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OZET

Arican, Y.E. (2017). Neonikotinoid Grubu Insektisitlerden Asetamiprid’in Erkek Ureme
Sistemi Uzerine Etkisinin Arastirilmas1. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii. Farmasétik Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Neonikotinoid grubu pestisitlerden asetamiprid Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde
oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Asetamipridin sinir, solunum, iireme ve
bagisiklik sistemi bozukluklarina, karaciger ve bobrekte tiimor gelisimine sebep oldugu
rapor edilmis, ancak, mesleki maruziyet ve giinliik yasamda tiiketilmesi ile uzun siireli
ve diislik diizeylerde maruziyette erkek lireme sistemine etkileri agiklik kazanmamustir.

Calismamizda; erkek Sprague-Dawley cinsi si¢anlarin asetamipride diisiik
dozlarda (12,5; 25 ve 35 mg/kg viicut agirligr) ve 90 giinliikk subkronik maruziyetinin
erkek tireme sistemi tizerine toksik etkileri ve etki mekanizmalar arastirilmistir. Plazma
ve testiste oksidatif hasar ve biyokimyasal parametreler, histolojik incelemeler ve sperm
kalitesi degerlendirilmistir. Sperm sayis1 doza bagl diiserken anomalili sperm sayisinda
paralel artis gozlendi. Luteinize edici hormon (LH), folikiil stimiile edici hormon (FSH),
gonadotropin salgilayict hormon (GnRH) ve inhibin-B (INHB) seviyeleri diisiik ve orta
doz grubunda artarken yiiksek doz grubunda azaldi. Testosteron ve kolesterol seviyeleri
doza bagimli azaldi. Maruziyet konsantrasyonlarina bagli olarak oksidatif hasar
gostergelerinden Total antioksidan seviyesi (TAS) ve glutatyon (GSH) seviyeleri diisiis
gosterirken, total oksidan seviyesi (TOS) ve malondialdehit (MDA) seviyelerinde artis
tespit edildi. Oksidatif hasar gostergelerinde plazma ve doku diizeyleri paralellik
gosterdi. Histolojik verilere gore ise; apoptoz seviyeleri doza bagimli sekilde artarken
diisiik diizey seminifer tiibiil skoru ve proliferasyon indeks seviyesi gézlendi.

Asetamipridin testislerde oksidatif hasara bagli olarak sperm seviyesi ve
kalitesini disiirdiigli, hormon seviyelerini bozdugu, apoptoza gidisi indiikledigi,
proliferasyonu 6nledigi gozlendi. Erkek tireme sistemi {izerine toksik etki potansiyeli ile
ilgili arastirmalarin yeterli olmamasi sebebiyle elde edilen verilerin literatiire dnemli
katki saglayacagina inanilmakta olup gevresel ve mesleki maruziyetlere karsi gerekli
Onlemlerin alinmasinin yerinde olacag agikg¢a goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asetamiprid, Erkek Ureme Sistemi, Oksidatif Hasar,
Apoptoz, Testis.

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2016-22054.
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ABSTRACT

Arican, Y.E. (2017). Investigation of Effects of Acetamiprid, a Neonicotinoid
Insecticide, on Male Reproductive System. istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Pharmaceutical Toxicology. Doctorate Thesis. Istanbul.

Acetamiprid is one of the most preferred and widely used neonicotinoids in
Turkey. Several studies showed that acetamiprid may cause toxic effects on several
organ systems including nervous, respiratory, reproductive, and immune as well as may
play role in tumour development in liver and kidney. The toxic effects and mechanism
of acetamiprid have not been clarified on male reproductive system in both agriculture
labourers and food consumers.

In our study, after 90 daily subchronic exposure of male Sprague-Dawley rats to
acetamiprid in low dozes (12,5; 25 and 35 mg/kg body weight), the toxic effects and
mechanisms of acetamiprid were researched. In blood and testis, oxidative damage,
biochemical and histological parameters, and sperm quality were evaluated.

Acetamipride caused to increase the sperm anomalies. The luteinizing hormone
(LH), follicle stimulating hormone (FSH), gonadotropin releasing hormone (GnRH),
and inhibin-B (INH-B) levels were decreased in the high dose group. The cholesterol
level decreased while testosterone level increased with dose-dependent pattern. The
plasma total antioxidant status (TAS) and glutathione (GSH) levels fall in a dose-
dependent manner, while total oxidant status (TOS) and malondialdehyde (MDA) levels
are elevated. Apoptosis increased, and seminiferous tubule scoring and proliferation
index levels decreased. Acetamiprid caused increasing oxidative damages, lowering
sperm level and quality, breaking hormone levels, accelerating apoptosis. It would be
appropriate to take the necessary measures against environmental and occupational
exposures that acetamiprid could exert toxic effects on the male reproductive system.
The data would contribute to the literature about the toxic effects of acetamiprid on
male fertility.

Key Words: Acetamiprid, Male Reproductive System, Oxidative Damage,
Apoptosis, Testis.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: TDK-2016-22054.



1. GIRIS VE AMAC

Endiistriyel ve teknolojik gelismeler hayati kolaylastirmakla birlikte insan
saglig1 tizerine olumsuz etkilere de sebep olmaktadir. Cevresel kirleticilerin uzun stireli
ve tekrarlanan maruziyet durumlarinda gelisim ve lireme sistemi tizerine toksik etki
potansiyellerinin olmast her gecen giin arastirmacilarin dikkatini ¢ekmekte ve 6zellikle
giinlimiizde oldukg¢a sik goriilen infertilite nedenlerinin énemli bir kismini olusturdugu
diisiiniilmektedir. Onemli cevresel Kirleticilerden olan pestisitlerin hava, su ve toprak ile
besin zinciri yoluyla insanlara onemli diizeylere ulasmakta oldugu bilinmektedir.
Siklikla kullanilan organofosfat ve karbamat grubu pestisitler, yerini son yillarda 1s1ga
dayanikli olmalar1 ve memelilere oranla boceklerde daha yiliksek toksisite gostererek
yiksek selektiviteye sahip olmalari nedeniyle neonikotinoidlere birakmakta ve

neonikotinoidler basta bu &zellikleri nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedirler.

Nikotinik asetilkolin resoptorlerinin selektif agonisti olan neonikotinoid grubu
insektisitlerden asetamiprid; Cukurova basta olmak iizere Tiirkiye’'nin cesitli
bolgelerinde kullanimi olduk¢a yaygin bir pestisittir.  Yapilan c¢alismalarda; oral
uygulama sonrast hizli ve genis ¢apta absorbe olan, karaciger, bobrek, adrenal ve tiroid
bezlerinde yiiksek konsantrasyona ulasarak tiim viicuda dagilan ve %90’dan fazlasi
idrarla atilan asetamipridin yiiksek oranda metabolize oldugu gézlenmistir. Doza bagl
genel toksisiste belirtileri; kasinti, titreme, konviilsiyon, midriyazis ve lateral pozisyon,
salivasyonda artis ve ataksi olmakla birlikte uzun donemli ¢alismalarda viicut
agirhiginda azalma, yiyecek tiiketimi, serum total kolesterol seviyesinde artig gibi
etkilere gozlendigi tespit edilmistir. Genotoksik, norotoksik ve sitotoksik etkileri de
gozlenmis olan asetamipridin etkili oldugu hedef organin esas olarak karaciger ve
bobrek oldugu gozlenmistir. Ancak, uzun siireli, tekrarlanan ve diisiik dozlarda
maruziyet durumlarinda ¢evresel ksenobiyotiklerin endokrin ve {ireme sistemini
potansiyel etkili olduklarinin g6z ardi edilmemesi gerektigi diisiiniilerek asetamipridin
tireme sistemi {zerine etkilerinin degerlendirilmesinin yerinde olacagi kanatine

varilmistir.

Asetamipridin  uzun donem maruziyetlerinde erkek {ireme sistemini
etkileyebilecegi yoniinde bazi veriler rapor edilmis olmakla birlikte heniiz netlik

kazanmamistir. “Neonikotinoid Grubu Insektisitlerden Asetamiprid’in Erkek Ureme



Sistemi Uzerine Etkisinin Arastirilmas1” baslikli tez projesinde bu konu toksik etkiler
yani sira etki mekanizmalar1 yoniinden de arastirilmistir. Doksan giinliik subkronik
maruziyet siiresinde diisiik, orta ve yiiksek doz olmak iizere ii¢ ayr1 doz grubunda
asetamipride maruz birakilan Sprague-Dawley tiirii erkek si¢anlarda iireme sistemi
tizerine toksik etkilerinin ve olasi etki mekanizmalarinin rutin ve histolojik gézlemler,
ilgili hormon diizeylerinin, sperm kalitesinin, oksidatif hasar ve apoptoz
parametrelerinin tetkiki ile asetamipride maruz kalmayan kontrol grubuna kiyaslama

yapilarak aydinlatilmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pestisitler

Insanoglu tarih boyunca yenilebilir bitki ve hayvanlar konusunda edindikleri
bilgi ve teknoloji sayesinde yiiksek iiretkenligi elde etmis; hastaliklari, bocek, kemirgen
gibi zararlilar1 kontrol ederek artan niifusa ragmen gida gereksinimlerini karsilamay1
basarmistir. Bilindigi iizere insanlarin gida kaynaklarini, sagliklarimi ve komforlarini
tehlikeye atan bocek, kemirici, yabani ot, mantar, parazit gibi canlilara pest, bu
zararlilarla miicadelede zararlilarin  ¢ogalmasini  Onleyen, uzaklastiran veya
popiilasyonlarini azaltan firlinlere ise pestisit denir (Table 2-1) (Delaplane 1996).
Pestisitler genel olarak tarim alanlarinda kullanildiklar1 gibi ayrica evlerde, acik ve
kamusal alanlarda da kullanilmaktadir. Pestisitler sivi, toz, graniil, pellet, ¢6ziinebilir
toz, gaz gibi degisik formlarda piyasada bulunmaktadir (Schwartz ve ark. 2004).
Hastaliklar ve zararlilar ile miicadelede, gida {iretiminin ve verimliligin arttirilmasinda,
ekosistemdeki dengenin korunmasinda pestisit kullanimi1 vazgecilmez olarak
degerlendirilmekle birlikte ulusal ve uluslararasi kurum ve kuruluslar tarafindan yapilan
calismalarda ¢ok sayida arastirmaci tarafindan riskleri rapor edilmistir (Delaplane
1996). Bu sebeple; daha giivenli, zararliya selektif etkili pestisitler tiretilmesi, daha iyi
uygulama yontemlerinin gelistirilmesi, pestisit kullanimi1 ve {retimine dair
yonetmeliklerin ¢ikarilmast ile pestisit kullanimindan kaynaklanan risklerin minimuma

indirilmesi asil amagtir.

Tablo 2-1: Pestisitlerin hedeflerine gore siniflandirilmasi (Delaplane 1996).

Pestisit tipi Hedef zararh

Akarisit Akar, kene ve oriimcekler
Herbisit Yabani otlar

Insektisit Bocekler

Mollusisit Salyangozlar, yumusakcalar
Nematisit Nematodlar

Rodensit Kemirgenler

Fungisit Mantarlar, kiifler




Pestisitler tarih boyunca kullanilmistir (Delaplane 1996; Costa 2008). M.O.
1500’1lerde yazilmis olan Ebers papiriislerinde pirelere kars1 hazirlanan preparat listeleri
bulunmaktadir (Costa 2008). M.O. 1000 dolaylarinda Aristotales, Homer ve Kato’nun
eserlerinde c¢esitli yag spreyleri, siilfir merhemleri, tuz ve fumigantlarin tarimda
kullanildigina dair ibareler vardir (Delaplane 1996; Costa 2008). Plinius’un 23-79 yillari
arasindaki uygulamalarin anlatildigt Doga Tarihi isimli kitabinda pestisit kullanimiyla
ilgili cok sayida anektotlar verilmistir. Yunan hekim Dioscorides (40-90) tarafindan
kiikiirt ve arsenigin toksik 6zellikleri oldugu bildirilmistir. Cin’de bulunan 900’lii yillara
dayanan kayitlara gore arsenik siilfit bah¢e zararlhilarna karsi kullanilmistir (Costa
2008). 17. Yiizyildaki tarim devrimiyle kullanilan kimyasallarin sayisi ve ¢esidi 1940’11
yillara kadar her gegen giin artmaya baslamistir. 1600’lerde karincalara karsi bal ve
arsenikten yapilan bir karigim, bitki bitine kars: tiitiin kullanilmistir (Delaplane 1996;
Costa 2008). Bakirin fungisidal etkisi 1800’lerin baslarindan beri bilinmekte olup
Bourdeaux karigimi olarak 1883°de Fransa’da kullanilmaya baglanmistir. 1890’11
yillardan sonra cva tiirevleri fungusit olarak kullanilmigtir (Costa 2008). 19. Yiizyilin
sonlaria dogru bakir arsetoarsenit, kalsiyum arsenat, nikotin siilfat ve siilfiir gibi
kimyasallar Amerikali gift¢iler tarafindan tarlalarda kullanilmis, ancak ilkel kimya ve

uygulama metodlar1 yiiziinden tatmin edici sonuglar alinamamistir (Delaplane 1996; Yu
2008).

Pestisit kullaniminda artis 2. Diinya Savasi sonrasinda diklorodifeniltrikloroetan
(DDT), benzen heksaklorid (BHC), aldrin, dieldrin, endrin ve 2,4-diklorofenoksiasetik
asit (2,4-D)’nin piyasaya siiriilmesine rastlar. Bu kimyasallar ucuz ve etkili
olmalarindan dolay1 son derece ragbet gdrmiistiir. Ozellikle DDT, zararhilara kars:
olagantiistli genis spektruma sahip olmasi sayesinde, piyasada genis bir yer bulmustur.
Ancak, DDT’nin kontrolsiiz ve siirekli kullanimi zararlilarin direng kazanmasina, hedef
dis1 bitki ve hayvanlarin zarar gérmesine, pestisit kalintilarinin risk olusturmasina yol
acmistir (Delaplane 1996; Yu 2008). 1930’larda organofosfatli insektisitler, 1950’lerde
karbamat tiirevi insektisitler ve sonrasinda da yiizlerce degisik yapida insektisit
gelistirilmis olup organofosfatlardan ilk olarak tetraetilpirofosfat (TEPP) 1944 yilinda
piyasaya stiriilmiistiir (Costa 2008).

Giliniimiizde kimyasal kullanimii azaltmak amaciyla degisik teknikler

denenmektedir. Ornegin; Bacillus thuringiensis’in salgiladigi 8-endotoksin isimli



protein yapisindaki maddeyi kodlayan genlerin zararlilarin hedefindeki bitkilere
aktarilmas1 yoniinde biyoteknolojik yoOntemlerin de devreye girmesi ile zararlilarla
miicadelede farkli bir yola girilmistir (Ford 2008). Ancak maliyet, etkinlik ve kullanim
alanin darlig1 gibi sebeplerle kimyasal miicadelelerden daha ileri bir teknik olarak

degerlendirilememektedir.

Rachel Carson’un 1962’de yayimlanan Sessiz Bahar adli kitab1 halk arasinda
genis bir etki yaratmis, pestisit kullanimi1 konusunda bilinglenmeye yol agmistir. Konu
ile iligli yapilan g¢aligmalarin zararliya hedeflenmis pestisit gelistirilmesi, pestisit
kullaniminin azaltilarak dogru ekim metotlarinin kullanimin yayginlastirilmasi, entegre
zararli yonetimi gibi akilct yontemlerin kullaniminin oturtulmasina odaklanmasina
sebep olmustur (Delaplane 1996). Literatiir bilgisine gore; 2025’ kadar sekiz milyar
gececegi tahmin edilen diinya ntfusunun gerek gida gereksiniminin karsilanmasi
gerekse de tekstil ihtiyaglarmin giderilmesi i¢in daha fazla tarimsal {irline gereksinim
duyulacaktir. Bu da gittikce pestisit kullaniminin daha da artacagina isaret olarak
degerlendirilebilir (Yu 2008). Ancak, pestisitlerin insan ve ¢evre sagligi {izerine akut
veya kronik toksik etkilerinin olabilecegi ¢ok sayida arastirmaci tarafindan rapor

edilmektedir (Delaplane 1996). Bu iki durum bir arada degerlendirilmelidir.

Pestisitlerin zararlar1 kimyasalin tipine ve konsantrasyonlarmna gore degisim
gosterecektir. Ayni zamanda, maruziyet miktari, siiresi ve yolu toksik etkiyi belirleyen
ana faktorlerdir. Pestisitlere baslica maruziyet yolu; oral, inhalasyon ve dermal yoldur
(Schwartz ve ark. 2004). Oral maruziyet genelde 6zkiyim amagli ya da uygun olmayan
yerlerde saklanmasi sebebiyle kaza ile meydana gelmektedir (Costa 2008). Bununla
birlikte solunum ve deri yolu ile pestisit uygulayicilari, tarim isgileri yiiksek risk
altindadir. Pestisitlerin zararli etkilerine kars1 yeni doganlar, kiiciik cocuklar, yaslilar ve

kronik rahatsizlig1 olanlar daha da duyarlidir (Schwartz ve ark. 2004).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde pestisitlerle ilgili kontroller Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (US Environmental Protection Agency, EPA)
tarafindan yapilmaktadir (Delaplane 1996). EPA tarafindan kullanimi onaylanan
yaklasik 900 aktif bilesigin %28’1 herbisit, %25°1 insektisit, %20’si fungusit/nematosit,
%4 rodentisit ve %231 biosittir (Yu 2008). Avrupa Birliginin Eurostat verilerine gore

(http://appsso.eurostat.ec.europa.eu/nui/show.do?dataset=aei fm salpest09&Ilang=en)

en ¢ok fungusit ve bakterisit tiiketimi Italya’da, herbisit tiiketimi Fransa’da, insektisit ve


http://appsso.eurostat.ec.europa.eu/nui/show.do?dataset=aei_fm_salpest09&lang=en

akarisit tiikketimi Ispanya’da, mollusit tiiketimi Fransa’da, bitki biiyiime diizenleyicisi
tiiketimi Almanya’da ve diger bitki koruyucu iiriinlerin tiiketimi ise Ispanya’da
bulunmaktadir (Eurostat 2017). Avrupa Birliginde pestisitlerin ruhsatlandirilmasi dual
bir sisteme dayanmaktadir. Oncelikle etken maddelerin Avrupa Komisyonuna bagl
Avrupa Gida Giivenligi Kurumu (European Food Safety Authority, EFSA) tarafindan
onaylanmasi gerekmektedir. Ticari iiriinlerin piyasaya ¢ikmasi igin piyasaya cikacagi
iilkenin kendi ulusal yasalariyla diizenlenmis otoriteleri tarafindan onaylanmasi
gerekmektedir (Erbach 2012; EFSA). EFSA veritabaninda pestisit olarak kullanimi
onaylanmis 491 etken madde bulunmaktadir (European Commission 2016). Kabul
edilebilir giinliik alim (Acceptable daily intake, ADI) degeri pestisitler i¢in Diinya
Saglik Orgiitii (DSO, World Health Organisation, WHO) tarafindan ilan edilmistir
(Costa 2008; Kanungo ve Solecki 2011).

Tiirkiye’de pestisitlerin ruhsatlandirilmast Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanligina 5996 sayili yasa ile verilmistir (Tarim Ilaglar1 Sanayici, Ithalatci ve
Temsilcileri Dernegi (TISIT); Resmi Gazete 2010). Bakanhigin veritabani kontol
edildiginde 574 ruhsath aktif madde grubu ve 4.768 ruhsatli tarim ilact bulunmaktadir
(Bitki Koruma Uriinleri Daire Baskanlhigi 2015-2017). Tiirkiye’de pestisit kullanimi
Tablo 2-2’de goriildiigii tizere 2011°den itibaren diisme egiliminde olup en yiiksek
kullanim fungusitlerdedir (TUIK 2015).

Tablo 2-2: Tiirkiye icin pestisit kullamm miktar: (Tiirkiye Istatistik Kurumu-TUIK 2015)

Kullanim miktari (Ton)

Insektisit Fungusit  Herbisit Akarisit Rodentisit Diger Toplam

2006 7628 19 900 6 956 902 3 9987 45376
2007 21 046 16 707 6 669 966 51 3277 48716
2008 9251 17 863 6177 737 351 5613 39992
2009 9914 17 396 5961 1533 78 2302 37184
2010 7176 17 546 7452 1040 147 5344 38705
2011 6120 18 124 7407 1062 421 6978 40112
2012 7264 15525 7351 859 247 8766 40012
2013 7741 16 248 7336 858 129 7128 39439
2014 7586 16 674 7794 1513 149 6007 39722

2015 8 117 15984 7825 1576 197 5327 39026




2.1.1. Insektisitler

Insektisitler; bocekleri 6ldiirerek veya onlarin zararlh oldugu varsayilan
davraniglarina kars1 miicadeleyle karsi konulmasini saglayarak kontrol eden kimyasal
veya biyolojik ajanlardir (Ford 2008). Her insektisit bir genel ada, bir ticari ve kimyasal
isme sahiptir. Genel isim profesyonel bilim topluluklari tarafindan aktif bilesigi
belirtmek amaciyla verilir. Piyasaya ticari isimleriyle stiriiliirler ve bir aktif bilesigi
igeren esdeger veya esdeger olmayan bir ¢ok ticari iiriin piyasada bulunabilir. Kimyasal
adlandirma IUPAC kurallarmma goére yapilir (Yu 2008). Bugiin kullanilan tim
insektisitler; hedef organizmanin sinir sistemini zehirleyerek etkisini gdsteren
norotoksikan maddelerdir (Costa 2008). Son yillarda nikotin gibi dogal kaynakli veya
neonikotinoidler gibi sentez iiriinii kimyasallarin kullanimi olduk¢a artmis durumdadir
(Ford 2008).

Tablo 2-3: Bashca insektisit simflarimin molekiiler hedefleri (Costa 2008).

Hedef Grup Etkisi
Asetilkolinesteraz enzimi Organofosfatlar Inhibisyon
Karbamatlar Inhibisyon
Sodyum kanallart Piretroitler (Tip 1 ve 2) Aktivasyon
DDT Aktivasyon
Dihidropirazollar Inhibisyon
Nikotinik asetilkolin reseptorleri Nikotin Aktivasyon
Neonikotinoidler Aktivasyon
GABA reseptor kapili kloriir kanallar Siklodienler Inhibisyon
Fenilpirazoller Inhibisyon
Piretroitler (Tip 2) Inhibisyon
Glutamat kapili kloriir kanallar Avermektinler Aktivasyon
Oktopamin reseptdrleri Formamidinler Aktivasyon
Mitokondriyel kompleks | Rotenoitler Inhibisyon

Baslica insektisit gruplart;

Organoklorlu insektisitler; genel olarak sinir sisteminde uyariyr bloke ederek
etki gosterirler. Heksaklororoheksan (HCH), aldrin gibi siklodienler, toksafen gibi
polikloroterpenler bu gruba 6rnek pestisitlerdir. En bilineni DDT’dir ve ilk modern
insektisittir (Yu 2008). Alman kimyaci1 Othmar Zeidler tarafindan 1874’de kesfedilen
DDT’nin 1939°da insektisit 6zellligini ortaya koyan Dr. Paul Muller;malarya, tifiis,

sarthumma ve diger bocekler tarafindan tasinan hastaliklarin kontroliinde etkili bir



sekilde DDT’nin kullanilmasindan otiirii 1948’de Nobel’in tip alanindaki o6diiliinii
almistir (Whitacre ve Ware 2004; Ford 2008; Yu 2008). Bu grubun toksisitesi;
organofosfatlar ve karbamatlar gibi diger insektisitlerle karsilastirildiginda daha diisiik
olmakla birlikte diisiik suda ¢6ziiniirliik ve buhar basinci ile giines 1s18ina dayaniklilig
sayesinde sahip oldugu ¢evre kaliciligi ve yiiksek lipofilik 6zelligi ve metabolik
stabilitesi sayesinde hedef olmayan organizmalardaki biyobirikimi ile kullanimi
yasaklanmistir (Ford 2008; Yu 2008).

Organofosfatl insektisitler; asetil kolin esteraz enzimini pratikte geri
doniisiimsiiz inhibe ederler. 2. Diinya Savasi sirasinda Almanya’nin ¢ok zehirli olmasi
nedeniyle iizerinde calistig1 sarin, soman ve tabun sinir gazlari olarak kimyasal silah
seklinde kullanilmis olup yapilan g¢alismalar sirasinda insektisit 6zelliklerinin de oldugu
goriilmistir (Whitacre ve Ware 2004). Malation gibi alifatikler, profenos gibi fenil
tiirevleri, diazinon gibi heterosiklik tiirevleri bu gruba 6rnek olabilecek insektisitlerdir.
Bu smifin genel 6zellikleri; omurgalilar igin en toksik sinif olmakla birlikte stabil ve

kalic1 olmamalaridir (Whitacre ve Ware 2004; Ford 2008).

Karbamatlar; karbamik asit esterleridir. Memelilere karsi ¢ok diisiik oral ve
dermal toksisite gosterirler ve boceklere karsi genis spektruma sahiptirler. Kolinesteraz
enziminin karbamilasyonu ile organofosfatli insektisitlerin aksine enzim inhibisyonlari
geri dontistimlidir. Karbaril, metiokarb, primikarb bu gruba 6rnek verilebilir (Whitacre
ve Ware 2004; Yu, 2008).

Piretroitler; Krizantem cinsi bitkilerin (Chrysanthemum cinerariaefolium ve
Chrysanthemum coccineum) gigeklerinden elde edilen dogal piretrinler pahali ve giines
1s18ina kars1 dayaniksiz olmalari sebebiyle tarimda kullanilmaz (Whitacre ve Ware
2004; Ford 2008; Yu 2008). Ogiitiilmiis kuru cicekler 19. yiizyiln baslarinda Napolyon
Savaslarinda viicut bitinin kontroliinde bit tozu olarak kullanilmustir. 6 etkin madde
icerir; 6onem arz edenleri piretrin I, 1l ve sinerin I, II’dir. Piretrum analogu sentetik
piretroitler; hem giines 1s1¢ina dayaniklidir hem de birgok tarim zararlis1 bocege karsi
etkilidir. DDT benzeri etki gosteren aksonik zehir olan pretroidler ndron membraninda
sodyum kanallariin devamli agik kalmasina sebep olurlar. Boceklerin hem periferal
hem de merkezi sinir sistemini etkilerler. Sinir hiicresinin tekrarlayan desarjlar lireterek

paralize olmasina sebep olur. Alletrin (1. kusak), tetrametrin (2. kusak), permetrin (3.



kusak), sipermetrin, teflutrin (4. kusak) bu gruba 6rnek verilebilir (Whitacre ve Ware
2004; Yu 2008).

Diger grup insektisitler; amitraz, foretanat gibi formamidin grubu insektisitler,
norepinefrin ve serotoninin yikiminda gorev alan monoaminoksidaz enzimini inhibe
ederek biyojen aminlerin birikimine, dolayisiyla da boceklerin hareketsiz kalarak
dlmesine sebep olurlar. Ozellikle organofosfat ve karbamat grubu insektisitlere direngli
zararlilarin kontroliinde kullanilirlar. Dinokap gibi dinitrofenol grubu insektisitler ayni
zamanda herbisit, fungusit ve ovisit etkilidirler, ancak, yiiksek toksisiteleri nedeniyle
kullanilmamaktadir. Oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek ATP olusumunu onlerler.
Tebufenpirad gibi pirazol grubu insektisitler NADH-CoQ rediiktaz bdolgesinde
mitokondriyal elektron transportunu inhibe ederek ATP yapimin1 bozarlar (Whitacre ve
Ware 2004). Piretrin ve nikotinin yani sira Derris ve Lonchocarpus cinsi bitkilerin
koklerinden elde edilen rotenon solunumla ilgili enzimleri inhibe ederek solunum
fonksiyonlarinda kayba, turunggillerin kabugundan elde edilen limonen periferal sinir

sisteminin duyu sinirlerini etkiler (Whitacre ve Ware 2004).

Bazi grup kimyasallar insektisit 6zellikte olmamakla birlikte sinerjik etki ile
insektisit 6zelligi arttirmak amaciyla da kullanilmaktadir. Ornegin; oksidatif enzimlere

baglanan piperonil butoksit (Whitacre ve Ware 2004).

Biorasyonel insektisitler; dogal kaynakli ve EPA tarafindan biopestisit olarak
isimlendirilen ve {i¢ gruba ayrilan insektisitler de bulunmaktadir. Ornegin; mikrobiyal
pestisitler (Bacillus thuringiensis, Hirsutella thompsonii, Nosema locustae, Neoplectana
carpocapsae), biyokimyasallar ve bitkiye birlestirilmis koruyucular. Zararliya karsi
diren¢ sagliyacak genin bitkiye aktarilmasi ilkesine dayanan transgenik pestisitler de

diger bir grup biorasyonel insektisittir (Whitacre ve Ware 2004).

Nikotinoid/Neonikotinoidler; neonikotinoidlerin kesfi modern bdcek kontrol
tarthinde bir doniim noktasidir. Dogal nikotine benzerler ve nikotin baz alinarak
modellendirilmislerdir. Tiitiinden ekstre ile elde edilen nikotin alkaloidi uzun yillardan
beri cogu bocek zararlisina karsi etkili olmakla birlikte 6zellikle yumusak viicutlu tirtil
ve yaprak bitine kars1 siklikla kullanilmistir. Ancak, giliniimiizde yiiksek memeli
toksisitesi sebebiyle yerini neonikotinoidler gibi yeni sentetik insektisitlere birakmustir.
Total insektisit piyasasinin %15’in {izerinde bir hacme sahiptirler. Diinyada ve

tilkemizde sik kullanilan organofosfat ve karbamat grubu pestisitlerin yerini 1518a
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dayanikli olmalar1 ve boceklerde memelilere oranla yiiksek toksisite gostermelerinden
dolay1 alan bu grup insektisitler, diinyada hayvan sagligi ve {iriin korunmasinda siklikla
kullanilan en yeni insektisit sinifi olup EPA tarafindan 2. ve 3. siif toksinler grubunda
smiflandirilmistir (EPA 2003; Casida ve Quistad 2004). Neonikotinoid grubu
insektisitler;  N-nitroguanidinler  (imidakloprid, tiyametoksam, dinotefuran ve
Klotianidin) ve N-siyano-aminidler (asetamiprid ve tiakloprid) olmak iizere iki ana

smifa ayrilir (Bolboaca ve Jaentschi 2005).

Neonikotinoit grubu insektisitler nikotinik asetilkolin resdptdrlerinin selektif
agonistleridir. Memelilerde ve bdoceklerde post-Sinaptik membranda nikotinik
asetilkolin reseptorlerine baglanarak agonist etki gosterirler (Tomizawa ve Casida 2003;
Whitacre ve Ware 2004; Ford 2008; Yu 2008). Memelilerde nikotinik asetil kolin
reseptorlerine ilgisi boceklerdekine gore daha diisiik oldugundan boceklere karsi yiiksek
toksisiteye, memelilere ve sucul organizmalara karsi diisiik toksisiteye sahiptirler

(Kiriyama ve ark. 2003; Tomizawa ve Casida 2003).

Neonikotinoit grubu insektisitlerin 6zellikle DNA hasar1 (Bull ve ark. 2006),
kardes kromatid degisimi (Rupa ve ark. 1991), mikrogekirdek olusumu (Maele-Fabry ve
ark. 2007), kromozal anomalileri (Rupa ve ark. 1988), DNA kiriklari ve DNA
eklentilerine (Peluso ve ark. 1996) neden oldugu rapor edilmistir. Cesitli epidemiyolojik
caligmalar DNA hasarinin sinir, solunum, iireme ve bagisiklik sistemi bozukluklarina
(Colosio ve ark. 2005), timor gelisimine (Dich ve ark. 1997) sebep oldugunu
gostermistir. Ozellikle, tiaklopridin karsinojen etkili oldugu ve farelerde yumurtalik
timori olusturdugu tespit edilmistir (EPA 2003). Tiyametoksam karsinojenik etkili
olup disi ve erkek farelerde karaciger tiimorlerine neden oldugu rapor edilmistir (Green
ve ark. 2005). Asetamipridin de kardes kromatid degisimine, kan lenfositlerinde
mikrogekirdek olusumuna ve kromozal anormalliklere neden oldugu gozlenmistir

(Kocaman ve Topaktas 2007).

Neonikotinoid grubu insektisitler ile zehirlenme olgulari rapor edilmistir.
Mesleki maruziyetlerle yagsanan olgu raporlart limitli olsa da imidakloprid ile 6zkiyim
amagl 13 vaka (Mohamed ve ark. 2009), asetamiprid ile 2 akut zehirlenme vakasi
(Imamura ve ark. 2010) mevcuttur. Yiiksek serum asetamiprid konsatrasyonuna
rastlanan bu olgularda bulanti, kusma, kas zayifligi, hipotermi, konviilsiyon ve klinik

belirtilerle beraber tasikardi, hipotansiyon, elektrokardiyagram degisiklikleri, hipoksi ve
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susuzluk gibi akut organofosfat zehirlenmesine benzer semptomlar gozlenmistir.
Goriilen bu semptomlar i¢in destek tedavi uygulanmis olup her iki olgu da herhangi bir

komplikasyon gelismeden 2 giin sonra hastalar taburcu edilmistir (Imamura ve ark.
2010).

2.1.2. Asetamiprid
Asetamiprid, imidakloprid sonrasi1 ikinci iretilen neonikotinoid grubu
pestisitlerdendir. ilk kez Mospilan ticari adi ile Japonya’da satisa sunulmustur
(Yamamoto ve Casida 1999; Unver ve Uysal, 2014). Asetamiprid; Mosetam, Malcon,
Hekplan, Akira, Neoplan, Mostar olarak piyasada ticari miistahzarlart halinde

bulunmaktadir (Kocaman ve Topaktas 2007).

Asetamipridin kimyasal adi (E)-N*-[(6-kloro-3-piridil)metil]-N*-siyano-N*-metil
asetamidin ve kapali formiilii C1oH1;CINg’diir (Sekil 2-1). Asetamipridin (CAS No:
135410-20-7) erime noktas1 98,9 °C ve molekiil agirligi 222,68’dir (Kocaman ve
Topaktas 2007). Beyaz veya ¢ok soluk sar1 ince toz kristal halinde bulunur ve
kokusuzdur. Su, aseton, metanol, etanol, diklorometan, kloroform, asetonitril ve
tetrahidrofuranda ¢oziiniir. 20 °C’de yogunlugu 1,330g/cm®tiir. pH 4-7'de stabildir, pH
9 ve 45 °C'de ise yavas yavas degrade olur. Giines 1sigmma karst dayanikhidir.
Atmosferde fotokimyasal olarak iiretilen hidroksil radikalleriyle buhar haldeki
asetamiprid reaksiyona girerek bozunur; havada ger¢eklesen reaksiyona gore yarilanma
Oomriiniin 5 saat oldugu tahmin edilmektedir. Asetamipridin 34 giin olarak rapor edilen
sudaki fotoliz yarilanma oOmrii temel alindiginda atmosferde dogrudan fotolize
ugrayabilecegi bildirilmektedir. Aerobik toprak metabolizmasi ¢aligmalarindan
bildirilen asetamipridin yarilanma o6mrii; <1 giinden 8,2 giine kadar degisir. Buna
dayanilarak asetamipridin suda biyodegrede olmasi beklenir (European Commission
2004; National Center for Biotechnology Information 2005; Kanungo & Solecki 2011).

Sekil 2-1:Asetamipridin kimyasal yapisi1 (Kanungo & Solecki, 2011).
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En oOnemli tarimsal bolgelerimizden olan ve toplam pestisit tiikketiminin
%42’sinin oldugu Cukurova bolgesi basta olmak {izere Tiirkiye’ nin ¢esitli bolgelerinde
kullanim1 olduk¢a yaygin bir insektisit olan asetamiprid; pamuk, tiitiin, patates,
domates, biber, findik, turunggil gibi iriinlerde zararlilar ile miicadelede kullanilir.
Ormegin: pamuk tarlalarinda, yaprak biti (Aphis gossypii), yaprak piresi (Empoasca
spp.), beyaz sinek (Bemisia tabaci) vb boceklerin bertarafinda kullanilmaktadir

(Kocaman ve Topaktas 2007).

Asetamiprid; Avrupa komisyonun 91/414 / EEC (31 Mayis 2009) sayili Konsey
Direktifinde dahil edilen pestisit etkin maddeleri i¢cin EFSA’ya gonderilmek {izere
hazirlanan harici bilimsel rapor kapsaminda hazirlanan ortak degerlendirme
gruplarindan “seviye 1” iireme ve gelisimsel toksisite ve lireme organlarinda timor,
“seviye 2a” gecikmis gelisim ve diismiis viicut agirh@i, “seviye 2a2a” prenatal viicut
agirligl azalmasi (maternal etki gosteren dozlardaki bilesikler dahil), “seviye 2a2b”
postnatal viicut agirligr diismesi (etkinin prenatal ve/veya postnatal sebepleri), “seviye
2C” prenatal ve postnatal 6liim, “seviye 2¢2” postnatal 6liim, “seviye 2d” yavruda diger
etkiler, “seviye 2d4a” yavrunun diger organlarinda degisimler, “seviye 2e” dogurganlik,
“seviye 2ela” erkek tireme organlarinda degisimler, “seviye 2elal” iireme organlarinin
azalmis agirlign ve kiigiik erkek iireme organlari, “seviye 3a” antiandrojenik etki

mekanizmasi tablolarinda yer almistir (Nielsen ve ark. 2014).

Asetamiprid ile yapilan ¢aligmalarda tek 1-50 mg/kg viicut agirhigr v.a. (yaklasik
%096 saflik) ve tekrarlayan 1 mg/kg v.a. (minimum %60 saflik) dozlarda oral uygulama
sonras1 hizli ve genis capta absorbe oldugu tespit edilmistir. Asetamiprid o6zellikle
karaciger, bobrek, adrenal ve tiroid bezlerinde yiiksek konsantrasyona ulasarak tiim
viicuda dagilim gosterir. Uygulama sonrasi 24 saat i¢inde ana yolak olarak idrarla hizl
bir sekilde atilir ve 96 saat iginde %90’nindan fazlasi elimine olur (EFSA 2013).
Kemirgenlerde tek doz (1 veya 50 mg/kg v.a.) oral uygulama sonrasi asetamipridin
genis capta metabolize oldugu tespit edilmistir. Uygulanan dozun 9%50-70’1
metabolitleri halinde idrar ve feges ile atilirken tekrarlayan uygulamalarda dozun
%90’dan fazlas1 metabolitleri halinde atilmaktadir (EFSA 2013).

Siganlarda ana metabolik yolak N*-[(6-kloro-3-piridil) metil]-N2-siyano
asetamidin (IM-2-1)’e¢ demetilasyonudur. Bu metabolit daha sonra zincir kismindan

ayrilarak 6-kloronikotinik asid (IC-O) ve N-siyanoasetamidin (1S-2-1)’e doniisiir. 1C-O
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glisinle konjugat olusturarak IC-O-Gly’e doniisiir. Ayrica, verilen dozun %?2’sinden
daha az miktar1 Sekil 2-2’de de goriildiigl lizere ¢esitli metabolitler (MeS-1C-O, IM-1-
4, IM-2-4, IM-0, IM-1-3 ve IM-2-3) olarak tespit edilmistir (Kanungo ve Solecki 2011;
EFSA 2013).

CHQS—(}f COOH
N

MeS-IC-O
T 6-kloronikotinik asid
HDDCHECS—QDQQH - DIQ cooH —— DI*(\N} CONHCH,COOH
AS-IC-O *1 IC-0 IC-C-Gly
CH,
H CH, CH

e
511 ey \ g2 CN
\ / N-siyanoasetamidin
CH
C’_@CH; SCH! N-demetilasyon ‘(}CHJ“ H,
N= N\f N \ﬂ/

N, 21 M
NI-25 cN
Asetamiprid N*-[(6-kloro-3-piridil)
metil]-N2-siyano
asetamidin
I_l}
N A
CIG CHzﬁr CH, r—(} CH ;u
N= | \CIJ:
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GH =
cl GHNH
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Sekil 2-2: Asetamiprid metabolizmasinin sicanlardaki ana yolag (Kanungo ve Solecki
2011; EFSA 2013).
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Farkli sigan tiirlerinde yapilan ¢alismalar neticesinde asetamiprid i¢in medyan
letal doz (LDsp) degeri 140-417 mg/kg v.a. olarak tespit edilmistir. Doza bagl toksik
belirtiler; baslica kasint, titreme, konviilsiyon, 10 dk-3 saatlik siire i¢cinde midriyazis ve
lateral pozisyon, salivasyonda artis ve ataksi ile kendini gosteren hassasiyettir. Bu
belirtiler yaklasik 1 giin siirer (Kanungo ve Solecki 2011). Siganlarda 13 hafta siire ile
yapilan oral toksisite ¢aligmasi neticesinde viicut agirliginda azalma, yiyecek tiiketimi,
serum total kolesterol seviyesinde artis gibi etkiler saptanmistir. Bu etkiler géz 6niinde
bulundurularak hicbir advers etkinin tespit edilmedigi en yiiksek doz (NOAEL) degeri
200 ppm (12,4 mg/kg v.a./giin) olarak tespit edilmistir (Nukui ve Ikeyama 1997).

Asetamiprid ile ilgili yapilan toksisite caligmalarinda;

- Siganlara 0, 10, 30 and 100 mg/kg v.a. dozlarinda akut ve tekrarlanan
maruziyet siirelerinde asetamiprid uygulandiginda her iki cinsiyette de yliksek dozlarda
(30 ve 100 mg/kg v.a.) tremor, yiiriiylis ve postiir anomalileri, azalmis kavrama giicli ve
diismiis lokomotor aktivite seklinde klinik bulgular elde edilmistir (EFSA Panel on
Plant Protection Products and Their Residues (PPR) 2013).

- Erkek siganlara akut ve tekrarlanan maruziyet stirelerinde O; 7,4; 14,8; 59,7 ve
118 mg/kg v.a. ve disi siganlara 0; 8,5; 16,3; 67,6 ve 134 mg/kg v.a. seklinde doz
uygulanmis, yiiksek doz seviyesinde viicut kitle indeksinde ve besin tiiketiminde diisiis
gozlenirken bu diisiisiin geri doniisiimsiiz olmadigi tespit edilmistir (EFSA Panel on
Plant Protection Products and Their Residues (PPR) 2013).

- Tekrarlanan maruziyet caligmalarinda 1000 ppm dozlarinda Karaciger ve
bobregin hedef organ oldugu ve karsinojenik etki potansiyelinin olmadiginin tespit
edildigi dozlarda uygulama kaynakli olarak meme bezi hiperplazisi olusturdugu

gozlenmistir (European Commission 2004).

- In vitro calismalarda klastojenik potansiyeli olduguna dair kanitlar elde
edilmis, ancak bu sonuglarin in vivo sartlarda negatif fare mikrogekirdek testi ve sigan
kemik iligi metafaz analizi ile degerlendirildiginde g6zlenmedigi rapor edilmistir
(European Commission 2004).

- Sicanlarda iireme toksisite testlerinde ebeveynlere verilen toksik doz

seviyelerinde (6,5 mg/kg v.a. ve iizeri) dogum sonrasi hayatta kalma oraninin ve

yavrusu viicut kitlesinin diistiigii gézlenmistir (European Commission 2016).
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- In vitro kosullarda saglikl insan akciger hiicrelerinde 100-1600 uM dozlarinda,
periferal lenfositlerinde 157,2-179,6 uM dozlarinda ve kolorektal adenokarsinoma
hiicrelerinde 75-350 pM dozlarinda sitotoksik ve genotoksik oldugu tespit edilmistir
(Kocaman ve Topaktas 2007; Cavas ve ark. 2012; 2014). Bu etkilerden ozellikle reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna bagl oksidatif hasarin neden oldugu diistiniilmiis
olup soya fasiilyesi, Escherichia coli K12 and Bacillus subtilis B19 bakteri suslari, sigan
testisi gibi ¢esitli orneklerde oksidan/antioksidan dengesinin bozuldugu gosterilmistir
(Yao, Jin ve Lv 2006; Ford ve ark. 2011; Zhang ve ark. 2011).

- Pisi Balig1 (Paralichthy olivaceus) solungacindan elde edilen hiicre kiiltiiriinde
0,1-80 pg/ cm® doz araliginda akut sitotoksisite ¢alismasinda hiicre iiremesinin durdugu
ve mitokondride bazi hasarlar goriildiigii rapor edilmis, bu durumun asetamipridin
mitokondri yapisindaki ultra degisiklikler sonucu enerji liretimini etkilemesi ile hiicre

gelisimi ve liremesini yavaslatmasi seklinde meydana gelmis olabilecegi bildirilmistir

(Su ve ark. 2006).

- Erkek iireme sisteminde ROS iiretimine bagli olarak steriodegenezi ve
spermatogenezi bozuldugu, T biyosentezindeki enzimlerin aktivitesinde, dolayisiyla da
T biyosentezinde azalma oldugu, testislerde proliferasyon, apoptoz ve transkripsiyonun
diizenlenmesinde goérev alan prohibitinlerde diisiis oldugu rapor edilmistir (Chainy ve
ark. 1997; Glade ve Smith 2015; Li ve ark. 2016).

- Agirhigr 25-30 g arasinda degisen Kumming 1rki yetiskin erkek fare {izerinde
yapilan bir ¢aligmada giinliik 30 mg/kg dozlarindaki maruziyet durumunda Serum
karaciger parametrelerinin degistigi, serum aspartat aminotransferaz (AST), alanin
transaminaz (ALT) ve alkalin fosfataz (ALP) degerlerinde anlamli bir artig gorildiigi
rapor edilmistir (Yi-Wang ve ark. 2012). Benzer sekilde, Wistar irki si¢anlarda
asetamipridin subkronik oral toksisite calismasinda 11 mg/kg v.a. doz ve iizerinde AST,
ALT ve kolesterol seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla her iki cinsiyette de oldukga

arttig1 gézlenmistir (Devan, Mishra ve ark. 2015).

Asetamiprid i¢in verilen ADI degeri 2 yillik si¢an ¢aligmasi ile 2 jenerasyonlu
sican ireme caligmasina dayanilarak giinliik 0-0,07 mg/kg olarak belirlenmistir

(European Commission 2004; Kanungo ve Solecki 2011).
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2.2. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi; sperm ftretimi (spermatogenez) ile endokrin hiicreler
sayesinde erkek tireme fizyolojisi i¢in gerekli testosteron basta olmak {izere hormon
uretimi  (androjen biyosentezi) iizerine kuruludur. Erkek {ireme sistemi; (i)
spermatogenez ve androjen biyosentezinde gorev alan testisler, (ii) sperm aktivitesi
(olgunlasmasi, depolanmasi, tasinmasi) igin gerekli genital kanallar, (iii) seminal
salgilar1 treten ve spermatazoonlar ile seminal salgilarin olusturdugu semen ve
yardimci (aksesuar) bezler ile (iv) penisten meydana gelir (Sekil 2-2) (Mescher 2015;
Oztas 2016; Ross ve Pawlina, 2016).

Ureter

duktus (vas) deferens mesane

seminal semfiz pubis

vesikil

suspansor
ligament
korpus
sSpongiyozum

e \ ... | A
|\ . z ‘:‘. N ) Qo (o
) N DN\ skrotal
prostat N\ septum

kanal

korpus

\\ prepisyum

glans penis

bulbolretral
(Cowvper) bez

bulhospongiyoz

kas

spermatik kordon T o

- testis
epidicimis 42 skrotum retra
u}

Sekil 2-3: Erkek iireme sistemi (Giimiisel 2013; Oztas, 2016).

Testis; viicut boslugunun disinda sag ve sol olmak tizere iki parcali ovoid sekilde
epididimle beraber skrotum ile ¢evrilmistir (Costabile 2013; Heffner ve Schust 2014;
Ross ve Pawlina 2016). Her bir testis, anterior karin duvarinin katmanlariyla kesintisiz
olarak devam eden ve skrotuma dogru uzanan uzunlamasma bir kas-fasiyal kese
bitiminde askida durmaktadir (Ross ve Pawlina 2016). Testisin i¢inde bulundugu kese
penisin altinda uzanir (Heffner ve Schust 2014). Testisler, spermatik kordlarla karin
duvarma baglanir ve gubernakulumun kalintilar1 olan skrotum baglar1 ile skrotuma
baglanir. Spermatogenesis viicut sicakliginin altinda gerceklestigi icin testisler viicut
boslugu disinda bulunur (Ross ve Pawlina 2016). Testisler erkek tlireme sisteminin

gelisimi siirecinde; kan damarlari, lenfatik damarlar, otonom sinirler ve testisin
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anterolateral ylizeyini orten abdominal peritonun bir uzantisi olan tunika vajinalis ile
karm boslugundan skrotuma iner (Sekil 2-3) (Heffner ve Schust 2014; Ross ve Pawlina
2016).

Skrotum, epididimisle testisleri fiziksel darbelere karsi koruyan ve testis
sicakligiin diizenlenmesinde gorev alan 6zellesmis bir deri kesedir (Heffner ve Schust
2014). Spermatozoalarin 1siya asirt hassas olmasi nedeniyle testisin yiiksek sicaklikta

bulunmasi sperm tiretimini engeller (Heffner ve Schust 2014; Ross ve Pawlina 2016).

Her bir testis tunika albuginea denen yogun ve kalin bag dokusu kapsiille
cevrilidir. Bu kapsiiliin i¢ kismi1 olan tunika vaskiiloza kan damarlar1 iceren gevsek bag
dokusu bir tabakadir (Ross ve Pawlina 2016). Her testis septumlarla asagi yukari 250-
300 piramid sekilli loba ayrilmistir (Smith ve Turek 2011; White ve Porterfield 2013;
Jones ve Lopez 2014; Oztas 2016; Ross ve Pawlina 2016). Her lobiil ¢cok sayida
kivrimli seminifer tiibiilden olusur (Ross ve Pawlina 2016) (Sekil 2-3).

Testisin her lobiilii, androjen ve testosteron treten Leydig hiicrelerinin
bulundugu bir bag dokusu ve spermlerin tretildigi 1-4 adet kivrimli seminifer tiibiil
icerir (Heffner ve Schust 2014; Mescher 2015; Ross ve Pawlina 2016). Interstisyel
doku; Leydig hiicreleri, kan damarlari, lenfatikler, mast hiicreleri, sinirler ve
makrofajlardan olusur. Seminifer tiibiil ise Sertoli hiicreleri, germ hiicreleri ve
peritiibiiler miyoid hiicrelerden olusur (Costabile 2013). Seminifer tiibiiller kalin bir
bazal lamina ve miyoid hiicrelerle sarilmis olup testis hacminin %80’ini olustururlar
(Oztas 2016). Seminifer epitelyum; ergenlikten sonra g¢ogalmasi duran destekleyici
Sertoli hiicreleri ve olgun spermlerin olusumuna kaynaklik eden spermatojenik
hiicrelerden meydana gelir (Ross ve Pawlina 2016). Testiste meydana gelen
spermatozoa zayif ve hareketsizdir (Smith ve Turek 2011). Epididimise testikiiler sivi
ile beraber gecen spermatozoa burada hareketli ve fonsiyonel hale gecer (Smith ve
Turek 2011; Costabile 2013). Spermatogenesis ve seks steroidlerinin iiretimi testislerde
gerceklesir (Smith ve Turek 2011; Heffner ve Schust 2014) (Sekil 2-3).
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Sekil 2-4: Testisin (a), seminifer tiibiiliin (b) ve seminifer tiibiilde siralanms germ
hiicrelerinin (C) sematik gosterimi (Oztas 2016).

Sertoli hiicreleri; destekleyici veya sustentakiiler hiicreler olarak bilinir (Jones
ve Lopez 2014; Ross ve Pawlina 2016). Sertoli hiicreleri seminifer epitelin gercek
epitelini olusturur ve seminifer epiteldeki tek nongerminal hiicrelerdir (Heffner ve
Schust 2014; Ross ve Pawlina 2016). Spermatogenik hiicreleri saran ve tiibiiller arasi
bosluk ile seminifer tiibiil liimeni arasinda koprii ve destek gorevi goren sertroli
hiicreleri spermatojenik hiicrelerin beslenmesi, desteklenmesi, korunmasi ile testikiiler
stvinin  tiibliler bosluga salinmasi ve spermiyogenez sonrasi artik cisimciklerin
fagositozunu saglar, seminer epitelin pH’sin1 konrol eder. Fetiiste miiller kanallarinin
gerilemesini saglayan anti-miillerian hormon geri bildirim ile 6n hipofiz bezinden FSH
sentezini dnleyen INHB ve aktivini salgilar. INHB diizeyi 6zellikle total sperm sayis1 ve
testikiiler voliim ile korelasyon gosterir ve spermatogenez indeksi olarak kullanilabilir

(Molina 2013). Testosteronu ostrojen estradiol-17p’ye metabolize eden Sitokrom Pyso
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(CYP19, aromataz), testosteronu Sa-dihidrotestosteron (DHT)’a metabolize eden 5a-
rediiktaz, adluminal kompartman, seminifer tiibiil limeni ile erkek tireme sisteminin
proksimal kisminin yiiksek androjen seviyelerinin korunmasini saglayan androjen
baglayici protein ve INHB aktivitesini inhibe ederek FSH salimina neden olan aktivin
ile proteazlar, proteaz inhibitorlerini salgilayarak germ hiicrelerinin normal gelismesini
ve hayatta kalmasini1 saglar (Molina 2013; White ve Porterfield 2013; Jones ve Lopez
2014; Mescher 2015; Oztas 2016).

Sertroli hiicrelerinin birbirine baglantilar1 kendilerine has 6zellesmis membran
ve sitoplazmalarinin essiz yapisal kombinasyonu ile olur. Sertoli hiicreleri birlesik
kompleksi, sertroli hiicreleri arasindaki siki baglantilarla kan-testis bariyerini
olusturarak molekiillerin selektif gecisine izin verip spermatogenezde immiinolojik
koruma saglar (Jones ve Lopez 2014; Oztas 2016; Ross ve Pawlina 2016). Kan-testis
bariyeri, interstiyel alandan liimene sivi transferini, testikiiler sivinin kimyasal
kompozizasyonunun korunmasini, ve spermlerin testisten epididimise gecisini saglar
(Jones ve Lopez 2014; Mescher 2015; Oztas 2016). Sertoli hiicreleri ayrica hem

ekzokrin hem de endokrin salgi islevlerine sahiptir (Ross ve Pawlina 2016).

Spermatogenez ve spermatogenik hiicreler;  Spermatogenezis, tamamen
farklilasmis ve Ozellesmis hareketli haploid spermlerin gelisimi ile sonuglanan hiicre
farklilasmasinin ayrintili bir islemidir (Sekil 2-4) (Costabile 2013). En yetigskin germ
hiicresi olan spermatogonia, bazal kompartmandaki seminifer tiibiiliin bazal
membraninin  hemen  {istinde bulunur (Costabile 2013; Mescher 2015).
Spermatogonianin 6zellesmis sperme doniismesi yaklagik 64-72 giin siirer (Costabile
2013; White ve Porterfield 2013). Ilk mitotik boliinmeler, dogumda var olan
spermatogonia ve primer spermatositleri iireten fetal testiste ortaya ¢ikar. Ergenlik
caginin baslangicina kadar ileri gelisimde ¢ok az etkinlik meydana gelir (Costabile
2013). Puberteden kisa bir siire 6nce hipofiz bezinden salinan gonadotropinler ile
baslayarak siirer (Oztas 2016). Spermatogenesis ergenlikte spermatogonyumlarin
proliferasyonu ile baglar (Jones ve Lopez 2014; Mescher 2015). 70-80 Yaslarinda
Leydig hiicrelerinin androjen {iretimini azaltmasi sonucu olusan andropoz ile

spermatogenesiz miktari azalir (Smith ve Turek 2011).
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Sekil 2-5: Spermatogenezin sematik gosterimi (Giimiisel 2013; Mescher 2015; Oztas 2016)

Normal spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi FSH ve testosteronun
sinerjik etkisine bagli olup testosteron iiretimi LH’1 uyarir (Costabile 2013; Molina
2013). Germ hiicreleri i¢in bu hormonlar gerekirken, bu hiicreler FSH veya testosteron
reseptorlerine sahip degildir. Sertoli hiicreleri ise bu iki reseptore de sahiptir ve FSH ile
testosteronun etkinligine Sertoli hiicrelerinin aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Costabile
2013). FSH, Sertoli hiicrelerindeki FSH reseptorlerini aktive edip Sertoli hiicrelerinin
proliferasyon ve sekretuvar faaliyetini uyararak intraselliiler androjen reseptorlerinin ve
androjen baglayic1 proteinlerinin (ABP) sentezini saglar (Molina 2013; Heffner ve
Schust 2014). ABP, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir ve Leydig hiicreleri tarafindan
tiretilen ve {iretildigi interstisiyal bolgeden seminifer tiibiile difiize olan testosteron ve
androjenlere baglanirlar. ABP, androjenleri germ hiicrelerine tasir. Boylece androjenler,
androjen reseptorii iceren pro-mayotik germ hiicrelerinin i¢ine alimir. FSH
spermatogenezi baglattiktan sonra, yeterli ve kesintisiz bir testosteron kaynagi oldugu

stirece kadar devam eder (Heffner ve Schust 2014).

Sperm kafasrt; esas olarak yogunlasmis kromatin materyali ve akrozom igeren bir

¢ekirdekten olusur (Costabile 2013) (Sekil 2-5). Akrozom, yumurtayr dollemeden 6nce
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niifuz etmesi i¢in gerekli olan hidrolitik enzimleri igeren, ayrica ddlleme icin gerekli

enzimleri ihtiva eden zara bagl bir organeldir (Costabile 2013; Molina 2013).

Akrozomal grandil

| K l;"‘7'7
ey /
i
\\—///
Sentriyoller Mitokondri

4r)
/Kalmn govdeler

Sekil 2-6: Spermiyogenez sirasinda gerceklesen degisimlerin sematik gosterimi (Giimiisel
2013; Oztas 2016)

Leydig hiicresi; testis interstisyumundaki konumlarina gore tanimlanip seminifer
tiibliller arasinda kan damarlar1 ve lenfatik kanallarin yakininda bulunur (Costabile
2013; Oztas 2016). Testikiiler kitlenin %10’undan daha az yer kaplarlar (Heffner ve
Schust 2014). Leydig hiicreleri tipik olarak lipid damlaciklari igeren biiyiik, poligonal,
eozinofilik, steroidogenik stromal hiicrelerdir (White ve Porterfield 2013; Oztas 2016;
Ross ve Pawlina 2016). Leydig hiicresi androjen steroid lretiminin ¢ogunlugundan
sorumludur. Serumdaki testosteron seviyeleri yasam dongiisii boyunca sabit kalmaz.
Testosteron maksimum konsantrasyona 20°1i ve 30’lu yaslarda ulagir. Belli bir platoya
ulagilip sonrasinda diismeye baslar. Leydig hiicre fonksiyonu, semenifer tiibiillerdeki
hiicreler tarafindan salgilanan parakrin faktorler ile otoregiilator faktorler tarafindan
diizenlenir (Costabile 2013). Erken fetal yasam boyunca Leydig hiicreleri farklilasir ve
testosteron salgilarlar. Embriyonik gelisme, cinsel olgunlasma ve iireme fonksiyonu
olusumu sirasinda testosteron salgilanmasi gereklidir (Ross ve Pawlina 2016).
Plazmadaki testosteronun % 90-95’i Leyding hiicreleri tarafindan iiretilip geri kalan
kistm adrenal kortisol sentezinde kullanilmak {izere baglangi¢ maddesi olmasi i¢in

iiretilir (Oztas 2016).

Diger steroid salgilayan hiicreler gibi Leydig hiicreleri de ayrintili, diizgiin
graniilsiiz endoplazmik retikulum (sER) icerir. Kolesterolden testosteron sentezi igin

gerekli enzimler sER ile iligkilidir. Leydig hiicrelerinde steroid salgilayan hiicrelerin
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baska bir 6zelligi olan tubulovesikiiler kristalli mitokondride bulunur (Ross ve Pawlina
2016).

Leydig hiicreleri, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorleri ve daha
diisiik olgiide de yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) reseptorleri yoluyla yeniden
kolesterol sentezler, ve adrenokortikal hiicrelerinde oldugu gibi kolestrol esterleri olarak
kolesterolii depolar. Serbest kolesterol, kolesterol hormon duyarli lipaz tarafindan
tiretilip dis mitokondriyal membrana, daha sonra da bir steroidojenik akut diizenleyici
protein bagimli bigimde i¢ mitokondriyal membrana aktarilir. Tim steroidojenik
hiicrelerde oldugu gibi kolestrol CYP11A1 ile pregnenolona déniistiiriilir (White ve
Porterfield 2013). Pregnenolon daha sonra 3pB-hidroksisteroid dehidrojenaz tip 2 ve
CYP17 tarafindan progesteron, 17a-hidroksiprogesteron ve androstenedion'a
dontistiriilir (Molina 2013; White ve Porterfield 2013). CYP17, 17-hidroksilaz
aktivitesi ve 17,20-liyaz aktivitesi olan iki fonksiyonlu bir enzimdir. CYP17, Leydig
hiicresindeki her iki fonksiyonunu da yiiksek seviyelerde gosterir (White ve Porterfield
2013).

Hipotalamik-Pitiituar-Gonadal (HPG) eksen; testis, parviselliiler hipotalamik
GnRH salgilayict ndronlar ile hem LH hem de FSH iireten pituiter gonadotroplarin
dahil oldugu bir endokrin eksen tarafindan diizenlenir. LH ve FSH, ortak a-alt birimi (a-
glikoprotein alt birimi, aGSU) ve 6zel -alt biriminden tesekkiil heterodimer ile pituiter
glikoprotein hormonlardir (White ve Porterfield 2013).

Testikiiler fonksiyonu diizenleyen néroendokrin mekanizmalar, yumurtalik
fonksiyonlarin1 diizenleyen mekanizmalara temel olarak benzerdir. Hipofiz portal
sistemine pulsatil sekilde salgilanan hipotalamik GnRH, birer gonadotropin olan FSH
ve LH sentezini ve salinmasini uyarmak i¢in hipofize etki eder. Bu iki gonadotropin
testisin spermatogenik ve endokrin aktivitelerini diizenler. Erkek ve kadin bireyler
tarafindan hipofizden gonadotropin salimimi onlemek i¢in ayni negatif geri bildirim
mekanizmalar1 kullanilir. Bununla birlikte, erkek ve disi HPG sistemlerinin
diizenlenmesi arasinda biiytlik bir fark vardir; postpubertal erkek siirekli gametogenezise
ve testosteron iiretimine devam ederken, postpubertal disi periyodik fonksiyonlara
sahiptir. Erkeklerde iireme hiicresi iiretimi i¢in aylik bir periyodun olmamasi,
androjenlerin  gonadotropin salimimi {izerinde pozitif geri bildirim vermemesi

nedeninden kaynaklanir (Heffner ve Schust 2014).
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Testosteron, erkekte LH sekresyonunun baslica diizenleyicisidir. GnRH
atimindaki aralikta bir miktar azalma olmasina ragmen, testosteronun negatif geri
bildirim etkisi, esasen hipotalamus tarafindan salinan GnRH atimlarmin sikligini
azaltarak basarilir. Testosteron, FSH salinimimi1 da inhibe eder ancak etkileri LH'de
oldugu kadar belirgin degildir. Testosteron ve Sertoli hiicre hormonu inhibinin
kombinasyonlari, maksimum FSH baskilanmasini meydana getirmek icin gereklidir

(Heffner ve Schust 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasallar ve Sarflar
Absolu alkol

Asetamiprid (%97)

Cam sise (250 mL; 500 mL; 1 L)
Cerrahi set

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Doku kabi1

Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle besiyeri:

Besleyici karisimi F-12 (DMEM-F12)
Diisiik kaynama dereceli agar (LMA)
EDTA’l1 tiip (10 mL)

Enjektor (10 mL)

Entellan

Eter

Etidyum bromiir (EtBr)

Etil alkol

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA)
Falkon (15 mL; 50 mL)

Falkon tiipler i¢in uygun portiip
Filtre kagidi (110 mm)

Formalin

Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) divalent

katyonlar1 (Ca™", Mg"™") icermeyen, pH 7,4; 10X

Gliserin

Gluteraldehit

Hematoksilin ve Eosin (H&E)
Hidroklorik asit (HCI)

Sigma-Aldrich (32221)
Hektas

Isolab

Piyasa tiriinii

Biomatik (A2424)

Nest

Multicell (319-075-CL)

Himedia (RM 861)

BD Vacutainer (REF367525)
Set inject

Merck (1.07961.0100)
Merck (100921)
Sigma-Aldrich (E1510)
Merck (K38999227)
Multicell (625 060 CG)
Isolab

Greiner bio-one
Schleicher&Schvell
Merck (104002)
Multicell (311415CL)

Merck (1.04093.1000)
Sigma-Aldrich (G5882)
Merck (1.09253)
Merck (137007)



Kapiler tlip

Kriyo vial (2 mL)

Ksilen

Lateks eldiven

Metanol

Metil seliiloz

Mikroplaka (96 kuyucuklu)
Mikrotiip (0,5 mL; 1,5 mL)
Mikrotiip i¢in uygun portiip
Nitril eldiven

Normal kaynama dereceli agar (NMA)
Otoklav bandi

Parafin 56-58, in pastille form
PBS 10X

Periodik asit schiff (PAS) boyast

Pipet ucu (0,1-10 pL; 30-300 uL; 100-1000 pL)

Pozitif sarjli lam

Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum kloriir (NaCl)
Sodyum sitrat
Streptoavidin peroksidaz
Toluidin mavisi

Tripan mavisi

Tripan mavisi

Tripsin (1:250)

Triton X-100

Trizma baz
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Isotherm

Greiner bio-one

Merck (108665)
Broche

Merck (100986)

Fluka (64632)

Nest

Greiner bio-one
Greiner bio-one

Broche

Himedia (MB002)
Sussex

Merck - cas no: 8002-74-2
Multicell (311-012-CL)
GBL (5023)
Eppendorf, Nest
Thermo (071112-9)
Merck (106469)
Sigma-Aldrich (S7653)
Bio-Optica (15-M103)
Invitrogen (SA10001)
Sigma-Aldrich (89640)
Fluka (93595)

Fluka 93595

Multicell (625-035-TG)
Biomatik (A4025)
Multicell (600 127 CG)



3.2. Kullanilan Kitler
Anti-PCNA biotinlenmis
sekonder antikor

Bloklama Kiti
DAB Kromojen
Diff-Quick Boyama Kiti

In Situ Apoptoz Kiti

Mayer Hematoksilin
Protein Tayin Kiti

Sican FSH ELISA Kiti
Sigcan GnRH ELISA Kiti
Sican INHB ELISA Kiti

Si¢an Kolesterol ELISA Kiti

Sican LH ELISA Kiti
Sican TAS ELISA Kiti
Sican TOS ELISA Kiti

Universal GSH ELISA Kiti

Universal MDA ELISA Kiti
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Invitrogen PCNA staining kit (Cat. No: 93-1143)

Invitrogen PCNA staining kit (Cat. No: 93-1143)
Invitrogen (Cat.No: 002020)

ADR" Diagnostik Tan: Kitleri - Mediko Kimya® Ltd.
Sti. (Cat. No: 5001001)

ApopTag® Plus Peroxidaz In Situ Apoptosis
Detection Kit, S7101, Millipore

Merck (109253)

Bio-Rad® Kit 11 (Cat. No: 500-0002)
SunRed® Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-0183)
SunRed® Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-0187)
SunRed® Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-0729)
SunRed” Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-0198)
SunRed® Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-0180)
SunRed® Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-2672)
SunRed® Bioteknoloji (Cat. No: 201-11-1669)
Elabscience® (Cat. No: E-EL-0026)
Elabscience® (Cat. No: E-EL-0060)

Universal Testosteron ELISA  Elabscience® (Cat. No: E-EL-0072)

Kiti
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3.3. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,1-2,5 Eppendorf
uL; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200 uL; 100-

1000 pL ve 8 kanall1 30-300 pL)

Bidistile su cihazi

Blok 1sitict

Buzdolabi (+4 °C)

Derin dondurucu (-20 °C)
Derin dondurucu (-80 °C)

El homojenitorii

Etiv

Gomme cihazi
Hassas terazi
Homojenizator
Isik mikroskobu
Inkiibator

Kesit alma cihazi

Mikrodalga firin

Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre

Mikrosantrifiij aleti
Otoklav

pH metre

Sogutmali mikrosantrifiij
Sogutmali Santrifiij

Su banyosu

Vorteks

Milipore Gradient

Stuart (SBH130D)
Arcelik (5231NFY)
Arcelik (2041D)
Daihan-Scientific Wisecry

Kontes Glass Company Pellet Pestle Motor
(749521-1500)

Nive

Leica (EG1150 H)

Precisa (XB220A)

Active Motif (CL-18)
Leica (DM 500)

Techne Hibrigene (TLK38)
Leica (RM 2125 RT Microtome)
Beko (MD15108S)

Epoch Biotek

Hettich (Micro-120)
Hirayama (HV-50L)
Hanna (HI1131B)

Hettich Micro (200R)
Hettich Universal (32R)
Memmert (WB14)

Ika (NC 28405)
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3.4. Deney Hayvanlari ve Maruziyet Kosullari

Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 31.03.16 tarih ve
2016/35 sayili karar1 ile ¢alisma icin etik kurul onayr alinmis olup tiim g¢alisma etik
kurallara uygun olarak gergeklestirildi. Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip
Arastirma Enstitlistinden 48 adet 250-375 g agirligindaki saglikli geng eriskin erkek
Sprague-Dawley tiirli sican temin edilerek maruziyetler ayni imkanlarin saglandigi
Enstitiinlin Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dalinda gergeklestirildi (Sekil 3-
1). Deney hayvanlarinin bakim ve kullanim asamalarimda National Institute of Health

kilavuzu (Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 2011) takip edildi.

Sekil 3-1: Deney hayvam bakim iinitesi.

Deney hayvanlari %50 £10 nem ve 22-24 °C sicakligina sahip kontrollii odada
temiz paslanmaz ¢elik kafeslerde, randomize bir sekilde dagitilarak her kafeste 4-5
hayvan olacak sekilde ve 12/12 saat aydinlik/karanlik fotoperiyotta barindirildi. Deney

hayvanlar1 bu siiregte ad libitum standart pellet yem ve musluk suyu ile beslendi.

Asetamiprit etken maddesi %97 safliktaki numune seklinde Hektas firmasindan
Deniz Giirgay araciligiyla temin edildi. Asetamiprit %0,5’lik metil seliilozun sudaki
¢ozeltisi icerisinde hazirlandi ve bu karisim vehikiil (kontrol) olarak kullanildi.
Uygulamalar ucu bilyeli metal gavaj tiipii ve 2 mL’lik cam enjektor yardimiyla giinde 1
defa olmak {izere sabah saat 9:00-11:00 arasinda oral gavaj yolu ile viicut agirhgina
orantili dozlama yapilarak gercgeklestirildi. Kontrol (vehikiil), diistik, orta ve yiiksek doz

asetamiprid uygulamasi olmak tizere 4 deney grubu tercih edildi. Deney gruplari i¢in
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toplamda 48 deney hayvani olmak iizere 90 giin boyunca® %0,5’lik metil seliilozun
sudaki c¢ozeltisi ve 9%0,5’lik metil selillozun sudaki ¢dzeltisi icinde hazirlanan
asetamipritin farkli konsantrasyonlarina maruz birakildi. Deney gruplari, gruplardaki
hayvan sayilar1 ve g¢alisma siiresince oral gavaj yontemi ile uygulanan maruziyet
kosullar1 asagida belirtildigi sekilde gerceklestirildi;

Kontrol Grubu: 11 hayvan, %0,5’1ik metil seliiloz verilen grup.

Diisiik Doz Grubu: 12 hayvan, %0,5’lik metil seliilozda hazirlanan 4,375
mg/mL asetamiprid ¢ozeltisi ile 12,5 mg asetamiprid/kg v.a. olacak sekilde dozlama
yapilan grup.

Orta Doz Grubu: 12 hayvan, %0,5’lik metil seliilozda hazirlanan 8,75 mg/mL
asetamiprid ¢ozeltisi ile 25 mg/kg asetamiprid/kg v.a. olacak sekilde dozlama yapilan
grup.

Yiiksek Doz Grubu: 13 hayvan, %0,5’lik metil seliilozda hazirlanan 12,25
mg/mL asetamiprid ¢ozeltisi ile 35 mg/kg asetamiprid/kg v.a. olacak sekilde dozlama
yapilan grup.

Dozlama viicut agirligina orantili olarak uygulama oncesi hazirlanmis olan viicut

agirhgi-doz cetveline gore gergeklestirildi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Deney siiresince takip edilen viicut agirhgi-doz cetveli.

Viicut agirhg (g) Verilen ¢ozelti miktar: (mL)
371-380 1,09
361-370 1,06
351-360 1,03
341-350 1,00
331-340 0,97
321-330 0,94
311-320 0,91
301-310 0,89
291-300 0,86
280-290 0,83

! Doksan giinliik maruziyet siiresince haftada bir giin (pazar giinleri) dozlama yapilmamis olup bu doz maruziyet
stiresine ilave edilmistir. Bu sebeple calismada dozlama 105 giin slirmiis, ancak 90 giin ifadesi maruziyet giinlerinin
toplamu olarak ifade edilmistir.



30

Deney hayvaninin saglikli durumunu koruyup korumadigi hakkinda bilgi
edinmek tizere (EPA 1996) deney hayvanlarinin teslim alindigi giin viicut agirliklari
kaydedildi ve tartimlar tim maruziyet siiresince haftada 3 giin (pazartesi-¢arsamba-
cuma) olacak sekilde diizenli olarak gergeklestirildi. Aseatmipridin lireme sistemi
tizerine etkisini tespitte vucut agirligi yanm sira testis agirliklari da degerlendirilmek

tizere kaydedilmistir (EPA 1996).

Maruziyet bitimini takiben T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanliginca
ruhsatli Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlari Bakim Unitesi’ne
getirilen deney hayvanlarinin yeni ortama aligmalart i¢in herhangi bir maruziyet
yapilmaksizin sakrifikasyona kadar 2 giin siiresince beklendi. Sakrifikasyondan onceki
12 saat siiresince deney hayvanlari ag¢ birakildi. Deney hayvanlariin sakrifikasyonu eter
haznesinde kisa siireli bekletilmelerinin ardindan gergeklestirildi. Sakrifikasyon sonrasi

plazma, doku ve sperm 6rnekleri alinip 6rnege ve deneye uygun sartlarda saklandi.

Bazi  biyokimyasal parametrelerin maruziyet siiresince  durumlariin
degerlendirilmesi i¢in maruziyet bitiminde alinan kan 6rneklerinin yani sira 45. ve 60.
giinlerde gozden de kan Ornekleri alindi. 45. Giinde alinan Ornekler deney
optimizasyonu esnasinda kullanilmis olup tekrar sayilar1 diger orneklere gore daha az
sayida gerceklestirilebilmistir. Elde edilen verilere gore 45. ve 60. giinlerde alinan
orneklerdeki analizler sonuglarinin benzerlik gostermesi sebebiyle tezde sadece 60. giin

orneklerinin detaylaria yer verilmistir.

Tedarik edilen &rnekler iizerinde gerceklestirilen deneyler Istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapilmis
olup histolojik incelemeler Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

3.5. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Maruziyetin 60. ve 90. (sakrifikasyon giinii) giinlerinde kapiler tiip yardimi ile
deney hayvanlariin orbital ven pleksuslarindan kan ornekleri toplandi ve drneklerde
biyokimyasal analizler gerceklestirildi. 60. Giinde 2 mL kan alinirken sakrifikasyon
sonrast 10 mL kan ornegi alindi. Uygun hacimdeki EDTA’l1 tiiplere aliman kan
ornekleri 3000 rpm’de 20 dk siire ile santrifiij edildi ve aynmi giin igerisinde plazmalari
ayrildi. Ornekler 3 parca seklinde porsiyonlanarak kapakli tiiplerde deney giinii

kullanilmak tizere -20 °C’de sakland.
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3.6. Testislerin Cikarilmas1 ve Makroskobik Inceleme

Cerrahi operasyonla ¢ikarilan testislerde makroskopik olarak herhangi biiyiime,
kiiciilme, doku kaybina baglh bosluklar, doku yumusamasi, doku sertlesmesi, doku
koyulagmasi, doku soluklagmasi, yabanci renk alma ve icerik degismesi olup olmadigi
gozle tespit edildi. Testis agirliklar1 6nceden darasi alinmis saat camlari {izerinde hassas
terazide olguldi. Biyokimyasal incelemelerde kullanilmak tizere sol testis yeterli
miktardaki PBS (1X) igine alinarak deney giiniine kadar -80 °C’de saklandi. Sag testis
ise histolojik incelemelerde kullanilmak tizere yeterli miktardaki %10’luk notral

tamponlu formalin i¢ine alind1 ve deney giiniine kadar oda sicakliginda saklandi.

3.7. Sperm Sayim ve Morfolojik inceleme

Sperm morfolojisindeki anomalilerin ve sperm sayisinin diisiik lireme oraniyla
alakali olmasi, sadece sperm sayisinin tespitinin semen kalitesi hakkinda kesin bilgi
vermemesi sebebiyle sperm sayisinin kaydi yani sira sperm morfolojisi de calismada
degerlendirildi (Karabulut ve Tekin 2013).

Sperm sayis1 ve morfolojisi i¢in sol testis kaudal epididimi kullanildi. Tartilan
dokular 1 mL %10 FBS’li DMEM-F12 besiyerine alinip makasla yaklasik 70 kere
pargalandi. Eppendorf igerisine alinan siispansiyon 2230 rpm 3 dk siire ile santrifiij
edildi. Pellet ile siipernatant arasindaki spermlerin yogun bulundugu kisimdan 100 uL
alindi. Alian sivi kisim 2230 rpm 3 dk siire ile Santrifiij edildi. Siipernatantin 15 pL’si
temiz bir eppendorfa alindi ve lizerine 15 uL tripan mavisi ilave edildi. Karisim
pipetajlanarak iyice karistirildi. Karigtmin 10 pL’si alinip Thoma lamina yayildi.
Mikroskopta 20X biiyiitiiliip Thoma lamindaki 4 kare i¢indeki sperm sayilart belirlendi.
Her bir 6rnek i¢in Thoma lamindaki sayim 3 kez tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi

alindi.

Sol testis kaudal epididimi ayrica sperm morfolojisinin degerlendirilmesi igin de
kullanildi. %10 FBS’li DMEM-F12 besiyeri icerisinde makasla ile parcalanan epididim
stispansiyonundan 1 damla alinarak lama yayim yapildi ve oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Deney giiniine kadar saklanan yayma orneklerinin morfolojik incelemeleri 1
haftalik siire icinde tamamlandi. Ornekler Diff-Quick boyama ile morfolojik
incelemeleri her bir ornek i¢in 3 ayr1 yayma, her bir preparat i¢in de 200 sperm

degerlendirilmek iizere gerceklestirildi.
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Diff-Quick boyama protokolii; Havada kurutulan yayma oOrnekler igin tercih
edilen protokol hiicre tarafindan g¢abuk absorbe edilen aktif boyama molekiilleri eosin
ve tiazinden faydalanilarak gerceklestirildi. Tez calismalarinda kit kullanilmis olup

liretim firmasi tarafindan bildirilen protokol kullanildi.
Kit icerigi;
- ADR" Fiksatif ¢ozeltisi (A)

- ADR" Eosin reaktif ¢ozeltisi (B)
- ADR® Thiazin reaktif ¢ozeltisi (C)

Calisma Y Ontemi;

- Lam iizerine yayilan preparat havada kurutuldu.

- Lam, her defasinda 1 sn olacak sekilde 5 kez A ¢ozeltisine daldirilip ¢ikartildi. Her
daldirma sonrasi lam tizerindeki fazla ¢ozeltinin akmasi beklendi.

- Lam, her defasinda 1 sn olacak sekilde 5 kez B ¢ozeltisine daldirilip ¢ikartildi. Her
daldirma sonrasi lam tizerindeki fazla ¢ozeltinin akmasi beklendi.

- Lam, her defasinda 1 sn olacak sekilde 5 kez C ¢ozeltisine daldirilip ¢ikartildi. Her
daldirma sonrasi lam tizerindeki fazla ¢ozeltinin akmasi beklendi.

- Cesme suyu icerisinde yikandi.

- Preparatlar 30 dk i¢inde incelendi.

Morfolojik degerlendirmede spermler normal sperm, bassiz kuyruklu sperm,
kuyruksuz bash sperm, diizlesmis basli sperm, igne uglu bashi sperm, kirik boyunlu
sperm, kirik kuyruklu sperm, ¢oklu anomalili sperm seklinde degerlendirildi (Sekil 3-2)
(Computer Asisted Sperm Analysis (CASA) Group 2000; Horst ve ark. 2011; Oztas
2016).
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Sekil 3-2: Normal ve anomalili spermlerin morfolojik farkhhklar1 (Sekiller tez
cahismasindaki verilerden alinmistir).
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3.8. Plazmada Hormon Analizi

Boliim 3.5’de bahsedildigi iizere porsiyonlanarak -20 °C’de saklanan plazma
orneklerinde Kit protokollerine uygun sekilde testosteron, LH, FSH, GnRH ve INHB
miktar tayinleri gerceklestirildi.

3.8.1. Testosteron Tayini
Testosteron tayini, ELISA kit (Elabscience®, Wuhan, Hubei, Cin) protokiiliine
gore gerceklestirildi. Kit icerigi Tablo 3-2’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-2: Testosteron ELISA Kit igerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Referans Testosteron standarti (6 tiip) 0.5 mL/tiip*
Belirleme antikoru (Anti-Testosteron antikoru) 6 mL
Horseradish peroksidaz (HRP) etiketli Testosteron 6 mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (20X) 15mL
Substrat reaktifi A (Tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢6zeltisi) 7 mL
Substrat reaktifi B (TMB substrat ¢ozeltisi hazirlama reaktifi) 7mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfiirik asit ¢ozeltisi) 7 mL

*Standart seri konsantrasyonlari; 0 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0,4 ng/mL, 1,6 ng/mL, 5 ng/mL, 20 ng/mL

Kit igeriginde bulunan mikroplakadaki her bir kuyucuk kati faz ikincil antikoru
saglayan anti-tavsan IgG ile onceden kaplanmistir. HRP etiketli testosteron ve anti-
testosteron antikorlar1 kuyucuga eklenerek kapli ikincil antikor-anti-testosteron
antikoru-HRP  etiketli testosteron kompleksi olusturuldu. Kuyucuktaki bagh
etiketlenmis testosteron ile ornekteki testosteron arasinda ters oranti mevcuttur.
Mikroplaka uygun yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra her bir kuyucuga TMB
substrat ¢ozeltisi eklendi ve HRP’nin katalizlemesi ile TMB maviye dondii. Enzim-
substrat reaksiyonu siilfiiriik asit ¢ozeltisi eklenmesi ile durduruldu ve renk degisimi
450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak O6l¢iildii. Elde edilen standart egriye
gore Orneklerin testosteron konsantrasyonlari ng/mL cinsinden belirlendi. Standart
serileri (0; 0,1; 0,4; 1,6; 5 ng/mL) kit igerigi olarak iiretim firmas: tarafindan tedarik
edildi.

Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;

- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina alindi.
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- Kullanilacak tiim kit ¢ozeltileri kdpilirmenin 6nlenmesi i¢in yavas ve nazik bir sekilde

karigtirildi.
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi i¢in;
e Blank: 50’ser puL belirleme antikoru ve durdurma ¢o6zeltisi eklendi.

e Standart: Kullanim 6ncesi 1000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edilen standart
seriden (0 ng/mL, 0,1 ng/mL, 0,4 ng/mL, 1,6 ng/mL, 5 ng/mL, 20 ng/mL) 50 uL
kuyucuklara ilave edildi. Sirayla, 50’ser uL HRP etiketli testosteron ve belirleme (anti-

testosteron) antikoru eklendi.

e Ornek: Kuyucuklar 50 puL 6rnek ile dolduruldu. Sirayla, 50’ ser L. HRP etiketli
testosteron ve belirleme antikoru eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folya ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild: ve kurutuldu.
- Yikama ¢ozeltisi (20X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Bu islem 3 kere tekrar edildi. Son yikama ile plaka

ters ¢evrilerek filtre kagidi tizerinde ve hafif¢e vurarak kurutuldu.

- Kullanimdan 10 dk once substrat reaktif A ve B 1:1 oraninda karigtirildi. Her bir
kuyucuga 100 pL karisimdan eklendi. 15-30 dK siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Her bir kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve kuyucuk igeriginin sariya

donmesi gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbanst 450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak

sleiildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda CurveExpert programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme goére drnek degerleri belirlendi.
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3.8.2. Luteinize Edici Hormon (LH) Tayini
LH tayini, ELISA kit (SunRed®, Sanghay, Cin) protokiiline gore
gergeklestirildi. Kit igerigi Tablo 3-3’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-3: LH ELISA kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢6zeltisi (64 mIU/mL) 0,5 mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-LH aAntikoru 1mL
Streptavidin (Str)-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ézeltisi (Siilfirik asit ¢ozeltisi) 6 mL

Yontem cift antikor sandvig teknolojisi ile hazirlanan ELISA yontemine dayanir.
LH monoklonal antikoru ile kapl kuyucuklara LH eklendi ve inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast kuyucuklara biotinle etiketlenmis ve immun komleks olusturmak i¢in Str-HRP
ile kombine edilmis LH antikorlar1 eklendi. Tekrar inkiibasyona birakilan kuyucuklar
bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi. Kromojen ¢ozelti A ve B’nin
eklenmesiyle rengin maviye donmesi gozlendi. Reaksiyonu durdurmak iizere durdurma
¢ozeltisinin eklenmesi ile mavi renk sariya dondii. Kuyucuk iceriginin absorbansi 450
nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak o6l¢iildii. Olusan rengin spektrofotometride
verdigi absorbans degeri ile LH degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir. Kit
prosediiriine gore standart serisi Tablo 3-4’e belirtildigi sekilde hazirlandi. Elde edilen

standart egriye gore drneklerin LH konsantrasyonlart mIU/mL cinsinden belirlendi.

Tablo 3-4: LH standart seri hazirlanmasa.

Standart 5 32 mlU/mL 120 uL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 pL standart seyreltici
Standart 4 16 mlU/mL 120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
Standart 3 8 mIU/mL 120 pL standart 4 + 120 pL standart seyreltici
Standart 2 4 miU/mL 120 pL standart 3 + 120 pL standart seyreltici
Standart 1 2mlU/mL 120 pL standart 2 + 120 pL standart seyreltici
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Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmast igin;

e Blank: 50’ser uL. Kromojen A ve B ¢ozeltisi ile 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenen kuyucuklar i¢in diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde deneye

devam edildi.
e Standart: 50’ser uL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: 40 pL 6rnek, 10 pL biotin-LH antikoru ve 50 uL Str-HRP konjuge
reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkaland: ve plaka folya ile kapatildu.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild: ve kurutuldu.
- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 pL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Bu islem 3 defa tekrar edildi. Son yikama sonrasi

plaka ters gevrilerek filtre kagidi tizerinde hafifce vurularak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50°ser uL Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 1s1ks1z ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk
igeriginin maviden sariya dondiigii gozlendi.
- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢6zeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak dl¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda Excel programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.
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3.8.3. Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) Tayini
FSH tayini, ELISA (SunRed®, Sanghay, Cin) kit protokiiline gore
gergeklestirildi. Kit igerigi Tablo 3-5’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-5: FSH ELISA kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢6zeltisi (80 1U/mL) 0,5 mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-FSH antikoru 1mL
Str-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfirik asit ¢ozeltisi) 6 mL

Yontem cift antikor sandvig teknolojisi kullanilan ELISA ydntemine dayanir.
FSH monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara FSH eklendi ve inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda biotinle etiketlenmis ve immun komleks olusturmak igin Str-
HRP ile kombine edilmis FSH antikorlari eklendi. Tekrar inkiibasyona birakilan
kuyucuklar bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi. Kromojen ¢ozelti
A ve B’nin eklenmesiyle rengin maviye donmesi gozlendi. Reaksiyonu durdurmak
tizere durdurma ¢ozeltisinin eklenmesi ile mavi renk sariya dondii. Kuyucuk igeriginin
absorbanst 450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak oOl¢iildii. Olusan rengin
spektrofotometride verdigi absorbans degeri ile FSH degerleri arasinda pozitif
korelasyon vardir. Kit prosediiriine gore standart serisi Tablo 3-6’da belirtildigi sekilde
hazirlandi. Elde edilen standart egriye gore orneklerin FSH konsantrasyonlar1 IU/mL

cinsinden belirlendi.

Tablo 3-6: FSH standart seri hazirlanmasi.

Standart 5 40 IU/mL 120 pL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 pL standart seyreltici
Standart 4 20 IU/mL 120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
Standart 3 10 IU/mL 120 pL standart 4 + 120 pL standart seyreltici
Standart 2 5 IU/mL 120 pL standart 3 + 120 pL standart seyreltici
Standart 1 2,5 IU/mL 120 uL standart 2 + 120 uL standart seyreltici




39

Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;

- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi i¢in;

e Blank: 50’ser uL Kromojen A ve B ¢ozeltisi ile 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenen kuyucuklar i¢in diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde deneye

devam edildi.
e Standart: 50’ser pL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: 40 pL 6rnek, 10 pL biotin-LH antikoru ve 50 pL Str-HRP konjuge
reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild: ve kurutuldu.
- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Bu islem 3 defa tekrar edildi. Son yikama sonrasi

plaka ters ¢evrilerek filtre kagid tizerinde hafif¢ce vurarak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50’ser uL Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 1s1ks1z ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk

igeriginin maviden sartya dondiigii gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢6zeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak dl¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda Excel programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.
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3.8.4. Gonadotropin Salgilayict Hormon (GnRH) Tayini
GnRH tayini ELISA kit (SunRed®, Sanghay, Cin) protokiline gore

gergeklestirildi. Kit igerigi Tablo 3-7°de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-7: GnRH ELISA Kkit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢ozeltisi (1280 ng/L) 0,5 mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-GnRH antikoru 1mL
Str-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfirik asit ¢ozeltisi) 6 mL

Cift antikor sandvi¢ teknolojisi kullanilan ELISA yontemine dayanir. GnRH

monoklonal antikoru ile dnceden kaplanmis monoklonal antikor enzim kuyucuklarina

GnRH eklendi ve inkiibe edildi. Sonrasinda biotinle etiketlenmis ve immun komleks

olusturmak igin Str-HRP ile kombine edilmis GnRH antikorlar1 eklendi. Inkiibasyona

birakilan kuyucuklar bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi.

Kromojen ¢ozelti A ve B’nin eklenmesiyle renk maviye dondii. Eklenen asitin etkisiyle

renk reaksiyon sonunda sartya dondii. Kuyucuk igeriginin absorbansi 450 nm dalga

boyunda spektrofotomerik olarak olciildii. Olusan rengin spektrofotometride verdigi

absorbans degeri ile GnRH degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir. Kit prosediiriine

gore standart serisi Tablo 3-8’de belirtildigi sekilde hazirlandi. Elde edilen standart

egriye gore orneklerin GnRH konsantrasyonlar1 ng/L cinsinden belirlendi.

Tablo 3-8: GnRH standart seri hazirlanmasi.

Standart 5
Standart 4
Standart 3
Standart 2
Standart 1

640 ng/L
320 ng/L
160 ng/L
80 ng/L
40 ng/L

120 pL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 pL standart seyreltici
120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
120 pL standart 4 + 120 pL standart seyreltici
120 pL standart 3 + 120 pL standart seyreltici
120 pL standart 2 + 120 pL standart seyreltici
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Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi igin;

e Blank: 50’ser uL Kromojen A ve B ¢ozeltisi ile 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenen kuyucuklarda diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde deneye devam
edildi.

e Standart: 50°ser uL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: 40 pL 6rnek, 10 pL biotin-GnRH antikoru ve 50 pL Str-HRP konjuge
reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild1 ve kurutuldu.
- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 pL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Son yikama sonrasi

plaka ters c¢evrilerek filtre kagid tizerinde hafif¢e vurarak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50’ser pL Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 151ks1z ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk

igeriginin maviden sartya dondiigii gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢6zeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak 6l¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda Excel programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme goére 6rnek degerleri belirlendi.
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3.8.5. inhibin-B (INHB) Tayini
INHB tayini, ELISA kit (SunRed®, Sanghay, Cin) protokiiline gore
gergeklestirildi. Kit igerigi Tablo 3-9°da ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-9: INHB ELISA kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢ozeltisi (32 ng/mL) 0,5 mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-INHB antikoru 1mL
Str-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ézeltisi (Stlfiirik asit ¢ozeltisi) 6 mL

Yontem cift antikor sandvig teknolojisi kullanilan ELISA ydntemine dayanir.
INHB monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara INHB eklendi ve inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda biotinle etiketlenmis ve immun komleks olusturmak igin Str-
HRP ile kombine edilmis INHB antikorlar: eklendi. Inkiibasyona birakilan kuyucuklar
bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi. Kromojen ¢6zelti A ve B’nin
eklenmesiyle renk maviye dondii. Eklenen asitin etkisiyle renk reaksiyon sonunda
sartya dondii. Kuyucuk igeriginin absorbansi 450 nm dalga boyunda spektrofotomerik
olarak ol¢iildii. Olusan rengin spektrofotometride verdigi absorbans degeri ile INHB
degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir. Kit prosediiriine gore standart serisi Tablo
3-10da belirtildigi sekilde hazirlandi. Elde edilen standart egriye gore drneklerin INHB

konsantrasyonlar1 ng/mL cinsinden belirlendi.

Tablo 3-10: INHB standart seri hazirlanmasa.

Standart 5 16 ng/mL 120 pL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 pL standart seyreltici
Standart 4 8 ng/mL 120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
Standart 3 4 ng/mL 120 L standart 4 + 120 pL standart seyreltici
Standart 2 2 ng/mL 120 pL standart 3 + 120 puL standart seyreltici
Standart 1 1 ng/mL 120 L standart 2 + 120 pL standart seyreltici
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Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi igin;

e Blank: 50’ser uL. Kromojen A ve B ¢ozeltisi ile 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenen kuyucuklar i¢in diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde deneye

devam edildi.
e Standart: 50°ser uL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: 40 pL 6rnek, 10 pL Biotin-INHB antikoru ve 50 pL Str-HRP konjuge
reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild1 ve kurutuldu.
- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 pL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Son yikama sonrasi

plaka ters c¢evrilerek filtre kagid tizerinde hafif¢e vurarak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50°ser pL Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 1s1ks1z ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk

iceriginin maviden sartya dondiigi gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢6zeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak dl¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda Excel programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.
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3.8.6. Kolesterol Tayini
Kolesterol tayini, ELISA kit (SunRed®, Sanghay, Cin) protokiiliine gore
gergeklestirildi. Kit icerigi Tablo 3-11’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-11: Kolesterol ELISA Kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢6zeltisi (32 mmol/L) 0,5 mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-kolesterol antikoru 1mL
Str-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfiirik asit ¢ozeltisi) 6 mL

Yontem cift antikor sandvi¢ teknolojisi kullanilan ELISA yontemine dayanir.
Kolesterol monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara kolesterol eklendi ve inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda biotinle etiketlenmis ve immun komleks olusturmak igin
Str-HRP ile kombine edilmis kolesterol antikorlar1 eklendi. Inkiibasyona birakilan
kuyucuklar bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi. Kromojen ¢ozelti
A ve B’nin eklenmesiyle renk maviye dondii. Eklenen asitin etkisiyle renk reaksiyon
sonunda sartya dondii. Kuyucuk igeriginin absorbanst 450 nm dalga boyunda
spektrofotomerik olarak oOlciildii. Olusan rengin spektrofotometride verdigi absorbans
degeri ile kolesterol degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir. Kit prosediiriine gore
standart serisi Tablo 3-12’de belirtildigi sekilde hazirlandi. Elde edilen standart egriye

gore orneklerin kolesterol konsantrasyonlart mmol/L cinsinden belirlendi.

Tablo 3-12: Kolesterol standart seri hazirlanmasi.

Standart 5 16 mmol/L 120 pL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 uL standart seyreltici
Standart 4 8 mmol/L 120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
Standart 3 4 mmol/L 120 pL standart 4 + 120 uL standart seyreltici
Standart 2 2 mmol/l 120 pL standart 3 + 120 pL standart seyreltici
Standart 1 1 mmol/L 120 pL standart 2 + 120 pL standart seyreltici
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Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi igin;

e Blank: 50’ser uL Kromojen A ve B ¢ozeltisi ile 50 pL durdurma ¢ozeltisi
eklenen kuyucuklar i¢in diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde deneye

devam edildi.
e Standart: 50°ser uL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: 40 pL &6rnek, 10 pL biotin-kolesterol antikoru ve 50 pL Str-HRP

konjuge reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild1 ve kurutuldu.
- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Kibarca ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Son yikama sonrasi

plaka ters c¢evrilerek filtre kagid tizerinde hafif¢e vurarak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50’ser pL Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 1s1ks1z ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk

igeriginin maviden sartya dondiigii gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢6zeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak ol¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda CurveExpert programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.
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3.9. Plazmada ve Testis Dokusunda Oksidatif Hasar Tespiti

Oksidatif stres bilindigi iizere DNA hasar1 ve mutasyonlardan, nekroz veya
apoptoz ile hiicre 6liimiine kadar uzanan ¢esitli ciddi sonuglara yol agmaktadir. Cogu
patolojik olgunun 6ziinde oksidatif stres yatmakta, oksidatif stres tayini de cesitli
biyokimyasal parametreler ile gerceklestirilebilmektedir. Orn; lipidlerin peroksidasyonu
malonaldehid (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) vb belirtegler ile, protein
oksidasyonu protein karbonil ile, niikleik asit oksidatif DNA bazlari ile ve karbonhidrat
glikosilasyon firiinleri ile tespit edilebilmektedir. Arastirmacilar oksidatif hasar
potansiyelini belirlemek iizere siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyonun
rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimler, seruloplasmin ve
metalotioninler gibi proteinlerin Ol¢cimii gibi oksidatif strese bagli doku hasar1 ve
antioksidan savunmanin bir¢ok belirtecini de kullanmaktadir. Ancak, 1990'larin basinda
Miller ve ark. (1993) total antioksidan seviyesi (TAS) olarak belirlenen toplam
antioksidan durumunu dlgmek icin yeni bir test hazirladi. Bu testin en biiyiik avantaji,
tek bir bilesigin antioksidan kapasitesini degil ayn1 zamanda biyolojik bir numunedeki
tim antioksidanlarin antioksidan kapasitesini 6lgmek miimkiin olabilmektedir (Rice-
Evans ve Miller 1994; Chiselli ve ark. 2000; Kusano ve Ferrari 2008). Benzer sekilde
ornek icerisinde bulunan tiim oksidanlarin total miktarini gdsteren bir parametre olarak
da total oksidan seviyesi (TOS) ol¢iimii oksidative durumun tahmini igin siklikla
kullanilan bir testtir (Erel 2005; Mentese 2012; Ekuni ve ark. 2014).

Tez calismasinda oksidatif hasar tespiti i¢in plazma ve testis doku orneklerinde
kit (Elabscience® ve SunRed®, Cin) protokollerine uygun olarak oksidatif hasar
parametrelerinden GSH, MDA, TAS ve TOS i¢in miktar tayini yapildi. Plazma
ornekleri -20 °C’de, testis doku Ornekleri ise -80 °C’de saklandi. Plazma ornekleri testin
yapilacagi zaman +4 °C’de bekletilmek suretiyle ¢oziildiiler. Bir biitiin halinde PBS
(1X) iginde bulunan testisler PBS’den uzaklastrildi. Testisler, agirliklariin 5 kati
hacimde PBS (1X) igine alinarak soguk ortamda homojenitor ile homojenize edildi.
Birer ml‘lik hacimler halinde porsiyonlanan homojenatlar hizla -80 °C’ye alind1 ve
deneyin yapilacagi zaman +4 °C’de bekletilmek suretiyle ¢oziildiiler. Tiim 6rnekler Kit

protokoliine uygun sekilde ¢alisildi.
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3.9.1. Glutatyon (GSH) Tayini
GSH tayini, ELISA kit (Elabscience®, Wuhan, Hubei, Cin) protokiiliine gore
gergeklestirildi. Kit icerigi Tablo 3-13’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-13: GSH ELISA Kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Referans standarti 2 vial
Referans standart ve 6rnek seyreltici 2x20 mL
Konsantre biotin-GSH antikoru 120 pL
Biotin-GSH antikoru seyrelticisi 10 uL
Konsantre avidin-HRP konjugati 120 pL
Avidin-HRP konjugat seyrelticisi 10 mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (25X) 30 mL
TMB substrat reaktifi 10 mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfiirik asit ¢ozeltisi) 10 mL

Yarigmali ELISA yontemi esasina dayanan testte kullanilan mikroplakalar GSH
ile kaplanmistir. Reaksiyon boyunca 6rnek ve standarttaki GSH, GSH’a 6zel biotinize
belirleme antikorundaki kati faz destekleyici bolgesinde sabit miktardaki GSH ile
yarigir. Fazla konjugat ve baglanmamig GSH dis1 6rnek igerigi veya standart plakanin
yikanmast ile uzaklastirildi. Avidin-HRP konjugati tiim kuyucuklara eklendi ve
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan alinan plakadaki kuyucuklara TMB substrat
reaktifi eklendi. Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit ¢ozeltisi eklenerek durduruldu.
Renk degisikligi 450 nm dalga boyunda spektreofotometrik olarak 6l¢iildii. Elde edilen
verilerle standart egri ¢izildi. Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla
orneklerin GSH konsantrasyonlart pg/mL cinsinden belirlendi. Ornekteki protein

diizeyinin tespitinin ardindan GSH seviyeleri mmol/mg protein cinsinden hesaplandi.
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Kit prosediiriine gore standart serisi Tablo 3-14’te belirtildigi sekilde hazirlandu.

Tablo 3-14: GSH standart seri hazirlanmasi.

Standart 1 100 pg/mL 500 pL konsantre standart ¢ozeltisi

Standart 2 50 pg/mL. 500 pL Standart 1 + 500 uL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 3 25 pg/mL 500 pL Standart 2 + 500 pL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 4 12,5 pg/mL 500 pL Standart 3 + 500 pL referans standart ve drnek seyreltici
Standart 5 6,25 pg/mL 500 pL Standart 4 + 500 pL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 6 3,13 pg/mL 500 pL Standart 5 + 500 pL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 7 1,56 pg/mL 500 pL Standart 6 + 500 uL referans standart ve drnek seyreltici
Standart 8 0 pg/mL 500 pL referans standart ve drnek seyreltici

Kit prosediirii asagidaki sekilde gerceklestirildi;
- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler ve drnekler oda sicakligina alindi.

- Kullanilacak tiim kit ¢ozeltileri koplirmenin énlenmesi i¢in yavas ve nazik bir sekilde

karigtirildi.
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi i¢in;

e Blank: 50°ser puL referans standart ve 6rnek seyreltici ile 50 pL biotin-GSH

antikor ¢ozeltisi eklendi.

e Standart: Kullanim 6ncesi 10000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edilen standart
seriden 50 pL kuyucuklara ilave edildi. Ardindan 50 pL biotin-GSH antikoru ¢aligma

¢oOzeltisi eklendi.

e Ornek: Plazma oOrnekleri deney igin direkt olarak kullamldi. -80 °C’de
homojenize olarak bekleyen doku ornekleri ise oda sicakliginda 5000xg’de 5 dk
santrifiij edildi ve siipernatanlart kullanildi. Ornek kuyucuklari 50 upL ornek ile
dolduruldu. Uzerine 50 pL biotin-GSH antikoru eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 45 dk siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.
- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltildr ve kurutuldu.

- Yikama ¢ozeltisi (25X) mili-Q su ile 1:25 oraninda seyreltildi.
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- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu icerigi bosaltildi. Islem 3 kez tekrar edildi. Son yikama sonras1 plaka

ters ¢evrilerek filtre kagidi lizerinde hafifce vurarak kurutuldu.

- Kullanimdan o6nce konsantre HRP konjugatinin HRP konjugat seyrelticisi ile
seyreltilmesiyle hazirlanan yeter miktar HRP konjugati (1:100) calisilan tiim
kuyucuklara 100 pL olacak sekilde ilave edildi.

Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.

Mikroplaka 30 dk siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild1 ve kurutuldu.

- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Islem 5 defa tekrar edildi. Son yikama sonrasi plaka

ters gevrilerek filtre kagid1 tizerinde hafif¢e vurarak kurutuldu.
- Her bir kuyucuga 90 pL substrat ¢ozeltisi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkaland1 ve plaka folia ile kapatildi. Plaka, reaksiyon igiktan

ortamdan korunmasi gerektigi i¢in aliiminyum folia ile ayrica kaplandi.
- Mikroplaka 15-30 dk siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Her bir kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve kuyucuk igeriginin sariya

dondiigl gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbansi 450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak
ol¢iildi.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda GraphPad Prism 7 programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.
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3.9.2. Malondialdehid (MDA) Tayini
MDA tayini, ELISA kit (Elabscience®, Wuhan, Hubei, Cin) protokiiliine gore
gerceklestirildi. Kit i¢erigi Tablo 3-15’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-15: MDA ELISA Kit icerigi.

ELISA Mikroplaka 96 kuyucuk
Referans Standarti 2 vial
Referans Standart ve Ornek Seyreltici 20 mL
Konsantre Biotin-MDA Belirleme Antikoru 120 pL
Biotin-MDA Belirleme Antikoru Seyreticisi 10 uL
Konsantre Avidin-HRP Konjugati 120 uL
Avidin-HRP Konjugat Seyrelticisi 10 mL
Konsantre Yikama Cozeltisi (25X) 30 mL
TMB Substrat Reaktifi 10 mL
Durdurma Cozeltisi (Stilfiirik Asit Cozeltisi) 10 mL

Yarigsmali ELISA yontemine dayanan testte mikroplakalar MDA ile 6nceden
kaplanmisgtir. Reaksiyon boyunca 6rnek ve standarttaki MDA; MDA’ya &zel biotinize
belirleme antikorundaki kati faz destekleyici bolgesinde sabit miktardaki MDA ile
yarisir. Fazla konjugat ve baglanmamis MDA dis1 6rnek igerigi veya standart plakanin
yikanmast ile uzaklastirildi. Avidin-HRP konjugati tiim kuyucuklara eklendi ve
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara TMB substrat reaktifi eklendi.
Enzim-substrat reaksiyonu siilfiirik asit ¢ozeltisi eklenerek durduruldu. Renk degisikligi
450 nm dalga boyunda spektreofotometrik olarak &lgiildii. Elde edilen verilerle standart
egrisi ¢izildi. Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 6rneklerin MDA
konsantrasyonlar1 ng/mL cinsinden belirlendi. Ornekteki protein diizeyinin tespitinin

ardindan MDA seviyeleri ng/mg protein iizerinden hesaplandi.

Kit prosediiriine gore standart serisi Tablo 3-16’da belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3-16: MDA standart seri hazirlanmasi.

Standart 1 2000 ng/mL 500 pL konsantre standart ¢ozeltisi
Standart 2 1000 ng/mL 500 pL Standart 1 + 500 pL referans standart ve 6rnek seyreltici

Standart 3 500 ng/mL 500 uL Standart 2 + 500 uL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 4 250 ng/mL 500 pL Standart 3 + 500 pL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 5 125 ng/mL 500 pL Standart 4 + 500 pL referans standart ve drnek seyreltici
Standart 6 62,5 ng/mL 500 pL Standart 5 + 500 pL referans standart ve drnek seyreltici

Standart 7 31,25 ng/mL 500 uL Standart 6 + 500 uL referans standart ve 6rnek seyreltici
Standart 8 0 ng/mL 500 uL referans standart ve 6rnek seyreltici
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Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Kullanim 6ncesi tiim reaktifler ve drnekler oda sicakligina alindu.

- Kullanilacak tiim kit ¢ozeltileri kopiirmenin dnlenmesi i¢in yavag ve nazik bir sekilde

karistirildi.
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi igin;

e Blank: 50 pL referans standart ve ornek seyreltici ile 50 puL biotin-MDA

belirleme antikor ¢6zeltisi eklendi.

e Standart: Kullanim 6ncesi 10000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edilen standart
seriden 50 pL kuyucuklara ilave edilir. Ardindan 50 pL biotin-MDA belirleme antikor

¢ozeltisi eklendi.

e Ornek: Plazma oOrnekleri deney igin direkt olarak kullanildi. -80 °C’de
homojenize olarak bekleyen doku ornekleri ise oda sicakliginda 5000xg’de 5 dk
santrifiij edildi ve siipernatanlari kullanildi. Kuyucuk 50 pL 6rnek ile dolduruldu.
Uzerine 50 pL biotin-MDA belirleme antikoru eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkaland1 ve plaka kapatici ile kapatildi.
- Mikroplaka 45 dk siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltildi ve kurutuldu.

- Yikama ¢ozeltisi (25X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).

- Kuyucuklara 350 pL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Son yikama

sonrasi plaka ters ¢evrilerek filtre kagidi tizerinde hafif¢e vurarak kurutuldu.

- Kullanimdan o6nce konsantre HRP konjugatinin HRP konjugat seyrelticisi ile
seyreltilmesiyle hazirlanan yeter miktar HRP konjugati (1:100) calisilan tiim
kuyucuklara 100 uL olacak sekilde ilave edildi.

- Mikroplaka hafifce galkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 30 dk siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltildi ve kurutuldu.
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- Kuyucuklara 350 pL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Kibarca galkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Yikama islemi 5 kez tekrar edildi. Son yikama

sonrasi plaka ters ¢evrilerek filtre kagidi tizerinde hafifce vurarak kurutuldu.
- Her bir kuyucuga 90 pL substrat ¢ozeltisi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi. Reaksiyon 1siktan

ortamdan korunmasi gerektigi igin plaka aliiminyum folia ile kaplandi.
- Mikroplaka 15-30 dk siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.

- Her bir kuyucuga 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve kuyucuk igeriginin sariya

dondiigii gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbanst 450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak

sleiildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda CurveExpert programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.

3.9.3. Total Antioksidan Seviyesi (TAS) Tayini
TAS tayini, ELISA kit (SunRed®, Sanghay, Cin) protokiiliine gore
gergeklestirildi. Kit icerigi Tablo 3-17°de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-17: TAS ELISA kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢ozeltisi (64 U/ml) 0,5mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-TAS antikoru 1mL
Str-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfirik asit ¢6zeltisi) 6 mL

Yontem, ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisi kullanilan ELISA yontemine dayanir.
TAS monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara TAS Olgtimii yapilacak Ornekler

eklendi ve inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda biotinle etiketlenmis ve immun komleks
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olusturmak igin Str-HRP ile kombine edilmis TAS antikorlar1 eklendi. inkiibasyona
birakilan kuyucuklar bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi.
Kromojen ¢6zelti A ve B’nin eklenmesiyle renk maviye dondii. Eklenen asitin etkisiyle
renk reaksiyon sonunda sariya dondii. Olusan rengin 450 nm’de spektrofotometride

verdigi absorbans degeri ile TAS arasinda pozitif korelasyon vardir.
Kit prosediiriine gore standart serisi Tablo 3-18’de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3-18: TAS standart seri hazirlanmasi.

Standart 5 32 U/mL 120 pL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 pL standart seyreltici
Standart 4 16 U/mL 120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
Standart 3 8 U/mL 120 uL standart 4 + 120 uL standart seyreltici
Standart 2 4 U/mL 120 pL standart 3 + 120 pL standart seyreltici
Standart 1 2 U/mL 120 pL standart 2 + 120 L standart seyreltici

Kit prosediirti agagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmast igin;

e Blank: 50’ser uL Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltisi ile 50 uL. durdurma
cozeltisi eklenen kuyucuklar i¢in diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde

deneye devam edildi.
e Standart: 50°ser uL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: Plazma ornekleri deney igin direkt olarak kullanildi. -80 °C’de
homojenize olarak bekleyen doku Ornekleri ise oda sicakliginda 5000xg’de 20 dk
santrifiij edildi ve siipernatanlar1 kullanildi. Ornegin 40 pL’si {izerine 10 pL biotin-TAS
antikoru ve 50 uL Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.
- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltild: ve kurutuldu.

- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).
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- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Son yikama

sonrasi plaka ters ¢evrilerek filtre kagidi tizerinde hafifce vurarak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50’ser L Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 151ksiz ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 puL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk

igeriginin maviden sartya dondiigii gozlendi.

- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢ozeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak 6l¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda CurveExpert programi kullanildi.

- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi. Standart
konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 6rneklerin TAS diizeyi U/mL cinsinden

belirlendi.

3.9.4. Total Oksidan Seviye (TOS) Tayini
TOS tayini, ELISA kit (SunRed®, Sanghay, Cin) protokiiline gore
gergeklestirildi. Kit icerigi Tablo 3-19°da ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-19: TOS ELISA Kit icerigi.

ELISA mikroplaka 96 kuyucuk
Konsantre standart ¢ozeltisi (24 nmol/mL) 0,5 mL
Standart seyreltici 3mL
Konsantre yikama ¢ozeltisi (30X) 20 mL
Biotin-TOS antikoru 1mL
Str-HRP konjuge reaktifi 6 mL
Kromojen ¢ozelti A 6 mL
Kromojen ¢ozelti B 6 mL
Durdurma ¢ozeltisi (Stlfiirik asit ¢ozeltisi) 6 mL

Yontem, ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisi kullanilan ELISA ydntemine dayanur.
TOS monoklonal antikoru ile kapli kuyucuklara TOS olgtimii yapilacak Ornekler

eklendi ve inkiibe edildi. Sonrasinda biotinle etiketlenmis ve immun komleks
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olusturmak igin Str-HRP ile kombine edilmis TOS antikorlar1 eklendi. inkiibasyona
birakilan kuyucuklar bagli olmayan enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikandi.
Kromojen ¢6zelti A ve B’nin eklenmesiyle renk maviye dondii. Eklenen asitin etkisiyle
renk reaksiyon sonunda sariya dondii. Olusan rengin spektrofotometride verdigi
absorbans degeri ile TOS degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir. Kit prosediiriine

gore standart serisi Tablo 3-20’de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 3-20: TOS standart seri hazirlanmasa.

Standart5 12 nmol/mL 120 pL konsantre standart ¢ozeltisi + 120 uL standart seyreltici
Standart4 6 nmol/mL 120 pL standart 5 + 120 pL standart seyreltici
Standart 3 3 nmol/mL 120 uL standart 4 + 120 pL standart seyreltici
Standart2  1,5nmol/mL 120 pL standart 3 + 120 pL standart seyreltici
Standart1 0,75 nmol/mL 120 pL standart 2 + 120 pL standart seyreltici

Kit prosediirii asagidaki sekilde gergeklestirildi;
- Mikroplakadaki kuyucuklarin hazirlanmasi i¢in;

e Blank: 50’ser uL. Kromojen A ve Kromojen B ¢ozeltisi ile 50 puL. durdurma
cozeltisi eklenen kuyucuklarda diger kuyucuklardaki uygulamalara benzer sekilde

deneye devam edildi.
e Standart: 50°ser uL standart ve Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

e Ornek: Plazma ornekleri deney igin direkt olarak kullanildi. -80 °C’de
homojenize olarak bekleyen doku Ornekleri ise oda sicakliginda 5000xg’de 20 dk
santrifiij edildi ve siipernatanlar1 kullanildi. Ornegin 40 pL’si {izerine 10 pL biotin-TOS
antikoru ve 50 uL Str-HRP konjuge reaktifi eklendi.

- Mikroplaka hafifce ¢alkalandi ve plaka folia ile kapatildi.
- Mikroplaka 1 saat siire ile 37 °C’de inkiibe edildi.
- Inkiibasyon bitiminde kuyucuklar bosaltildi ve kurutuldu.

- Yikama ¢ozeltisi (30X) mili-Q su ile seyreltildi (1X).
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- Kuyucuklara 350 uL yikama ¢ozeltisi (1X) ilave edildi. Hafifce ¢alkalanarak 1-2 dk
bekletildi ve kuyu igerigi bosaltildi. Yikama igslemi 3 kez tekrar edildi. Son yikama

sonrasi plaka ters ¢evrilerek filtre kagidi tizerinde hafifce vurarak kurutuldu.

- Her bir kuyucuga 50’ser pL Kromojen A ve B c¢ozeltileri eklendi. Hafifce
calkalandiktan sonra 10 dk 37 °C’de 1s1ksiz ortamda inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda kuyucuklara 50 pL durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuk
igeriginin maviden sartya dondiigii gozlendi.
- Kuyucuk igeriginin absorbansi durdurma ¢ozeltisinin ilavesini takiben 15 dk sonra

450 nm dalga boyunda spektrofotomerik olarak 6l¢iildii.

- Her bir deney 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak standart
seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde edildi. Standart seri egrisi

hazirlanmasinda GraphPad Prism 7 programi kullanildi.
- Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.
3.9.5. Protein Tayini
Protein tayini Bradford protein tayin yontemine dayanan kit (Bio-Rad® protein

tayini Il kiti, California, USA) protokiiliine gore gergeklestirildi. Kit icerigi Tablo 3-

21°da ayritili olarak verilmistir.

Tablo 3-21: Protein tayin Kit igerigi.

Coomassie” Brilliant Blue G-250 reaktif konsantresi 450 mL
Sigir serum albiimin standardi (BSA) 2,200 mL

Bio-Rad Protein Testi, proteinin ¢esitli konsantrasyonlarina yanit olarak bir
Coomassie”™ Brilliant Blue G-250 boyasmin diferansiyel renk degisiminin gergeklestigi
reaktif baglama yontemidir. Coomassie® Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik ¢ozeltisi
icin maksimum absorbans, protein baglanirken 465 nm'den 595 nm'ye kayar. Boya
Ozellikle temel ve aromatik amino asit kalintilarina (6rn: arginin) baglanir. Boya-
alblimin kompleks soliisyonunun tiikenme katsayisinin 10 kat konsantrasyon araliginda
sabit oldugu esas1 géz oniinde bulundurularak Beer yasasina gore boya hacmine uygun

oran secilmesi ve protein miktarinin dogru bir sekilde belirlenmesi saglanir.
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- BSA ana stok cozeltisinden Tablo 3-22°de belirtildigi lizere standart ¢ozeltiler taze
olarak hazirlandi. Her bir konsantrasyon i¢in deneyler 3 kez tekrarlandi. Elde edilen
sonuglarin ortalamasi alinarak standart seriye ait konsantrasyon-absorbans egrisi elde

edildi. Hazirlanan egri ile elde edilen denkleme gore 6rnek degerleri belirlendi.

Tablo 3-22: Protein tayini standart seri hazirlanmasi.

Standart 1 1000 pg/mL 70,92 mL BSA + 29,08 mL miliQ su
Standart2 500 pg/mL 50 pL standart 1 + 50 pL miliQ su
Standart 3 250 ng/mL 50 uL standart 2 + 50 pL miliQ su
Standart4 125 pg/mL 50 pL standart 3 + 50 pL miliQ su
Standart5 62,5 ug/mL 50 pL standart 4 + 50 uL miliQ su
Standart6 31,25 pg/mL 50 pL standart 5 + 50 uL miliQ su
Standart 7 15,63 pg/mL 50 pL standart 6 + 50 uL miliQ su
Standart8 7,81 pg/mL 50 pL standart 7 + 50 pL miliQ su
Standart9 3,91 pg/mL 50 pL standart 8 + 50 uL miliQ su

Plazma &rnekleri 1:100, Doku 6rnekleri 1:20 oraninda miliQ su ile seyreltildi.
Ornek ve standartlardan 3 tekrar olacak sekilde kuyucuklara 10 pL konulmus iizerine de
1:4 oraninda mili-Q su ile seyreltilmis 1s13a hassas boyadan 200 uL eklendi. Bes dk’lik
inkiibasyondan sonra 595 nm’de spektrofotometrede absorbans Olciildii. Hazirlanan
lineer standart egri yardimi ile 6rnek protein miktar: seyreltme faktorleri de géz ontlinde

bulundurulacak sekilde hesaplandi (doku i¢in 20X, plazma ig¢in 100X).

3.10. Testis Dokusunda Histolojik incelemeler

3.10.1. Isitk Mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Deney gruplarindan alinan sag testislerin yarist %10’luk ndétral tamponlu
formalin igerisinde 72 saat boyunca fikse edildi. Diger kisim yedek olarak saklandi.
Yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96 ve %100) gecirilerek dehidrate edildi. Iki
kere 10’ar dk siire ile ksilende tutularak seffaflastirildi. 60 °C’lik etiivde parafin
igerisinde gece boyunca bekletildikten sonra gémme cihazi ile kasetler igerisinde oda
sicakliginda bloklandi. Parafin bloklardan yaklasik 4 um kalinliginda alinan testisin orta
kisim kesitlerine histopatolojik analiz yapabilmek i¢cin H&E, seminifer tiibiil bazal

membran degisikliklerinin degerlendirilebilmesi i¢in de PAS boyasi uygulandi.

Her kesitte 30 adet seminifer tiibiil i¢in 200X mikroskobik biiyiitme ile

degerlendirme yapildi. Ilk degerlendirilen seminifer tiibiil tesadiifi olarak secilmis
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olmakla beraber kesit saat yoniinde kaydirilarak digerlerinin degerlendirilmesine
gecildi. Histopatolojik skorlama Tablo 3-21°de gosterilen modifiye Johnson skorlama
yontemi ile degerlendirildi (Gozen ve ark. 2013).

Tablo 3-23: Modifiye Johnson skorlamasi.

Skor Histolojik bulgular

10  Tam spermatogenez

Hafif bozulan spermatogenez, bir¢cok ge¢ spermatid, organize olmayan epitel
Tiibiil basina besden daha az spermatozoa, az sayida ge¢ spermatid
Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, bir¢ok erken spermatid

Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, birkag erken spermatid

Spermatozoa ve spermatid yok, birgok spermatosit

Spermatozoa ve spermatid yok, birka¢ spermatosit

Sadece spermatogonyumlar

Germinal hiicreler yok, sadece Sertoli hiicreleri

Seminifer epitel yok

PN Ww s 01O N 00 ©

3.10.2. Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) Immunohistokimyasi

Alman sag testislerin yaris1 immunohistokimya i¢in %10’luk nétral tamponlu
formalin igerisinde 72 saat fikse edildi. Diger yaris1 yedek olarak saklandi. Pozitif sarjli
lamlara alinan 4 um kalinhiginda parafin kesitler 1 gece boyunca 37 °C’lik etiivde
bekletildikten sonra, deparafinize etmek amaciyla ksilende 3 kez 5’er dk olmak {izere
bekletildi. %96°lik alkolde 2 kere 10 dk bekletildikten sonra endojen enzim blokaji
yapmak i¢in metanol ile hazirlanmis %3’liik H,O, ¢ozeltisinde 20 dk bekletildi. Once
musluk suyu sonra distile suda yikama isleminden sonra antijen geri kazanimi i¢in
isitilmis 0,01 M sodyum sitrat tamponda (pH:6.0) 20 dk 300 W’luk mikrodalgaya
maruz birakildi. Oda 1sisinda 20 dk sogumaya birakilan kesitler PBS (1X) ile 2 kere 5’er
dk yikandiktan sonra bloklama soliisyonunda (Invitrogen PCNA staining Kkit,
Kaliforniya, ABD) 10 dk bekletildi. Anti-PCNA biotinlenmis sekonder antikorda
(Invitrogen PCNA staining kit, Kaliforniya, ABD) 1 saat oda 1sisinda ve nemli ortamda
bekletildi. Kesitler 3 kere 2’ser dk PBS ile yikandiktan sonra 10 dk streptoavidin
peroksidazda (Invitrogen, Kaliforniya, ABD) 10 dk bekletildi. Tekrar 3 kez 2’ser dk
PBS ile yikandiktan sonra, DAB kromojeninde 5 dk bekletilerek renk reaksiyonu
mikroskopta gozlendi. Distile suda yikanan kesitlere Mayer Hematoksilin ile zit boyama
yapildi. Musluk suyu ve distile su ile yikamanin ardindan 2 kere 2’ser dk %96’lik

alkolde bekletilen kesitler kurutulduktan sonra entellan ile kapatildi. Proliferasyon
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indeksi her kesitte 20 seminifer tiibill incelenerek ve her bir seminifer tiibiilde PCNA

pozitif hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina boliinerek belirlendi.

Formiil 3-1: Proliferasyon indeksi

Xp=Ayni seminifer tiiblildeki (PCNA pozitif hiicre sayisi/toplam hiicre sayis1)x100
Proliferasyon indeksi = (X1+Xo+Xs+........ +X20)/20

3.10.3. TUNEL Y 6ntemi

Apoptik hiicreler deoksiuridin trifosfat (dUTP) belirtegliginde terminal
deoksiniikleotidil transferaz (TdT) enzimi ile DNA ¢entik uglarin etiketlenmesine
dayanan DNA kiriklarmin tespit edilmesi yontemi olan TUNEL (TdT dUTP Nick End
Labelling, TUNEL) metodu ile degerlendirildi (Vatansever, 2016). Tunel yonteminde
ApopTag® Plus Peroxidaz In Situ Apoptoz Kiti (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis
Detection Kit, S7101, Millipore, Danvers, Massachusetts, USA) kullanildi, ancak kit
protokoliinde baz1 modifikasyonlar yapildi.

Kit icerigi Tablo 3-24’de ayrintili olarak verilmistir;

Tablo 3-24: ApopTag® Plus Peroxidaz In Situ Apoptoz Kiti igerigi.

Dengeleme tamponu 3 mL
Reaksiyon tamponu 2 mL
TdT enzim 0,672 mL
Durdurma/Yikama tamponu 20 mL
Anti-digoksigenin-peroksidaz 3mL
Plastik kapak 100 adet
Kontrol slayti 2 adet
DAB subtrati 130 uL
DAB seyreltme ¢ozeltisi 6,5 mL

Formalinde fikse edilmis parafine gomiilii dokulardan parafini uzaklastirmak
amaciyla ornekler 3 defa 5’er dk ksilen ile muamele edildi. 2x5 dk %100°lik, 3 dk
%95’lik ve 3 dk %70’lik alkolde sirayla oda sicakliginda bekletilerek rehidrate edildi.
Sirayla 2 kez deiyonize su ve PBS (1X) i¢inde ve her birinde 5’er dk olmak suretiyle
calkalanarak yikandi. Apoptotik ¢ekirdeklerdeki DNA'min acik 3'-OH uglarina daha 1yi
erisebilmek icin ¢ekirdek ve DNA etrafindaki proteinleri hafifce sindirmek amaciyla
rehidratasyondan sonra kesitler 15 dk oda sicakliginda 20 pg/mL proteinaz K ile
muamele edildi. Proteinaz K ile enzimatik par¢alamay1 takiben endojen peroksidaz oda

sicakliginda 5 dk boyunca %3’liikk hidrojen peroksit (H20,) (PBS iginde seyreltilmis
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%30’luk H,0;) ile inkiibe edilerek maskelendi. H,O, ¢6zeltisinin PBS’de oda
sicakliginda 2x5 dk bekletilip yikanmasi ile serbest 3'-OH DNA sonu digoksigenin
konjugati ile etiketlendi. Lamlarin etrafi dikkatlice kurulanarak kesitlerin iizerine 15 pL
dengeleyici tampon konulup, plastik lameller ile kapatildi ve 30 dk oda 1sisinda inkiibe
edildi. Plastik lameller kaldirilarak dokunun etrafi kurulandi ve her lam iizerine 15 pL
TdT enzimi konuldu ve tekrar plastik lameller ile kapatildi. Konjuge olmamis niikleotid
trifosfatlar (NTP) 37 °C'de nemli odada 1 saat TdT’de bekletilerek pargalanmis DNA'ya
eklendi. TdT enzim reaksiyonu 1 saat sonunda kesitlerin kit iginde tedarik edilen
durdurma/yikama tamponu ile muamelesiyle sonlandirildi. Bunun igin plastik lameller
kaldirilarak kesitler durdurma/yikama tamponu ile oda 1sisinda 10 dk yikandi. Kesitler 3
kez 5’er dk PBS i¢inde yikandi. 13 pL peroksidaz konjiige anti-digoksigenin antikoru
kesitlere eklendi ve kesitler nemli odada iizerlerine plastik lameller kapatilarak oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Baglanmamis fazla antikorlar 3 kez 5’er dk PBS ile
yikanarak uzaklastirildi. Kesitlerin ¢evresi kurulandiktan sonra etiketli apoptotik
hiicreler, kit protokoliinde belirtildigi gibi 15 uL peroksidaz kromojenik substrat 3,3'-
diaminobenzidin (DAB) ile muamele edilerek belirlendi. Boyanma igin oda 1sisinda 5
dk bekletildi. Renk degisimi, beyaz bir kagit lizerine lamlarin yerlestirilmesi ile izlendi.
Renk reaksiyonu, kesitler kahverengimsi bir renk aldiginda deiyonize su ile muamele
edilerek sonlandirildi. Cekirdeklerin zit boyamasi, kesitlerin oda sicakliginda 1 dk
Mayer Hematoksilen ile inkiibe ederek gergeklestirildi. Daha sonra %96°lik alkolde 2x2
dk bekletildikten sonra kurumaya birakildi. Kesitler dehidrate edilip entellan
kullanilarak lamelle kapatildi. Boyali kesitlerde 20 seminifer tiibiil incelendi. Ug veya
daha fazla TUNEL" hiicre iceren seminifer tiibiiller sayildi. Apoptotik indeks, 3 veya
daha fazla TUNEL" hiicre igeren seminifer tiibiil sayisinin toplam seminifer tiibiil

sayisina oranlanmasiyla bulundu.

3.11. Sonuglarin istatistiksel Degerlendirmesi

Istatistiksel analizler Statistical Package for Social Sciences (SPSS, v.20)
programi ile yapildi. Grup i¢i ve gruplar arast kiyaslamalar i¢in Tek Yonlii Varyans
Analizi (One Way ANOVA) analizi ve Post-Hoc Tukey ve Dunnett t testi yapildi. p
<0,05 anlamli olarak kabul edildi. Istatiksel anlamlilik kendi icinde anlaml1 (*p<0,05),
yiksek anlamli (**p<0,005) ve ¢ok yiiksek anlamli (¥**p<0,0005) olarak

siiflandirilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Etkiler
Toplam 48 deney hayvani ile baslayan ¢alismada toplamda 3 hayvan 6lmiis
olup 45 deney hayvani ile ¢alisma tamamlanmistir. Sag kalim %93,75’dir.

4.1.1. Viicut Agirh@
Deney hayvanlarinin viicut agirliklar1 haftada 3’er defa (pazartesi, ¢arsamba,

cuma) olmak {izere toplam 45 kere diizenli 6l¢iildii ve tartimlar kaydedildi (Sekil 4-1).

370

360

Viicut Agirhg (g)

270 Trrrorrrr ... r 1111111
1 12 24 33 44 51 61 72 83

Giin

== Kontrol Grubu == Diisiik Doz Grubu === Orta Doz Grubu ==4=Yiiksek Doz Grubu

Sekil 4-1: Deney hayvanlarinin viicut agirhklarindaki degisim.
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Viicut agirliklarindaki degisimin degerlendirilmesinde her bir tartim giiniindeki
deney grubuna ait ortalama viicut agirliklar: tespit edildi. ilk ve son tartimlar arasindaki
farklar degerlendirildi. Kontrol, diisiik doz, orta doz ve yliksek doz gruplar igin
ortalama viicut agirliklarindaki artis yiizdesinin sirasiyla %2,76; 7,64; 11,47 ve 4,70
oldugu tespit edildi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Deney hayvanlarimin ¢alisma siiresince tespit edilen viicut agirhklarindaki

degisim.
VUCUT AGIRLIKLARI (g)
TARTIM Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu
(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
1 314,90 313,59 322,58 318,29
5 310,10 306,18 321,25 304,46
10 315,95 315,18 324,17 306,92
15 319,95 320,68 334,13 312,53
20 308,60 317,14 341,08 317,71
25 307,60 323,45 336,42 314,58
30 310,80 319,91 335,33 312,96
35 315,90 335,14 338,67 313,92
40 314,40 340,09 351,38 323,58
45 323,60 337,55 359,58 333,25
IIk ve son tartim
arasindaki fark 8,70 23,95* 37,00* 14,96
i1k ve son tartim
arasindaki yiizde 2,76 7,64 11,47 4,70

artis

* Diigilk ve orta doz gruplarinda gozlenen grup icindeki artis istatistiksel anlamlilik diizeyindedir
(p<0,05).

Kontrol grubu da dahil tiim deney gruplarinda grup ici viicut agirliklarindaki
degisim degerlendirildiginde diisiik ve orta doz gruplarinda goézlenen artisin istatistiksel
anlamlilik diizeyinde oldugu (sirasiyla, p:0,04 ve 0,02); ancak kontrol grubu ile
maruziyet gruplar1 kiyaslandiginda maruziyet gruplarinda gozlenen artisin anlamlilik

diizeyinde olmadig1 gozlendi (p>0,05) (Sekil 4-2).
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Kontrol Diisiik Doz Orta Doz Yiiksek Doz
Grubu Grubu Grubu Grubu
M jlk Tartm ™ Son tartim
Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu
(s:10) (s:11) (s:12) (5:12)
ik tartim (g)* 314,90 +3,40 313,59 £7,69 322,58 £7,83 318,29 +8,49
Son tartim (g)? 323,60 £10,59 337,55 +7,60 359,58 £12,59 333,25 +13,14

# Ortalama *standart hata
*Diisiik ve orta doz grup igi istatistiksel degerlendirmede goézlenen degisim anlamlhilik diizeyindedir
(p<0,05).

Sekil 4-2: Deney hayvanlarinn ilk ve son tartimlarindaki viicut agirhklari.

4.1.2. Testis Agirhig ve Makroskopik Inceleme
Sakrifikasyon sonrasi ¢ikarilan ve ¢evre dokulardan temizlenen sag ve sol
testislerin agirliklar1 tespit edildi ve makroskopik incelemeleri gergeklestirildi.
Makroskopik incelemede, testislerin renk ve goriniislerinde herhangi bir degisiklik

gozlenmedi.

Kontrol grubu da dahil tiim deney gruplarinda grup i¢i kiyaslamada sag ve sol
testis agirliklarinda istatistiksel diizeyde anlamli bir farklilik tespit edilmediginden
(p>0,295) gruplar arast ve grup i¢i degerlendirmelerde sag ve sol testis ayirimi
yapilmadi. Kontrol grubu ile maruziyet gruplar1 kiyaslandiginda testis agirliklarinda

anlamli bir degisiklik olmadig1 saptandi (p>0,05) (Tablo 4-2).
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Tablo 4-2: Deney gruplarmin testis agirhklarindaki degisim.

TESTIiS AGIRLIKLARI (g)
Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu
(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
Sol . . Sol Sag Sol Sag Sol o .
Testis Sa Testis Testis  Testis  Testis  Testis  Testis Sag Testis

1,225 1,216 1,565 1,436 1,696 1,672 1,538 1,592
1,505 1,436 1,536 1,486 1,534 1,576 1,076 1,112
1,466 1,445 1,906 1,906 1,551 1,558 2,052 1,986
1,572 1,606 1,866 1,786 1,675 1,656 1,656 1,552
1,505 1,566 1,756 1,716 1,636 1,476 1,506 1,522
1,482 1,565 1,572 1,602 1,548 1,506 1,522 1,616
1,332 1,376 1,425 1,382 1,502 1,472 1,432 1,572
1,496 1,488 1,452 1,512 1,438 1,522 1,645 1,615
1,512 1,602 1,598 1,555 1,502 1,562 1,615 1,712
1,465 2,242 1,585 1,556 1,468 1,508 1,856 1,776
1,548 1,462 1,316 1,478 1,325 1,345

1,665 1,706 1,455 1,266

Grup ici : . ' .
degerlendirme p:0,295 p: 0,587 p: 0,739 p:0,992
Ortalama testis 1,505 +£0,046 1,600 +£0,033 1,551 +£0,020 1,556 +0,048
agirhklarr™

* Ortalama +standart hata

Testis agirliklarinin  viicut agirliklarma gore degisimleri somatik indeks
kullanilarak degerlendirildi (Formiil 4-1).

Formiil4-1: Somatik indeks (Nelli ve ark., 2013; Oztas, 2016)
Somatik indeks = Testis agirlig (g) / Viicut agirligi (g) x100

Somatik indeks ile kiyaslamada da sag ve sol testis agirliklarinin ortalamalari

kullanild1. Kontrol grubu ile maruziyet gruplart kiyaslandiginda anlamli bir degisim

olmadigi gozlendi (p>0,320) (Tablo 4-3; Sekil 4-3).
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Tablo 4-3: Testis agirhiklar: icin hesaplanan somatik indeks.

SOMATIK INDEKS

Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag
Testis Testis Testis Testis Testis Testis Testis Testis

0,425 0,406 0,521 0,504 0,485 0,499 0,427 0,441

0,434 0,444 0,544 0,521 0,441 0,436 0,443 0,415

0,407 0,430 0,448 0,456 0,508 0,494 0,473 0,502

0,478 0,475 0,401 0,418 0,467 0,494 0,440 0,432

0,477 0,730 0,503 0,494 0,434 0,446 0,533 0,510

0,424 0,434 0,474 0,412

Ortalama 0,468 +0,015 0,476 £0,011 0,437 £0,011 0,468 +0,009
somatik indeks*
*Qrtalama=tstandart hata
0,60
0,468 0,476 0.468
, 00 0,437 ’
2 0,40 -
S
a2 0,30 A
=
]
g 0,20
S
wn
0,10 -
0,00 - T . )
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

Sekil 4-3: Testis agirhklarinin deney gruplarindaki somatik indeksi.



66

4.1.3. Sperm Sayimi

Kaudal epididimden alinan spermlerle hazirlanan preparatlarin Thoma lami ile
sayilar tespit edildi. Deney hayvanlarinin sperm sayilar1 Tablo 4-4’de gosterilmistir.
Gruplar aras1 kiyaslamada istatistiksel anlamlilik tespit edilmistir (p:0,000). Orta ve
yiikksek doz grubunun kontrol grubuna gore sperm sayisindaki diisiisiin istatistiksel
diizeyde anlamli oldugu gozlendi (sirasiyla, p:0,004 ve p:0,000) (Sekil 4-4).

Tablo 4-4: Deney gruplarimin sperm sayilari.

SPERM SAYISI (x10°/mL)?

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
10,67 10,75 7,50 7,67
14,27 12,65 8,76 6,25
11,25 10,45 12,30 6,38
12,20 8,76 6,70 7,50
10,45 6,98 11,23 8,35
12,56 13,40 10,20 8,75
13,45 12,35 9,75 9,25
11,95 14,67 9,45 9,10
12,45 9,65 7,25 10,65
11,80 13,45 11,20 10,50
12,12 9,50 9,40

9,76 9,08

Ortalama sperm 12,11+0,37 11,39+0,69 9,47+0,49%* 8,57+0,41%**

sayllarlb

% Degerler, epididimin 1 mL %10 FBS’li DMEM-F12 igerisindeki homojenatina aittir.

® Ortalama + standart hata

**Orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda goézlenen degisim yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

**Orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***Yiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim c¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-4: Deney gruplarindaki ortalama sperm sayilari.

4.1.4. Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde her deney hayvani i¢in 200 sperm
iceren 3 preparat iizerinden degerlendirme yapildi. Gozlenen normal ve anomalili sperm

tipleri Sekil 3-2’de gosterilmistir.

Her bir hayvan i¢in normal sperm sayilart ile anomalili sperm say1 ve tipleri
kaydedildi. Grup i¢i sperm tiplerinin sayilar1 i¢in ortalama degerler hesaplandi. Gruplar
aras1 kiyaslamada kullanilmak {izere her gruba ait toplam anomalili sperm sayist ve

yiizdesi belirlendi (Tablo 4-5).

Tim maruziyet gruplarinda igne uclu bash spermlerin en az, kuyruksuz bagh
spermlerin ise en fazla oldugu gézlendi. Normal sperm sayilar1 ile her bir anomalinin
kendi i¢indeki sperm sayilar1 gruplar arasi kiyaslandiginda istatistiksel anlamlilik tespit
edilmemis olup (p>0,05) sadece diizlesmis bas anomalili sperm seviyelerinin kontrol
grubuna gore yliksek doz maruziyet grubunda daha yiiksek oldugu (2,4 kat) oldugu
gozlendi (p:0,046) (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: Sperm morfoloji sonuglari.

SPERM MORFOLOJISI*
Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu
(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
Normal Normal sperm sayis1 (Ortalama + standart Hata)
Normal 173,2 £3,8 174,0 £7,5 178,0 £3,5 163,6 £10,0
Anomali Anomalili sperm sayis1 (Ortalama +standart Hata)
Bassiz kuyruk 7,3+0,7 5,3+1,7 5,0£1,3 10,6 £2.7
Kuyruksuz bas 13,1 40,7 13,6 £1,7 10,3£1,3 15,8 £2,7
Diizlesmis bas 1,5+0,3 1,5+0,3 1,2+0,2 3,6 £1,2*
igne uclu bas 0,1+0,1 0,3+0,2 0,3 40,1 0,340,2
Kirik boyun 2,6 £0,3 2,7 £0,8 2,7 £0,6 3,7 £0,7
Kirik kuyruk 1,1+0,2 1,2 £0,6 1,4+0,5 1,1+0,3
Kivrik kuyruk 0,7 £0,2 1,240,4 0,9 £0,6 0,9 +£0,3
Coklu anomali 0,3+0,1 0,3 +0,1 0,3 +0,1 0,4 £0,2
VEAEMETEIET o 26,0 £7,5 22,0435 36,4 £10,0
sperm sayisi
Anoma Wiggerm 13,4 42,0 13,0438 11,017 18,2 45,0
yiizdesi (%)
NETIEDE IS 86,6 42,0 87,0 43,8 89,0 £1,7 81,8 45,0
yiizdesi (%)

® Her deney hayvani igin 200 sperm’lik 3 preparat iizerinden degerlendirme yapildi.

* Diizlesmis basli sperm anomalisi yiiksek doz grubunda kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen
degisim istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,05).

Ortalama =+ standart hata

Kontrol grubu ile tiim maruziyet gruplari toplam anomalili sperm sayilari
acisindan kiyaslandiginda anomalili sperm sayilarinda degisim gozlense de degisimin
istatistiksel diizeyde anlamlilik ifade etmedigi tespit edildi (p>0,05) (Sekil 4-5).

28
24 18.2
< |
S 20
Z 13,0
E 16 13,4 T
£ 11,0
5 12 T
(=}
wn
E 38
[
£
= 4
<
0 T
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

Sekil 4-5: Anomalili sperm diizeyleri (%0).
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4.2. Hormon Seviyeleri Uzerine Etkiler
4.2.1. Plazma Testosteron Seviyeleri
Plazma orneklerindeki testosteron seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-

absorbans 0l¢ii egrisi hesaplandi (Sekil 4-6).

W
Standart seri Absorbans " }=I (4_93E-10—(6,35E—10)xf'::g‘“)
Al

(ng/mL) R? =0,9929
0,00 2,0334 - AS\
0,10 1,512 £ %
0,40 1,248 = &
1,60 0,711
N
5,00 0,394 ¢
9+
20,00 0,290 ’ 00 37 3 10 "1 183 2.0
Konsantrasyon (ng/m}

Sekil 4-6: Testosteron tayini icin standart konsantrasyon-absorbans o6l¢ii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 60. giindeki (Tablo 4-
6) ve 90. giindeki (Tablo 4-7) testosteron seviyeleri ng/mL cinsinden hesaplandi.
Kontrol grubuna gore maruziyet gruplarinin kiyaslanmasinda ve grup igi
degerlendirmelerde testosteron seviyelerindeki degisimin 60. ve 90. giin degerleri igin

istatistiksel anlamlilik tasimadigi gozlendi (p>0,05).

Tablo 4-6: 60. Giindeki testosteron seviyeleri.

TESTOSTERON SEVIYELERI (ng/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
2,591 1,691 2,408 0,600
1,870 2,585 1,825 0,944
2,498 0,457 2,518 2,645
2,358 3,571 1,329 2,032
1,499 1,139 1,294 2,685
1,890 5,021 1,680 1,361
2,290 0,931 1,884 2,229
2,495 3,020 2,330 2,354
2,345 2,598 2,358 2,650
2,954 2,154 2,860 2,655
1,025 2,368 1,566

2,645 2,555

Ortalama T 2,279 +0,133 2,199 +0,407 2,167 +0,159 2,023 £0,211

seviyeleri®

2 Ortalama +standart hata
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Tablo 4-7: 90. GiindeKki testosteron seviyeleri.

TESTOSTERON SEVIYELERI (ng/mL)
Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
2,736 0,233 0,902 1,498
2,300 1,407 1,040 1,157
1,769 1,050 0,480 1,719
3,442 6,061 4,103 1,228
1,347 1,505 0,844 1,001
2,285 3,239 1,966 1,495
2,051 0,309 1,972 2,312
2,213 1,102 1,113 2,788
1,542 1,278 0,726 1,975
3,493 1,946 1,987 0,595
1,649 2,249 1,153

2,478 1,355

Ortalama T 2,318 +0,230 1,798 £0,491 1,655 +0,295 1,523 40,174

seviyeleri®

# Ortalama +standart hata
Her bir grup i¢in 60. ve 90. giinlerde alinan Slgiimlere ait 6zet durum Sekil 4-
7’de belirtilmis olup kontrol grubuna kiyasla maruziyet gruplarinda gozlenen diisme

egiliminin (£%34,3) istatistiksel anlamlilik diizeyinde olmadig tespit edildi (p>0,05).

N~
ol

N

T Seviyesi (ng/mL)
[EEN
(6]

1
0,5
0
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

B 60.giin degerleri ¥ 90.giin degerleri

Sekil 4-7: Plazma testosteron seviyelerinin karsilastirilmasi.
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4.2.2. Plazma LH Seviyeleri

Plazma orneklerindeki LH seviyeleri igin standart konsantrasyon-absorbans 6lgii

egrisi hesaplandi (Sekil 4-8).

Standart Seri 251 y=0,6367In(x) - 0,2151
Absorbans R?=0,9903
(mlU/mL) 2
32 2,0410 €15
Q0
16 1,5590 § 1 %
Q
<
8 1,0240 05 |
4 0,6145 0
2 0,3065 0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon (mlU/mL)

Sekil 4-8: LH’a ait standart konsantrasyon-absorbans ol¢ii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 60. giindeki (Tablo 4-
8) ve 90. giindeki (Tablo 4-9) LH seviyeleri mlU/mL cinsinden hesaplandi.
Sakrifikasyon oncesi alinan orneklerdeki LH diizeylerinin 60. giindeki degerlere gore

parallellik gostermekle birlikte daha diisiik seviyede oldugu gozlendi.

Tablo 4-8: 60. Giindeki LH seviyeleri.

LH SEVIYELERI (mIU/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
12,159 11,284 15,535 12,911
14,255 16,390 18,632 10,818
11,694 16,658 19,122 11,048
12,701 14,968 13,229 16,631
12,501 14,598 16,794 16,903
12,902 15,152 16,383 10,489
12,306 14,363 17,084 16,658
13,104 15,267 16,196 13,588
12,103 14,272 17,198 13,288
13,301 15,508 16,012 14,119
13,995 17,492 12,600

15,884 14,592

Se\r/ti";‘/:jl‘gnr?a'-H 1270340,232  14,777+0,432% 16,630 +0,430%** 13,637:0,652

# Ortalama +standart hata

*Diisiik doz grubunun kontrol grubuna gére kiyaslanmasinda gézlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).

***QOrta doz grubunun kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gdzlenen degisim ¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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Altmiginer ve 90. giinler icin kontrol grubuna gore maruziyet gruplarinda LH
degerlerinde artis oldugu, diisiik ve orta doz grubu igin tespit edilen bu artisin

istatistiksel anlamlilik diizeyinde oldugu gozlendi (p<0,030) (Tablo 4-8; Tablo 4-9).

Tablo 4-9: 90. Giindeki LH seviyeleri.

LH SEVIYELERI (mIU/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
7271 15,721 13,521 12,075
11,999 8,296 14,084 12,878
11,003 13,908 13,268 12,113
12,132 14,694 12,898 12,018
12,878 13,289 11,905 10,852
11,208 11,924 13,322 11,058
10,003 12,382 13,356 12,037
12,005 11,286 12,802 11,756
9,039 12,363 13,546 11,335
13,030 13136 12,565 12,326
12,166 13,739 10,998

12,614 12,896

Se\r/ti’;‘/:fl‘g?a'-"' 1107540575 12,651 +0584*  13,135+0.173* 11,862 +0,198

# Ortalama +standart hata
*Diigiikk ve orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel
anlamlilik diizeyindedir (p <0,05).
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Her bir grup i¢in 60. ve 90. giinlerde alinan dlgiimlere ait 6zet durum Sekil 4-
9’da belirtilmis olup kontrol grubuna kiyasla gerek 60. giin gerekse de 90. giin icin

diisiik ve orta doz gruplarinda LH seviyesinin en az 1,14 oraninda arttigi gézlendi.

k%%

18 * 16,630
~ 16 14777 *
T 14 12703 13135 13537
S ) ! 11,862
=1
_\% 10
(%]
s 8
g °
T 4
-1 24
0 -
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

®60. giin seviyeleri ™ 90. giin seviyeleri

*60. Giin diisiik doz grubu ile 90. giin diisiik ve orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda
gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p <0,05).

***60. Giin orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-9: Plazma LH seviyelerinin karsilastirilmasi.

4.2.3. Plazma FSH Seviyeleri

Plazma oOrneklerindeki FSH seviyeleri igin standart konsantrasyon-absorbans

olgli egrisi hesaplandi (Sekil 4-10).

25 ] y =0,748In(x) - 0,6203 .
Standart seri ] 2=0,9649

Absorbans 2
(1U/L) ]
40,00 2,034 o 15

] ]

20,00 1,512 g 1
10,00 1,248 051 A
5,00 0,711 1
2,50 0,394 0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (IU/L)

Sekil 4-10: FSH’a ait standart konsantrasyon-absorbans olcii egrisi.
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Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 60. giindeki (Tablo 4-
10) ve 90. giindeki (Tablo 4-11) FSH seviyeleri IU/L cinsinden hesaplandi. Altmisinci
ve 90. giinde alinan 6rneklerdeki FSH seviyeleri paralellik gosterdi. Altmisincr ve 90.
giinler i¢in kontrol grubuna gore her {i¢ maruziyet grubunda da FSH degerlerinde artis
oldugu, artiglarin istatistiksel anlamlilik diizeyinde oldugu, ancak diisilk ve orta doz

gruplarina kiyasla yiiksek doz grubunda artis oraninin diisiik oldugu goézlendi (p:0,000).

Tablo 4-10: 60. Giindeki FSH seviyeleri.

FSH SEVIYELERI (IU/L)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
5,632 6,592 14,964 13,050
7,427 9,207 12,053 13,841
6,294 7,856 13,288 13,568
6,690 8,126 13,634 13,335
6,190 7,694 13,144 13,601
6,880 8,303 13,812 13,288
5,999 7,485 12,729 13,701
7,098 8,582 14,354 13,131
5,798 7,258 12,754 13,854
7,295 8,707 14,239 13,033
7,091 12,527 13,978

14,599 12,960

Ortalama FSH 6,530 £0,202 7,900 £0,234*** 13,508 £0,263*** 13,445 £0,103***

seviyeleri®

#Ortalama +standart hata
*** Distk, orta ve yiikksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen degisim gok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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Tablo 4-11: 90. Giindeki FSH seviyeleri.

FSH SEVIYELERI (IU/L)
Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu
(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
7,592 13,152 16,553 11,460
7,777 9,880 10,563 12,585
3,649 12,995 15,114 10,966
5,486 10,662 18,996 9,619
10,353 13,312 14,423 11,866
6,933 10,367 13,276 11,25645
8,540 12,720 12,857 11,133
7,378 12,337 12,351 11,4967
7,494 11,243 14,489 10,983
6,698 12,988 14,055 11,863
10,911 14,700 10,468
13,823 11,892
Ortalama FSH 7,190 +0,560 11,870 £0,383*** 14,267 +0,610*** 11,299 +0,221***
seviyeleri®
# Ortalama +standart hata

*** Diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢cok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Her bir grup i¢in 60. ve 90. giinlerde alinan dl¢iimlere ait 6zet durum Sekil 4-
11°de belirtilmis olup kontrol grubuna kiyasla FSH seviyelerindeki artis diisiik, orta ve
yiiksek doz gruplari igin 60. giinde sirasiyla 1,21, 2,07 ve 2,06 kat olarak, 90. giinde ise
sirastyla 1,65, 1,98 ve 1,57 kat olarak tespit edildi.

*kk

s 14,267
13,508

FSH Seviyesi (IU/L)

Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

H60. giin degerleri ™ 90. giin degerleri

***60. ve 90. Giin maruziyet gruplarinin kontrol gruplarina gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim gok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0.0005).

Sekil 4-11: Plazma FSH seviyelerinin karsilastiriimasi.
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4.2.4. Plazma GnRH Seviyeleri
Plazma orneklerindeki GnRH seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-absorbans

0l¢ii egrisi hesapland1 (Sekil 4-12).

y =0,8181In(x) - 2,7947
25 R2=0,9589
Standart seri ]
(ng/L) Absorbans .2 .
[} ]
640 2,478 g 15
320 2,135 2 .
160 1,136 |
80 0,654 05 ]
40 0,384 0]

0 100 200 300 400 500 600 700
Konsantrasyon (ng/L)

Sekil 4-12: GnRH’a ait standart konsantrasyon-absorbans 6lcii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans egrisi yardimiyla 60. giindeki (Tablo 4-12) ve
90. giindeki (Tablo 4-13) GnRH seviyeleri ng/L cinsinden hesaplandi. Sakrifikasyon
oncesi alinan 6rneklerdeki GnRH diizeylerinin 60. glindeki degerlere gore daha diisiik
seviyede oldugu gozlendi (Sekil 4-13). Altmisinct giinde gruplar arasi ve kontrol
grubuna kiyasla orta ve yiiksek doz gruplarinin GnRH seviyelerinde istatistiksel
diizeyde anlamli degisim tespit edilirken (p:0,000); orta doz grubunda %13,8 oraninda
artig, yiiksek doz grubunda ise %15,4 oraninda azalma gozlendi (Tablo 4-12).
Doksaninct giinde kontrol grubuna kiyasla maruziyet gruplarindaki degisimin benzer
sekilde diisiik ve orta doz gruplarinda artis, yiiksek doz grubunda ise azalma seklinde
iken degisim diizeyleri istatistiksel anlamlilik gostermedi (p>0,05) (Tablo 4-13).
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Tablo 4-12: 60. Giindeki GnRH seviyeleri.

GNnRH SEVIYELERI (ng/L)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu
(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
262,397 264,651 333,839 254,811
303,109 296,876 331,400 243,246
277,894 296,876 333,839 192,598
288,676 281,101 328,576 237,952
271,890 292,545 281,675 266,926
293,642 276,979 322,466 240,345
266,099 297,234 317,122 233,230
297,880 271,323 327,131 244,896
261,078 301,667 311,323 229,236
304,868 265,223 333,020 251,580
303,001 306,223 223,565
335,779 250,896

O”:‘;j{;‘;g{f” 282,753 +5364  286,134+4,419 321,866 +4,575%*  239,107+5 439%**

#Ortalama deger +standart hata
***Orta ve yliksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Tablo 4-13: 90. Giindeki GNRH seviyeleri.

GnRH SEVIYELERI (ng/L)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
162,702 234,774 214,732 224,118
142,755 175,941 204,486 252,331
260,479 199,547 210,316 243,841
215,785 188,868 209,088 155,888
229,384 248,353 208,645 166,321
212,383 209,546 210,089 161,513
179,855 228,266 207,787 206,358
145,931 229,104 211,876 195,002
204,736 174,656 206,454 211,143
194,890 188,176 212,995 193,568

207,723 205,887 214,366
213,980 183,579
O”isi”;;girf” 104,890 +11,883  207,723+7.491  209,845+0,946 200,669 +8,921

®Ortalama deger +standart hata
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400
321,866
282,753
~ 300 286,134 .
> 239,107
= 194,890 207,723 209,845 200,669
(7] 2 i
% 00
>
[<b)
w
I i
o 100
c
O]
0 .
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

®60. giin degerleri ™ 90. giin degerleri

***60. Glin orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p <0,0005).

Sekil 4-13: Plazma GnRH seviyelerinin karsilastirilmasi.

4.2.5. Plazma Inhibin B (INHB) Seviyeleri
Plazma orneklerindeki INHB seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-absorbans

o0l¢ii egrisi hesapland1 (Sekil 4-14).

Standart seri e B ae L e i
Absorbans ‘ RS
(ng/mL)

16 1548 A

£
8 1,339 :
4 0,765
2 0,496 ;

Q.Q“ T I S R TN NN S R TR R ER T GRS B TN N SR R ST TR A |

1 0’241 0.0 29 5.9 8.8 1.7 14.7 176

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-14: INHB’ye ait standart konsantrasyon-absorbans ol¢ii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 60. giindeki (Tablo 4-
14) ve 90. giindeki (Tablo 4-15) INHB seviyeleri ng/mL cinsinden hesaplandi. Kontrol
grubuna kiyasla maruziyet gruplarinin 60. ve 90. giinlerdeki diizeyler agisindan paralel

sekilde degisim gosterdigi tespit edildi. Kontrol gruplarina kiyasla 60. giin i¢in orta ve
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yiiksek doz gruplarinda (p<0,036), 90. giin i¢in ise sadece yiiksek doz grubunda INHB
seviyelerinde istatistiksel diizeyde anlamli degisim tespit edildi (p:0,005).

Tablo 4-14: 60. Giindeki INHB seviyeleri.

INHIBIN B SEVIYELERI (ng/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)
7,686 6,12 8,570 3,043
7,509 7,202 7,607 3,373
7,237 7,562 8,123 3,120
7,329 8,312 7,990 3,241
7,546 6,459 8,934 3,203
7,223 7,688 7,424 3,120
7,756 6,465 8,646 3,343
7,301 8,877 7,479 2,899
7,671 8,312 8,957 3,645
7,146 8,845 7,646 2,989
8,201 8,246 3,457

7,446 2,879

Ortalama INHB 7 445 . 970 7,640 £0,294 8,080 +0,167* 3,104 +0,067%**

seviyeleri®

Ortalama deger +standart hata

*Orta doz grubunun Kkontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).

***Yiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Tablo 4-15: 90. Giindeki INHB seviyeleri.

INHIBIN B SEVIYELERI (ng/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:112) (s:12) (s:12)
9,41 8,939 9,815 9,128
7,888 9,010 10,111 9,022
9,472 8,678 11,023 9,495
9,235 9,543 11,675 7,636
7,677 8,974 9,555 4,012
8,757 9,969 8,927 6,878
7,313 9,946 11,130 4,368
7,101 9,555 8,323 7,222
7,675 9,010 9,435 6,779
7,985 8,193 10,512 7,979
9,182 9,230 6,423

11,101 8,343

Ortalama INHB g5, 951 9,182+0,161 10,0700,207* 7.348+0,532

seviyeleri?

®Ortalama deger +standart hata
*QOrta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).
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Altmiginer giinde kontrol grubuna kiyasla orta doz grubunda %8,72 oraninda
artig, yiksek doz grubunda ise %57,07 oraninda azalma istatistiksel anlamlilik
diizeyinde gozlendi. Sakrifikasyon giinii alinan Orneklerde ise orta doz grubunda

%22,05 diizeyinde artis istatistiksel anlamlilik diizeyinde tespit edildi (Sekil 4-15).

12

[
o

INHB Seviyesi (ng/mL)

Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

H60. glin degerleri ™ 90. giin degerleri

*60. ve 90. Giin orta doz gruplarmin kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel
anlamlilik diizeyindedir (p<0,05).

***60. Giin yiiksek doz grubunun kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-15: Plazma INHB seviyelerinin karsilastirilmasi.

4.2.6. Plazma Kolesterol Seviyeleri
Plazma oOrneklerindeki kolesterol seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-

absorbans 0l¢ii egrisi hesaplandi (Sekil 4-16).

1"55 E y= (24()5 + ll) / (l + e<-7.73E + 10 —(4.92E + lllm)l (2.09E + 10)

Standart seri 1 ]
Absorbans ]
(mmol/L) N
1 0,707 ERCE
=]
2 1,222 ]
4 1,783 o

8 2,367 o .

0.3 8.7

Konsantrasyon (mmol'L)

Sekil 4-16: Kolesterole ait standart konsantrasyon-absorbans ol¢ii egrisi.
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Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla 60. giindeki (Tablo 4-
16) ve 90. giindeki (Tablo 4-17) kolesterol seviyeleri mmol/L cinsinden hesaplandi.
Kontrol grubuna kiyasla maruziyet gruplarinda kolesterol diizeylerinde azalma oldugu

tespit edildi. Gruplar aras1 degisim istatistiksel diizeyde anlamlilik gézlendi (p<0,020).

Tablo 4-16: 60. Giindeki kolesterol seviyeleri.

KOLESTEROL SEVIYELERI (mmol/L)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

9,983 3,936 8,049 3,145

5,509 3,955 4,188 5,662

3,806 6,367 4,179 4,994

5,872 5,236 3,928 4,768

4,824 5,278 4,897 3,451

6,001 5,404 4,669 5,170

6,348 7,550 3,354 3,170

5,547 4,899 5,483 4,235

7,120 5,778 4,765 3,989

4,979 4,333 5,655 4,889

6,547 3,977 3,335

4,977 5,235
Ortalama

kolesterol 5,999+0,526 5,389+0,340 4,843+0,349 4,337+0,259*

seviyeleri?

*Ortalama +standart hata
*Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).
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KOLESTEROL SEVIYELERI (mmol/L)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

5,278 3,997 4,271 3,300

6,678 5,016 3,541 4,645

4,418 3,487 3,136 4,246

4,463 3,759 3,792 4,383

4,793 5,543 3,121 4,063

5,516 3,501 6,538 4,242

7,258 5,242 4,400 4,414

6,426 4,555 4,908 4,335

4,322 4,824 5,706 4,412

5,461 5,765 4,999 3,635

7,078 3,671 4,899

4,592 3,867
Ortalama

kolesterol 5,461+0,526 4,797+0,340 4,390+0,349* 4,203+0,259*
seviyeleri?
Ortalama +standart hata

*Orta ve yiiksek doz gruplarimin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel

anlamlilik diizeyindedir (p<0,05).

Kontrol grubuna kiyasla maruziyet gruplarinda kolesterol diizeylerinde gozlenen

doza bagh azalmanin yiiksek doz maruziyet gruplarinda 60. giin i¢in %27,71 (p:0,016)

ve 90. giin i¢in %23,04 (p:0,015) oraninda ve istatistiksel anlamlilik diizeyinde oldugu

gozlendi. Orta doz grubunda 90. giin degerlerinde gozlenen %19,62 oranindaki azalma

da istatistiksel anlamlilik diizeyindeydi (p:0,049) (Sekil 4-17).

Kolesterol Seviyesi (mmol/L)
N

O -
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

®60. glin seviyeleri ™ 90. giin seviyeleri

* 60. ve 90. Giin yiiksek doz gruplart ile 90. giin orta doz grubunun kontrol grubuna goére

kiyaslanmasinda gozlenen degigim istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,05).

Sekil 4-17: Plazma kolesterol seviyelerinin karsilastirilmasi.
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4.3. Oksidatif Hasar Olusturma Potansiyelin Degerlendirilmesi

4.3.1. Plazma ve Dokuda Protein Seviyeleri
Plazma ve doku Orneklerindeki protein seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-

absorbans 06l¢ii egrisi hesaplandi (Sekil 4-18).

Standart seri
(ug/mL) Absorbans 8
1000,00 0,562 N
E O y=0,0005x +0,039
500,00 0,322 € R2=09911
250,00 0,336 g 0
5 Y
125,00 0,130 fﬁ
62,50 0,077 Ny
31,25 0,050 .
15,63 0,065 & 000 20000 400,00 600,00 800,00 1000,00 120000
781 0.023 Konsantrasyon(pg/mL)
3,91 0,017

Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla pg/mL cinsinden
bulunan plazma ve dokudaki protein seviyeleri mg/mL cinsinden hesaplanip sirasiyla

Tablo 4-18 ve Tablo 4-19°da gosterildi.

Tablo 4-18: Doku protein seviyeleri.

PROTEIN SEVIYELERI (mg/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

26,460 27,500 20,120 29,200

22,280 22,800 20,420 20,900

23,240 23,200 17,680 29,940

24,180 24,980 12,740 25,180

22,620 20,480 21,800 19,440

25,920 20,040 19,860 18,420

22,960 22,560 20,960 22,580

20,420 21,120 25,820 29,080

18,180 17,160 21,260 22,720

24,020 19,720 29,340 28,220

23,040 21,700 23,160

29,680 25,080
Ortalama

protein 23,028+0,771 22,055+0,843 21,782+1,359 24,493+1,140

seviyeleri®

®Ortalama deger +standart hata
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Tablo 4-19: Plazma protein seviyeleri.

PROTEIN SEVIYELERI (mg/mL)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

161,5 143,9 33,9 85,6

144.5 174,7 148,4 119,1

102,1 169,4 142,9 1453

81,8 188,9 97,8 103,3

167,5 149,6 143,2 129,4

43,0 183,9 145,3 141,7

163,1 157,9 157,6 25,9

25,0 174,9 204,0 183,0

49,0 156,0 175,1 160,3

98,9 158,0 197,8 76,7

121,1 56,1 173,3

176,9 70,4
Ortalama

protein 103,6+17,0 161,7+5,9 139,9+15,2 117,8+13,5

seviyeleri?

Ortalama deger +standart hata

4.3.2. Plazma ve Doku GSH Seviyeleri

Plazma ve doku oOrneklerindeki GSH seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-

absorbans 0l¢ii egrisi hesapland1 (Sekil 4-18).

(((7.006+(1(—6.322))xlog(2 ™) 1))-x)x(~6.322)). 0.008262

) )]

y=0,4693 + ((3,252 — 0,4693)/((1 + 10

Sta(llrlg/anrltL s)erl Absorbans o R?=0,9922
100 0,370 2]
50 0,437 ,
25 0,777 5]
12,5 1,283 : 1]
6,25 1,838 5]
3,13 2,632 :
1,56 3,249 o]
0 3,251 o

————T——T———7 77—
0.0 18.3 36.7 55.0 733 917 1100

Konsantrasyon (ug/mL)
Sekil 4-18: GSH’a ait standart konsantrasyon-absorbans olgii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans olgli egrisi yardimiyla pg/mL cinsinden
bulunan plazma ve dokudaki GSH seviyeleri protein seviyelerine gore mmol/mg protein

cinsinden hesaplanip sirasiyla Tablo 4-20 ve Tablo 4-21’de gosterildi.

Plazma GSH seviyesinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel diizeyde

anlamlilik goézlendi (p:0,000). Kontrol grubuna kiyasla diisiik, orta ve yiiksek doz
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gruplarinda sirasiyla %63,23, 51,35 ve 53,81 diizeylerinde GSH tiiketimi tespit edildi.
Gozlenen GSH diizeylerindeki diisiis istatistiksel diizeyde anlamlidir (p:0,000) (Tablo
4-20; Sekil 4-19).

Tablo 4-20: Plazma GSH seviyeleri.

GSH SEVIYELERI (mmol/mg protein)

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

0,393 0,137 0,210 0,288

0,626 0,155 0,260 0,178

0,373 0,150 0,257 0,172

0,472 0,212 0,130 0,245

0,446 0,168 0,214 0,148

0,545 0,179 0,229 0,201

0,523 0,157 0,232 0,221

0,323 0,198 0,201 0,199

0,657 0,134 0,243 0,232

0,301 0,189 0,190 0,178

0,123 0,265 0,243

0,168 0,167

Ortalama GSH —, /e 1 939 0,164 £0,009%%* 0217 £0,012%%* 0,206 £0,012%**
seviyeleri

®Ortalama deger +standart hata
***Diigiik, orta ve yiiksek doz gruplariin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

08

c

= 0,466

§ 0,5 T

o

2

©

2 0,4

é ok ok futotol

s 0,3

L *k K 0,217 0,206

'S

& 0.2 0,164

T

[95]

O 0,1

0,0 T T T
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

***Diistik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-19:Plazma GSH seviyelerinin karsilagtiriimasi.
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Benzer sekilde doku GSH seviyesinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel
diizeyde anlamlilik gozlendi (p:0,000). Kontrol grubuna kiyasla diistik, orta ve yiiksek
doz gruplarinda sirasiyla %16,27, 16,27 ve 36,05 diizeylerinde GSH tiiketimi tespit
edildi. Gozlenen GSH diizeylerindeki diisiis istatistiksel diizeyde anlamlidir (p<0,001)
(Tablo 4-21; Sekil 4-20).

Tablo 4-21: Doku GSH seviyeleri.

GSH SEVIYELERI (mmol/mg protein)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

2,398 2,498 1,793 1,619

2,345 1,506 1,612 1,265

2,377 1,392 1,627 1,668

2,367 2,197 1,687 1,522

2,382 2,344 1,691 1,544

2,361 2,273 1,665 1,494

2,387 1,692 1,720 1,565

2,357 2,194 1,634 1,474

2,393 1,789 1,743 1,574

2,352 2,394 1,601 1,459

1,565 1,765 1,591

1,589 1,432
Ortalama

GSH 2,372 0,006 1,986 +£0,121** 1,677 £0,020*** 1,517 £0,030***

seviyeleri?

Ortalama deger + standart hata

** Diisiik doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda goézlenen degisim yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***QOrta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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3,0
2,372

2,5

GSH Seviyesi (mmol/mg protein)

Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

** Diisiik doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***Orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-20: Doku GSH seviyelerinin karsilastirilmasi.

4.3.3. Plazma ve Doku MDA Seviyeleri

Plazma ve doku oOrneklerindeki MDA seviyeleri i¢in standart konsantrasyon-

absorbans Ol¢ii egrisi hesaplandi (Sekil 4-21).

Standart seri

(ng/mL) Absorbans 417 y=1/((2,55E+08)x+(3,00E+10))
2000 0 157 '5”3 ] R2:0,9861
1000 0,440 .
500 0,458 §
250 0,938 £
125 1,915
62,5 2,287
31,25 2,322
0 3,424 " 00 366.7 7333 1100.0 1466.7 18333 2200.0

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4-21: MDA’ya ait standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla ng/mL cinsinden
bulunan plazma ve dokudaki MDA seviyeleri protein seviyelerine gore ng/mg protein

cinsinden hesaplanip sirasiyla Tablo 4-22 ve Tablo 4-23’de gosterildi.

Plazma MDA seviyesinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel diizeyde
anlamlilik gozlendi (p:0,000). MDA diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla diisiik, orta
ve yliksek doz gruplarinda sirasiyla 1,45, 1,82 ve 2,58 kat artis tespit edildi. G6zlenen
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MDA diizeylerindeki artis istatistiksel diizeyde anlamlidir (p:0,000) (Tablo 4-22; Sekil
4-22).

Tablo 4-22: Plazma MDA seviyeleri.

MDA SEVIYELERI (ng/mg protein)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

0,546 0,819 1,088 1,267

0,630 0,812 1,080 1,191

0,515 0,834 0,910 1,848

0,568 0,820 1,011 1,523

0,583 0,817 1,033 1,576

0,534 0,821 1,024 1,354

0,604 0,816 1,037 1,567

0,523 0,822 1,015 1,244

0,629 0,815 1,055 1,687

0,502 0,823 1,012 1,231

0,813 1,046 1,677

1,006 1,325
Ortalama

MDA 0,564 +0,015 0,819 £0,002*** 1,026 £0,013*** 1,457 +£0,063***

seviyeleri®

®Ortalama deger +standart hata
***Diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarmin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

18 %k %k %k
= 1,457
2 15
s * k%

o 1,2 1,026

£ * % %

é‘: 0.9 0,819

5 0,564

g 06

3

» 0,3

5

2 0,0 T T T 1
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz

Grubu Grubu Grubu

***Diigiik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-22: Plazma MDA seviyelerinin karsilastiriimasi.
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Benzer sekilde doku MDA seviyesinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel
diizeyde anlamlilik gozlendi (p:0,000). MDA diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla
diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarinda sirasiyla 1,05, 1,49 ve 1,72 kat artis tespit edildi.
Gozlenen MDA diizeylerindeki artis orta ve yiiksek doz gruplar igin istatistiksel
diizeyde anlamlidir (p<0,008) (Tablo 4-23; Sekil 4-23).

Tablo 4-23: Doku MDA seviyeleri.

MDA SEVIYELERI (ng/mg protein)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

6,612 5,346 9,061 11,845

7,882 7,101 6,303 8,734

4,085 6,109 6,297 9,791

4,846 7,602 10,042 15,628

7,225 8,106 7,093 10,498

8,768 8,150 7,769 11,312

7,268 5,281 18,434 11,757

6,001 5,174 11,393 10,765

7,457 8,685 13,843 12,655

5,556 7,931 7,872 10,312

6,101 10,062 12,646

9,560 9,646
Ortalama

MDA 6,570 +£0,457 6,871 £0,394 9,811 +1,007* 11,299 £0,525***

seviyeleri?

*Ortalama =+standart hata

*Orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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14 * KK
= 11,299
T 12
5
o 10
£
g 8 6,570 6,871
= 6 -
<
g2
=

O -1 T T T 1
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

*Orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim c¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-23: Doku MDA seviyelerinin karsilastiriimasi.

4.3.4. Plazma ve Doku TAS Diizeyleri

Plazma ve doku oOrneklerindeki TAS diizeyleri i¢in standart konsantrasyon-

absorbans 06l¢ii egrisi hesapland1 (Sekil 4-24).

y=(1,49E+11)x(6,48E+09)1x(1,83E+10)

28] R?=0,9899
Standart seri 207
(U/mL) Absorbans s

.

2 0,450 » .

4 0,901 18]

8 1,673 o

16 1,994 >

32 2,613 0! ]
0]:5"'l"'l"'l"'l"'l"'l

0.2 6.0 11.8 17.6 234 29.2 35.0

Konsantrasyon (U/ml)

Sekil 4-24: TAS’a ait standart konsantrasyon-absorbans ol¢ii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans oOl¢ii egrisi yardimiyla U/mL cinsinden
bulunan plazma ve doku ornekleri i¢in TAS degerleri sirasiyla Tablo 4-24 ve Tablo 4-

25’de gosterildi.
Plazma TAS diizeylerinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel diizeyde

anlamlilik gozlendi (p:0,000). TAS degerlerinde kontrol grubuna kiyasla diisiik, orta ve
yiiksek doz gruplarinda sirasiyla %52,46, 58,95 ve 70,47 oraninda azalma tespit edildi.
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Gozlenen TAS diizeylerindeki diisiis istatistiksel diizeyde anlamlidir (p:0,000) (Tablo 4-
24; Sekil 4-25).

Tablo 4-24: Plazma TAS diizeyleri.

TAS DUZEYLERI (U/mL)
Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

35,961 12,701 12,635 13,948

44,404 21,291 14,771 6,278

36,859 17,092 12,651 9,421

21,470 16,187 13,458 9,576

36,757 15,152 16,952 11,610

32,535 17,222 18,971 5,022

38,978 15,445 12,373 11,655

30,012 18,013 12,055 14,401

40,867 14,979 15,466 11,244

28,889 19,892 12,977 9,132

13,355 16,365 12,234

12,123 8,345
Ortalama

TAS 34,673+2,099 16,484+0,782%** 14,23340,652*** 10,23940,820%**

diizeyleri®

®Ortalama deger +standart hata
*** Distk, orta ve yiikksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok

yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

40 34,674
35 [
30
T 25
E * Kk
2 20 16,485 i
Py 14,233 —_—
< 15
P 10,239
10
5
0 ; ; ; )
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

*** Diistiik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-25: Plazma TAS diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Benzer sekilde doku TAS seviyesinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel
diizeyde anlamlilik go6zlendi (p:0,000). TAS degerlerinde kontrol grubuna kiyasla
diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarinda sirasiyla %14,83, 18,27 ve 34,37 oraninda
azalma tespit edildi. Gozlenen TAS diizeylerindeki diislis istatistiksel dilizeyde
anlamlidir (p:0,006) (Tablo 4-25; Sekil 4-26).

Tablo 4-25: Doku TAS diizeyleri.

TAS DUZEYLERI (U/mL)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

36,755 38,449 31,576 35,143

43,272 30,465 35,270 28,131

41,490 40,730 36,004 27,998

46,517 42,057 42,792 36,179

51,852 34,595 40,830 25,230

48,242 39,450 38,922 30,543

51,392 40,480 44,582 32,765

52,718 42,266 41,902 28,332

48,699 41,388 38,543 35,000

44,359 46,400 29,889 26,432

39,628 40,020 36,223

36,042 24,454

Ortalama TAS 46,530+1,613 39,628+1,259* 38,031 +1,282%%** 30,536 +1,259%%**
diizeyleri®

#Ortalama deger +standart hata

*Diigiik doz grubunun kontrol grubuna gére kiyaslanmasinda gozlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).

***Orta ve yiiksek doz gruplarinin Kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok yiliksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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60
50 46,530
* %k %k %k
" 39,628 38 031
j %k sk k
£ 30,536
= 30
<
F 20
10
0 T T T
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

*Diisiik doz grubunun kontrol grubuna gére kiyaslanmasinda goézlenen degisim istatistiksel anlamlilik
diizeyindedir (p<0,05).

***QOrta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek
derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

,Sekil 4-26: Doku TAS diizeylerinin karsilastiriimasi.

4.3.5. Plazma ve Doku TOS Diizeyleri

Plazma ve doku drneklerindeki TOS igin standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii

egrisi hesaplandi (Sekil 4-28).

y=-2,754+4,544/(1+10(1.3190x01421))

* E R2=0,9986
Standart seri o]
(nmol/mL) Absorbans &E
0,75 0,274 § Xg,%;
1,50 0,465 HEt:
3,00 0,927 < 1&5
[\Bag
6,00 1,399 ]
12,00 1,736 “vm,;
Ao

0.1 23 44 6.6 838 109 131

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 4-27: TOS’a ait standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi.

Standart konsantrasyon-absorbans 6l¢ii egrisi yardimiyla nmol/mL cinsinden
bulunan plazma ve doku ornekleri igin TOS degerleri sirasiyla Tablo 4-26 ve Tablo 4-

27°de gosterildi.

Plazma TOS diizeylerinin gruplar arasi1 kiyaslamasinda istatistiksel diizeyde

anlamlilik gézlendi (p:0,000). TOS degerlerinde kontrol grubuna kiyasla sadece yiiksek
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doz grubunda %35,08 oraninda istatistiksel anlamlilik diizeyinde artis tespit edildi
(p:0,000) (Tablo 4-26; Sekil 4-28).

Tablo 4-26: Plazma TOS diizeyleri.

TOS DUZEYLERI (nmol/mL)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

2,942 3,198 2,631 3,329

3,670 3,185 3,769 3,189

3,444 2,348 3,694 3,416

0,622 2,875 2,486 3,315

2,842 2,540 2,913 4,269

2,846 2,792 2,513 3,996

2,967 2,778 3,180 3,597

2,545 2,556 2,524 4,152

3,101 3,001 3,002 3,902

2,301 2,534 2,987 3,645

3,246 2,776 3,979

3,142 3,432
Ortalama

TOS 2,728+0,265 2,823+0,093 2,968+0,124 3,685+0,105***

diizeyleri®

®Ortalama deger +standart hata

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

5
*k*k
4 3,685
=) 2,728 2823 2,968
3 3
IS
S
wn 2
@)
|_
1
0 T T .
Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-28: Plazma TOS diizeylerinin karsilastirilmas.
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Benzer sekilde doku TOS seviyesinin gruplar arasi kiyaslamasinda istatistiksel
diizeyde anlamlilik gozlendi (p:0,000). TOS degerlerinde kontrol grubuna kiyasla
sadece yiiksek doz grubunda %15,90 oraninda istatistiksel anlamlilik diizeyinde artis
tespit edildi (p:0,000) (Tablo 4-27; Sekil 4-29).

Tablo 4-27: Doku TOS seviyeleri.

TOS DEGERLERI (nmol/mL)
Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:10) (s:11) (s:12) (s:12)

12,857 13,941 13,094 14,480

12,975 14,648 14,669 14,944

12,818 14,044 14,606 16,280

12,968 13,254 14,648 14,023

12,968 9,642 13,015 15,011

12,857 13,474 14,334 14,668

12,980 14,564 14,396 15,435

12,669 12,837 13,274 14,558

12,980 13,134 13,454 15,556

12,757 12,323 12,739 14,334

14,241 12,837 15,778

13,733 14,112
Ortalama

TOS 12,883 +0,035 13,282 +0,425 13,733 £0,218 14,932 £0,203***

seviyeleri®

#Ortalama deger +standart hata
***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok yiiksek derecede

istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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***Yiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim cok yiiksek derecede
istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-29: Doku TOS seviyelerinin karsilastirilmasi.

4.4. Histolojik inceleme

4.4.1. Histopatolojik Bulgular ve Seminifer Tiibiil Skorlamasi

Kontrol (A) grubunda diizenli spermatogenik hiicreleri ve seminifer tiibiilleri
olan normal testis morfolojisi gbzlendi. Cogu seminifer tiibiilde diizenli morfolojide
spermatagonyumlar, primer ve sekonder spermatositler, erken spermatidler ve
spermatozoa goézlendi. Diisiik doz (B) grubunda (skor 7,6) bazi tiibiillerin germinal
epitelinde vakuol formasyonu gozlendi. Orta doz (C) grubunda (skor 7,9) birgok
tiibiiliin liimeninde olgunlagsmamus hiicre gézlendi. Yiiksek doz (D) grubunda (skor 8,1)
cok sayida seminifer tiibiilde, spermatogenik germ hiicre sayisinda azalma, vakuol
formasyonu olan hasarli spermatogenik hiicreler, liimende olgunlasmamis hiicre

dokiintiileri oldugu gozlendi (Sekil 4-33).
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Deney gruplarina ait temsili fotomikrograflari. (A) Kontrol grubunda diizenli seminifer tiibiilleri olan
normal testis morfolojisi; (B) diisiik doz grubunda diizenli germinal epiteli olan normal seminifer tiibiiller
(n) ve vakuol olusumu (ok); (C) orta doz grubunda bazi seminifer tiibiillerin limeninde olgunlagsmamis
hiicreler ve diizenli seminifer tiibiiller (n); (D)yiiksek doz grubunda bazi seminifer tiibiillerin liimeninde
olgunlasmamus hiicreler (*) ve germinal epitelde vakuol olusumu (ok) gozlenmektedir.

Sekil 4-30: H&E boyasi ile seminifer tiibiil histopatolojik goriintiileme.

Seminifer tiibiil skorlamasi i¢in modifiye Johnson metodu kullanilmis olup elde
edilen degerler Tablo 4-28’de gosterildi. Gruplar arast seminifer tiibiil skorlama
degerlerinin kiyaslamasinin istatistiksel diizeyde anlamli oldugu tespit edildi (p:0,000).
Diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore seminifer tiibiil skorlama
degerlerindeki diistisiin istatistiksel diizeyde anlamli oldugu gézlendi (p:0,000) (Sekil 4-
34).
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Tablo 4-28: Seminifer tiibiil skorlama sonuglari.

SEMINIFER TUBUL SKORLAMA

Kontrol Grubu  Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:8) (s:8) (s:8) (s:8)
9,85 8,80 8,05 8,00
9,85 7,85 8,30 7,40
9,45 8,00 7,10 7,30
9,85 8,25 7,65 7,00
9,95 7,60 8,20 7,40
9,95 8,30 8,00 7,40
9,85 8,20 8,40 8,05
9,95 7,95 7,65 7,95
Ortalama 9,84 +0,06 8,12 +£0,13*** 7,92 +£0,15%** 7,56 £0,14***
seminifer tiibiil
skorlama®
Histoloiik Tam Tiibiilde besden az  Tiibiilde besden az  Tiibiilde besden az
bul ultj’:\ r spermatogenesis  spermatozoa, birkag  spermatozoa, birkag spermatozoa, birkag
g geg spermatid geg spermatid geg spermatid

# Ortalama deger +standart hata
***Diistik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok

yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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***Diigiik, orta ve yiiksek doz gruplarinin kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gézlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-31: Seminifer tiibiil skorlamalarimin karsilastirilmasi.
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Kontrol (A) ve diisik doz (B) gruplarinda seminifer tiibiillerinin bazal
membranlarinin diizenli oldugu ve PAS pozitif reaksiyon gosterdigi gézlendi. Orta doz
(C) ve yiiksek doz (D) gruplarinda ise bircok seminifer tiibiilde diizensiz ve ondiilasyon
gosteren bazal membran yapist oldugu ve diizensiz PAS pozitif reaksiyon gosterdigi
gozlendi (Sekil 4-35).

Deney gruplarina ait temsili fotomikrograflar. Kontrol (A) ve diisiikk doz (B) gruplarinda seminifer
tibiillerde diizenli morfolojide PAS pozitif reaksiyon gosteren bazal membran yapisi, orta doz (C) ve
yitksek doz (D) gruplarinda bazi seminifer tiibiillerde diizensiz goriilen bazal membran (ok) yapist
goriilmektedir.

Sekil 4-32: PAS boyasi ile seminifer tiibiil histopatolojik goriintiileme.
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4.4.2. Prolifere Hiicre Cekirdek Antijeni (PCNA) Immunohistokimyasi

Her kesitte 20 seminifer tiibiil incelenerek ve her bir seminifer tiibiilde PCNA
pozitif hiicre sayis1 toplam hiicre sayisina boliinerek belirlenen proliferasyon indeksi
Tablo 4-31°de gosterildi.

Tablo 4-29: Proliferasyon indeksi sonuclari.

PROLIFERASYON iNDEKSI (%)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:8) (s:8) (s:8) (s:8)
42,487 37,264 31,896 24,286
41,645 36,295 31,821 25,889
40,729 35,258 29,620 26,176
42,037 36,577 30,430 26,707
42,972 38,369 30,130 24,433
42,735 37,461 29,109 23,198
43,029 38,153 30,645 23,127
40,180 37,579 29,979 24,565
Ortalama
proliferasyon 41,977 £0,374 37,120 £0,364*** 30,454 £0,349*** 24,798 +0,473***
indeksi®
®0Ortalama +standart hata

***Diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarmin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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Tiim gruplarin seminifer tiibbiilerindeki PCNA pozitif hiicreler koyu kahverengi
olarak gozlendi. Kontrol (A) ve diisiik doz (B) gruplarinda seminifer tiibiillerde ¢ok
sayida PCNA pozitif hiicre, orta doz (C) grubunda orta diizeyde azalmis ve yiiksek doz
(D) grubunda ise ciddi diizeyde azalmigs PCNA pozitif hiicre gozlendi (Sekil 4-36).
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Deney gruplarina ait PCNA pozitif hiicreleri gosteren temsili fotomikrograflar. (A) Kontrol ve (B) diisiik
doz gruplarinda seminifer tiibiillerde ¢cok sayida PCNA pozitif hiicre gozlenirken, (C) orta doz grubunda
orta diizeyde ve (D) yiiksek doz grubunda ciddi diizeyde azalmig PCNA pozitif hiicre goriilmektedir.

Sekil 4-33: PCNA immiinohistokimyasi ile goriintiileme.
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Proliferasyon indeksi degerlerinin gruplar arasi degerlendirilmesi istatistiksel
diizeyde anlamlilik gosterdi (p:0.000). Kontrol grubuna goére diisiik, orta ve yiiksek doz
grubunun proliferasyon indeksi degerlerinindeki diisiislerin istatistiksel diizeyde anlamli
oldugu tespit edildi (p<0,001) (Sekil 4-37).

50
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Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Grubu Doz Doz Doz
Grubu Grubu Grubu

***Diigiik, orta ve yliksek doz gruplarinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim gok
yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-34: Proliferasyon indeksi karsilastirilmasi.
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4.4.3. TUNEL Hiicre Sayim
Apoptoza gitmis hiicrelerin degerlendirilmesi TUNEL testi ile yapildi. TUNEL"
3 veya daha fazla apoptotik hiicre igeren seminifer tiibiil sayisim1 gosterirken, TUNEL"
apoptoza gitmemis ya da 3’den az apoptik hiicre barindiran seminifer tiibiil sayisini

gostermektedir. TUNEL hiicre sayimi sonuglar1 Tablo 4-28°de gosterildi.

Tablo 4-30: TUNEL hiicre sayin sonuclari.

TUNEL HUCRE SAYIMI (TUNEL +/-)

Kontrol Grubu  Diisitkk Doz Grubu  Orta Doz Grubu Yiiksek Doz Grubu

(s:8) (s:8) (s:8) (s:8)
TUNEL* TUNEL" TUNEL* TUNEL" TUNEL* TUNEL" TUNEL® TUNEL'
0 20 0 20 5 15 15 5
0 20 0 20 7 13 3 17
0 20 0 20 5 15 14 6
0 20 3 17 6 14 12 8
0 20 4 16 5 15 11 9
0 20 3 17 4 16 12 8
0 20 0 20 5 15 14 6
0 20 7 13 5 15 11 9

Ortalama 20 2,100 17,0409 53£03%* 14,8+0,3%* 11,541 3%sx SoEL3™

TUNEL

Ortalama deger +standart hata
**Qrta doz grubu TUNEL*" degerlerinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim yiiksek

derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).
***Yiiksek doz grubu TUNEL"" degerlerinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim
cok yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Tiim gruplarin seminifer tiibiillerinde, kahverengi boyanmis TUNEL" hiicreler
cogunlukla spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde gozlendi. Kontrol (A) ve
diisiik doz (B) gruplarinda seminifer tiibiillerinde az sayida (<3) apoptoza gitmis hiicre,
orta doz (C) ve o6zelikle de yiiksek doz (D) gruplarinda ise 3 ve {izeri sayida apoptoza

gitmis hiicre olup TUNEL" seminifer tiibiil sayisinda artis oldugu gozlendi (Sekil 4-30).
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Deney gruplarina ait TUNEL" hiicreleri gosteren temsili fotomikrograflar. (A) Kontrol ve (B) diisitk doz
gruplarmin seminifer tiibiillerinde az sayida TUNEL" hiicre, (C) orta ve (D) yiiksek doz gruplarinda ise
seminifer tiibiillerde artmis TUNEL" hiicreler goriilmektedir.

Sekil 4-35: TUNEL boyama ile seminifer tiibiil histopatolojik goriintiileme.

TUNEL"" degerlerinin gruplar arasi degerlendirilmesi istatistiksel olarak
anlamlilik gosterdi (p:0.000). Orta ve yiiksek doz gruplarinin TUNEL"" degerlerinin
kontrol grubuna kiyasla degisimlerinin istatistiksel diizeyde anlamli oldugu tespit edildi
(p<0,001) (Sekil 4-31).
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**Qrta doz grubu TUNEL*" degerlerinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim yiiksek

derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***Yiiksek doz grubu TUNEL"" degerlerinin kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim
cok yiiksek derecede istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-36: TUNEL degerlerinin karsilastirilmasi.

TUNEL" hiicre igeren seminifer tiibiiller goz éniinde bulundurularak hesaplanan

apoptotik indeks degerleri Tablo 4-29’da gosterildi. Apoptotik indeksin gruplar arasi

degerlendirilmesinde istatistiksel anlamlilik tespit edildi (p:0.000). Kontrol grubuna

gore orta ve yliksek doz gruplarinin apoptotik indeks diizeylerinde gozlenen artisin

istatistiksel diizeyde anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4-32).

Tablo 4-31: Apoptotik indeks diizeyleri.

APOPTOTIK iNDEKS (%)

Kontrol Grubu Diisiik Doz Grubu  Orta Doz Grubu  Yiiksek Doz Grubu
(s:8) (s:8) (s:8) (s:8)

0 0 25 75

0 0 35 15

0 0 25 70

0 15 30 60

0 20 25 55

0 15 20 60

0 0 25 70

0 35 25 55
Ortalama
apoptotik 0 10,6 4,6 26,3 +1,6%** 57,5 £6,6%***

indeks®

®0Ortalama deger +standart hata

**Orta doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim yiiksek derecede

istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek derecede

istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).
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**Qrta doz grubunun kontrol grubuna goére kiyaslanmasinda gozlenen degisim yiiksek derecede

istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,005).

***Yiiksek doz grubunun kontrol grubuna gore kiyaslanmasinda gozlenen degisim ¢ok yiiksek derecede

istatistiksel anlamlilik diizeyindedir (p<0,0005).

Sekil 4-37: Apoptotik indeks diizeylerinin karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Asetamiprid ile kisa maruziyet siireli oral toksisite ¢alismasinda yem tiiketimi ve
viicut agirhi@inda azalma oldugu rapor edilmistir. Fareclerde yapilan 13 haftalik
calismada giinde 106,1 mg/kg v.a. asetamiprid uygulandiginda disilerin kolesterol
diizeylerinde belirgin azalma tespit edilmis ve buna gore de NOAEL degeri giinde 53,2
mg/kg v.a. olarak bildirilmistir. Yiiksek dozlarda titreme, viicut agirliginda azalma, yem
tilketiminde azalma, hemoglobin diizeyinde diislis, serum kolesterol ve glikoz
diizeylerinde azalma, {iriner pH’da diisiis, sentrilobiiler hipertrofi ve karaciger
agirh@inda artis gozlenmistir (Nukui ve Ikeyama 1992a, Kaynak: Kanungo ve Solecki
2011 pp. 3-91). Sicanlarda yapilan 2 yil siireli maruziyet ¢alismasinda 17,5-22,6 mg/kg
ve lizerinde asetamipride maruz kalan deney hayvanlarinda hirilti, kambur durus ve
zorlukla nefes alip verme gibi klinik bulgularin goriilme sikliginda artis oldugu tespit
edildi. Ancak, hiriltilarin giinde 7,1 mg/kg v.a. doz grubunda gbézlenmemesi, zorlukla
soluk alip verme, nekahet, kambur durus ve azalmis aktivite gibi diger klinik bulgularla
korelasyon goriilmemesi nedeniyle NOAEL degeri hepatosit vakuolasyonuna
dayanilarak giinde 7,1 mg/kg olarak belirlenmistir (Hatch 1994; Pallen 1999; Cunny
2000, Kaynak: Kanungo ve Solecki 2011 pp. 3-91). Kronik maruziyet siireli toksisite ve
karsinojenisite ile ilgili 18 ay siireli maruziyetin gergeklestirildigi bir ¢alismada, 186,3-
2146 mg/kg’da azalmig yem tiiketimi, erkeklerde 65,6-75,9 mg/kg’da viicut
agirliklarinda azalma, hepatoseliiler hipertrofi ile ortalama bagil karaciger agirliklarinda
artis goriilmis, hepatoseliiler hipertrofinin karacigerin asetamiprid'e maruz kalmasina
adaptif bir yanit olabilecegi rapor edilmistir (Goldenthal 1994; Cunny 2000a; Gopinath
2001, Kaynak: Kanungo ve Solecki 2011 pp. 3-91).

Tez calismasinda; asetamipridin 12,5, 25 ve 35 mg/kg v.a. konsantrasyonlarina
90 giin stire ile maruziyet gergeklestirildi. Bu siiregte viicut agirliginda azalma olmadigi
gbzlendi. Viicut agirliklar1 haftada 3 kez olacak sekilde kaydedildi. IIk ve son tartimlar
arasindaki farklar degerlendirildiginde kontrol, diisiik doz, orta doz ve yiiksek doz
maruziyet gruplari i¢in ortalama viicut agirliklarinda sirasiyla %2,76, 7,64, 11,47 ve
4,70 oranlarinda artis tespit edildi (Tablo 4-1; Sekil 4-1; Sekil 4-2). Yiiksek doz
maruziyet grubunda viicut agirligindaki artisin diger gruplara gore daha diisiik diizeyde

gozlenmesi, yukaridaki ¢alismalarda da bahsedildigi iizere, daha yiiksek doza ve/veya



108

uzun siireli maruziyet siiresine bagl olarak viicut agirliginda azalma gozlenebilme

olasiligini diigiindiirmektedir.

Erkek sicanlarda asetamipridin viicut agirligi, {ireme organlarinin (testis,
epididimis ve seminal vezikiil) bagil agirliklari, spermatid sayisi, sperm sayisi, sperm
motilitesi ve testosteron diizeylerinin azalmasi ile ortaya ¢ikan iireme toksisitesine
neden oldugu rapor edilmistir (Tavakkoli ve ark. 2017). Kunming tiirii erkek farelerde
kontrol grubuna karsilik fisttk yagi, 30 mg/kg v.a. asetamiprid, 30 mg/kg v.a.
asetamiprid ile 20 mg/kg v.a. vitamin E ve son olarak da 20 mg/kg v.a. vitamin E
maruziyeti olarak dizayn edilen 29 giinliik ¢alismada asetamipridin viicut agirligini ve
testis, epididim, seminal vezikiillerle prostat bezinin agirligint ve somatik indeksi
azalttigr (p<0.05) belirlenmistir. Ayn1 zamanda, asetamipridin akrozom deformitesinin
hizin1 arttirirken sperm sayisini, canliligini ve hareketliligini azalttigi (p<0,05), E
vitamininin ise asetamipridin yan etkilerini azalttii, sperm sayisi ve hareketliligini
arttirdig1, spermatik malformasyon oranini diistirdiigii (p>0.05) rapor edilmistir (Zhang,
et al., 2011). Bir baska ¢alismada asetamipride 5,5 mg/kg, 11 mg/kg ve 22 mg/kg v.a.
dozlarinda 90 giin boyunca maruz birakilan Wistar tiirli siganlarda testis mutlak organ
agirh@inda disis (swrasiyla 3,7, 3,5, 3,5) ve somatik indekste artis (sirasiyla 0,92; 0,99;
1,02) oldugu ama bu degisikliklerin istatistiksel anlamlilik diizeyinde (p>0.05) olmadigi
tespit edilmistir (Devan, Mishra ve ark. 2015). Bazi ¢alismalarda asetamipride
tekrarlanan dozlarda maruz birakilan deney hayvanlarinin testis agirliklarinda artis
gbzlendigi rapor edilmis olmakla birlikte testislerdeki bu artisin sebebi mikroskobik
bulgularla teyit edilememistir (Nukui ve Ikeyama 1992b, Kaynak: Kanungo ve Solecki
2011 pp. 3-91).

Tez ¢alismasinda; deney hayvanlarin sag ve sol testisleri sakrifikasyon sonrasi
tartilmig olup makroskopik olarakta incelendi. Makroskopik incelemede herhangi bir
renk ve goriiniis degisimi gozlenmedi. Testis agirliklar1 kontrol grubu igin 1,216-2,242
g, maruziyet gruplari i¢in ise benzer sekilde 1,112-2,052 g araliginda olup ortalama
testis agirliklarmin kontrol, diisiik doz, orta doz ve yliksek doz maruziyet gruplari icin
sirastyla 1,505, 1,600, 1,551 ve 1,556 g oldugu tespit edildi (Tablo 4-2). Somatik indeks
degerlendirmesinde de kontrol grubu ile maruziyet gruplar1 kiyaslandiginda anlaml1 bir

degisim olmadig1 gbzlendi. Somatik indeks kontrol, diisiik doz, orta doz ve yiiksek doz
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maruziyet gruplari i¢in sirasiyla 0,468, 0,476, 0,437 ve 0,468 olarak tespit edildi (Tablo
4-3).

Gu ve ark. (2013) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada; 0,111-1,114 mg/mL
diizeylerinde asetamipride maruz birakilan B6D2F1 tiirii farelerde sperm kalitesi, oosit
icerisine sperm penetrasyonu ve preimplantasyon embriyonik gelisim iizerine negatif
etkiler saptanmistir. Rasgele (2014) tarafindan Mus musculus fareleri {izerinde yapilan
bir calismada 0,625; 1,25 ve 2,50 nug/mL dozlarda 24 ve 48 saat siireli maruziyette
sperm anomali sikliginda artis meydana gelmis, ancak DNA hasar1 olusturup

olusturmadigi kesinlestirilememistir.

Asetamipridin nikotin tiirevi olmasi baslica sebep olabilecegi bildirilerek insan
spermlerini etkileyebilecegine yonelik bildirimler mevcuttur (Gandini ve ark. 1997,
Ishikawa ve ark. 2015). Kavar-iran’da 268 evli erkek bireyle gergeklestirilen anket
seklindeki kesitsel ¢alismada pestisitlere maruz kalan ¢iftgiler arasindaki infertilite
diizeyi %7,4 olup, normal popiilasyondan anlamli derecede yliksek oldugu ve tarimsal
aktivitelerinde sperm sayisini azaltan asetamiprid kullanimmin da mevcut oldugu

goriilmistiir (p<0.05) (Neghab ve ark. 2014).

Tez ¢alismasinda; sperm sayilarinin maruziyet dozuna bagli olarak istatistiksel
anlamlilik diizeyinde (p<0,004) kontrol grubuna kiyasla doza bagimli olarak %5,95-
29,23 araliginda azalma tespit edildi (Tablo 4-4).

Mus musculus tiirii erkek farelerde intaperitoneal yol ile 24 ve 48 saat siiresince
0,625, 1,25 ve 2,50 pg/mL dozlarda asetamiprid uygulamasi yapildiginda tiim

konsantrasyonlar i¢in kontrole kiyasla "diizlesmis bas", "muz", "igne ug¢lu bas" ve
"kivrik kuyruklu" spermler gibi farkli sperm anomalilerine rastlanilmig ve anomali
sperm tiirlerine neden olmustur; ancak bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1

rapor edilmistir (Rasgele 2014).

Tez ¢alismasinda; igne uclu baslt sperm en az, kuyruksuz basli sperm en fazla
olmak iizere cesitli sperm anomalilerine rastlandi (Tablo 4-5; Sekil 4-5). Kontrol ve her
bir maruziyet grubu igin yapilan istatistiksel degerlendirmede kontrol grubuna gore
yiiksek doz maruziyet grubunda diizlesmis bas anomalili spermler basta olmak {izere

anomalili sperm oranimin daha yiiksek oldugu gozlendi. Kontrol grubunda anomalili
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sperm %13,4 diizeyinde iken yiiksek doz maruziyet grubunda %18,2 diizeyinde idi
(Tablo 4-5; Sekil 4-5).

Wistar tiirii sicanlarda kontrol, asetamiprid (27 mg/kg), ¢orek otu yagi (1 mL/kg)
ve kombinasyonuna 45 giin silireyle oral gavaj yolu ile maruz birakildiginda testis,
epididimis ve seminal vezikiillerde vucut agirligina gore belirlenen nispi agirlikta
azalma, spermatid sayisi, sperm sayisi, sperm hareketliligi ve testosteron seviyelerinde
azalma, anomalili sperm sayisinda artis, MDA diizeylerinde artig tespit edilmistir
(Rachid ve ark. 2013). Aymi ¢alismada, ayrica testislerde histopatolojik incelemeler
yapilmis, bazi seminifer tiibiillerde spermatogenezis diizeninin bozulmasi ve zayif
sperm ve lumenlerinde dokiilen hiicre parcaciklarinin varlig: ile seminal epitelin tiibiil
seklinde atrofi, disorganizasyon ve dejeneratif yonii gozlenmistir. Corek otu yagi ile
asetamiprid kaynakli etkilerin geri dondiirebilir ve/veya modiile edebilir oldugu, bu
koruyucu roliiniin ¢orek otunun antioksidan oOzelliklerine bagli olabilecegi rapor

edilmistir.

Gu ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligmada 1,113 mg/mL dozunda
asetamiprid, imidakloprid ve nikotin’e maruz birakilan hiicre embriyolar1 sonucunda
gelisen fare’de sperm Kkalitesinin, oositlere spermin niifus etme potanisyelinin ve
preimplantasyon embriyonik gelisimin degerlendirildigi bir test stratejisi kullanilmistir.
Sperm motilitesi ve DNA biitiinliigiiniin anlamli derecede degismedigi, ancak in vitro
fertilizasyon siirecinde dolleme yeteneginin azaldigi tespit edilmistir. Caligmada;
neonikotinoid gurubu insektisitlerin memelilerde spermin dolleme yetenegini ve
embriyonik gelisimi tehlikeli diizeyde etkileyebilecegi ve Ozellikle mesleki
maruziyetlerin yiiksek oldugu popiilasyonlarda insan tiireme sagligi tizerine risk

olusturabilecegi hususundaki endiselerin arttigi rapor edilmistir (Gu ve ark. 2013 ).

Albino tiirti farelerde ¢esme suyu, asetamipridin 100 ve 150 mg/kg dozlari,
glifosatin 5000 mg/kg ve 7500 mg/kg dozlar1 ile 100 mg/kg asetamiprid + 5000 mg/kg
glifosat ve 150 mg/kg asetamiprid + 7500 mg/kg glifosat karisimlarinin 4 hafta siire ile
oral maruziyeti durumunda kontrol grubuna kiyasla yiiksek doz asetamiprid
maruziyetinde serum testosteron diizeyinde anlamli diisiis tespit edilirken diisiikk doz
maruziyette testosteron seviyesinde artis oldugu goézlendi (Chawsheen 2011). Aym
caligmada; kontrol grubundaki farelerin seminifer tiibiil ¢aplarinin maruziyet gruplarina

kiyasla anlamli farkliliklar gosterdigi bildirildi.
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Tez ¢alismasinda; deney hayvanlarinin plazmalarinda testosteron seviyesi
degerlendirildiginde 60. giin ve 90. giin i¢in testosteron seviyelerinde doza bagimli
azalma oldugu goriildii (Tablo 4-6; Tablo 4-7; Sekil 4-7). Kontrol grubuna kiyasla
yiiksek doz maruziyet gruplarinda testosteron seviyelerinin 60. giin ve 90. giin i¢in
sirastyla %11,23 ve 34,31 oraninda azaldigi tespit edildi. Yapilan tayinlerde ayrica
kolesterol diizeylerinin de gerek 60. giinde gerekse de 90. giinde yapilan dlglimlere gore
doza bagimli olarak azaldig1 gozlendi (Tablo 4-16; Tablo 4-17; Sekil 4-17). Yiiksek doz
maruziyet grubunda kontrol grubuna kiyasla diigiisiin %23,04 diizeyinde oldugu
goriildii. Ancak tez galismasinda elde edilen sonuglarin aksine; oral yol ile 90 giin
boyunca giinde 5,5 mg/kg, 11 mg/kg, 22 mg/kg v.a. dozlarinda asetamipride maruz
birakilan Wistar tiiri sicanlarda 22 mg/kg dozlarda kolesteroliin kontrole kiyasla
anlamli diizeyde arttig1 rapor edilmistir (Devan, Mishra ve ark. 2015). Calismada,
kolesterol seviyelerinde gozlenen bu diisiis egilimindeki farkin kullanilan deney hayvani

tiirlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmaktedir.

Distile su (kontrol), misir yagi (1 mL/kg), quersetin (20 mg/kg), asetamiprid
(52,5 mg/kg; 26,25 mg/kg), asetamiprid + quersetin karisimi (52,5 mg/kg + 20 mg/kg
ile 26,25 mg/kg + 20 mg/kg) Wistar tiirii siganlara oral yolla 60 giin boyunca
uygulandiginda serum ve testikiiler homojenatta testosteron seviyelerinde kontrol gruba
kiyasla anlamli diizeyde azalma tespit edilmistir (Awasthy 2013). Gruplardaki
hayvanlarin testislerinde histolojik incelemeler yapilmis, seminifer tubliillerin ¢ogunda
az sayida spermatosit varlig1 ile azalmis spermatogenez oldugu gozlenmis, seminifer
tiibiillerde, germinal epitelde vakuol varligi ve sperm yoklugu ile dejenerasyon ve
nekroz gorilmiis, tiibiillerin liimeninde birkag¢ 61l piknotik hiicre bulunmustur. Benzer
sekilde Keshta ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir calismada Swiss albino tiirii
sicanlarda oral yolla 30 giin siireli maruziyette testosteron seviyeleri kontrol grubuna
(3,48 ng/mL) kiyasla 10 giin (2,48 ng/mL), 20 giin (1,55 ng/mL) ve 30 giin (0,85
ng/mL) sonunda kademeli bir sekilde anlamli derecede diismiis, yine kontrol gruba
kiyasla MDA ve nitrik oksit diizeylerini amlamli derecede artirmis, ancak aksine CAT

ve SOD aktivitelerini 6nemli 6l¢iide azaltmistir (p<0,001).

Yetiskin Sprague Dawley tiirii sicanlara oral yolla asetamiprid tek basina veya
E vitamini 35 giin boyunca verildiginde LH diizeyleri arttik¢a, plazma testosteron

konsantrasyonu ve sperm kalitesinin énemli 6l¢iide azaldigi, Leydig hiicrelerinde MDA
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ve nitrik oksit diizeylerinin arttig1, asetamipridin Leydig hiicrelerinde oksidatif strese ve
mitokondriyal hasara neden oldugu, testikiiler ATP ve cAMP sentezinin inhibe oldugu
rapor edilmistir. Asetamiprid kolesteroliin testosterona doniisme oranin diisiiriip Leydig
hiicrelerinde kolesteroliin mitokondriye girmesini Onleyerek testosteron biyosentezini
bozdugu bildirilmistir (Kong ve ark. 2017). Siganlar giinde 3,1; 6,0; 12,4; 50,8 ve 99,9
mg/kg v.a. dozlarinda asetamiprit ile subkronik siirede maruz birakildiginda kolesterol
diizeyinde artis, glukoz diizeylerinde diisiis gibi karaciger fonksiyon parametrelerinde
degisiklikler gozlenmistir (EFSA Panel on Plant Protection Products and their Residues
(PPR) 2013).

Tez ¢alismasinda; plazmada LH, FSH, GnRH ve INHB seviyeleri hem 60. giin
hem de 90. giin i¢in tayin edildi. Elde edilen sonuglara goére; azalan testosteron ve
kolesterol seviyelerine karsilik kontrol grubuna kiyasla maruziyet gruplarinda LH, FSH,
GnRH ve INHB seviyelerinde artis tespit edildi; ancak yiiksek doz maruziyet
grubundaki artis oraninin diisiik ve orta doz maruziyet gruplarina gére daha az oldugu

gozlendi (Sekil 4-9; Sekil 4-11; Sekil 4-13; Sekil 4-15).

Oksidatif stres erkek infertilitesinde major etiyolojik faktorlerden biridir (Aitken
ve Roman 2008). Testislerde ROS tiretimi siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin aktivitesini etkileyerek steriodegenezi ve
spermatogenezi bozar (Chainy ve ark. 1997). ROS’nin baglattig1 lipid peroksidasyonu
riski oOzellikle steroid biyosentezinde molekiiler oksijen kullanan hiicrelerde daha
fazladir (Zaidi ve ark. 2012). Oksidatif stresin etkisi ile testislerde proliferasyon,
apoptoz ve transkripsiyonun diizenlenmesinde gorev alan prohibitinlerde diisiis
gozlenmistir (Li ve ark. 2016). Ayrica oksidatif stres Leydig hiicrelerini LH’a daha az
hassas hale getirir. Boylece testosteron biyosentezindeki enzimlerin aktivitesi,

dolayisiyla da testosteron biyosentezi azalir (Glade ve Smith 2015).

Yao, Min ve Lv (2006) Escherichia coli K12, Pse.FH2 ve Bacillus subtilis
bakterileri {izerinde yaptiklar1 c¢alismada asetamipridin bakterilerde ROS iiretimini
indiikleyebilecegini gostermistir. Zhang ve ark. (2011) tarafindan asetamipride 30
mg/kg v.a. dozunda 35 giin siire ile maruziyette seminifer tiibiillerde ve Leydig
hiicrelerinde hasar, Leydig hiicrelerinde mitokondri ve endoplazmik retikulumda
dejenerasyon, oksidatif hasarin indiiklenmesi ile testislerde nitrik oksit ve MDA

diizeylerinde artiy, CAT, GPx, SOD seviyelerinde azalma ve p38’in aktivasyonunda
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artig tespit edilmistir. Calismada; testis, epididimis, seminifer tiibiil ve prostat bezi
agirligr azalmis, serum testosteron, sperm sayisi, hareketliligi, bozulmamis akrozom
orani azalmis, spermatojenez olumsuz etkilenmis ve Leydig hiicrelerinin mitokondri ve
endoplazmik retikulumunda hasar meydana getirdigi rapor edilmistir. Ayrica,
asetamipride maruz birakilan hayvanlarin testislerinde karacigerlerine gore cok daha
diisiik diizeylerde asetamipride rastlanilmasina ragmen testislerde hasar tespit edilmesi,
metabolitleri yoluyla erkek tireme fonksiyonlarini etkiledigi ve oksidatif hasari

indiikliiyebilecegi seklinde rapor edilmistir.

Albino tiirii siganlara 3,14 mg/kg v.a. asetamiprid oral olarak 90 giin boyunca
uygulandiginda asetamipridin genel bir pro-oksidan etkiye sahip olup, beyinde azalmis
GSH ve GPx ile CAT aktivite diizeyinin distiigli, glutatyon-S-transferaz enzim
aktivitesinde ve MDA diizeyinde artis oldugu bildirimistir (Gasmi ve ark. 2016).

Awasthy (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ayrica testislerde oksidatif strese
bagli endekslerde, epididim, karaciger ve bobrek dokularinda 6nemli degisikliklere
sebep oldugu da bildirilmistir. Genel olarak, lipid peroksidasyonunda artis, GSH, CAT,
SOD ve GPx seviyelerinde azalma kontrol grubuna kiyasla doz bagimli olarak
gozlenmistir. Quersetin ile birlikte uygulandiginda ise degerlerin normal diizeye geri

dondiigi tespit edilmistir.

Yildiztekin ve ark. (2015) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada; abamektin,
tiametoksamin, piriproksifen ve asetamiprid gibi ekzojen uygulanan insektisitlerin
oksidatif savunma sistemi lizerindeki etkilerini ve domates (Solanum lycopersicum
L.)'deki baz1 6nemli fizyolojik 6zelliklerin degerlendirilebilmesi icin sera deneyi dizayn
edilmis, 120 or 240 mg/L dozlarinda MDA diizeylerinde artis tespit edilmistir
(Yildiztekin ve ark. 2015).

Dhalla ve Sharma (2016) tarafindan gergeklestirilen pestisitlerin kronik
etkilerinin serum MDA degerleri Ol¢iilerek degerlendirildigi ¢alismada kirsal Punjabi
bolgesinde calisan sprey iscilerinin serum MDA diizeyleri belirlenmis olup kontrol
grubundaki MDA aktivitesi 6,24 nmol/mL olarak bulunmus,tiim pestisit maruziyet
gruplarinda sprey calisanlarinin MDA aktivitesinde belirgin bir yiikselme gozlenmis,
asetamiprid tozuna maruziyet durumunda MDA degeri 12,61 nmol/mL seviyesine
yiikselmis olmakla beraber kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir
(p<0,0001).
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Yetiskin erkek Wistar cinsi si¢anlara 60 giin boyunca 10,85 mg/kg; 21,7 mg/kg;
43,4 mg/kg v.a. asetamiprid verildiginde hepatik SOD, CAT diizeylerinde azalma,
MDA diizeyinde artma gozlenmistir (p<0,05) (Chakroun ve ark. 2016).

Tez calisgmasinda da yukarida bildirilen ¢alismalardan elde edilen sonuglara
benzer sonuglar elde edildi. Plazma ve testis dokusunda oksidatif hasar
parametrelerinden GSH, MDA, TAS ve TOS seviyeleri tespit edildi. Asetamipridin
doza bagl olarak oksidatif hasar olusturma potansiyelinin oldugu ve gozlenen
sonuclarin plazma ve doku 6rneklerinde paralellik gosterdigi gozlendi. Plazma ve doku
orneklerinde kontrol grubuna kiyasla; GSH tiiketimi sirasiyla <%63,23 ve 36,05
diizeylerinde artis (Tablo 4-18; Tablo 4-19; Sekil 4-19; Sekil 4-20) ve MDA diizeyleri
sirastyla <2,58 ve 1,72 kat artis (Tablo 4-20; Tablo 4-21; Sekil 4-22; Sekil 4-23)
gosterdi. Plazma ve doku drneklerinde kontrol grubuna kiyasla TAS diizeyleri sirasiyla
<%70,47 ve 34,37 olarak tayin edildi (Tablo 4-22; Tablo 4-23; Sekil 4-25; Sekil 4-26).
TOS diizeyleri ise kontrol grubuna kiyasla sadece yiiksek doz maruziyet grubunda
istatistiksel anlamlilik diizeyinde artis gdstermis olup plazma ve doku i¢in yiiksek doz

maruziyet grubundaki artis ylizdesinin kontrol grubuna kiyasla sirasiyla %35,08 ve

15,90 olarak tespit edildi (Tablo 4-24; Tablo 4-25; Sekil 4-28; Sekil 4-29).

Bal ve ark (2012) tarafindan siganlar {izerinde yapilan bir caligmada;
neonikotinoid grubundan imidaklopride 90 giin boyunca oral maruziyet sonucu (0,5; 2
ve 8 mg/kg v.a) TUNEL" hiicrelerde artis, kromatin yogunlasmasi, sitoplazmik
tomurcuklanma ve apoptotik cisimler gibi apoptozun tipik morfolojik 06zellikleri

gozlenmistir.

Tez c¢alismasinda; asetamipridin erkek iireme sistemi {izerine olumsuz etki
potansiyelinin oldugu yoniindeki biyokimyasal parametreler ve sperm kalitesi lizerine
elde edilen sonuclar ayn1 zamanda histolojik incelemeler ile de konfirme edildi. TUNEL
hiicre sayimi ve apoptotik indeks ile apoptoza giden hiicreler degerlendirildi. Apoptotik
hiicre barindiran seminifer tiibiil sayilarmin doza bagl olarak kontrol grubuna kiyasla
maruziyet gruplarinda artis gosterdigi (Tablo 4-26; Sekil 4-31), apoptotik indeks
diizeylerinin diisiik doz, orta doz ve yiiksek doz maruziyet gruplarinda sirasiyla 10,6,
26,3 ve 57,5 diizeylerinde oldugu (Tablo 4-27; Sekil 4-32) tespti edildi. Histopatolojik

incelemede tliim maruziyet gruplarmin tiibiillerinde apoptotik hiicreler cogunlukla
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spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde gozlendi. Apoptotik hiicreler benzer

sekilde doza bagli olarak artan oranlarda gozlendi (Sekil 4-30).

Tez calismasinda yapilan seminifer tiibiil skorlama ve histopatolojik inceleme
sonuglaria gore; kontrol ve diisiik doz maruziyet gruplarinda seminifer tiibiillerin bazal
membranlarinin diizenli oldugu, orta ve yiiksek doz maruziyet gruplarinda ise ¢ok
sayida seminifer tiibiilde diizensiz ve ondiilasyon yapisi gosteren bazal membran varligi
tespit edildi (Tablo 4-28; Sekil 4-34; Sekil 4-35). Yiiksek doz grubunda ¢ok sayida
seminifer tiibiilde spermatogenik germ hiicre sayisinda azalma, vakuol formasyona
sahip spermatogenik hiicreler, limende olgunlasmamis hiicre dokiintiileri gozlendi

(Sekil 4-33).

Swiss Albino erkek farelerde asetamipridin genotoksik ve immiinotoksik
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada; kontrol olarak %3 akasya sakizi kullanilmig
ve iki ayr1 gruba 2,3 mg/kg ve 4,6 mg/kg v.a. asetamiprid 30, 60 ve 90 giin siireyle
uygulanmistir. Asetamipride maruz kalan farelerin testislerinde seminifer tiibiillerin
azalmig spermatogenik aktivitesi ile ayrildigi, seminifer tiibiillerde 6demli degisiklikler,
spermatogonyumda dejenerasyon ile ayrilma ve interstisyel boslukta kan damarlarinda

tikaniklik oldugunun gozlendigi rapor edilmistir (Preeti, 2015).

Kocaman (2007) tarafindan tarimda artan bir hizla insektisit olarak kullanilan
asetamipridin tek basina ve a-sipermetrin ile karisim halinin insanlarda genotoksik risk
olusturup olusturmadigi insan periferal lenfositlerinde in vitro kardes kromatid
degisimi, kromozom anormalligi ve mikroniikleus testleri ile degerlendirilmistir.
Hiicreler 25-40 pg/mL asetamiprid ile tek basina ve a-sipermetrinin 5-20 pg/mL
kombinasyonlari ile 24 ve 48 saat siire ile muamele edilmis, asetamipridin tiim siire ve
dozlarda genotoksisiteye sebep olabilecegi saptanmigtir. Kombinasyonun ise tek
baslarina oldugu kadar ya da daha fazla genotoksik etkiye sebep olabilecegi rapor

edilmistir.

Tez ¢aligmasinda ayrica PCNA immunohistokimya teknigi ile asetamidridin
proliferasyon indeksi {izerine etkisi incelendi. Doza bagli olarak proliferasyon
indeksinin 6zellikle yiiksek doz maruziyet grubunda ciddi oranda olmak iizere azaldig:

tespit edildi (Tablo 4-29; Sekil 4-36; Sekil 4-37).

Sonug olarak; siklikla kullanilan neonikotinoid grubu pestisitlerden biri olan

asetamipridin erkek iireme sistemi lizerine hasar olusturma potansiyelinin oldugu
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gozlenmistir. Asetamiprid igin literatiirde bildirilen 0-0,07 mg/kg ADI degeri g6z
onilinde bulunduruldugunda; erkek iireme sistemi iizerine giinde 12,5, 25 ve 35 mg/kg
maruziyet dozlarmin apoptozu indiikleyerek ve oksidatif stres olusturarak tiremeyi
diizenleyen hormon dengesini bozacagi, testislerde histolojik diizeyde gozlenen
bozukluklara bagli olarak erkek iireme sistemi potansiyel riskinin s6z konusu
olabilecegi acgik¢a goriilmektedir. Asetamipridin toksik etki potansiyeline ragmen konu
ile ilgili arastirmalarin yeterli olmamasi, elde edilen sonuglarin insan saghigi, 6zellikle
erkek iireme sistemi bozukluklari, agisindan ne kadar Onem tasidigini ortaya
koymaktadir. Bu sebeple, tez calismasit kapsaminda elde edilen sonuglarin, tarim
ilaglarina ¢evresel ve mesleki maruziyetlere karsi gerekli Onlemlerin alinmasinin

6neminin vurgulanmasi agisindan katki saglayacagina inanilmaktadir.
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