP 75
(HSP 75/ grp 75) ve endoplazmik retikulumda (E.R) bulunan HSP 78 (HSP 78/
grp 78) olarak dort alt grupta toplanmaktadirlar (202).

Yedi farkli HSP 70 geni tablo 1.°de gosterildigi gibi fare, sican ve
insanlarda bulunmugtur. Farelerde tiim hiicrelerde Grp 78 ve Grp 75’inde
bulundugu ve HSC70-2’ nin de salindigi goriilmiistiir. Farelerde strese baglh
olarak HSP70-1 ve HSP70-3 geni vardir.

Bu indiiklenebilen HSP 70’lerin, hiicreleri stres kaynakli hasarlardan
korumaya yonelik olarak ortaya ¢iktigina inanilir. Iki HSP 70 ailesi iiyesi de
spermatogenezis sirasinda salinir. HSP70-2 mayotik faz sirasinda HSC70-t ise
post-mayotik faz sirasinda salinir. Bundan dolay1 HSP 70’lerin salmim
gametogenez esnasinda yapisal, indiiklenebilir ve gelisimsel mekanizmalarla
kontrol edilir. HSP 70’lerin gametogenez boyunca gesitli fonksiyonlar1 vardir

(203).

Tablo 1. Memelilerde HSP 70 ailesi (203)

Fare Genler Sican Homologu Insan Homologu
hsp70-1 hsp70-1 hsp70-2

hsp70-3 hsp70ib hsp70-1

hsc70 hsc70 hsc70

hsp70-2 hst70 hspA2

hsc73t hsp70-hom
arp75 arp75

arp78 arp78
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32 santigrat derece sicakliginda HSC 70, GRP 75, GRP 78, HSP70-2 ve
HSC70T germ hiicrelerinde tanimlanmislardir (204-206). Ancak indiiklenebilir
HSP70-1 veya HSP70-3 42-43 °C’ deki testislerde tanimlanmamislardir (207).
Son calismalar HSF1 aktivasyonu ve 1si-indiikklemeli HSP70-1 veya HSP70-3
salmiminin 38 °C’de 1s1 sokunda olustugu buna karsin 42 °C’de testisin somatik
hiicrelerindeki HSP70-1 veya HSP70-3’iin indiiklendigi goriilmiistiir (208). Bu
verilerin indiiklenebilir HSP 70’lerin spermatogenik hiicreleri orta termal stresten
korudugu, yaklasik normal degerin 10 °C iistiinde ise bunu yapamadigini gosterir.
Ancak spermatogenik islemler uzun siireli 37 °C’ye maruz kalirsa kriptorsid testis
olarak adlandirilan duruma doéniigebilirler (203).

Ist sok proteinleri olarak adlandirilmalarima karsilik s6z konusu
proteinlerin sentezleri, hiicrelerin radyasyon, kimyasal maddeler, oksijen
yetersizligi, agir metaller, alkol, yem kisitlanmasi gibi diger stres faktorlerine
maruz kaldiklarinda da artmaktadir (209-212).

HSP yapimui 1s1, ultraviole 151k ve sitotoksik ajanlar tarafindan uyarilir.
HSP yapimini uyaran faktorler proteinlere toksik olan yapilardir. Denatiire
proteinlerin diizeyinde artma goriiliir (213).

HSP 70 olustuktan sonra yeni sentezlenmis immatiir proteinlere baglanir.
Bu proteinler de olusabilecek erken ve diizensiz baglanmalari Onler. Yeni
polipeptid zincirinin amino asitleri en son {iriinii olusturmak igin gerekli biitliin
bilgileri saglarlar. Fizikokimyasal giiclerle {i¢ boyutlu proteinin katlanmasi olusur.
Daha 6nceleri bu olaylarin kendiliginden olustuguna inanilirdi. HSP tespiti ile bu

kavram degismistir.

34



HSP 70 molekiilii immatiir polipeptit zincirlerine baglanmaktadir ve bu
yapilarin yetersiz baglanmasimmi ve katlanmasimi Onlemektedir. HSP’ler bu
fonksiyonlartyla  “molekiiler koruyucular” olarak bilinirler. Molekiiler
koruyucular, proteinlerin kendi yapilarin1 degistirmeden taginmasimi ve
katlanmasini saglarlar.

HSP 70 molekiiler koruyucularin prototipidir. Immatiir ve bozulmus
proteinlerin  gizlenmis hidrofobik zincirlerine baglanirlar. Hasar gormiis
proteinlerin bir araya gelmesini dnlerler ve bu proteinleri ¢oziiniir hale getirirler.
HSP 70’e ek olarak diger HSP’ler de protein bozulmasi ve hiicre sinyal
mekanizmasinda yer alirlar. HSP’ler “homeostasis”i saglayarak hiicrenin
devamliligini siirdiirebilmesi i¢in pozitif etkide bulunurlar (214).

Diger bir ifadeyle HSP’ler, protein katlanmasi ve translokasyonuna yardim
eden molekiiler saperonlardir (215). Molekiiler saperon terimi; hiicresel
proteinlerin transport veya migrasyonuna yardim eden stres proteinlerinin
baglanma yetenegi olarak tanimlanir (216).

Hiicresel stres altinda proteinler denatiire olur ve sarmal yapi bozulur
bunun sonucunda rastgele olusan sarmal yapilar birbirlerine dolasarak veya capraz
baglanarak protein yiginlarimi (agregatlar) olusturabilirler, bu olay nihayetinde
hiicre 6liimiiyle sonuglanacaktir.

HSP 70, sicaklik veya oksidatif stres gibi protein yapisina zarar
verebilecek kosullarda yeni olusmus polipeptid zincirlerinin yanlis katlanmalarini

veya yapisarak ¢okelmelerini onlemektedir.
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Stres esnasinda proteinlerin hidrofobik rezidiilerine baglanmakta, ortaya
¢ikabilecek denatiirasyon ve ¢oOkelmeleri engelleyerek yeniden katlanmalarini
yonlendirmektedir. Boylece hiicrelerin iyilesmesine yardim eder (215 - 217). Ek
olarak saperonlar, matiir proteinler olustuktan sonra fonksiyonlarnin
olgunlagmasinda rol alirlar (218).

Ayrica HSP 70 proteinleri, organel membranlar1 arasinda protein
translokasyonuna rehberlik ederek, unstabil veya anormal proteinlerin proteolitik
indirgenmesini kolaylastirarak ve regiilatuar proteinlerin biyolojik aktivitelerinin
kontroliinii saglayarak, ATP bagimli molekiiler saperonlar olarak gorev yaparlar
(219, 220).

Bugiin bilinmektedir ki proteinlere toksik olan ve koruyan durum arasinda
stireklilik gosteren bir denge vardir. Protein denatiirasyonu sonucu protein
biitiinligii kaybolmakta bunun sonucu olarak HSP gibi proteinlerin yapisim
korumaya yonelik olan molekiillerin iiretimi artmaktadir (214).

Tipik olarak bir HSP 70 proteini, 613—635 aminoasit uzunlugundadir.
HSP 70, hiicre igerisinde diizenleyici proteinlerle etkilesimde anahtar rol oynar
(221). Is1 sok proteinlerinin pek ¢ogu, olduk¢a korunmus bir amino (N)-terminal
adenosine trifosfataz (ATPaz) ucu ve bir karboksi (C) terminal substrat-baglayici
ucundan olusurlar.

HSP 70’in molekiiler yapist 44 kilodaltonluk (kDa), 18kDA, 10kDA
olmak lizere 3 ana bilesenden olusur. HSP 70°deki tekrarlayan katlanmamis
polipeptidlerin baglanmasi ve serbest birakilmasi siklusu, HSP 40 ailesi iiyeleri

gibi cesitli saperonlar tarafindan modiile edilir (217).
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Is1 sok ya da stres proteinleri olarak adlandirilmalarina ragmen s6z konusu
proteinler normal, stres faktorlerinin etkili olmadigi kosullarda da hiicre i¢inde
bulunmakta ve bu durumda “is1 sok kognatlar1 (heat shock cognates)” olarak
tanimlanmaktadirlar ve siirekli eksprese edilmektedirler (222).

Is1 sok cevabinin transkripsiyonu 1s1 sok faktorii (HSF) ile kontrol edilir.
Normal sartlar altinda HSF’ler HSP’lere baglidir ve inaktiftir. Is1 sok faktorleri 1s1
sok elementi (HSE) olarak bilinen hedef sirasinin taninmasindan sorumludur.

Is1 soku gibi stres mevcudiyetinde, HSF’ler HSP’lerden ayrilir, protein
kinaz veya diger serin/treonin kinazlar HSF’leri fosforile eder, sitosolde HSF’lerin
trimer formlar1 olugur. Bu HSF trimerleri niikleusa girer ve HSP 70 genindeki
HSE’ye baglanir. Baglanmay1 takiben HSF’ler fosforile olur ve HSP mRNA
transkripsiyonu olur, HSP mRNA niikleustan sitoplazmaya ¢ikar. Sitoplazma
icinde yeni HSP’ler sentez edilir (translasyon).

Multipl HSE’ler, HSP geninde promotor bdlgede bulunur. Is1 sok
elementine ek olarak promotor bolgede serum cevap elementi (SRE) vardir.
Serum cevap elementi, serum stimiilasyonuna cevap verir ve hiicrelerde HSP
ekspresyonunun bazal seviyesinin mevcudiyetinden sorumludur (223).

HSP 70 ailesi, hiicre herhangi bir stres altinda degil iken ATP bagimh
molekiiler saperon olarak yeni sentezlenen proteinlerin dogru katlanmalarinda ve

hedef bolgelere tasiniminda gérev alir (219).
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HSP 70 seviyeleri zararl etki altinda olmayan hiicrelerde diigiiktiir. Stresin
¢esitli formlarinin uygulandigi hiicrelerde aniden seviyesi artar. Kimyasal toksisite
bu strese neden olabilir. Stresten etkilenen HSP 70’in hizla yiikseldigi hiicrelerde
hasarli proteinlerin onarimi bunu izler. Bdylece hiicrelerde daha fazla hasar
Onlenir ve hiicre fonksiyonlarinin devamlilig1 saglanir (224, 225) .

Birgok HSP ailesine ait {iye, memelilerin testis ve sperminde
tanimlanmistir. Testise 6zgii HSP 70 formlart HSP 70-2 ve HSC 70t ilk kez
sicanlarda tanmimlanmigtir (205). Bunlar 06zellikle spermatogenik hiicrelerde
goriilmiistiir.

HSC 70t post mayotik faz esnasinda salinir (226). Bu proteinlerin
homologlar1 daha sonra sican ve insan testislerinde de kesfedilmistir (226, 227).
HSP 70-2 ‘nin fare germ hiicrelerinde mayozun ilerlemesinde (progresyonunda)
gerekli oldugu ortaya konmustur (226). Insanlarda HSP 70-2’nin homologu HSPA
2 olarak ifade edilir ki bu da faredeki HSP70-2’den dort farkli amino asit ile
ayrilir. Ayrica ek olarak sicanlarda olmayan karboksil ucunun yaninda alti amino
asit dizisi de icerir (228). HSPA2’ nin disinda insanlarda HSPA1L ve HSPH3
olmak {izere testiste tanimlanan HSP proteinleri de vardir (229). HSP’ler fare,
sican, s181r, domuz ve insan sperm ylizeyinde tespit edilmistir.

HSP 70 ailesi tiyeleri sperm ylizeyinde ¢ok bulunan bilesenler olarak
goriilmiistir (230, 231, 232). HSP 70 antijenlerinin insan sperm yiizeyinin
tiimiinde lokalize oldugu immunofloresans ile tespit edilmistir (231). Bir baska
calismada HSP 70 ailesinin iki tiyesinden HSPA2 ve HSPA1L’ nin insan sperm

membran antijenlerinden oldugu belirtilmistir.
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Bu tespit, infertil erkeklerin seminal plazma oOrneklerinde anti-sperm
antibodyler tarafindan belirlenmistir. HSPA2 ve HSPA1L biiyiik 6l¢lide daha ¢ok
insan sperm plazma membraninda spermatogenezis sirasinda goriilmiistiir. (233).
Ancak Mitchel ve ark., tarafindan yapilan yeni bir arastirma, hem immiinobead
testi (IBT) hem de floresanla aktive edilmis hiicre ayrismasi (FACS) analizi ile
insan sperm yiizeylerinde HSP saperonunu algilamay1 bagaramamistir (234).

Baska bir ¢alismada insan sperm ylizeyinde yedi farkli HSP ailesi liyesi ve
HYOUI ve HSPDI olarak adlandirilan ve yeni tespit edilen HSP saperonlar1 insan
sperm yiizeyinde tanimlanmistir (232). HSP 70 antijenleri tiim insan spermi
boyunca tespit edilmistir (230,231).

Bunlardan HSPA2’nin tiim kuyruk bdlgesi boyunca plazma membraninda
lokalize oldugu gosterilmistir (235). Baska bir ¢alismada HSP 70 iiyelerinden
HSPAIL, HSPAS, HSPAS, HSPD1 ve HSPC1 hiicre ylizeyinde tanimlanmiglardir
(236 - 240). HSP ailesi kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarina giden spermde
yeniden dagilim gosterir (232, 238, 241, 242).

Sigirlarda yapilan bir calismada HSP 70’ in profaz spermatositlerin
sitoplazmasinda ve uzamis spermatidlerde, kaput epididimal spermatozoalarin
sitoplazmik  dropletlerinde, kauda epididimal ve korpus epididimal
spermatozoalarin orta kisminda ve post akrozomal bolgede lokalize oldugu
bulunmustur. Taze ejakule edilmis spermatozoalarda HSP 70 ° in dagiliminda
degisiklik oldugu, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlar1 esnasinda HSP 70’in
yeniden dagilim gosterdigi bildirilmistir. Bu degisim, fertilizasyonda HSP 70’ in

muhtemelen bir rol aldig1 fikrini dogurmustur (241).

39



HSP 70’ in insanlarda, boga ve domuzda sperm fonksiyonlari i¢in 6nemli
rolii oldugu ayrica kemirgenlerde, sigirlarda ve insanlarda fertilizasyon ve
embriyo gelisimi ile baglantili oldugu gosterilmistir (231, 241, 243 - 247).

Spermin ylizey saperonlarini salmasinin, zona pellusidaya baglanma ve
etkilesim yetenegi ile baglantili olacag: diislintilmiistiir. HSP saperonlar1 da sperm
yiizeyinde bulunur. Anti HSP 70 antibodylerinin sperm-zona pellusida
etkilesimini bozdugu, inhibe ettigi sigir, domuz, insan sperm c¢alismalarinda
gosterilmistir.  Yapilan calismalarda, kaydedeger sekilde anti HSP 70
antibodylerinin zona pellusida ile spermatozoanin siki baglanmasini azalttigi,
proniiklear yap1 ve mayoz II” nin tamamlanmasini kestigi seklinde sonuglar ortaya
konmustur (241, 242, 247 - 250).

Bu sonuglar sperm yiizeyindeki HSP saperonlarinin fertilizasyon ve
embriyo gelisimi ile baglantili oldugu fikrini gli¢lendirir.

Siilfogalaktosilgliserolipid (SGG), spermde bulunan major glikolipiddir.
Yiizey proteinlerinden bir digeri sperm ylizey siilfoglikolipid immobilize edici
protein (SLIP1)’dir . Sperm-zona etkilesiminde rol alir. Sperm membranin
SGG'ye spesifik baglanma 6zelligi vardir. SGG'nin SLIP1'in migrasyonunda
onemli roli vardir. SGG saglam akrozomda apikal akrozomal bolgede
bulunurken, spermin kapasitasyonu sirasinda ekvatoral bélgeye dogru yer
degistirir (251).

HSP 70’in in vitro olarak siilfogalaktosilgliserolipid (SGG) igeren siilfath
glikolipidleri bagladig bildirilmistir. Bundan dolay1 sperm yilizey HSP’lerinin
adhezin gibi fonksiyonlarinin olabilecegini diisliniilmiistiir. Adhezin germ hiicre

baglanmasi sirasinda siilfoglikolipitin taninmasina aracilik yapar (252 - 254).
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Aragtirmacilar  SGG’ li ve HSP saperonlu sperm yiizey komplekslerinin
olusumunu ve zona baglanma proteinlerini muhtemelen bir lipid raf seklinde zona
pellusida-sperm yapismast i¢in temel olusturdugunu diisiinmiislerdir. Bundan
otiirii bu HSP saperonlarin aktivitesinin, sperm kapasitasyonunu tetikleyiciligi ile
iligkili oldugu kanaatine varilmistir (255).

Memelilerde embriyonik gelisim i¢in bircok HSP’lerin  salinimi
zorunludur. HSP 47’ nin fetal gelisimde, HSP 70-2 spermatogenezis sirasinda,
HSP 90’ nin ise ekstra embriyonik gelisimde etkili oldugu bildirilmistir (256).

Spermiyogenezisin son evrelerinde gerceklesmesi gereken fazla
sitoplazmanin atiliminin dogru sekilde gerceklesmedigi durumlara sitoplazmik
tutulum denir.

Son yillarda, insanlarda HSPA2 (farelerde HSP 72, sigan HST 70) olarak
tanimlanan (70 kDa testis spesifik saperon protein, HSP 70 ailesinin bir tiyesi)
olarak tanmimlanan bir proteinin, sitoplazmik atihm ile es zamanl olarak
sentezlendigi ve regiile edildigi gosterilmistir (257).

Farelerde, siganlarda ve insanlarda mayotik faz spermatositleri somatik
dokularda bulunmayan HSP 70’1 sentezlerler (228, 258, 259). HSP70-2 fare ve
hamsterlarin  pakiten spermatositlerinde sinaptonemal komplekslerin lateral
elementlerinin  bir bileseni olarak tamimlanmistir, fakat oositler igin
tanmlanmamistir (206, 235). HSP70-2, sinaptomal komplekslerde zigotenden
diploten boyunca yer alir ve sinaptonemal kompleks formasyonunda kayda deger

sekilde bulunabilir. DNA tamir ve rekombinasyon islemlerinde yer alir (203).
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Hiicrede temel olarak HSC70 sentezlenir. HSC70 spermatogenik
hiicrelerin niikleuslarinda lokalize olmustur ve sinaptomal komplekste kesinlikle
lokalize degildir (206). HSP70-2 cyclin-B1-CDC kinaz aktivitesi i¢in dolayisiyla
mayotik hiicre dongiisiiniin regulasyonu i¢in gereklidir (260, 261). Diisiik HSPA2
proteini oranina ve sitoplazmik tutulumlu sperme sahip erkeklerin yaklasik
%40’ mnin diisiik sperm laktat dehidrogenaz-C24 (LDHC24) konsantrasyonlari
gosterdigi de ortaya konulmustur (261). Dolayisiyla HSPA2 salimimindaki
bozukluk ile spermatogenezis gelisimi durur ve spermatositler apoptozise ugrar.
Gecikmis profazdan dolay1 yapisal anomaliler olusur ve ¢ok az hiicre mayotik
boliinmeye ilerler. Mayozdaki bu basarisizlik, spermatosit apoptozisinin artigi ile
baglantilidir (262).

HSP 70’ler post-mayotik spermatidler ve spermatozolarda bulunur (203).
Farelerde HSC70t (insanda HSP70-hom) uzamis fare spermatidlerinde ve ayrica
spermatozoalarda saptanmistir (263, 264). HSPA?2 ilk olarak primer ve sekonder
spermatositte, daha sonra da plazma membranimmin yeniden sekillenmesi
(remodelizasyon) ve sitoplazmik artikli uzamis spermatidde goriilmiistiir. insan
ejakulatinda diisiik seviyede HSPA2 tespit edilmistir (235).

Fare HSP70-2 saperon proteininin insandaki homologu olan HSPA2’nin
tanimlanmas1 oldukc¢a dnemlidir ¢iinkii insan erkek germ hiicrelerindeki HSPA2,
spermatositlerde ve terminal spermiyogenezisde (daha ¢ok uzamis spermatidlerde

ve spermlerde) olmak iizere iki nemli noktada ifade edilmektedir (265).
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HSPA2’nin varligi, olgun spermin bir karakteristigidir ve spermin
fertilizasyon Kkapasitesi hakkinda bilgi verir (265). Bu bilgi, Huszar ve
arkadaslarinin  “sitoplazmik tutuluma sahip olgun olmayan spermler, zona
pellusidaya yetersiz baglanma  gostermistir”  seklindeki  bulgulan ile
desteklenmektedir. Olgun olmayan spermde sitoplazmik tutulum, sperm seklinin
degismesine de neden olur (266). Bu proteinin yoklugunun, hem sitoplazmik
atilimin basarisizligina hem de mayotik siirecin kusurlarina bagli olabilecegi
disiiniilmektedir (206, 226, 267). Sperm olusum siirecinde, mayoz boyunca
sinaptik anomaliler, kromozomal anomaliler ve erkek infertilitesi birbirleri ile
iligkilidir. Bu kromozomal anomalilerde temel faktor, biiyiik bir olasilikla,
HSPAZ2’nin diisiik ekspresyonu ve mayotik kusurlarla ilgilidir (268).

Son yillarda yapilan pek c¢ok c¢alismada, sitoplazmik atilim ve HSPA2
saperon protein ekspresyonu gibi sperm maturasyonunda anahtar rol oynayan
molekiiler belirtecler iizerinde yogunlagilmistir (235, 261, 269 - 272).

Semende bulunan HSPA2 oraninin %10°nun altinda olmasi, erkeklerde
azalmig fertililitenin bir belirtecidir (265). Erkekler normospermik ya da
oligospermik degil de, HSPA2 oranlarina bakilarak ¢ok ya da az matiir sperm
icermelerine gore siniflandirildiklarinda; sitoplazmik tutulum derecesi, sperm
immatiiritesi oran1 ve kromozomal andploidiler arasinda istatistiksel olarak
belirgin bir korelasyon (r=0.70-0.78) oldugu ortaya konmustur (273).

Spermiyogenezisde sitoplazmik atilim ile es zamanli olarak sperm plazma

membraninda da yeniden diizenlenmeler olur.
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Sperm matiiritesi ve fonksiyonu hakkinda bilgi veren, sperm kreatin kinaz
(CK) ve HSPA2 gibi ¢esitli objektif biyokimyasal belirtegler kullanilarak erkek
fertilitesinin degerlendirilmesi yeni bir yaklasimdir (265, 272, 274). 70 kDa
molekiiler agirhigindaki HSPA2 saperon proteini ise sperm gelisimi ve
matiirasyonunu gosteren bagimsiz bir Olgilit olarak kabul edilmektedir. Diger
saperon proteinler gibi HSPA2 de spermin yeniden gekillenmesi i¢in gerekli olan
yapisal proteinler ile DNA tamir enzimleri ve protaminler gibi ¢ok cesitli
proteinlerin taginmasinda rol oynamaktadir (267, 272, 275). Ger¢ekte, HSPA2
mayoz bolinme sirasinda olusan sinaptonemal kompleksin bir pargast
oldugundan, HSPA2’nin yetersiz ekspresyonu anoploidiler gibi mayotik
defektlere de mneden olmaktadir (272). Ayrica, HSPA2’nin terminal
spermiyogenezisle ayni zamanda yani sitoplazmik atilim sirasinda ikinci kez
temel bir ekspresyon gostermesi dnemlidir (272). Boylece, HSPA2 sitoplazmik
atilmm dogru bir sekilde gerceklesmesini saglayarak anormal sperm
morfolojisinin ortaya ¢ikmasini engellemektedir (272).

Spermatozoon apopitozisi ve spermatozoon DNA’sinda hasar erkek
infertilitesinin potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilir. Apopitozis ile ortaya
cikan germ hiicre kaybi, spermatogenezis sirasinda olusur. p53, p21, CD 95 (276),
Caspase-3 (277, 278), Caspase 1-8 (278), Bcl-2 , Bel X (279, 280) ve Fas
diizeyleriyle, degisik yollarla saptanabilmektedir. Caspase 1-3-8 postakrozomal
bolgede, Caspase 9 ise orta parga (midpiece) bolgesinde gosterilmistir (278).

HSP 70’in apopitoziste ¢alisma mekanizmasi, apopitotik enzimler olan
Caspase 3 ve 9’un salinmasiyla gerceklesir. Boylece HSPA2, apopitotik siirecin

olast inhibitoridiir (235).
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Ozetleyecek olursak; HSP 70 gen ailesi proteini (HSPA2/HSP70-2) sentezi
sinaptonemal kompleksin siirdiiriilmesi, spermatosit gelisimi i¢in gerekli mayotik
bolinmede o©nemli rol oynamaktadir. HSPA2 ekspresyonu sinaptonemal
kompleks i¢indeki mayotik bdliinmede ve terminal spermiyogenezisdeki elonge
spermatid asamasinda olmak iizere iki asamada olugsmaktadir.

Spermatogenezisin spermatid agamasi, normal gelisim veya diisiik
matiiriteli sperm gelisimi i¢in temel asamadir. Elonge spermatidde asamali
HSPA2 regiilasyonu ile normal sperm matiirasyonu olusur. Bu asamalar ile
sitoplazmik artiklarin atilmast ve plazma membranin yeniden sekillenmesi
(remodelizasyon) ile normal bas morfolojisi olusur. Bdylece normal zona-
pellusida ve hyaluronik asit baglanma alan1 sekillenir. HSPA2 ekspresyon diizeyi
sperm hiicresel matiiritesi ve fertilizasyon potansiyeli ile iliskilidir. Sitoplazmik
retansiyonu olan ve HSPA?2 konsantrasyonu diisiik olan immatiir spermlerin zona
baglanmas1 diisiiktiir. HSPA2 defekti sinaptonemal kompleksde defektlere ve
immatiir spermatozoa olusumuna neden olabilmektedir (281).

Sonu¢ olarak; insan sperminde de varligi bilinen HSP 70 ailesi
(HSPA2/HSP70-2)’nin cyfluthrin gibi bir pestisitin etkisine gore nasil bir
yonelime sahip oldugu hakkinda veriler elde etmek icin calismamizda HSP 70’in

immiinoreaksiyonunu incelemeyi amagladik.
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3.4. Testis Histolojisi

Erkek iireme sisteminin bir parcasi olan testisler, puberteyle birlikte

spermatozoonlarin iiretimi ve beslenmesi ile baslica erkek seks hormonu olan

testosteronun sentezinden sorumlu olan bir ¢ift organdir (282, 283)

Erigkin insan testisi oval sekilli, 4-5 cm uzunlugunda, 2,5-3,5 cm

genigliginde, anteroposterior 3 c¢cm capinda ve 20-30 gr agirhgindadir. Olgun

testisin posterior yiizii epididimis ile iliskidedir. Hem testis hem de epididimis

skrotal kese icerisinde vaz deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslari

iceren spermatik kord ile asilidir. Testisler distan {i¢ tabakadan meydana gelen

testikiiler kapsiil ile sarilidir.

1.

Tunika vaginalis: Mezotelyal hiicrelerin olusturdugu bu en distaki
tabaka peritondan koken alan serdz bir kesedir. Testisin 6n ve yan
ylizeylerini c¢evreleyen visseral tabakasi ve skrotum iizerine uzanan
pariyetal tabakast bulunmaktadir.

Tunika albuginea: Diiz kas hiicreleri igeren kalin fibréz bag
dokusundan olusan en belirgin tabakadir. Bazal lamina ile tunika
vaginalisten ayrilir. Testisin posterior tarafinda kalinlasarak
mediastinum testis olarak organ i¢ine sokulur.

Tunika vaskiiloza: Kan damar1 aglarini i¢eren, areolar bag dokusundan

olusan en i¢ tabakadir (284).

Tunika albuginea, rete testisin bulundugu posterior bolgede kalinlagarak

mediastinum testisi olusturur. Mediastinumdan testise dogru uzanan fibr6z bag
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dokusu septumlari, testikiiler dokuyu 250-300 lobiile ayirir. Her bir lobiil 1-4 adet
seminiferdz tiibiilii icermektedir (284).

Seminifer tiibiiller etrafindaki interstisyel bag dokusu, kan damarlar ,
gevsek bag dokusu hiicreleri ve kiimeler halinde yerlesmis epiteliyal interstisyel
leydig hiicrelerini igerir. Interstisyel hiicreler testisin endokrin hiicreleridir ve kan

dolasimina erkek seks hormonu olan testosteronu salgilar (285, 286).

3.4.1. Seminifer Tiibiil

Seminifer tiibiil, yaklasitk 150-200 pm ¢apta ve 20-80 cm uzunlukta
oldukca kivrintili kanalciklardir. Seminiferdz tiibiiller, anastomoz gosteren
kivrimlar seklinde baslar, mediastinuma dogru birbirlerine yaklasarak kisa
bosaltma kanal1 olan tubuli rektiyi yaparlar. iki ucu U seklinde olan bu tiibiiller
de, rete testise agilirlar (287).

Seminifer tibiiller testis kesitlerinde enine, uzunlamasina ve oblik olarak
gozlenen uzun ve kivrintili tiibiillerdir. Seminifer tiibiiller germinal epitel adi
verilen ¢ok katl epitel ile doselidir. Germinal epitel seminifer tiibiiliin bazal

membran {izerinde yerlesmistir (285).
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Sekil 3. Testis (bolgesel kesit goriiniimil). Boya: Hematoksilen ve Eozin (285).

Alttaki resimde birkag seminifer tiibiil gortilmektedir. Seminifer tiibiiller
spermatogenik hiicreleri ve destek (Sertoli) hiicrelerini igeren germinal epitel ile
doselidir. Interstisyel bag dokusu steroid (testosteron) iireten interstisiyel
hiicreleri (Leydig) icerir. Mediastinum testiste, seminifer tiibiiller , diiz tiibiillere
dondisiir. Diiz tiibiiller kisa ve dar olup, spermatogenik hiicrelerden yoksun kiibik
veya prizmatik epitel ile doselidir. Diiz tiibiiller rete testis olarak devam eder.
Rete testis tek katli yassi, alcak kiibik veya algak prizmatik epitel ile doseli genis
liimenli diizensiz anastomozlar yapan tiibiiler agdir. Rete testis baglandig1 duktuli
eferentes yakinlarinda genisler. Duktuli eferentes genellikle diiz olup duktus
epididimisin bas kisimlarina yaklastik¢a kivrintili hale gelir. Duktuli eferentes rete

testisi epididimise baglar. Rete testisde bulunan bazi tiibiiller ve duktuli eferentes
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sperm kiimeleri icerirler. Duktuli eferentes (Eferent kanallar) epiteli al¢ak kiibik
hiicre gruplart i¢inde alternatif olarak uzun prizmatik hiicre gruplar igerir. Farklt
uzunlukta hiicre bulunmasindan dolayi, duktuli eferentes liimeni degiskendir.

Duktuli eferentesin-uzun hiicreleri silya, kiibik hiicreler ise mikrovillus igerir

(285).
8 Rete testis
.
1 Interstisyel
hijcreler (Leydig) 9 :;:r;n'\:r
2 Diiz tiibiille
10 Mediyastinun
testis
3 Seminifer
tiibiiller
11 Sperm
4 Interstiyel
bag dokusu
12 Rete testis
(sperm ile)
§ Seminfer
libiiller
13 Eferent
§ Diiz tiibiiller kanallar
14 Sperm
15 Silya
1 Rete testis 16 Mediyastimun
testis

Sekil 4. Seminifer Tiibiiller, Diiz Tiibiiller, Rete Testis ve Duktuli
Eferentes (Eferent Kanallar) (285).

Seminiferdz tiiblil kompleks, ¢ok kath epitel ile doselidir ve iki tip hiicre
igerir :

1. Sertoli hiicreleri

2.Spermatogenik hiicreler (spermatogonyumlar, primer spermatositler,

sekonder spermatositler ve spermatozoalar)
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Seminifer epitel, distan, bazal lamina ile kollajen lifler ve kasilabilir
miyoid hiicrelerden olusan 6zellesmis bir fibroz doku tarafindan sarilmistir. Bu
fibroz dokuya peritiibiiler doku ya da membrana propria denir. Miyoid hiicreler,
hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden

sorumludur.

3.4.2. Membrana Propria

Ince bir bazal lamina iizerine oturmus olan seminifer epitel distan
ozellesmis fibroz doku ile sarilmistir. Bu smirlayici tabakaya, membrana propria
ya da peritiibiiler doku adi1 verilir. Membrana propria 4 alt tabakadan olusmustur :

1. i¢c hiicresel olmayan tabaka : Kollajen lifler, glikoproteinler ve
hyaluronik asid i¢eren bir tabakadir.

2. ¢ hiicresel tabaka : Ince, uzun sekilli miyoid hiicrelerden olusmustur.
Miyoid hiicreler, oldukca ince ve uzun hiicreler olup her iki yiizlerinde kiigiik
invaginasyonlar igerirler. Cekirdekleri de ince ve uzundur. Bol miktarda graniiler
endoplazmik  retikulum  iceren = sitoplazmalari  lipid  damlaciklarina,
mikropinositotik vezikiillere ve miyofilamanlara sahiptir.

3. Dis hiicresel olmayan tabaka : Glikoprotein tabiatinda, dista yer alan
ince bir bazal laminadir.

4. D1s hiicresel tabaka : Fibroblastlardan meydana gelmistir.

Miyoid hiicrelerin organizasyonu tiirlere gore degisiklikler gosterir.

Kemiricilerde tek tabaka halinde diizenlenme gdsterirken, insanlarda ve bazi
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tirlerde 3-5 tabakalidir. Miyoid hiicreler, kasilarak seminifer tiibiiliin capini
degistirebilir ve spermatozoonlarin tiibll i¢erisinde hareketine yardim ederler.
Membrana proprianin kalinligi, yashilik ve 6zellikle Klinefelter sendromu

gibi, kromozom anomalisi ile iligkili klinik olgularda artar (284).

3.4.3. Sertoli Hiicreleri

Spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis piramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uglar ise
siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli hiicresinin
siirlart belirsiz olarak goriiliir, ¢iinkli bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini
cevreleyen ¢ok sayida lateral uzantilar1 vardir. Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulumu, bir miktar
graniillii endoplazmik retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok sayida
mitokondri ile lizozomlar igerdigi gosterilmistir. Siklikla liggen bi¢iminde olan
uzamis niikleusta ¢ok sayida kivrilmalar, belirgin bir niikleolus ve az miktarda
heterokromatin goriiliir.

Bitigik sertoli hiicreleri birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde siki
baglantilarla baglanmiglardir. Bu spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan
materyallerin ~ serbestce  girebildigi  bazal kompartmanda  yerlesirler.
Spermatogenezis sirasinda spermatogonyum serisi, bu baglantilardan bir yolunu
bulup gecerek adluminal kompartmana ¢ikarlar.

Burada spermatogenezisin daha ileri sathalar1 kandan gelen iiriinlerden bir

kan testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki
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baglantilar ile olusturulur. Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin
apikal ve lateral kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin
flagellar kuyruklart gelistikge bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uglarindan ¢ikan
puskiiller seklindeki ¢ikintilar halinde goriiliirler.

Sertoli hiicreleri "gap junction" denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu
yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir. Bu da yukarida bahsedilen

seminifer epitel siklusunun koordinasyonunda 6nemli olabilir (288).

AT e

Kapiller lameni

Sekil 5. Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari ve yerlesimi (288).

Bu hiicreler yan yiizleriyle birbirine baglanarak seminifer tiibiilleri iki
kompartimana ayirirlar. Alt kisim, bazal kompartmandir ve kan damarlarinin
liimenini, interstisyel bosluklar1 ve spermatogonyumlar (G) tarafindan iggal edilen

bolgeleri kapsamaktadir. Ikinci (iist) kisim, asagidaki tikayici baglantilar (OJ)
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seviyesine kadar seminifer tiibiillerin adluminal kompartimani olarak tanimlanir.
Tikayic1 baglantiya yonelik oklar, membranlarin birlestigi ve maddelerin birinci
kompartimandan  ikinci kompartimana gec¢isinin  engelledigi  noktalar
gostermektedir.

Membran baglantisinin  lizerindeki  O0zellesmis  bolgeler, sirkiiler
diizenlenme gosteren mikrofilamentler (MF) ve diiz endoplazma retikulumu
(SER) sisternalar1 bulunmasiyla tanimirlar. Sertoli hiicrelerinin bazi1 fonksiyonlar
da gosterilmistir. Yukaridaki resimde soldaki hiicrede oklar testikiiler sivinin
salgilanmasin1 gostermektedir. Ortadaki hiicrede olusmakta olan spermatidlerin
sitoplazmik artik cisimcikleri fagosite edilmekte ve lizozomlar (L) tarafindan
sindirilmektedir. Sagdaki hiicrede noktali oklar metabolitlerin ekstraseliiler
alandan spermatositlere (SC), erken (ES) ve gec (LS) spermatidlere ve
spermatozoonlara taginmasimi gostermektedir. Materyalin bazal kompartmandan
liimene aktarilmasina ve spermatogenik hiicrelerin Sertoli hiicreleri i¢inden gecisi
ayirt edilmektedir (288).

Sertoli hiicreleri testis icerisinde bir¢ok 6nemli fonksiyonlara sahiptir:

e Gelismekte olan germ hiicrelerinin fiziksel destek, korunma ve

beslenmesini saglamak,

e Spermatid geligimi sirasinda olusan sitoplazma artiklarint (residual

cisimcikler) fagosite etmek,

e Seminifer liimen igerisine spermiasyon sonrasi olgun spermin

atilmasii saglamak,

e Spermin bosaltim kanallar igerisinde tagimmasi ve beslenmesi igin

gerekli fruktozdan zengin testikiiler siviy1 salgilamak.
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e Seminifer tiibiil limeninde testosterona baglanarak konsantrasyonunu
arttiran androjen-baglayici proteini (ABP) iiretmek ve salgilamak.

e Hipofizden (Pituitar Bez) follikiil-uyarici hormon (FSH) salinimim
Onleyen inhibin hormonunu salgilamak.

e Disi ve erkek {iireme organlarmin gelisimi sirasindaki Miiller
kanallarmin gerilemesini saglayan glikoprotein yapisindaki Miillerian
inhibe edici hormon veya anti Miillerian hormonu iiretmek ve

salgilamak (285).

3.4.4. Kan-Testis Bariyeri

Komsu Sertoli hiicreleri siki baglanti kompleksi (tight junctions) araciligi
ile birbirleri ile baglanarak kan-testis bariyerini olustururlar. Boylece seminifer
tiibiil bazal ve adluminal (limene yakin bolge) olmak iizere iki kompartmana
ayrilir. Bu bariyer kan dolagimindan antijenlerin gecisini 6nler ve germ hiicrelerini
immun sistemin etkilerinden korur. Boylece kan-testis bariyeri kisinin kendi
spermine karsit otoimmun cevap olusumunu, antikor olusumunu ve sonug olarak
steriliteyi Onler. Kan-testis bariyeri ayrica germinal epitele kandan zararl

maddelerin gegisini de engeller (285).

3.4.5. Spermatogenik Hiicreler
Diizenli olarak béliinerek matiir spermlere farklanan hiicreler olup, 4-8
tabakadan olusurlar. Bazalden liimene dogru hiicre tipleri asagidaki gibi siralanir

(283).
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3.4.5.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide
olan diploid spermotogenik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici
baglantilarin altinda yer alirlar ve bu nedenle kan-testis bariyerinin disinda yer

alirlar

Bazal kompartmana komsu, Sertoli hiicreleri arasi siki
baglantilarin hemen tizerindeki it sirali primer sperma-
tositler (mayotik profaz I'in pakiten agamas)

Erken spermatidler (sapka fazi)
donmilglerdir ve akrozomal bolge Geg spermatidler (olgunlagma fazi) uzamis ve
bazal kompartmani igaret eder kondanse olmug cekirdeklere sahiptirler

Seminifer tibil
limeninde kuyruk
kesitleri

Bir Sertoli hiicre-

sinin sitoplazmik
uzantisi
i o / E Qlgun bir sper-
TipAveB ) . ! S s P oy Bl : matidin uzamig ve
spermato- < d A ; / . kondanse olmug
S:"SV;‘";"?"" cekirdepi
hiicrelerinin
g:llt‘llrﬁ:;rlnln Erken bir sperma-
tidin akrozomu
bazal kompart-
man
Kan damari
/ Bir peritiibiler
Leydig hilcresi miyoid hiicrenin
’ cekirdegi
Lenfatik aralk
Sertoli hiicre gekirdedi
(Pakiten agamada) Tip B spermato-
S gonyumlar

Sekil 6. Seminifer epitel hiicrelerin dagilimlarina ve ¢ekirdek

karakterlerine gore belirlenmesi (287).
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Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar ve
pubertede baglayan basarili mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler.

Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi gozlenebilir: (1) tip A
spermatogonyum (insan testislerinde A koyu ve A acik spermatogonyumlar olarak
gozlenir); (2) tip B spermatogonyumdur.

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde 6nemli etkileri vardir.
Bu hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser
kemoterapisine direnglidirler.

Mitotik  olarak  boliinen  spermatogonyumlar, mayotik bdliinen
spermatositler ve farklilagmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve
radyasyona duyarhidirlar. Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin
sonlandirilmasindan sonra, spermotogonyal kok hiicreleri spermatogenik siireci

yeniden olusturabilirler (287).

3.4.5.2. Spermatositler

Tip B spermatogonyumlarin mitoz bdliinmeleri sonucu olusan primer
spermatositler, sentez fazin1 (DNA sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz
boliinmenin profaz sathasma girerler. Bu safhada leptoten, zigoten, pakiten ve
diploten fazlarmi gecirerek diakinez safhasina ulasirlar ve krossing-over’den
sonra kromozomlar ayrilir. Daha sonra hiicreler, metafaza girer ve kromozomlar
takip eden anafazda her bir kutba dogru giderler. Bu bdliinmede profazin yaklasik

22 giin dolayinda bir siire almasi nedeniyle mikroskopta incelenen hiicrelerin
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biiyiik ¢cogunlugu bu fazda goriiliirler. Seride en biiylik hiicreler ¢ekirdeklerindeki
sinaptonemal kompleksin varligiyla karakterize primer spermatositlerdir.

Birinci mayoz boliinmeden sonra olusan sekonder spermatositler 2n DNA
ve 23 kromozom (22+X veya 22+Y) icerir. Testis kesitlerinde sekonder
spermatositlerin goriilmesi zordur, ¢linkii bunlar interfazda kisa siire kalan ve

hizla ikinci mayotik boliinmeye giren hiicrelerdir (282 - 284).

3.4.5.3. Spermatidler

Spermatidler, sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmesi ile olusan
hiicrelerdir. Bunlar, diger hiicrelerden kiigiik boyutlart (7-8 um c¢apta),
yogunlagsmis kromatin bolgeleri tasiyan cekirdekleri ve seminifer tiibiillerde
limen yakininda Sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik c¢okiintiilerinde
yerlesmeleri ile tanmirlar. Spermatidler, spermiyogenez adi verilen farklilasma
stireci gecirerek metamorfoza ugrarlar. Bu siiregte ; akrozom olusur, c¢ekirdek
yogunlagir ve uzar, kuyruk gelisir ve sitoplazmanin ¢ogu kaybedilir.

Yeni olusmus spermatid, merkezi yerlesimli bir ¢ekirdek, iyi gelismis bir
Golgi kompleksi ve cok sayida mitokondriyonlara ve bir ¢ift sentriyole sahiptir.
Spermatidin matiir sperme farklanma siireci dort faz igerir. Bu fazlar,
spermatidlerin 6zel baglantilarla Sertoli hiicre membranma fiziksel olarak
baglandiginda olusurlar.

A) Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, niikleusun yakininda belirgin
bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz

endoplazma retikulumu tiibiilleri igerir. Kiiglik PAS-pozitif proakrozomal
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graniiller Golgi kompleksinde birikirler ve bunun hemen sonrasinda birleserek
membranla sinirlanmis bir akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal
graniilii olustururlar. Sentriyoller go¢ ederek akrozomun olustugu bdlgenin karsi
tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler.

Flagellar aksonem olusmaya baslar ve sentriyoller yeniden niikleusa dogru
geri donerken hareket ettikge aksonemal komponentleri gevresine sarar.

B) Sapka fazi1 : Akrozomal vezikiiliin yerlestigi ¢cekirdek yiizeyinde, yariya
kadar yayilmasiyla karakterizedir. Akrozomal sapkanin altida yer alan c¢ekirdek
kilifi porlarin1 kaybederek kalinlasir. Cekirdek igerigi yogunlasir (282 - 284, 287)

C) Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun
On yarisim kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir.
Akrozom, hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozom bu yiizden lizozomun
Ozellesmis bir tipi gibi is goriir. Bu enzimlerin, korona radiyata hiicrelerini
birbirinden ayirdig1 ve zona pellusidayr sindirdigi bilinmektedir. Bunlar heniiz
ovulasyona ugramis yumurtay1 ¢cevreleyen yapilardir.

Spermatozoonlar ovumla karsilastiginda akrozomun dis membrani birgok
bolgede plazma membrani ile kaynasarak akrozomal enzimlerin bosalmasina yol
acar. Bu islem akrozomal reaksiyon olarak bilinir ve fertilizasyonun ilk basamak-
larindan biridir.

Akrozomal faz sirasinda hiicrenin akrozomu igeren On kutbu, seminifer
tiibiiliin tabanina dogru yonelir. Buna ek olarak niikleus uzar ve daha yogun bir
hale gelir. Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur.

Mitokondriler de flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta parca
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adi verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bolge spermatozoonlarin hare-
ketlerinin kaynagini aldig: yerdir.

Mitokondrilerin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ve
yiiksek enerji tiikketimi ile ilgili olan bolgelerde toplanmasma baska bir 6rmek
teskil eder. Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dinein denilen ATPaz
aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur.

D) Matiirasyon Fazi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar tiibiilin limenine dogru salinirlar

(288).
Akrozomal grani Akrozomal vezikil
\ Golm
N(Meus
@ /
/
Sentriyollar  Mitokondri
—————
S5um
sonpags Esas parga Orta parga Bag
Sekil 7. Spermiyogenezis siiresince spermatidlerde ortaya ¢ikan baslica
degisiklikler (288).

Spermatozoonun esas yapisal 6zelligi olan bas kismi, baslica yogunlasmis

niikleer kromatinden olusur. Niikleus hacminin azalmasi, spermin daha ¢ok
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hareket etmesine yarar ve yumurtaya girerken genomun haraplanmasini onler.
Spermatozoonun geri kalan boliimiiniin yapisi hareket edebilmeyi saglayacak
sekilde diizenlenmistir (288).

Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen
ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine baglh kalirlar. Hiicreler arasindaki
kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle
spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin
vermesi sebebiyle bu kopriiller spermatogenezisdeki olaylar zincirinin
koordinasyonunda 6nemli bir rol oynarlar. Bu ayrint1 agagida agiklanan seminifer
epitel siklusunu anlamakta 6nemli bir rol oynayabilir. Spermatogenezis siireci ta-
mamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak
dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur (288).

Testislere deneysel *H-timidin injeksiyonu ile goniilliiler iizerinde yapilan
arastirmalarda insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu
arasindaki siirenin yaklasik 64 giin oldugu gosterilmistir.

Siirecinin yavag olmasinin yani sira, spermatogenezis, es zamanli ya da es
giidiimlii olarak her seminifer tiibilde aynmi anda gergeklesmez; bu olay bir
dalgalanma bi¢iminde olur. Bu durum her bolgesinde spermatogenezisin farkl bir
sathasinin izlendigi seminifer tiibiillerin diizensiz goriinimi agiklar. Aym
zamanda neden seminifer tiibiillerin bazi bolgelerinde spermatozoonlar bulundugu
halde diger bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir.
Seminifer epitel siklusu germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki

goriiniim{i arasinda olusan matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder.

60



Insanda her bir siklus yaklasik 16+1 giin siirer ve spermatogenezis 4

siklustan sonra biter (64 + 4.5 giin) (288).

3.4.5.4. Spermin Yapisi

Olgun sperm iki elemandan olusur : bas ve kuyruk. Bir baglant1 pargasi ile
bas kuyruga baglanmistir. Kuyruk ii¢ parcaya boliinmiistiir: Orta parca, esas parga,
ve son parca. Spermin bas ve kuyruk kisimlarini bir plazma membrani sarar.

Bas, akrozomla sarilmis ¢ekirdekten olusur. Cekirdek yassilagsmis yogun
bir yapidir. Cekirdegin anterior (6n) yarisini akrozom Orter ve lizozomlarda sikca
bulunan hidrolitik enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar, hiyaluronidaz, ve yan1 sira
noraminidaz) igerir. Genellikle akrozom, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilir.

Akrozomal enzimler, ovositi saran korona radiyata ve zona pellusiday
sindirerek sperm girisini kolaylastirmak i¢in déllenme aninda salinir.

Baglanti parcasi, bir ¢ift sentriyoliin bulundugu dar bir pargadir. Distal
sentriyol, sperm kuyrugunun merkezi parcasi olan aksoneme kaynaklik yapar.

Kuyrugun orta pargasi, sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olustur-
dugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dis yogun lifler adi verilen sperm
boynundaki baglanti parcasindan kuyruk boyunca uzanan dokuz uzamina
seyreden kolonlardan olusur. Orta parganin alt sinir1 mitokondriyel sarmalin
annulusta sonlanmasiyla belirgindir.Esas par¢a, kuyrugun en uzun pargasidir.
Yedi dis yogun lifce sarili (orta parcadaki dokuz liften farkli) merkezi aksonem ve
bir fibroz kiliftan olusur.Fibroz kilif, es uzakliktaki uzamina kolonlardan ¢ikan

dairesel iskelet tarafindan olusturulur. Hem dis yogun lifler, hem de fibroz kilif,
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spermin One hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir
iskelet olusturan proteinler olan keratin i¢erir.Son parga, dis yogun lifler ve fibroz
kilifin erken sonlanmasindan dolayi, sadece aksonem bulunan kuyrugun c¢ok kisa

bir pargasidir (287).

3.4.6. Interstisyel Doku

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki bosluklar bag dokusu birikintileri,
sinirler, kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler
pencerelidir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢cmesine mii-
saade ederler. Interstisyel alandaki lenf damarlarinin olusturdugu yogun sebeke,
bu organdan alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi
aciklamaktadir. Bag dokusu cesitli tipte hiicreler igerir; bunlar arasinda
fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar
bulunur.

Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir, bu yuvarlak ya da
poligonal sekilli olan ve merkezi bir niikleusu ve kiigiik lipid damlaciklarindan
zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid salgilayan hiicre
ozelliklerini gosteren bu hiicreler, testisin interstisyel ya da Leydig hiicreleridir.
Bu hiicreler, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu {retirler. Testosteron sentezi mitokondri ve diiz
endoplazma retikulumunda bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hiicre

organelleri arasi igbirligine bir 6rek olusturur.
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Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de miktarlar1 hormonal
uyarimlara baghidir. Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik
hormon maternal kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlar1 {iireten bol
miktardaki fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi
embriyonik farklilagsmada erkek genital organlarinin gelismesi igin gereklidir.

Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 4 1/2 ayma kadar tamamen
farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir
azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik boyunca ve hipofizden salinan
luteinizan hormon wuyarimi altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya

basladiklar prepubertal doneme kadar dinlenmede kalirlar (288).

3.5. Testis Embriyolojisi

Her ne kadar embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, oositi dolleyen
sperm ¢esidi ile fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da, erkek ve disi morfolojik
karakteristikleri, —embriyonik donemin 7. haftasina kadar  gelisime
baslamamaktadir (289). Cinsiyetin farklanmasi, ¢ok sayida otozomal genin rol
oynadig1 karmasik bir stirectir. Sekstiel farklanmanin anahtar1 kisa kolunda (Yp
11) SRY geni (Y kromozomu iizerindeki seks belirleyici bolge) tasiyan Y
kromozomudur. Bu genin protein iirlinii cinsiyet organlarinin gelisimini belirleyen
genleri harekete geciren bir transkripsiyon faktoriidiir.

SRY proteini testis belirleyici faktordiir (TBF). Bu faktoriin varhigiyla
fetusun cinsiyeti erkek tipinde, yoklugu ya da hatali olmasinda ise kadin tipinde

gelisir (290, 291).
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Genital sistem erken donemde, her iki cinste de birbirine benzemekte ve
bu nedenle genital sistemin gelisiminin baslangi¢ periyodu “seksiiel gelisimin
farklilasmamis safhasi” olarak adlandirilmaktadir (289). Gonadlarin erkek ve
disilige farklanmalar1, yani gonadal cinsiyet 7. haftada olur ve XX, XY kromozom

kompleksine baglidir. Fenotipik farklanma 20.haftada tamamlanir (291- 294).

Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar

— Posterior karin duvarini déseyen sdlom epiteli.

— Altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu)

— Primordial germ hiicreleri (291).

Gonadlar baslangicta bir ¢ift uzunlamasina, kélomik epitelin proliferasyonu
ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusmus genital veya gonadal kabartilar
halinde belirirler. Geligsimin 6. haftasina kadar bu genital kabartilar i¢cinde germ hiic-
releri yoktur.

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen 6nce
ve ulagmasi sirasinda, genital kabartinin epiteli prolifere olur ve epitel hiicreleri
altlarindaki mezensimin igine gdmiiliirler. Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar
denilen irregiiler sekilli kordonlari olustururlar. Hem erkek hem de disi embriyolarda
bu kordonlar yiizey epiteline baghdir ve bu dénemde erkek veya disi gonadlarnin bir-
birinden ayirt edilebilmesi miimkiin degildir, iste bu devredeki gonad farklanmamis
gonad olarak bilinir (290).

Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomun yalnizca kisa kolu seks
tayini i¢in 6nemlidir. Testis belirleyici faktor (TDF) i¢in gerekli olan SRY geni, Y

kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesiktir. Farklanmamis gonadin
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medullasi tizerinde testis belirleyici Y kromozomudur. Y kromozomu tarafindan
diizenlenen, TDF, testikiiler farklilagsmay1 saglar bu faktoriin etkisi altinda, primer
seks kordonlar1 seminifer tiibiillere farklilagirlar. Farklanmamis gonad dista yer
alan bir medulladan olugmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine
sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi overe diferensiye olur, medullas: geriler.

Embriyo XY seks kromozom kompleksini icermekteyse, medulla testise
farklanir, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler ve dejenere olur (289).

Gelisimin 4. haftasinda, biiyiik yuvarlak sekilli ilkel cins hiicreleri,
allantois kesesine yakin vitellus kesesi endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye
baslar. Embriyonun kivrilmasi sirasinda, vitellus kesesinin dorsal kismi embriyon
i¢cine alinir.

Bu kivrilma olaylanirken, ilkel cins hiicreleri, son bagirsagin dorsali
boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek 5. haftanin basinda ilkel gonadlara
ulagirlar. 6.haftada da genital kabartilar1 isgal ederler. Bu hiicreler genital
kabartilara ulagmadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum veya
testise farklanmasinda ilkel cins hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir.

Primordiyal germ hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen once
ve o sirada, genital kabart1 epiteli cogalir ve epitel hiicreleri altlarindaki
mezengimin i¢ine gomiiliirler. Bunlar ilkel cins (seks) kordonlar1 denilen diizensiz
sekilli kordonlar1 olustururlar. Erkek ve disi embriyonlarda bu kordonlar, yiizey
epiteli ile iliskilidir. Bu evrede disi ve erkek gonadlarinin birbirinden ayirt

edilebilmesi olas1 degildir (289 - 291, 294).
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Seks kordonlarmin (seminifer-testikiiler- kordonlarin) kalin bir fibroz
kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra, ylizey epiteli ile olan baglantilar:
kaybolur. Yogun tunika albuginea gelisimi fotusta testikiiler gelisim i¢in oldukca
karakteristiktir. Genisgleyen testis asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan
ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorsiyum ile asili hale gecer. Seminifer
kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar.

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan
mezengimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik
hormonlar1 (testosteron ve andosteron) salgilamaya baglarlar, bu hormonlar
mezonefrik duktuslarin ve dis genitallerin maskulin olarak farklanmasini
indiiklerler. Testosteron iiretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu
stimiile eder, hormonun miktar1 8-12 haftalik periyotta en yiiksek degerine
ulagmigtir. Testosterona ilaveten fotal testisler glikoprotein yapida bir hormon
olan antimiillerian hormon (AMH) veya miillerian inhibitér madde (MIS) adi
verilen bir hormonu da salgilamaktadir.

Antimiillerian hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir, hormonun
salgilanmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH,

paramezonefrik duktuslarin gelisimini baskilar (289).
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Sekil 8. Testis gelisiminin sematik gosterimi (296).

Yaklasik 26. haftada testisler karin arka duvarindan skrotuma inerler.
Konumdaki bu degisme, pelvis genislemesi ve embriyo bedeninin uzamasi ile
birlikte olur. Ayrica testislerin alt kutuplarmi gelisen skrotuma baglayan,
testosterona duyarli ligamentum gubernakulumun, testosteron salinimiyla
kisalmasi da etkilidir. Testisler, abdominal kavite ve skrotum arasinda dar bir

gecit olan inguinal kanaldan gegerek skrotuma inerler (282, 289).

3.6. Testis Anatomisi

Testis, skrotum iginde yer alan ve erkek iireme hiicrelerinin yapildig
organdir. Testisler bir ¢ift olup yumurta seklindedir. Her bir testisin facies

medialis ve facies lateralis olmak {izere iki yiizli, margo anterior ve margo
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posterior olmak iizere iki kenari, extremitas superior ve extremitas inferior olmak
iizere iki ucu vardir . Testisler, funiculus spermaticus araciligi ile skrotum ig¢inde
asili durumdadir. Sol testis sag testise gore genellikle 1 cm daha asagida
bulunmaktadir (296).

Iri bir badem biiyiikliigiinde olan testisler yaklasik olarak 4-5 cm
uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve 10-14 gr agirligindadir.
Testisler elips seklinde olup skrotum iginde oblik pozisyonda durmaktadir (297).

Testislerin iist ucunda appendiks testis adi verilen kiigiik, yassi bir yap1
goriilmektedir. Bu yap1 para mezonefrik kanalin ist ucunun kalintisidir.
Testislerin arka kenarlarinin dis kismi boyunca epididimis yer alir; funiculus
spermaticus da, epididimisin medialinde olmak {izere, margo posteriorda bulunur.

Testislerin 6n kenari, her iki yiizii ve uglar visseral periton (epiorchium)
ile ortiiliidiir. Periton arka kenar1 sadece lateral kismini 6rtmektedir (298).

Intrauterin hayatta karin boslugunda yer alan testis dogumdan hemen 6nce
kanalis inguinalisten gecerek skrotuma inmektedir. Bu gecis sirasinda karin
boslugunda kendisini saran periton kesesini (processus vaginalis) de beraberinde
tagimaktadir. Dogumdan sonra procesus vaginalis periton bosluguyla iliskisini
keserek tunica vaginalis ismini alir. Tunica vaginalisin skrotumun i¢ yiiziini
doseyen lamina parietalis (periorchium) ve testisin {lizerini orten lamina visceralis
(epiorchium) olmak iizere iki tabakasi vardir. Bu iki tabaka arasinda, ¢ok az
miktarda ser6z sivi bulunmaktadir. Testise gelen ve testisten ¢ikan damar ve
sinirler de testisin skrotuma inisi sirasinda onu takip ederler. Bu olusumlar bir
araya gelerek funiculus spermaticus adi verilen bir kordon meydana

getirmektedirler. Funiculus spermaticus icerisinde, ductus deferens, a.v.
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testicularis, a.ductus deferentis, a.cremasterica, n.genitofemoralis’in genital dali,
otonomik sinirler ve lenf damarlar1 yer almaktadir (296). Tunica vaginalis testisin
ic tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir. Bunlar tunica vaginalis
testisten derine dogru tunica albuginea ve tunica vasculosa olarak siralanirlar
(298).

Tunica albuginea, testisi saran mavimsi beyaz renkli, sik1 yapilt fibroz bir
tabakadir. Arka kenarda testisin i¢ine dogru kalin ve vertikal yarim bir bdlme
seklinde uzanti gonderir. Bu bolmeye mediastinum testis denir. Mediastinum
testisin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan septula testis denilen bdlmeler testisi
piramit seklinde bosluklara ayirir. Mediastinum testisten damarlar ve kanallar
girip ¢ikarlar.

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yiiziinde bulunan damar ag
tabakasidir. Tunica albuginea’nin i¢ yiiziinli ve tiim bdlmelerin ylizeylerini ddser.
Boylece testisin i¢cindeki tiim lobuli testisi de sarmis olur. Piramit seklinde olan
lobuli testislerin taban kisimlar1 perifere, tepe kisimlar1 ise mediastinum testise
yonelmistir. Her bir lobguk 1-3 veya daha fazla kiigiik tiiplerden olusur. Kivrintili
seyrinden dolayi bu tiiplere tubuli seminiferi kontorti denir. Bu tiipler kor bir ugla
baslar ve tiipler arasinda gevsek bag dokusu bulunur. Bu tiiplerin yaklagik olarak
sayist her bir testiste 400-600, uzunluklar1 70-80 cm, caplar1 da 0,1-0,3 mm
kadardir. Lobguklarin mediastinum testise bakan tepe kisimlarinda bu borularin
seyri gittikce diizlesir ve birbirleriyle birleserek sayilari 20-30’a iner. Tubuli
seminiferi recti denilen bu tiiplerin, ¢aplar1 da genisleyerek 0,5 mm olur.

Tubuli seminiferi rektiler mediastinum testisin fibr6z dokusu i¢ine girerek

arkaya ve yukari dogru uzanir. Bu kanallar seyri esnasinda birbirleriyle anastomoz
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yaparak rete testis denilen ag1 olustururlar. Rete testis, mediastinum testisin iist
bolimiinde sayilar1 12-15 arasinda degisen kanallar sekline dontsiir. Duktuli
efferentes testis denilen bu kanallar testisin arka kenarinin iist kisminda tunika
albugineay1 delerek disar c¢ikarlar. Duktuli efferentes testisler kaput epididimisde
duktus epididimis denilen kanala a¢ilir. Epididimisde spermiyumlar depo edilir ve

olgunlagmasinin son sathasini tamamlar (297).
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Sekil 9. insan testisinin midsagittal kesiti . (Histology. A Text and Atlas,
5th ed.’dan modifiye edilmistir, 299).

Testis ve epididimis aortanin dali olan a. testicularisten beslenirler.
a.testicularis, a.renalislerin biraz asagisinda aortanin 6n yiiziinden ayrilan bir ¢ift

arterdir. a.testicularis bircok dala ayrilir.
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Bu dallardan 2 veya 4 tanesi duktus deferens boyunca uzanarak
epididimisi besler. Diger dallar tunika albugineanin arka kismini delerek testise
girer ve bu organi besler.

Testis ve epididimisin venleri 6nce pleksus pampiniformis denilen
kivrintili bir ven pleksusunu, daha sonra da birbirleriyle birleserek v. testicularisi
olustururlar. Bunlarin da sag taraftaki v. cava inferior’a, sol taraftaki v. renalis
sinistra’ya agilir. V.testicularislerde kapak¢ik bulunur.

Lenfatik drenaj ylizeyel ve derin olmak {izere iki sekilde olur. Yiizeyeli
tunika vaginalisin ylizeyelinde, derindeki ise epididimis ve testisin icinde bulunur.
Bunlar 4-8 damar seklinde funniculus spermaticus ile birlikte karin bosluguna
girerler. V. testicularisi takip ederek aortanin 6n ve yan tarafindaki lenf
nodiillerine acilirlar.

Tio. - 11. medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan sempatik lifler,
damarlarin ¢evresindeki pleksuslar araciligr ile gelir. Pleksus testicularis
erkeklerde a. testicularis etrafinda testise uzanir, dallar1 da epididimis ve duktus
deferense gider. Ust boliimii pleksus aorticus abdominalis ve pleksus renalisden,

alt boliimii ise pleksus hypogastricus superior ve inferiordan lifler alir (298).
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3.7. Testis I¢i Genital Kanallar

Testis i¢i genital kanallar tubuli rekti (diiz tiibiiller), rete testis ve duktuli
efferentestir. Seminifer tiibiillerin ¢ogu kangal bi¢cimindedir, bunlarin her iki ucu
rete testise tubuli rekti olarak bilinen yapilarla baglanir. Spermatogenik hiicrelerin
giderek ortadan kayboldugu bu tiibiillerin baslangic boliimiinde duvari, sadece
kalan Sertoli hiicreleri olusturur. Bu baslangi¢c boliimii tikiz bag dokusu kilifi ile
desteklenen ve kiibik epitel iceren ana segmentle devam eder (288).

Tubuli rekti rete testisin i¢ine bosalir. Rete testis tunika albugineanin
kalinlagmasi ile olugsmus mediastinum i¢inde bulunur. Rete testis kiibik epitel ile
doseli ve oldukea fazla anastomozlari olan bir kanallar sebekesidir.

Rete testisten 10-20 adet duktuli efferentes cikar. Bunlar epididimis
yoniine dogru hareket saglayan silyali hiicrelerle degisimli olarak silyasiz kiibik
hiicre gruplarindan olusan bir epitele sahiptir. Bu, epitele tarak seklindeki
karakteristik goriiniimiinii verir. Silyasiz hiicreler seminifer tiibiillerden salgilanan
stivinin ¢gogunu absorbe ederler. Silyali hiicre aktivitesi ve sivi absorbsiyonu
spermatozoonlarin epididimise dogru siipiiriilmesini saglayan bir sivi akim1 saglar.

Epitelin bazal laminasmin disinda sirkiiler olarak dizilmis diiz kas
hiicrelerinden olusan ince bir tabaka vardir. Duktuli efferentes giderek birlesip

epididimisin duktus epididimisini olusturur (288).
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3.8. Genital Bosaltim Kanallar1

Testiste iiretilen spermatozoonlart penil yollara dogru tasiyan kanallar
duktus epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve iiretradir.

Duktus epididimis yaklasik 4-6 m uzunlugunda, tek ve oldukca kivrintili
bir tiiptlir. Bu uzun kanal, ¢evresini saran bag dokusu ve kan damarlar ile birlikte
epididimisin kuyruk ve gévdesini olusturur. Yuvarlak bazal hiicreler ve prizmatik
hiicrelerden olusmus yalanci ¢ok kath prizmatik epitel ile doselidir. Bu hiicreler,
diiz kas hiicreleri ve kan kapilerlerinden zengin bag dokusu ile ¢evrelenmis bir
bazal lamina iizerine oturur. Bu diiz kaslarin peristaltik kasilmalar1 spermin kanal-
lar boyunca ilerlemesine yardim eder. Epitel hiicrelerinin yiizeyleri ise stereosilya
adin1 alan uzun ve dallanmis diizensiz mikrovilluslar ile kaplanmistir (288).

Duktus epididimis epiteli spermatogenezis siiresince atilan artik
cisimciklerin ortadan kaldirilmasi ve sindirilmesine katilir.

Epididimisten duktus (vas) deferens denilen kalin miiskiiler duvarh diiz bir
tiip devam ederek prostatik iiretraya acilir. Bu kanalin tipik olarak dar bir liimeni
ve kalin bir diiz kas tabakasi vardir. Mukozasi uzamina kivrimlar olusturur;
yiizeyi boyunca ¢ogunlukla stereosilyalara sahip yalanci ¢ok katli prizmatik epitel
ile kaplhidir. Lamina propria elastik liflerden zengin bir bag dokusu katmanidir.
Kalin miiskiiler tabaka, i¢te ve dista longitudinal ortada sirkiiler tabakalardan
olugsmustur. Duktus deferens spermatik kordonun bir pargasini olusturur. Bu
kordon testikiiler arter, pampiniform pleksus ve sinirleri icerir. Prostata girmeden
once duktus deferens genisler ve ampulla denilen boliimii olusturur. Bu alanda

epitel kalinlasir ve oldukca fazla kivrimlar yapar.
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Ampullanin son kisminda seminal vezikiiller duktusa katilirlar. Bundan
sonra duktus deferens prostata girer ve prostatik iiretraya acilir. Prostata giren
segmente ejakiilatuvar duktus denir. Duktus deferensin mukoza tabakas1 ampulla
boyunca ejakiilatuvar duktusun igine kadar devam ederken, kas tabakasi

ampulladan sonra bitmektedir (288).

3.9. Yardimci Genital Bezler

Bu bezler seminal vezikiiller, prostat bezi ve bulboiiretral bezlerdir.
Seminal vezikiiller, uzunluklar1 15 ¢cm olan iki adet olduk¢a dolambagl tiiplerdir;
bu tiipler spermatozoonlar i¢in depolanma yeri degildir. Organdan kesitler
almdiginda aym tlip farkli yonlerde goézlenebilir. Salgi graniillerinden zengin
yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doseli mukoza kivrimlart vardir. Bunlarin
ultrastriiktiirel 6zellikleri protein sentezleyen hiicrelere benzer. Lamina propria
elastik liflerden zengindir ve ince bir diiz kas tabakasi ile ¢evrilidir. Seminal
vezikiillerin viskoz sarimsi sekresyonu, spermatozoonlar1 aktive eden fruktoz,
sitrat, inositol, prostaglandinler ve ¢esitli proteinlerden zengindir. Erkek tireme
sistemi ile iliskili bu bezler tarafindan iiretilen karbonhidratlar seminal siviya
salgilanirlar ve sperm motilitesi i¢in enerji kaynagini olustururlar. Fruktoz, bu kar-
bonhidratlar igerisinde en fazla bulunan monosakkariddir. Insan ejekiilatinin %
70" seminal vezikiillerden kaynaklanir. Epitel hiicrelerinin boyutlar1 ve salgilama
stirecinin aktivitesinin derecesi testosterona bagimlidir.

Prostat 30-50 adet dallanmis tiibiillo alveoler bezin olusturdugu bir

topluluktur; bu bezlerin kanallar prostatik iiretraya bosalir. Prostat prostatik siviy1
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iiretir ve bunu i¢ kisminda biriktirir; bu siv1 ejakiilasyon sirasinda itme giicii igin
gereklidir. Prostat diiz kaslardan zengin bir fibroelastik kapsiil ile gevrilmistir.
Kapsiilden ¢ikan septumlar bezin i¢ine dogru uzanirlar ve bezi loblara ayirirlar; bu
loblar erigkin erkekte kolayca secilemez. Bezleri ayrica zengin bir fibromuskuler

stroma ¢evreler (288).

Bag Epididimis
Dokusu epiteli

Sekil 10. Epididimis yapisini gosteren bir kesitin fotomikrografi (288).
Duktus epididimis epiteli, bag dokusu ve stereosilya (ok basi) ayirt

edilmektedir. H&E boyasi, x 200 (288).
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Sekil 11. Bir duktus deferens kesitinin fotomikrografi (288).

Kanalin diiz kas hiicreleri (SM) tarafindan olusturulan kalin bir duvari
vardir. Oklar ince lamina propriay1 gostermektedir. x 16. Kiimelenmis
stereosilyali, yalanci ¢ok katli prizmatik epitelin ayrintilar1 monte edilmis kiigiik

kesitte biiyiitiilmiis olarak gosterilmistir. x 320 (288).

Prostatta ii¢ belirgin bdlge bulunur: Birincisi merkezi bolgedir (central
zone). Yalanci ¢ok katl bir epiteli vardir ve bezin hacminin % 25'ini olusturur.
Bezin % 70'in1 periferik bolge (peripheral zone) olusturur. Bu bdlgenin epiteli
daha diizgiindiir ve buras1 prostat kanserinin gelistigi baslica bélgedir. Ugiincii
bolge olan gecis bolgesi (transition zone), tipta olduk¢a dnemlidir ¢linkii burasi
selim prostat hiperplazilerinin biiylik bir boliimiiniin kaynaklandigi bolgedir (288).

50 yasin istiindeki erkeklerin % 50'sinde bulunan selim prostat
hipertrofisinin goriilme orani giderek artarak 70 yasin iistiindekilerde % 95'lere

kadar ¢ikar.
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Selim (benin) prostat hipertrofisi, vakalarin sadece % 5-10'unda iiretra
obstriiksiyonuna yol acarak klinik semptomlar verir. Malign prostat timori
erkeklerde ikinci en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kansere bagli 6liimlerin tiglincii
en sik nedenidir.

Prostatik bezlerin limeninde siklikla 0.2-2 mm ¢apinda glikoprotein
yapisinda kiiclik kiiresel cisimcikler bulunur. Bunlar prostat taglar1 ya da korpora
amilasea olarak isimlendirilir. Bu cisimcikler cogunlukla kalsifiye olmustur.
Onemleri anlagilamamustir fakat sayilari yasla birlikte artmaktadir.

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri), ¢aplart 3-5 mm olan ve iiretranin
membrandz kisminin proksimalinde yerleserek buraya agilan bezlerdir. Mukus
salgilayan tek katli kiibik epitele sahip tiibiilo alveoler bezlerdir. iskelet ve diiz kas
hiicreleri her bir bezi loblara ayiran septumlarda bulunurlar. Sekresyonu,

kayganlastirici olarak gorev yapan berrak bir mukustur (288).

3.10. Penis

Penis baslica ii¢ silindirik erektil doku Kkitlesi ile iiretray1 icermekte olup,
distan deri ile sarilmistir. Bu silindirlerden ikisi, penisin korpus kavernozumlari
dorsal olarak yerlesmistir. Ventral olarak yerlesmis olan digeri ise iiretranin
korpus kavernozumu ya da korpus spongiyozum adin1 alir ve liretrayi ¢evreler. Bu
yap1 en sonda genisleyerek glans penisi olusturur. Korpus kavernozumlar, tunika
albuginea denilen ve tikiz bag dokusundan olusan direngli bir tabaka ile sarilidir.

Penisin ve tiretranin korpus kavernozumlar erektil dokudan olusmustur (288).
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Erektil doku, penceresiz endotel hiicreleri ile doseli ve bag dokusu ile diiz

kas hiicrelerinden olusan trabekiilalarla ayrilan vendz bosluklardir.

Sekil 12. insan seminal vezikiiliiniin bir kesitine ait fotomikrograf. Masson
trikrom boyas1 x 300 (288).

Prepusyum (slinnet derisi), i¢inde diiz kaslar ile bag dokusu iceren retraktil
bir deri katlamisidir. Yag bezleri, glans1 ¢evreleyen deride ve katlanti icinde
bulunurlar.

Penil iretranin biiyilk boliimii yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile
doselidir; glans peniste bu, cok katli yassi epitele doniisiir. Mukus salgilayan
Littre bezleri penil iiretra boyunca bulunurlar.

Penisin arteriyel destegi internal pudental arterlerden gelir, bunlardan da
penisin derin arterleri ve dorsal arterleri ¢ikar. Derin arterler besleyici ve helisin

arterleri olusturmak iizere dallara ayrilirlar (288).
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Bunlardan ilki yani besleyici olanlar trabekiilalara gerekli oksijen ve besin
maddelerini saglarken ikincisi yani helisin arterler dogrudan kavern6z bosluklara
(erektil dokular) acilirlar. Helisin arterler ve derin dorsal venler arasinda
arteriyovendz santiar vardir.

Penil ereksiyon hemodinamik bir olaydir ve penisteki vaskiiler bosluklarin
duvarlarindaki diiz kaslar ile arteriyel kaslarin aldiklar1 noral uyarilarla kontrol
edilir. Yumusak durumda iken peniste minimal kan akimi vardir. Erektil olmayan
durum hem penil diiz kasin intrensek tonusu, hem de stirekli sempatik uyarilar ta-
rafindan indiiklenen tonusla saglanir. Ereksiyon parasempatik kaynakli
vazodilatator uyarilarla olusur; bu uyarilar penil damarlarin ve kaverndz diiz kasin
gevsemesini saglar. Vazodilatasyon, ayni zamanda penil dokuya gelen sempatik
vazokonstriktdér uyarilarin baskilanmasimi saglamaktadir. Penil arterlerde ve
kaverndz bosluklardaki agilma, kan akiminda artisa yol acarak bu bosluklarin

kanla dolmasini ve sonugcta penisin sertlesmesini saglar.
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Sekil 13. Penisin enine kesitinin ¢izimi (288).

Ejakiilasyon ve orgazmdan sonra parasempatik aktivite azalir ve penis
onceki yumusak durumuna doéner.

Testikiiler tiimorler, baglica germ hiicreleri, Leydig (interstisyel) hiicreleri
ya da Sertoli hiicrelerinden kéken alirlar. Interstisyel hiicre tiimérleri, steroid hor-

monlar (androjenler ve Ostrojenler) salgilayarak karakteristik endokrin

semptomlar olusur.
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3.11. Testis Fizyolojisi

Cesitli dokularin aktiviteleri ve birbirleri ile olan iliskileri, endokrin
sistemin hiicreleri tarafindan salgilanan ve sentezlenen hormonlar olan kimyasal
habercilerin kontrolii altindadir (300).

Erkekte esas tireme islevi spermiyumun (spermatozoon) olusturulmasidir
ki bu da testislerde olur. Testis ayrica erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu
yapar. Spermatogenezis icin testosteron hormonuna gereksinim vardir.
Testosteron intersitisiyel dokuda bulunan Leydig hiicrelerince salinir (300).

Testislerdeki Leydig hiicre sayisi ¢ocuklarda azdir. Ancak yeni doganda ve
puberteden sonra erkeklerde son derece fazladir. Bu donemlerde testisler biiyiik
miktarda testosteron salgilarlar. Bu hormon Leydig hiicrelerinde kolesterolden

sentezlenir (300).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Materyal

Calismamiz, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Bagkanligi’'nin onay1 ve Firat Universitesi Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP)
(Proje No:2057) destegi alindiktan sonra baslatildi. Bu ¢alismada materyal olarak
kullanilan Wistar Albino cinsi siganlar F.U Deney Hayvanlar1 Merkezi (FUDAM)
biriminden temin edilmistir. Arastirma Firat Universitesi T1ip Fakultesi Deneysel
Aragtirma Merkezi’nde (FUDAM) gerceklestirildi. Deney igin Wistar-Albino
cinsi 32 adet 4 haftalik Wistar albino erkek sicanlar kullanildi. 21°C oda 1sisinda
12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00- 07:00) tutulan siganlar, 6zel
olarak yaptirilan kafeslerde beslendi. Yemler; ¢elik kaplarda, su; cam biberonlarda
(normal ¢esme suyu) verildi. Hayvan yemleri Yem Sanayi T.A.S. Elaz1g Yem

Fabrikasinda hazirlandi (Tablo 2).
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Tablo 2 . Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi.

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 294
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%) 1,6

"1 graminda : 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,,
1,2 mg Be, 0,006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth.,
0,32 mg Mn, 16 mgFe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg [, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4
mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.

** %% 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.
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4.2. Deneklere Uygulama Plani

Calismada 32 adet 4 haftalik, 85-105 gr agirhiginda Wistar albino erkek
sicanlar kullanildi. Calisma her grupta 8 adet sigcan iceren toplam 4 grup halinde
planlandi.

Grup I: Kontrol grubu olarak kullanilan siganlardan olusturuldu (n=8).
Her bir sicana glinliik 1 ml/kg/giin dozda zeytinyag1 oral gavaj yolu ile verildi.

Grup II: 5 hafta stiresince giinde tek doz 54 mg/kg/giin cyfluthrin (133)
(Cas no: 68359-37-5, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO. AB.D. ) 1 ml
zeytinyaginda siispanse edilerek oral gavaj yoluyla uygulandi (n=8).

Grup III: 5 hafta siiresince 54 mg/kg/giin cyfluthrinle birlikte 100
mg/kg/giin benfotiamin (Cas No : 22457-89-2, Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO. A.B.D.) zeytinyaginda ¢oziilerek oral gavaj yoluyla uygulandi (n=8).

Grup IV: 5 hafta siiresince 100 mg/kg/gilin benfotiamin 1ml zeytinyaginda
¢oziilerek oral olarak uygulandi (n=8).

5 haftalik deney sonucunda epididimisten spermatozoa toplanmasi yapildi.
Hizlica testis dokular1 alinip Bouin Soliisyonunda 5- 6 saat siireyle tespit edildi.
Tespit asamasindan sonra dokular % 50’lik, % 60°lik, % 70°lik alkollerde 12’ser
saat yikandi. Yikanan dokular dereceli alkol serilerinden ( % 80, % 90, % 96, %
100) gegirildi. Ksilolde parlatilip 1sis1 56 °C olan etiivde parafin infiltrasyonu
yapildi. Takiben parafin bloklar (Sigma-paraplast embedding media, Stenheim,
Germany) hazirlandi. Bu parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindi.

Kesitlerin bir kismina Hemotoksilen & Eosin ve Periodic Acid Schiff teknikleri
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kullanilarak histokimyasal boyama yapildi. Geri kalan doku kesitleri ise

immiinohistokimya i¢in kullanildi.

4.3. immiinohistokimya

Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Deparafinize edilen dokular dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate
edildikten sonra, distile suya alindi. Dokular antigen retrieval icin sitrat tampon
soliisyonunda pH:6’da  mikrodalga firinda (750W) 7+5 dakika kaynatildi.
Endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek i¢in H,O, ile muamele edildi. Zemin
boyasmi engellemek i¢in Ultra V Block (Ultra V Block, TA-125-UB, Thermo
Fisher Scientific Inc., USA) soliisyonu ile muameleden sonra primer antikor (HSP
70 mouse monoclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, sc—32239, California,
USA) ile 60 dakika inkiibe edildi. Primer antikor uygulanmasindan sonra
sekonder antikor 30 dakika (biyotinli anti-mouse IgG, Diagnostic BioSystems, KP
50A, Pleasanton, USA), streptavidin horseradish peroksidaz 30 dakika ve DAB
kromojeni uygulandiktan sonra Harris hematoksilenle zit boyama yapildi. Negatif
kontrol i¢in hazirlanan dokularda primer antikor yerine phosphate buffered saline
(PBS) kullanildi, diger basamaklar ayn1 sekilde uygulandi. PBS ve distile sudan
gecirilen dokular uygun kapatma solusyonu ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar
arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve

fotograflandi.
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4.4. Viicut ve Organ Agirhklarinin Olciilmesi

Calisma sonunda sicanlar dekapite edilip testis ve epididimisleri yag
dokularindan arindirildiktan sonra tartildi. Eklenti bezlerinden v. seminalis ile
prostat ¢ikarilarak tartildi. Tiim iireme organlarinin absolut ve rolatif agirliklar
tespit edilerek kaydedildi. Rolatif organ agirliklart asagidaki formiil yardimiyla
hesaplandi.

Absolut tireme organ agirhigi (g)

Rolatif organ agirlign = X 100

Viicut agirligi (g)

4.5. Spermatozoalarda Morfoloji — Motilite Tayini

Deney sonunda siganlar dekapite edilip epididimisten spermatozoalar

toplanarak motilite, morfoji agisindan degerlendirildi.

4.6. Spermatolojik Muayeneler

4.6.1. Sperm Yogunlugu

Sag epididimis petri kutusu igerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(%0.9°1uk NaCl) bistiiri ve makas yardimiyla iyice par¢alanarak 2 dakika boyunca
bir pensle parcaciklar iyice ezildi. Sonra epididimal dokudaki biitiin
spermatozoonlarin siviya gecmesi icin oda sicakliginda 4 saat inkiibasyona

birakildi.

86



Bekleme siiresini takiben spermatozoon ihtiva eden siipernatant alyuvar
pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar, 5g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin
ve 100 ml distile su igeren soliisyon da 101 ¢izgisine kadar ¢ekildi. Dolayisiyla
siipernatant 1:200 oraninda sulandirilmis oldu. Yaklasik 10 pl sulandirilmisg
stipernatant dnceden lamel yapistirilmis Neubauer laminin her iki sayim (toplam
400 kiigiik kare, 0.1 mm® hacim) alanina lamelin kenarima pipetin ucu degdirilerek
yerlestirildi. Neubauer lam1 1s1k mikroskobuna yerlestirilip 5 dakika beklenerek
soliisyon igerisindeki spermatozoonlarin tiim alana homojen bir sekilde dagilmasi
saglandi. Her iki sayim alanindaki tim karelere diisen spermatozoonlar 1sik

mikroskobunun 200’1k biiyiitmesinde sayild1 ve hesaplandi (301).

4.6.2. Sperm Motilitesi

Bunun i¢in bir lam mikroskobun 1sitma tablasina yerlestirilerek
sicakligmin 37 °C’ye ulasmasi saglandi. Birka¢ damla Tris buffer soliisyonu (Tris
(hidroksimetil) aminometan 3.63 g, glukoz 0.50 g, sitrik asit 1.99 g ve distile su
100 ml) 1sitma tablasi iizerindeki lama damlatildiktan sonra sol kauda
epididimisten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva eden kiiciik bir damla
siispansiyon bu soliisyon iizerine yerlestirilip lamel yardimiyla karistirilarak
homojen bir hal almasi saglandi. Daha sonra 400’liik biiyiitmede gdzle motilite
yiizdesi belirlendi. Motilite tahminleri sol kauda epididimisten alinan bir damla
siispansiyon i¢in 3 farkli saha incelenerek yapildi. Bu 3 farkli sahanin ortalama

degerleri yiizde motilite oran1 olarak hesaplandi (302).
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4.6.3. Anormal Spermatozoon Oram

Anormal spermatozoon oranii tayin etmek icin birka¢ damla Tris buffer
sollisyonu temiz, kuru ve onceden 1sitilmis (37 °C) bir lama damlatildiktan sonra
tizerine sol kauda epididimisten alinan kii¢lik bir damla siispansiyon damlatilarak
bir lamel yardimiyla karigtiritlip homojen hale getirildi (301). Daha sonra bu
karisimdan ince frotiler ¢ekilip Spermac (Stain Interprise, Willington) boyasi ile
boyandi ve kurumaya birakildi. Kurutma isleminden sonra frotiler LCD ekranli
151k mikroskobunda (400x) incelendi. Bir frotide toplam 300 spermatozoon
incelenip bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon orani yiizde olarak ifade

edildi ve fotograflandi.

4.7. istatistiki Analiz

Veriler ortalama + SEM degerleri olarak sunuldu. P<0.05 degeri anlamli
olarak kabul edildi. Verilerin normal dagilim varsayimina uygun olup olmadigi
Shapiro Wilk testi uygulanarak incelendi ve test sonucunda verilerin normal bir
dagilim gosterdigi tespit edildi. Buna istinaden normal dagilim gosteren gruplari
karsilastirarak aralarindaki farkliliklar tespit etmek amaciyla Tek Yonlii Varyans
(ANOVA) Analizi uyguland1 ve ikili karsilastirmalar i¢in de post-hoc Duncan
testi kullanildi. Tiim istatistiki analizler SPSS (Versiyon 10.0) paket programi

kullanilarak yapildi.
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5. BULGULAR

5.1. Viicut ve Ureme Organ Agirliklar

Kontrol, cyfluthrin, cyfluthrin + benfotiamin ve benfotiamin gruplarina ait
dekapitasyon Oncesi viicut agirliklart sirasiyla 170.67+17.07, 165.75+8.44,
177.25+£5.27 ve 163.00+£12.12 olarak tespit edildi. Viicut agirliklar1 agisindan
gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilemedi (P>0.05).

Absolut organ agirliklart Sekil 14’de sunulmustur. Testis agirligi agisindan
gruplar arasinda Onemli bir farkliik bulunamadi (P>0.05). Buna ragmen
cyfluthrin uygulamast epididimis (P<0.01), sag kauda epididimis (P<0.01),
seminal bez (P<0.05) ve prostat (P<0.05) agirliginda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli azalmalara neden oldu. Cyfluthrin uygulanan siganlara
eszamanli benfotiamin verilmesi cyfluthrin grubu ile karsilastirildiginda
epididimis agirhiginda 6nemli (P<0.01), sag kauda epididimis, seminal bez ve
prostat agirliginda ise onemsiz (P>0.05) artiglara neden oldu. Bununla birlikte
cyfluthrin ile birlikte benfotiamin uygulamasi sonucu artan tireme organ agirliklar

kontrol grubuna yakin degerlere ulast1.
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Sekil 14. Absolut iireme organ agirliklari.

Degisik kiiciik (a, b ve ¢: P<0.01) ve biiyiik harf (A ve B: P<0.05) tasiyan
stitunlar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan anlamlidir.

Rolatif organ agirliklart sekil 15°de sunulmustur. Testis ve seminal bez
agirlign agisindan gruplar arasinda énemli bir farklilik bulunamadi (P>0.05). Buna
ragmen cyfluthrin uygulamasi epididimis (P<0.05), sag kauda epididimis (P<0.01)
ve prostat (P<0.05) agirhginda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli
azalmalara neden oldu.

Cyfluthrin uygulanan sicanlara eszamanli benfotiamin verilmesi cyfluthrin
grubu ile karsilastirildiginda epididimis, sag kauda epididimis ve prostat
agirliginda sayisal fakat istatistiki olarak onemsiz (P>0.05) artislara neden oldu.
Bununla birlikte cyfluthrin uygulamasi ile birlikte benfotiamin uygulamasi sonucu

artan epididimis ve prostat agirliklar1 kontrol grubuna yakin degerlere ulast.
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Sekil 15. Rolatif tireme organ agirliklari.

Degisik kiiglik (a, b ve ¢: P<0.01) ve biiyiik harf (A ve B: P<0.05) tasiyan

siitunlar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan anlamlidir.

5.2. Spermatolojik Parametreler

Spermatolojik parametrelere ait degerler Tablo 3’de sunulmustur.

5.2.1. Sperm Motilitesi

Cyfluthrin uygulamas1 kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda sperm
motilitesinde 6nemli (p<0.01) azalmalara neden olurken, cyfluthrin ile birlikte
eszamanli benfotiamin uygulamasi cyfluthrin grubu ile karsilastirildiginda
cyfluthrinin azalttigi sperm motilitesini anlamli derecede (P<0.01) arttirmis ve
kontrol grubundaki degere yakin bir degere getirmistir. Bununla birlikte tek basina
benfotiamin uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda sperm motilitesinde

anlamli bir artis saglayamamistir (P>0.05).
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5.2.2. Epididimal Sperm Yogunlugu

Cyfluthrin uygulamasimin kontrol grubu ile karsilastirildiginda epididimal
sperm yogunlugunda 6nemli (p<0.01) azalmalara neden oldugu tespit edildi.
Cyfluthrin ile birlikte eszamanli benfotiamin uygulamasi cyfluthrin grubu ile
karsilastirildiginda  cyfluthrinin  azaltti§i sperm motilitesini sayisal olarak
arttirmasina ragmen bu artis istatistiki olarak 6nemsiz (P>0.05) bulunmustur. Ote
yandan cyfluthrin - benfotiamin grubundaki bu artigla epididimal sperm
yogunlugu degeri kontrol grubundaki degere yakin olarak bulunmustur. Tek
basina benfotiamin uygulamasi kontrol grubu ile karsilastirildiginda epididimal

sperm yogunlugunda anlamli bir artig saglayamadi (P>0.05).

5.2.3. Anormal Sperm Oram

Cyfluthrin uygulamasi kontrol grubu ile karsilagtinldiginda bas (P<0.05),
kuyruk (P<0.01) ve toplam (p<0.01) anormal sperm oraninda énemli artiglara
neden oldu. Cyfluthrin ile birlikte eszamanli benfotiamin uygulamasinin
cyfluthrin grubu ile karsilastirildiginda cyfluthrinin arttirdigi bas anomalilerinde
istatistiki agidan 6nemsiz (P>0.05), kuyruk (P<0.01) ve toplam (P<0.01) anormal
sperm oraninda ise Onemli azalmalar sagladigi ve ayrica tiim anormal sperm
tiplerinde elde edilen degerlerin kontrol grubundaki degerlere yakin bir degere
getirildigi gozlendi. Bununla birlikte tek basina benfotiamin uygulamasiin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anormal sperm oraninda anlamli bir artisa

neden olmadig1 goriildii (P>0.05).
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Tablo 3. Spermatolojik paramatrelere ait ortalama + SEM degerler.

Parametreler
Epididimal Anormal sperm
Sperm sperm orant (%)
motilitesi yogunlugu
Gruplar (%) (milyon/kauda
epididimis) Bas Kuyruk Toplam
Kontrol 75.542.9* 105.3+17.1* 6.7£2.0" 8.5+1.5" 15.2+2.1°
Cyfluthrin 47.3+6.4° 40.8+5.8° 19.6+4.2%  23.842.8°  43.4+5.1°
Benfotiamin 79.144.9% 116.0+£28.0° 7.5+1.8* 10.0£1.6" 17.5+2.3%

Cyfluthrin+Benfotiamin ~ 69.9+5.1° 69.3+4.4™ 9.5+1.5%  15.0£2.1°  24.5+3.7°

Degisik kiigiik (a, b ve c: P < 0.01) ve biiyiik (A ve B: P < 0.05) harf

tastyan degerler arasindaki farkliliklar istatistiki acidan anlamlidir.
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Sekil 16. Kontrol (Grup 1.) Normal goriiniimlii spermler. Spermac (Stain

Interprise, Willington) boyas1 400X.

94



Sekil 17. Cyfluthrin (Grup II ) uygulamasina bagl olarak olusan bas ve kuyruk
anomalisi gosteren spermler (a,b,c,d,e,f). Bas ve kuyruk kisminda kopmalar

mevcut Spermac boyasi 400X.
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Sekil 18. Cyfluthrin ve benfotiamin (Grup III. )’ in birlikte uygulanmasina bagl
olarak anormal sperm goriiniimiinde azalma (a,b,c,d,e,f). Bas ve kuyruk kisminda

iyilesmeler mevcut. Spermac (Stain Interprise, Willington) boyas1 400X.



Sekil 19. Benfotiamin (Grup IV) uygulamasi sonucunda normal sperm

goriintiileri. Kontrol grubundakine benzer normal goriiniimlii spermler (a,b,c,d).

Spermac (Stain Interprise, Willington) boyas1 400X.
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5.3. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubuna ait siganlarin testis dokulari incelendiginde seminifer
tiibiiller, seminifer tiibiillerin bazal laminas1 tiibiiller icinde yer alan
spermatogenik seriye ait hiicreler ve Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiller arasinda
yer alan Leydig hiicreleri normal yapida gézlendi Sekil (20,21).

Bu grupta HSP 70 immiin reaktivitesi , sadece adluminal kompartimanin
apikalinde yer alan spermatid ve spermiyumlarda ayirt edildi. interstiyel Leydig
hiicrelerinde, spermatogonia, primer spermatosit ve Sertoli hiicrelerinde HSP 70

immiin reaktivitesi gdzlenmedi Sekil (22- 24).

Sekil 20. Grup I. Normal testikiiler morfoloji ve spermatogenezis.
Seminifer tiibiil bazal laminasi ( mssp-), seminifer tiibiil epitelini olusturan germ
hiicreleri ( + ) ve interstisyel Leydig hiicreleri (=) ) normal yapida ayirt
edilmekte H&E X 40.

98



Sekil 21. Grup I. Seminifer tiibiil bazal laminasinin ( ===s), germinal
epitelinin ve interstisyel bolgede bulunan Leydig hiicrelerinin (=> ) normal yapida

oldugu ayirt edilmekte. PAS X 20.

Sekil 22. Grup I. Seminifer tiibiillerin ( => ) adluminal kompartmanlarinin
liimene yakin olan hiicrelerinde HSP 70 immiinreaktivitesi ayirt edilmektedir.
Interstisyel bolgede bulunan Leydig hiicrelerinin ( =) ise HSP 70 (-) oldugu
gozlenmektedir. X 10.
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Sekil 23. Grup I Seminifer tiibiillerin adluminal kompartmanlarinda
bulunan hiicrelerin HSP 70 immiinreaktivitesi ( <) ve interstisyel bolgedeki

Leydig hiicrelerinin HSP 70 (-)’ ligi (mmm»-) gozlenmektedir. X 40.

Sekil 24. Grup I. Adluminal kompartmanda bulunan spermatogenik seriye

ait olan hiicrelerin HSP 70 ekspresyonu ( <>) X 40.

100



Bes hafta siiresince cyfluthrin uygulanan grup II’ ye ait olan kesitlerde
seminifer tiibiil epitelinde yer yer énemli sayilabilecek derecede dejenerasyon,
atrofi, seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicrelerin bazilariin metafaz,
bazilarinin anafaz arrestinde oldugu ve spermatogenezisin inhibe oldugu gozlendi.
Baz1 seminifer tiibiillerin epitelinin bazal laminalarindan ayrildigi, bazi tiibiillerin
bazal laminalarinda belirgin invaginasyonlarin oldugu tespit edildi (Sekil 25- 28 ).

Baz1i  seminifer tiibiillerin  limeninde heniiz  olgunlagmalarim
tamamlamamis olan spermatogenik hiicrelerin dokiildiigii gozlendi (Sekil 29).

Bu gruba ait kesitlerde, HSP 70  immiinreaksiyonu spermatid ve
spermatozoalarin yani sira kontrol grubundan farkli olarak spermatogonialarda ve
primer spermatositlerde de gozlendi. Interstiyel Leydig hiicreleri ve Sertoli

hiicreleri bu grupta da HSP 70 (-) olarak tespit edildi (Sekil 30-34 ).
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Sekil 25. Grup II. Cyfluthrin uygulamasina bagli olarak seminifer tiibiil
bazal laminasinda invaginasyonlarin ( =>) ve seminifer tiibiil germinal epitelinde

yer yer dejenerasyonlarin olustugu (4 ayirt edilmekte PAS x 20 .

Sekil 26. Grup II. Seminifer tiibiil bazal laminasinda belirgin invaginasyon

( =>)PAS X 40.
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Sekil 27. Grup II. Cyfluthrin uygulamasina bagl olarak seminifer tiibiil

epitelinde dejenerasyon ( <) , bazal laminada ayrilmalar ( 4), seminifer tiibiil
epitelinde atrofi ( ==) ve germinal epitelin apikal hiicrelerinde HSP 70

immiinreaktivitesi ayirt edilmekte X 10.

103



Sekil 28. Grup II. Germinal epitelde dejenerasyon (4 ) ve heterokromatik
cekirdekli ve kontiirleri diizensiz hiicreler ( = ) gozlenmekte. Epitelin apikal

hiicrelerinde belirgin HSP 70 immiinreaktivitesi ( ==) X 40.
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Sekil 29. Grup II. Seminifer tiibiil liimeninde heniiz olgunlagsmasin
tamamlamamis spermatogenik seriye ait hiicreler gozlenmekte ( == ). Kontrol
grubundan farkli olarak HSP 70 immiinreaktivitesinin germinal epitelin apikal

hiicrelerinin yan1 sira primer spermatositlerde de agiga ¢iktigr ( =) izlendi X 40.
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Sekil 30. Grup IL Cyfluthrin uygulamasina bagli olarak germinal

epitelyum hiicrelerinde anafaz arresti (= ), adluminal kompartmanda yer alan
germinal hiicrelerde (<>) ve spermatogonialarda ( ==) belirgin HSP 70

immiinreaktivitesi gozlenmekte X 20.
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Sekil 31. Grup II. Germinal epitelde metafaz arresti ( => ), adluminal

kompartmanda ( <») HSP 70 immiinreaktivitesi ayirt edilmekte X 40.
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Sekil 32. Grup II. Primer spermatositlerde (=>) ve germinal epitelin

apikalinde bulunan hiicrelerde HSP 70 immiinreaktivitesi ve germinal epitelde
dejenerasyon ayirt edilmekte (=%). Leydig hiicrelerinde HSP 70 (-)* ligi
gozlenmekte (== ) X 40.

Sekil 33. Grup II. Seminifer tiibiil epitelinde yaygin dejenerasyon ( <- ) ve atrofi

(== ) ve epitelin apikal hiicrelerinde belirgin HSP 70 ekspresyonu goézlenmekte X 20.
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Sekil 34. Grup II. Germinal epitelde yer yer anafaz arresti ( = ),

spermatogonialarda ( == ve seminifer tiibiiliin apikal hiicrelerinde ( v¢) belirgin

HSP 70 immiunreaktivitesi X 40.

Cyfluthrin ile birlikte benfotiamin uygulanan deneklerin testis dokularinda
seminifer tlibiil epitelinin sadece cyfluthrin uygulanan gruba goére belirgin sekilde
korundugu tespit edildi. Bu grupta yer yer germinal epitelde hasar olan tiibiillere
rastlanmakla birlikte bu sayr cyfluthrin grubuyla kiyaslandiginda ihmal
edilebilecek diizeyde azdi. Birka¢c seminifer tiibiillde gelismekte olan
spermatogenik hiicrelerin metafaz arresti ve seminifer epitelin bazal laminasinda
invaginasyonlar ayirt edildi. Fakat genel anlamda seminifer tiibiil epiteli ve bazal
lamina normal yapisim korumus olarak gozlendi. Interstisyel bolgedeki Leydig

hiicreleri de normal yapida ayirt edildi ( Sekil 35, 36).
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Bu grupta HSP 70 immiin reaktivitesi c¢ogunlukla adluminal
kompartimanda yer alan spermatid ve spermatozoalarda gozlendi. Fakat yer yer
HSP 70 (+) spermatogonia ve primer spermatositlere de rastlandi. Leydig ve

Sertoli hiicreleri bu grupta da HSP 70 (-) olarak tespit edildi (Sekil 37, 38).

Sekil 35. Grup IIl. Cyfluthrin ile birlikte benfotiamin uygulanan grupta

seminifer tiibiil bazal laminasi ve germinal epitel (<~ ) kontrol grubuna benzer yap1

sergilemektedir. PAS X 20.
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Sekil 36. Grup III. Bazi seminifer tiibiillerin bazal laminalarinda

invaginasyon (=), germinal epitelyum hiicrelerinde matiirasyon arresti ( 1) ve

Sekil 37. Grup III. Germinal epitelin apikal hiicrelerinde ( <) ve

spermatogonialarda (=>) HSP 70 immiinreaktivitesi izlenirken interstisyel Leydig

hiicrelerinde HSP 70 (-)’ ligi ayirt edilmekte ( ==) X 20.
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Sekil 38. Grup IIl. Apikal seminifer tiibiil epitelinde yer alan germ

hiicrelerinde HSP 70 ekspresyonu X 20.

Benfotiamin uygulanan gruba ait kesitler kontrol grubuna benzer yapida
izlendi. Seminifer tiibiil epiteli, bazal lamina, spermatogenezis ve interstiyel
Leydig hiicreleri normal yapida izlendi (Sekil 39,40).

HSP 70 immiin reaktivitesi de kontrol grubunda oldugu gibi adluminal
kompartmanin apikalinde yogunlasmisti. Leydig ve Sertoli hiicreleri bu grupta da
diger gruplarda oldugu gibi HSP 70 (-) idi. Bu gruba ait kesitlerde
spermatogenenezisin inhibisyonunu diisiindiirecek bir bulguya rastlanmadi (Sekil

41, 42).
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Sekil 39. Grup IV. Benfotiamin uygulanan grupta seminifer tiibiil bazal
laminast ( => ) ve germinal epiteli kontrole benzer yapida gozlenmekte PAS X

20.

Sekil 40. Grup IV. Germinal epitelyum ( <) ve Leydig hiicreleri ( =>)

kontrol grubuna benzer olarak izlenmekte. H&E X 20.
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Sekil 41. Grup IV. Seminifer tiibiil adluminal kompartmanindaki hiicrelerde
belirgin HSP 70 immiinreaktivitesi izlenirken (<), interstisyel Leydig hiicrelerinde (=)

ve Sertoli hiicrelerinde ( =>) HSP 70 (-)’ ligi ayirt edilmekte X20.

Sekil 42. Grup IV. Apikal adluminal kompartmanda yer alan germ hiicrelerinin

belirgin HSP 70 immiinreaksiyonu ( <} ve Sertoli hiicrelerinin HSP 70 (-)’ 1igi ( =)
X 40.
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6. TARTISMA

Erkek infertilitesinin insanoglunun son derece onemli sorunlarindan biri
olmasi nedeniyle, pestisitlerin muhtemel etkisi pek ¢ok aragtirmacinin yakin
ilgisini cekmistir. Giiniimiize kadar testis gerek 151k ve gerekse elektron
mikroskobu diizeyinde pek c¢ok aragtirmaciya konu olmus, bu konuda oldukca
fazla c¢aligma yapilmistir. Yapilan ilk c¢aligmalar 151k mikroskobu diizeyinde
olmakla beraber daha sonra elektron mikroskobu calismalari da 6n plana
cikmistir. Bugiline kadar iskemi, bazi vitaminlerin eksikligi, 1s1, testikiiler
hastaliklar ve ¢esitli kimyasal maddeler gibi pek ¢ok toksik ajanin testise olan
etkileri incelenmis, 6nemli sonuglara ulasilmistir (303 - 317).

Pestisitler, erkek infertilitesinin Onemli nedenlerinden birini olusturan
gonadotoksinler grubunda yer alirlar. Bu toksinler etkilerini ya direkt germ
hiicrelerini etkileyerek ya da Sertoli hiicre fonksiyonlarin1 baskilayarak yaparlar.
Maruz kalma siiresine gore sperm dansitesinde azalma veya ileri sathada ise kalici
azospermiye neden olabilmektedirler (286, 318). Diinya pestisit pazarinda
herbisitler ve insektisitler en yaygin kullanilan formiilasyonlardir. Tiirkiye’de
birinci siray1 insektisitler alir. Deneysel ¢alismamizda kullandigimiz cyfluthrin de
bu insektisitler arasinda yer almaktadir (319, 320).

Cyfluthrinin de ait oldugu piretroid insektisitlerle ilgili yapilan arastirma
calismalart az sayidadir. Bu durum sentetik grubun digerlerine gore ¢ok daha
giivenilir oldugu diigsiincesinden kaynaklanmis olabilir.

Piretroid grubu disinda daha fazla arastirmaya konu olan insektisit ve

pestisitleri sperm parametrelerinde meydana getirdigi degisimler acisindan
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inceledigimizde; etilen dibromidinin sperm sayisinda, sperm motilitesi ve
canliliginda 6nemli derecede azalmaya, anormal sperm sayisinda artisa neden
oldugu bildirilmistir (335). Carbarylinin (336) spermatogonyumlarin yapisal
kromozomal aberasyon oranlarinda artisa, spermiyogenezisin Ozellikle erken
sathasinda akrozom gelisiminde anormal bulgularin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu gosterilmistir. Karbendazim (332), curacon (73), methamidophos (75) ve
metil parathionun (81) sperm yapisal anormalliklerinin oranmin artigina ve
fertilitede azalmaya yol agtigr bulunmustur. Quianlphos (74), phosphorothionate
(71), phoxim (105), dimethoatin (72) sperm konsantrasyonunun diismesine,
dichlorvosin sperm anormalliklerinin goriilme sikliginda artisa yol ac¢tigi ortaya
konmustur (11).

Malathionun sperm bas morfolojisinde anormalliklere ve sperm
hiicrelerinin  boyutlarinda artisa (77), diazinonun spermatid hiicrelerinin
boyutlarinda azalmaya ve spermatogenik hiicre siralarinda bozulmaya sebep
oldugu (79), dimethoate (329) ve dimethyl methylphosphate’in (330) ise germ
hiicrelerinde dejenerasyon ve morfolojik olarak kamgida kivrilma, bas kisminda
ayrilma olmasi gibi anormalliklere yol agtig1 bildirilmistir. Sperm
parametrelerindeki bu degisimler deney hayvanlarina verilen doza ve zamana
bagli olarak degisiklik gostermistir ( 77, 79, 329, 330).

Calisma konumuzla ilgili piretroid grubuna ait arastirmalar diger grup
insektisitlere gore daha az olmasma ragmen, yapilan toksikolojik arastirmalar
piretroid grubu insektisitlerin de erkek genital sistemi {izerinde zararli etkilerinin

oldugunu gostermektedir (12, 15, 18, 31, 34,36, 43, 52).
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Kumar ve arkadaglar1 piretroid olan cypermethrin ile yaptiklar1 ¢calismada
anormal sperm basi i¢eren bulgulara rastlamiglardir (110).

Bir bagka calismada piretroid gruba ait pestisitlerin progressif sperm
hareketi lizerine olan etkileri calisilmistir. Ayrica Cin’de Tan ve arkadaglar
pestisit fabrikasinda ¢alisan kisiler ilizerinde pestisitlerin sperm motilitesini ve
konsantrasyonunu azalttigin1 gosteren bir c¢alisma yapmuglardir (118). Yine
cypermethrinin de sperm motilitesini azalttifini, anormal sperm oranin
arttirdigini ve normal sperm sayisim diislirdiiglinii gosteren caligmalar da
mevcuttur (97, 112 - 114).

Mani ve arkadaslari, fenvalerate piretroidinin epididimal sperm
konsantrasyonuna ve sperm motilitesine olumsuz etkilerinin oldugunu
gostermislerdir (104).

Elbeticha ve arkadaslari cypermethrinin sperm fiiretimini, epididimal ve
testikiiler sperm konsantrasyonunu ve fertiliteyi azalttigini tespit etmislerdir (111).

Piretroid grubuna ait insektisitlerden bifenthrin, permethrin ve
cypermethrinin antiandrojenik etki gosterdigi in vivo ve in vitro ¢alismalarda
saptanmistir (114, 120, 122). Buna karsin Kunimatsu ve ark. (124) permethrinin
antiandrojenik etkilerinin in vivo sartlarda olmadigmi Wu ve ark. ise
cypermethrinin aksine B-cypermethrinin de antiandrojenik etkisinin olmadigini
gostermislerdir (114). B-cypermethrinin sperm sayisini, hareketliligini, canliligini
azalttig1 da gosterilmistir (115).

Test materyalimiz olan cyfluthrinin in vivo ve in vitro sartlarda
genotoksisite gosterdigini belirten ¢aligmalar (12, 82)  ayrica androjen

reseptoriiniin  etkisini azaltan anti androjenik etki gosterdigini (133) bildiren
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caligmalar yapilmistir. Sentetik piretroidlerin  bir grubunun androjenik
fonksiyonlar etkiledikleri goriilmistiir. Piretroid gruplarin anti androjenik etki
gosterme derecesi kiiciikten biiylige dogru; betacypermethrin, permethrin, beta
cyfluthrin, cypermethrin, cyfluthrin, bifenthrin, flutamide olarak siralanmistir
(133).

Sperm morfolojisi ile sperm fonksiyonlar1 arasinda anlamli iligki
bulundugu, baz1 ¢alismalarda da gdsterilmistir. % 4'in {lizerinde normal morfoloji
gosteren spermlerde zona pellusida ile akrozom reaksiyonu gegirebilme
potansiyelinin yiiksek oldugu ortaya konmustur (321). Diger c¢aligmalarda da
spermin zona pellusidaya baglanmasinda sperm morfolojisinin 6nemli bir
gosterge oldugu savunulmaktadir (322).

Anormal morfolojili spermlerde DNA hasar1 daha yiiksek oranda
bulunmaktadir. ICSI islemi yapildiginda DNA hasar1 yiizdesi ile fertilizasyon
oranlar1 arasinda negatif iliski oldugu gosterilmistir. Motilitesi diisiik spermlerle
ICSI yapilirken normal goriiniimlii sperm kullanilsa da bu hiicrelerde DNA hasar1
bulunma olasilig1 oldukga yiliksek olmaktadir (323). Ayrica sperm morfolojisinin
cesitli otozomal ve spesifik Y genleri tarafindan kontrol edildigi bildirilmis (324,
325) ve pestisitlerin testikiller DNA hasar1 yapabilecegi (326) ve  bazi
mutajenlerin Y kromozomunda kiriklara sebep olabilecegi belirtilmistir (326,
327).

Sperm parametrelerinde bildirilen degisikliklerin kendi calismamizdaki
cyfluthrin uygulanan grupta da ortaya c¢iktigimi gordiik. Cyfluthrin uygulanan
sicanlarin spermlerinde bas ve kuyruk anomalilerinde artis oldugu ve bunun

sonucunda toplam anomali oraninda da 6nemli bir artigsa neden oldugu goriildii.
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Calismamizda, kontrol grubuna gore cyfluthrin grubunda  sperm
motilitesinde Onemli derecede azalma oldugu gorildi. Cyfluthrine maruz
birakilan siganlarda sperm motilitesindeki azalma bir ya da daha fazla
mekanizmayla baglantili olabilir. Bunlar ;

Testise dogrudan inhibitor etki yapabilirler, hipofiz bezine etki ederek
gonadotropin konsantrasyonlarim1  azaltabilir ve  dolayisiyla  bozulmus
spermatogenezise neden olabilirler, norotransmitterlerin  konsantrasyonlarini
degistirebilirler, yardimci bezler tarafindan fruktoz sentezi ve salgilanmasi
testosteronun testisler tarafindan salgilanmasina baglidir. Bundan otiirii eger
cyfluthrin antiandrojenik etki gosterip serum testosteron seviyesini azaltirsa,
fruktoz sentezini ve salgilanmasimi etkileyeceginden sperm motilitesindeki
azalmaya katkida bulunabilir ve yine cyfluthrin spermlerin mitokondriyal enzim
aktivitesini  azaltabilir veya  kan-testis bariyerini gecerek spermatogenik
hiicrelerde patolojik degisikliklere sebep olabilir. Sperm motilitesi, sperm
mikrotiiblil yapisinin bozulmasimin bir sonucu olarak azalabilir. Cyfluthrinin
ortaya ¢ikardigi anormal sperm sayisinin artist sperm motilitesindeki azalma ile
sonuglanabilir. Boylesi mekanizmalarla cyfluthrinin  dogrudan veya dolayl
olarak testis dokusuna etkisi ile ¢alismamizda elde ettigimiz patolojik bulgularin
ortaya ¢iktigini sdyleyebiliriz.

Yaptigimiz  deneysel c¢alismada cyfluthrinin  epididimal  sperm
yogunlugunda 6nemli bir azalmaya, spermatogeneziste inhibisyona neden oldugu
gorildii. Bazi seminifer tiibiillerdeki spermatogenik hiicrelerin metafaz bazilarinin

ise anafaz arrestinde oldugu tespit edildi.
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Bazi seminifer tiibiillerin liimenine heniiz olgunlagmasii tamamlamamig
spermatogenik hiicrelerin dokiildiigli gozlendi.

Laboratuvar incelemelerimizde cyfluthrine ait elde ettigimiz bulgular ile
cyfluthrinin sperm yapisin1 bozdugunu 6zellikle spermdeki morfolojik anomalileri
arttirdigin1 ve motiliteyi azalttigim1 gordilk. Bunun sonucunda cyfluthrinin hem
sperm- zona pellusida baglanmasina zarar verebilecegini hem de DNA hasarina
yol acabilecegini diisiinebiliriz. Bu nedenle cyfluthrinin erkege 6zgii infertiliteyi
arttiric1 yonde etki gosterecegini sdyleyebiliriz.

Erkege 0zgli infertilitenin yan1 sira tavsanlar iizerinde yapilan bir
calismada gebelik boyunca cyfluthrine maruz kalan tavsanlarin, maruz
kalmayanlara gore daha cok diisik yaptigi gosterilerek cyfluthrinin kadin
fertilitesine de olumsuz etkisinin oldugu ortaya konmustur (33).

Piretroid grubu disindaki insektisit ve pestisitlerin testis dokusunda
meydana getirdigi degisiklikler de arastinlmistir. Metomilinin seminifer
tiibiillerde dejeneratif degisikliklere yol actig1 (69), methyl parathionun seminifer
tiibiillerde nekroz ve interstisyel dokuda 6dem olusturdugu bildirilmistir (78).
Organofosfatli insektisitlerin seminifer tiibiillerin bazal membraninda bozulmalara
yol actig1 ortaya konmustur (76, 313).

Karbendazimin, duktuli efferenteslerde tikanma meydana getirdigine,
tiibiiler epitelde dokiilmeye ve atrofiye, bazal laminanin diizgiin yapisini
kaybederek kalinlasmasina ve kivrintili bir hal almasina neden oldugu
gosterilmistir  (332).  Quianlphosun  germinal  epitelde  dejenerasyona,
methamidophosun seminifer epitelin kollabe olmasina, hiicre hasarinda artis ve

hatta germinal epitelin ortadan kalkmasina ve interstisiyel bolgede graniiler
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birikimler ve vakuoller olusmasina neden oldugu bildirilmistir (74). Danimarka’da
yaygin olarak kullanilmakta olan 24 adet pestisit iizerine yapilan genis kapsamli
bir arastirmada bu pestisitlerin germinal epiteli gevsettigi ve diizensizlestirdigi
bildirilmistir (333). Diazinonun (79) seminifer tiibiil limenlerinde dilatasyonlara,
metil parathionun seminifer tiibiil hasarma ve bazi seminifer tiibiilleri doseyen
epitelde incelmeye, seminifer tiibiil epitelinde dokiilmelere yol actig1 goriilmiistiir
(78, 334).

Piretroid grubu insektisitlerden B-cypermethrinin, Leydig hiicrelerinin
mitokondri ve endoplazmik retikulum (E.R) organellerinde sismeye, cekirdek
membraninda hasara yol agtig1, Leydig hiicre sayisinda ve seminifer tiibiil germ
hiicrelerinde azalmaya neden oldugu gézlenmistir (115).

Yaptigimiz caligmada cyfluthrin uygulamasina bagl olarak seminifer tiibiil
epitelinde dejenerasyon, seminifer tiibiil bazal laminasinda invaginasyonlar ve
bazi tlibiillerin epitelinin bazal laminalarindan ayrildig1 gozlendi.

Piretroid grubu disindaki insektisit ve pestisitlerin viicut ve organ
agirliklan iizerine olan etkileri incelendiginde dichlorvosun 1, 2 ve 4 mg/kg
dozlarmin iireme organlarinin absolut agirliklarinda 6nemli degisikliklere neden
olmadig, rolatif testis ve epididimisin agirliklarinin ise sadece 4 mg/kg uygulanan
grupta Onemli Olclide arttig1 ortaya konmustur (70). Baska bir ¢alismada ise
dichlorvos uygulamasindan 4 ve 7 hafta sonra si¢anlarin viicut ve organ
agirliklarinda azalma meydana geldigi gozlenmistir (11).

Organofosfatli insektisitlerin deney hayvanlarinda viicut ve organ
agirliklarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir. (78, 337, 338). Fenitrothionun

genital organ agirliklarina etkisi olmadigi (80), metil parathionun testis
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agirliklarinda (339) ve viicut agirliginda azalmaya yol actigi gosterilmistir (81).
Dimethyl methylphosphatin da doz degisimine bagli olarak testis agirligini
azalttig1 tespit edilmistir (329, 330).

Piretroid grubu insektisitlerden ise fenvalerate piretroidinin testis
agirhigma azaltict etkisi oldugu (104), Cypermethrinin seminal bez epitelyum
yiiksekligini arttirdigi, testesterona duyarli organlarin agirhgini  azalttig
saptanmustir ( 112 - 114). Bir baska calismada ise B-cypermethrinin prostat, testis
ve seminal vezikiil agirliklarini azalttigi tespit edilmistir (115).

Ratnasooriya ve arkadaslar1 piretroid olan lambda-cyhalothrin ile erkek
sicanlarda lreme davraniglar iizerine yaptiklari ¢aligmada, siganlarda seksiiel
fonksiyon kayiplarinin oldugunu bildirmislerdir. Viicut agirliklar1 agisindan
gruplar arasinda anlamhi bir farklilik tespit edilememis ancak kontrol grubuna
gore cyhalothrinli grubun daha diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir (116).

Cyfluthrinin ise belirgin bir sekilde seminal vezikiilde, ventral prostatta,
dorso lateral prostatta, levator ani bulbocavernosus kasinda (LABC) ve Cowper
bezlerinin agirliginda azalmaya yol actig1 saptanmugtir (133).

B-Cyfluthrin i¢in ise sadece iireme bezlerinin agirligini énemli bir 6l¢iide
azalttig1 saptanmistir (133).

Bir baska ¢alismada, si¢anlara cyfluthrin uygulamasi sonucunda yavrularin
viabilitesinde azalma ve kilo kaybmin oldugu bildirilmistir. Bunun besin
almmmina bagli olarak meydana geldigi tahmin edilmektedir. Ciinkii besin
allminin bu gruptaki deney hayvanlarinda kontrole gore daha az oldugu

gozlenmistir (125, 131).
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Biz yaptigimiz bu calismada testis agirligi agisindan gruplar arasinda
onemli bir farklilik bulamamamiza ragmen, cyfluthrin uygulamasinin epididimis,
sag kauda epididimis, seminal bez ve prostat agirlifinda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli azalmalara neden oldugunu saptadik. Epididimisteki
azalmalara hiicrelerin sayisindaki azalmanin yol a¢tigini diisiinebiliriz.

Cyfluthrin maruziyetine bagli olarak gelisen testikiiler hasar bulgulari,
daha once cyfluthrinle ve piretroid gruba ait diger pestisitlerle yapilmis
calismalarda elde edilen bulgularla paralellik géstermektedir.

Ayrica cyfluthrine ait spermatogenik ve testikiiler bulgularimizin diger
farkli grup insektisitlerle ve pestisitlerin etkileriyle parelellik gostermesi
cyfluthrinin ait oldugu piretroid grubun etkilerinin diger gruplarla benzer
oldugunu ortaya koydu. Bu da ait olduklar1 gruplarm da kiyaslanmasi ve
degerlendirilmesi agisindan bir veri olusturmaktadir.

Daha once yapilan deneysel calismalarda piretroid gruba ait olan
pestisitlerin daha gilivenli kullanabilecegi konusunda genel bir kani vardir. Oysa
piretroid grubunda yer alan cyfluthrin ile yaptigimiz bu ¢alismada infertiliteye
neden olabilecek ciddi bulgularin elde edilmesi piretroidlerin de diger
organofosforlu ve organoklorlu pestisitler kadar toksik olabilecegi fikrini dogurdu.

Benfotiaminin arastirma konumuzla ilgili koruyucu etkilerine yonelik bir
calisma bulunmamaktadir. Fakat tiaminin spermatogenezisde rol oynadigina ve
spermde bulunduguna yonelik bulgular vardir. Tiamin eksikliginde ya da yetersiz
aliminda spermatogenezis ve sperm parametrelerinde olumsuz sonuglarin ortaya

ciktigini belirten caligmalar mevcuttur (191 - 194).
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Spermatogenezis tiamine ihtiya¢ duyar, spermatogenezisin tiamine
duydugu yiiksek-ilgi tiamin tasityict protein 1 (ThTR1) eksikligi gosteren
transgenik farelerde kanitlanmistir (191). Yiiksek doz tiamin verilen sigcanlarda
tiaminin, spermatogenezisde verimsizlige yol a¢tigi bunun da muhtemelen yiiksek
doza karsilik yetersiz kalan tiamin tasiyicist eksikliginden olabilecegi
disiiniilmiistir (192). Bu sonug, arastirmacilarin spermatogenezisde tiamin
tagiyicilarinin - ve  metabolizmasinin  etkili oldugunu ortaya koymustur.
Arastirmacilar erkege 0Ozgli infertiliteyi yiiksek tiamin duyarli tiamin
tastyicilarinin  yetersiz olusuna baglamiglardir. Ayrica buna karsin Sertoli ve
Leydig hiicrelerinin ise tiamin eksikligine dayanikli oldugunu bildirmislerdir
(191). Bununla birlikte diyetle alinan yetersiz tiaminin spermatosit sayisini
azalttigini ve aspermiye neden oldugunu belirten caligmalar da vardir (192).

Bir baska calismada, spermin tamaminin tiamin, tiamin mono fosfat
(ThMP) ve tiamin di fosfat (ThDP) '1 degisen oranlarda icerdigi gosterilmistir. Bu
calismada ThDP icgerigi ile semendeki ml’ye diisen spermatozoa sayisi arasinda
pozitif baglant1 (azoospermik olgular bu bagliliga dahil edilmemistir. Azospermik
vakalarda ThDP kontrol grubuna goére diisiik bulunmustur) goriilmiistiir. ThDP
disinda tiamin ile ThMP i¢in 6nemli bir baglant1 bulunmamigtir. ThDP igerigi ile
semendeki ml’ye diisen spermatozoa sayisi arasinda pozitif baglant1 bulunmasina
karsin spermatozoa ThDP igerigi ile hareketlilik orami arasinda 6énemli bir iligki
tespit edilememistir. Bu sonuglar ThDP' in temel olarak spermatozoa iginde
lokalize oldugunu gostermektedir (193). Bu sonug, ayn1 zamanda semenden
hazirlanan seminal sivida ThDP konsantrasyonunun diisiikk oldugunu gosteren

sonugclar tarafindan da desteklenmektedir (193).
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ThDP, pentoz fosfat yolundaki transketolaz i¢in bir kofaktdrdiir ve yolun
oksidatif boliimiiniin kesintisiz akiginin stirmesi i¢in 6nemlidir. Deneysel olarak
pentoz fosfat yolunun inhibisyonunun insan spermatozoasinda progressif
hareketliligi azalttigi gosterilmistir (195, 196). Bu yiizden yiiksek diizeyde
hareketli spermatozoalarin yiiksek bir ThDP igerigine sahip olma yatkinlig: ile
pentoz fosfat yollarinin iglevlerinin baglantili oldugu diisiiniilmiistiir. Pentoz fosfat
yolu Nikotinamid adenin di niikleotid fosfat (NADPH) icin temel kaynaktir.
NADPH glutatiyon rediiktaz tarafindan glutatiyonun azaltimi icin gereklidir.
Rediikte glutatiyon, kiiclik sitoplazmik hacimleri yiiziinden simirli olarak
antioksidan kapasitesi gosteren spermatozoalarda antioksidan savunmasi igin
onemlidir (196).

Yapilan caligmalarda ¢cogu nedenle testikiiler kanser ya da farkli kaynakl
azospermi ve vazoktemi uygulanan hastalardaki azospermi olgularinda ThDP
miktarinin az oldugu da saptanmistir (193).

Yiiksek doz tiaminin, viicut tarafindan taginiminin yetersiz oldugu bunun
nedeninin ise tiamin tastyict mekanizmasinin sinirli olmasindan kaynaklandig: ve
buna bagl olarak da spermatogeneziste verimliligin azaldig1 bildirilmistir (191).
Ayrica diyetle alinan yetersiz tiaminin infertiliteye yol acabilecek sekilde
spermatogenezisi olumsuz etkiledigi de bildirilmistir (192). Yapilan ¢aligmalarda
tiaminin tlirevi olmasia ragmen benfotiaminin, tiamine gore daha etkin oldugu
gosterilmistir (144). Ayrica benfotiaminin ThDP’nin miktarinin artmasini ve
aktiflesmesini sagladigini gosteren ¢alismalar da yapilmistir (145, 146).

Benfotiaminin, tiamine gore farmokolojik olarak ¢ok daha kiiciik

miktarlariin yaklagik bes kati kadar daha hizli bir emilime ve daha etkili biyo
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elveriglilige sahip oldugu i¢in bazi hastaliklarin tedavisinde tiaminin yerine tercih
edilmesi gerektigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (144 - 147) .

Bu verilere gore tiamin i¢in doz ayarlamasinin 6nemli oldugunu
sOyleyebiliriz. Ciinkli tiamin yiiksek veya yetersiz dozlarda spermatogenezisde
olumsuz etkiye yol agabilmektedir. Bundan dolay: tiamin ile kiyaslandiginda
diisiik dozda daha etkili olan benfotiaminin, tiaminin yerine kullanilabilecegini
diistinebiliriz.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda da benfotiaminin sperm motilite,
yogunluk gibi parametreleri arttirdigini diistiniirsek daha diisiik dozda daha ¢ok
emilime sahip benfotiamin kullaniminin erkege 6zgii infertilitede olumlu etki
yapabilecegini soyleyebiliriz.

ThDP insan semeninde bulunmus bir tiamin bilesigidir. ThDP miktariin
sperm hareketine ve spermatozoalardaki antioksidan savunmaya etkisinin
olabildigi distiniilebilir (193).

Benfotiaminin ThDP’ nin miktarinin artmasint  ve aktiflesmesinin
sagladigini goz oOniinde tutarsak benfotiaminin pentoz fosfat yolunu (PFY)
aktiflestirecegini, ayrica semendeki ThDP’yi artiracagini diisiinerek sperm
motilitesindeki olumsuz etkileri iyilestirebilme ihtimalinin olabilecegi iddiasim
ortaya koyabiliriz. Calismamizin sonucunda, benfotiamin uygulamasinin
gruplarda, sperm motilitesini ve epididimal sperm yogunlugunu artirmasi,
cyfluthrine bagl olarak olusan toplam anormal sperm oraninda ise azalmalar
saglamasi bu idday1 destekler niteliktedir.

Benfotiaminin bir pestisitin olusturabilecegi kimyasal bir strese karsi

testikiiler hasar ve sperm parametrelerine yonelik nasil bir etkisinin olduguna dair
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bir ¢aligmaya rastlamadik. Genellikle bu yondeki ¢alismalar 6zellikle A, E ve C
vitamini lizerine yogunlagsmistir. Bu vitaminlerin bazi ¢alismalarda koruyucu bir
etkiye sahip oldugu bazilarinda ise etkisiz oldugu bildirilmistir (11, 334, 339 -
350).

Vitaminlerin koruyuculugunun, yapilan ¢alismanin amacina ve vitaminin
yapisina gore farklililk gosterdigi  goriilmektedir. Calismamiz sonucunda
cyfluthrinin sperm parametreleri tizerine (motilite, epididimal yogunluk ve toplam
anomaliler) olusturdugu hasar1 benfotiaminin kontrol grubu degerlerine yakin
olacak kadar iyilestirdigini gordiik. Ayrica cyfluthrinin olusturdugu testikiiler
hasar1 azalttig1, genel olarak normal yapiy1 korudugu goriildii. Yine benfotiamin
cyfluthrin uygulamasiyla azalan epididimis agirliginda, sag kauda epididimis,
seminal bez ve prostat agirliginda sayisal artislara neden oldu.

Bu uygulama sonucunda artan tlireme organ agirliklari, epididimis ve
prostat agirliklart kontrol grubuna yakin degerlere ulasti. Bu sonuclara gore
benfotiaminin lreme sisteminde 1iyi bir koruyuculuga sahip oldugunu
sOyleyebiliriz. Ayrica cyfluthrin ile yapilan ¢alismada meydana gelen testis
hasarinin serbest radikal olusumundan da kaynaklanabilecegi diisiiniiliirse
benfotiaminin serbest radikal olusumunu Onledigine yonelik calismalarin da
olmas1 bu yonde iyilestirmede bulunmasmi agiklayabilir. Ciinkii bu vitamin
pentoz fosfat yolunu etkinlestirerek, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusmasin
engellemektedir. Diyabetin cinsel fonksiyon bozukluklarina neden oldugunu ve
glikolizisin sperm canliligi ve hareketi i¢in temel enerji kaynagi oldugunu

gosteren caligmalar mevcuttur (119, 311).
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Benfotiaminin de diyabet tedavisinde kullanildigi ve etkili oldugunu
gosteren calismalar yapilmistir (149, 150). Bu agidan da benfotiaminin diyabetin
neden olabilecegi olumsuz sperm parametrelerine ve cinsel fonksiyon
basarisizliklarina faydali olabilecegini yeni bir yaklagim olarak ortaya koyabiliriz.

Ureme toksikolojisi alaninda stres ve HSP’nin etkilesimine yonelik
calismalar 6nem kazanmaktadir. Clinkii intrinsink ve ekstrinsik faktorlerin genis
cesitliligi; deoksiriboniikleik asit (DNA) bozulmasina, protein sentez arrestine,
hiicre dongiisiiniin bozulmasina ya da uygunsuz apopitosize neden olabilir.
Bunlarin tiimii anormal spermatogenezisle sonuglanabilir (359).

HSP 70 seviyeleri zararl etki altinda olmayan hiicrelerde diisiiktiir. Stresin
cesitli sekillerinin uygulandig hiicrelerde aniden seviyesi artar. Kimyasal toksisite
bu strese neden olabilir.

Stresten etkilenen HSP 70’in ekspresyonu hizla artar ve bunu takiben
hiicrelerde hasarli proteinlerin onarimi baslar. Bdylece intraseliiler hasar onlenir,
entegre hiicre fonksiyonlarinin devamliligi saglanir (224, 225).

Bazi aragtirmalar ise HSP 70 proteininin artan sentezi ile kazanilmig stres
toleransi arasinda bir iligki bulundugunu gostermistir (351, 352). Yapilan deneysel
bir calismada HSP ’nin apopitozise karst hiicre koruyucu etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Hiicrelere olan bu katkilarindan dolay1 stres durumlarinda tiim
organizmanin korunmasina yonelik faydalar1 vardir (353). Indiiklenebilir HSP 70
apopitozisi, sinyal kaskadina miidahale ederek ve efektor kaspazlarin
aktivasyonunu bozarak engeller (354). Ozellikle HSP 70’in apoptozisi inhibe
ettigi ve boylece Oldiiriicii uyarilara maruz kalan hiicrelerde yasami artirdigi

gdsterilmistir (217, 355 - 358). Ozen ve ark. yaptiklari calisma sonucunda, kontrol
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grubunda testikiiler dokunun spermatogenetik hiicrelerinin mayoz 1’ in profaz
sathasinda HSP 70 sentezledigini One slirmiislerdir. Buna gore strese maruz
kalmayan spermatogenetik hiicrelerde de HSP 70 immunoreaksiyonu tespit
edilebilir goriisii ortaya ¢ikmistir (359).

Subkronik (13 hafta) formaldehit uygulamasindan sonra testikiiler dokuda
HSP 70 ekspresyonundaki degisiklikler immunohistokimyasal ag¢idan incelenmis
ve formaldehit inhalasyonu ile olusturulan kimyasal stresin germ hiicrelerinde
HSP 70 immunreaksiyonunda artisa yol actigt tespit edilmistir (359).
Bu ¢aligmada seminifer tiibiil ¢aplar1 formaldehit maruziyeti ile 6nemli derecede
azalmigtir. Spermatogenezis olumsuz olarak etkilenmistir ve olumsuz etkilenen
spermatogenezisden dolayi tiibiil ¢aplarinin asir1 azaldigi vurgulanmistir.

Tiiblil caplarindaki azalma testosteron seviyesinin diismesiyle azalan
spermatogenezis ile sonuclanmig olabilir seklinde yorumlanmistir. Seminifer
epitelyumun adluminal bdlgesinde yer alan spermatid ve spermatositlerdeki HSP
70 sentezini arttiran mekanizma spermatogonialart da etkilemistir. HSP 70
immunreaksiyonu mitotik karaktere sahip hiicreler olan spermatogonialarda da
belirlenmistir (359).

Bu immunreaksiyon formaldehitin artan dozlariyla orantili olarak artmigtir.
HSP 70 sentezinin artisi, formaldehitin neden oldugu kimyasal stresten
kaynaklanan DNA hasarin1 tamir etmeye yardimci olabilir.  Sonu¢ olarak
formaldehit gazinin spermatogenik hiicrelere zarar verebilecegi ve HSP 70
sentezini arttirabilecegi gosterilmistir (359).

Bu ¢alismadan farkli olarak biz yaptigimiz ¢alismada kontrol grubuna ait

olan testis dokularinda adluminal kompartimanin apikalinde yer alan spermatid ve
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spermatozoalarda belirgin HSP 70 immunreaksiyonu tespit etmekle birlikte
spermatogonia ve primer spermatositlerde HSP 70 immunreaksiyonu tespit
edemedik.

Fakat cyfluthrin ile olusturdugumuz kimyasal stres ile birlikte
spermatogonia ve primer spermatositlerde de belirgin HSP 70 immunreaksiyonu
gozlemledik.

Baska bir ¢calismada oligoazospermi ve varikoselli erkeklerin spermlerinde
HSP A4, HSF 1 ve HSF 2’ nin arttig1, hem oligoazospermi hem de varikoselli
durumlarda ise bu degerlerin maksimuma c¢iktigi goriilmiistiir. Ayrica
oligoazospermide artan HSP 9 tespit edilmistir.

Bu sonuglar, heat shock proteinlerinin spermatogeneziste varikosel vb.
durumlarda meydana gelebilecek bozukluklarm siddetini tespit etmede
kullanilabilecek belirleyici molekiillerin olabilecegi fikrini ortaya koymustur
(360).

HSP 70 ailesi iiyelerinin, memeli erkek germ hiicrelerinin
farklilagsmasinda, akrozom ve kamg¢i gibi normal morfolojik gelisimlerinde
belirgin bir rol oynadigi gosterilmistir. Azospermi durumlarinda HSP 70 tespit
edilememistir.  Bununla birlikte HSP 70 diizeyleri fertil gruplarla
karsilastirildiginda infertil gruplarda (asthenospermik ve oligoasthenospermik)
kayda deger bir sekilde artmistir. Sonugta HSP 70 salimiminin infertil erkeklerin
spermatozalarindaki apoptozise karst koruyucu bir mekanizma olarak artmis
olabilecegi bildirilmistir (361).

Sigirlarda yapilan bir caligmada ise anti HSP 70’ in bulundugu 3-9 giinliik

kiiltiir medyumlarinda apoptozisin arttigi ve blastosist sathasina ulasan embriyo
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sayisinin azaldigi goriilmiistiir. Daha sonra bu kiiltiir medyumlarina sicaklik artigi
uygulandiktan sonra 1smin artmasiyla apoptozise ugramis hiicre sayisinin
oncekine oranla daha diisiik oldugu goriilmustiir. Sicakligin artmasiyla artan HSP
70’ in apoptozisi diigiirebilecegi kanisina varilmistir. Bunun i¢cin HSP 70’ in
fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim agisindan kritik bir rol oynayabilecegi
disiiniilmiistiir (247).

Yapilan  ¢alismalarda normal insanlarin  testikiiler — dokusunda,
spermatogenik  hiicrelerde HSP 70’ in giicli bir sekilde salindigi,
spermatogenezisin durdurulmus oldugu dokularda ise spermatid evresinde ve
spermatositte normal insan testis dokusuna gore daha az HSP 70 salinimi
goriilmiustir. “Sertoli cell only sendrom” lu hastalarda HSP 70 ekspresyonu tespit
edilememistir. Bu sonuglar HSP 70’ in maturasyon bozukluguyla iliskili oldugunu
gostermektedir (362). Biz de yapmis oldugumuz g¢aligmada Sertoli hiicrelerinin
kontrol ve deney gruplarinda HSP 70 (-) oldugunu tespit ettik.

Normal dokularda gii¢lii, maturasyonu durdurulmus testikiiler dokularda
ise daha az HSP 70-2 ekspresyonunun goriilmesi ayrica “Sertoli cell only (SCO)
sendrom” lu vakalarda hi¢ goriilmemesi HSP 70-2” in salinimindaki azalmanin,
erkek infertilitesinin patogenezi ile baglantili oldugu sonucunu dogurmustur
(363). Yapilan bir calismada HSP 70-2 geni hasarli farelerde mayotik hasarli
spermatogenezis goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak arastirmacilar spermatosit
gelisiminin mayotik boliinmelerden ve sinaptonemal kompleksin desinapsisinden
once ge¢ pakiten evresinde durdugunu dolayisiyla gelisimin de olmadigini
sOylemislerdir (206, 226, 262, 267). Sonug¢ olarak bu genin salmimindaki

bozukluk gecikmis pakiten ve diplotenli spermatositlerde apoptozise ve gelisimsel

129



bozukluklara yol agmasiyla ilk mayozun profazi esnasinda pakiten evresinde
spermatogenezis durdugundan dolayr infertiliteye neden oldugu bildirilmistir
(262, 267).

HSPA 2 ekspresyon diizeyinin sperm maturasyonu ve fertilizasyon
potansiyeli ile iligkili oldugunu gosteren calismalar mevcuttur.

Sitoplazmik retansiyonu olan ve HSPA 2 konsantrasyonu diisiik olan
immatiir spermlerin zona baglanmasinin diisiik oldugu bildirilmistir (281). Invitro
fertilizasyon (IVF) sikluslarinda sperm HSPA 2 (%10’dan biiyiik) konsantrasyonu
yiiksek ise gebelik oranlarinin da yiiksek oldugu goriilmiis, fakat %10’ un alt1
smir alindiginda ise basarisiz gebelik sonucu i¢in prediktivite degeri %100
gorilmistiir (281). Bir baska calismada immunoglobiin G (IgG) ’nin HSP 70
antijenine zit etki yaptigi, infertil kadin hastalardan alinan IgG serumunun invitro
fertilizasyonu (IVF)’ i inhibe ettigi ortaya konmustur (232, 236, 237, 249, 346 -
348).

Ayrica domuz ve sigirlarla yapilan calismalarda anti HSP 70
antikorlarmin sperm-zona pellusida interaksiyonunu inhibe ettigi belirtilmistir
(241, 243) .

Daha 6nce yapilan calismalarla HSP’lerin (HSP 70 / HSP 70-2, HSPA 2)
genler tarafindan lretiminin olmayisinin veya az olusunun infertiliteye yol
acabilecegi gosterilmistir (206, 226, 262, 265, 267, 272, 281). Diger taraftan
herhangi bir faktdr veya patojen sonucu duran spermatogenezis vakalarinda da
HSP’nin ¢ok az bulundugu ya da hi¢ bulunmadigi ortaya konmustur (360 - 363).

Bulgularimizda kontrol grubu ve sadece benfotiamin uygulanan gruba gore

cyfluthrin grubunda spermatid ve spermatozoalarda ek olarak spermatogonialarda
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ve primer spermatositlerde de HSP 70 immiinreaktivitesi belirlendi. HSP 70
immiinreaktivitesindeki bu artis daha koyu yaygin boyanma ile tespit edildi. Bu
sonu¢ HSP 70’in strese bagli olarak arttigini belirten ¢alismalarla paralellik arz
etmektedir.

Cyfluthrine bagl olarak HSP 70 immiinreaksiyonunda artig goriilmesi
cyfluthrin maruziyetinin organizmada ©onemli derecede kimyasal bir stres
olusturdugu seklinde yorumlanabilir. Ayrica, HSP 70° in cyfluthrinin olumsuz
etkisini gostermede kullanilabilecek bir molekiil oldugunu ortaya koymustur.

Calismamizda cyfluthrinli grupta sperm motilitesinde azalma, kuyruk, bas
ve toplam anomali oranlarinda artis gosteren spermatozoalarin ortaya g¢iktigi
gorildii. Spermatid ve spermatozolarda HSP 70 ekspresyonunun artigi belirlendi.
Ayrica  kontrol grubuyla kiyaslandiginda  spermatogonia ve  primer
spermatositlerde de HSP 70 immiinreaksiyonu ayirt edildi. HSP 70
ekspresyonundaki artisin sebebi normal morfolojiye sahip spermlerin olugmasini
saglama ya da normal morfolojiyi korumaya yonelik olabilir. Sadece benfotiamin
uygulanan gruptaki HSP 70 immiinreaktivitesi kontrol grubu ile benzerlik
gostermektedir. Cyfluthrin ile birlikte benfotiamin uygulanan deneklerde ise
cyfluthrinin olusturdugu strese bagli olusan anomalilerin, cyfluthrin grubuna goére
azalmis oldugu goriildi. Bu grupta HSP 70 immiinreaktivitesi, cyfluthrinin
indiikledigi kimyasal stresten dokuyu korumaya yonelik olarak hem bazal
kompartimanda hem de adluminal kompartimanda yer alan hiicrelerde tespit
edildi. Buna gore, benfotiaminin cyfluthrinin olumsuz etkilerini azaltarak,
cyfluthrinin olusturdugu stresle artan HSP 70 ekspresyonunu regiile -ettigi

gozlendi.

131



Cyfluthrinin neden oldugu testikiiler hasar, spermlerde motilitenin
azalmasina ve morfolojik bozukluklara yol a¢gmis bununla birlikte HSP 70
ekspresyonunu artirmistir. Cyfluthrinin indiikledigi bu artisin, HSP 70’in germ
hiicrelerinde koruyucu, apoptozisi Onleyici bir rol iistlenmek iizere meydana
gelmis olabilecegi fikrini uyandirmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢alismanin sonucunda prepubertal donemde cyfluthrin ile
olusturulan kimyasal stresin puberteye gecis doneminde testikiiler morfolojiyi ve
fizyolojiyi hasara ugrattigi gozlendi. Artan HSP 70 ekspresyonunun bu hasari
Oonlemede yetersiz kaldigi saptandi. Cyfluthrin ile birlikte koruyucu amagla
kullanilan benfotiaminin HSP 70 ile birlikte fonksiyon gostererek testikiiler
morfolojiyi ve fizyolojiyi daha etkin sekilde korudugu tespit edildi. Bu durumda
gerek tarim endiistrisinde gerekse evlerde haserelere karsi olan miicadele
esnasinda kullanilan piretroidlerin doz ayarlamasinin oldukca dikkatli bir sekilde
yapilmast gerektigi sonucuna varildi. Aksi halde organizmada ilireme sisteminin
de icinde bulundugu bir ¢ok sistem piretroid toksikasyonundan irreversible

hasarlar olusabilecek sekilde etkilenebilir.
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7. SONUC VE ONERILER

Insanlar cyfluthrine, kontamine besin alimi, ¢evresel kalintilarla temas,
ilaclama alanlarinda bulunma yoluyla maruz kalabilirler. Mesleki agidan ya da
kazara bu bilesiklerle siirekli temas edilmesi sonucunda olusan komplikasyonlar,
testikiiler hasar, sperm motilitesinin ve yogunlugunun azalmasi, sperm
anomalilerinin artmasi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Olusacak testikiiler hasar ve
olumsuz spermatogenik etkilerden dolayr gerek zirai miicadelede gerekse halk
sagligt icin kene, sinek, bocek gibi insektisit miicadelesinde kullanilan
cyfluthrinin dozajinin dikkatli bir sekilde hazirlanmasi, uygulama siirelerine
dikkat edilmesi, uygulamalar1 esnasinda inhalasyondan kaginmaya yonelik
onlemler alinmasi gerekir.

Calismamiz sonucunda cyfluthrinin etkilerinin testikiiler hasara ve buna
bagh olarak spermatogenezisde bozulmaya yol agtig1 tespit edildi. Buna bagh
olarak sperm anomalilerinin artmasi, morfolojik yapis1 bozulan spermlerin
fonksiyonel acidan yetersizligine sebep olarak, sperm - zona pellusida
baglanmasinda basarisizliga yol acabilir. Bu fikirden yola ¢ikarak yiiksek doz
cyfluthrinin infertiliteye neden olabilecegi kanaatine varilmistir. Anormal
morfoloji gosteren spermlerde DNA hasar1 yiiksek oranda bulunabilmektedir.
Bundan dolay1 cyfluthrinin neden oldugu anormal morfolojili spermlerde DNA
hasar1 bulunabilecegini sdyleyebiliriz. Tiim bunlar fertilizasyon i¢in istenmeyen

durumlardir.
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Infertilite  durumlarinda  bagvurulan  yardimci  iireme  teknikleri
uygulamalarinda, spermiyogramlarinda morfoloji ve motilite bozuklugu gosteren
kisilerin spermleriyle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yapilirken
normal goriinimli spermler kullanilsa da bu hiicrelerde DNA hasar1 bulunma
olasiliginin oldukga yiiksek oldugu baska caligmalarda gosterilmistir. Buna baglh
olarak sperm anomalilerinin artmasi, morfolojik yapisi bozulan spermlerin
fonsiyonel agidan yetersiz hale gelmesi, sperm — zona pellusida baglanmasinda
basarisizliga yol agabilir.

Cyfluthrinin sebep oldugu boyle infertilite vakalarinda yardimer tireme
teknikleri kullanilsa bile bu DNA hasar1 risklerinin olabilecegi diisiincesindeyiz.
Bundan dolay1 piretroid insektisit olan cyfluthrinin daha kontrollii dozajlarda ve
bilingli kullanilmasi, dogal dengenin bozulmamasi ve gelecek nesillerde tlireme
sorunlariin yasanmamasi i¢in bilyiik 6nem tagimaktadir.

Prepubertal donemde cyfluthrine maruz kalan sicanlarin puberteye
girdikten sonra sperm parametrelerini ve testikiiler dokularini inceledik. Bundan
otiiric  insektisitlerin veya piretroidlerin 6zellikle prepubertal doneme ait
bulgularini ortaya koymus olmamizla temel bir yaklasim olabilecek verileri elde
ettik. Bunun sonucu olarak ayni alanda yapilacak diger arastirmalarla
karsilastirma olanagi saglayabilecek tamamlayici bir calismayr sonuglandirdik.

Calismamizda HSP 70 agisindan elde ettigimiz bulgulara dayanarak, HSP
70’ in testis ve sperm yiizeyinde koruyucu etkisine bagli olarak immunreaksiyon
gostermesi ve artmasi patolojik durumlar i¢in HSP 70 tespitinin énemli bir

parametre olabilecegini gostermektedir.
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Sperm membran yapisi fertilizasyonun olugmasinda 6nemli bir role
sahiptir. Sperm membran yiizey proteinlerinden olan HSP 70 ile ilgili verilerin
degerlendirmesinin, infertilite arastirmalarinda yani hem vakanin patolojisinin
aydinlatilmasinda hem de tedavi planlamasinda son derece Onemli ve
kullanilabilecek alternatif bir marker oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismamizda kullandigimiz benfotiaminin bu konuda nasil etki yaptigini
ortaya koymamiz bu alanda ¢ok yeni ve yararli veriler elde etmemizi sagladi.
Ciinkii daha 6nce benfotiaminin testikiiler hasar ve sperm parametreleri iizerine
etkilerini iceren bir ¢aligsmaya rastlanilmamaistir.

Calismamiz sonucunda benfotiaminin bu yonde oldukea etkili oldugunu,
cyfluthrinin hasarin1 tamamen bertaraf etmese bile kontrol grubuna yakin
diizeylere getirebildigini gordiik. Bu da bize cyfluthrinin toksisitesini tam olarak
Onlemese bile benfotiaminin bu tiir patolojilerde tedavide kullanilabilecek etkiye
sahip oldugunu gdsterdi. Ayrica kullaniminin daha yaygin olmasi ve daha popiiler
olan E ve C vitaminlerinin digsinda benfotiaminin de giiclii bir alternatif olarak
diistintilmesi gerektigi fikrini ortaya ¢ikardi.

Sonug olarak, bu tez ¢alismamizda elde edilen bulgularin lireme tibbi,
infertilite ve yardimci ilireme teknikleri alanlarinda testikiiler hasar ve sperm
parametreleri konularinda yapilacak olan embriyolojik, histolojik, histopatolojik
ve endokrinolojik calismalara referans veriler olarak kullanilabilir olmasi ve ayni

zamanda bilimsel birikime katki olusturmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
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