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OZET

Glisofat Bazh Herbisite Maruz Birakilan Ratlarda Proantosiyanidinin Testis
Toksisitesi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismanin amaci, glifosat (GLF) maruziyetine birakilan erkek ratlarda
spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri ile DNA hasari, serum testosteron seviyesi
ve testis dokusundaki toksisite {izerine giiglii bir antioksidan olan proantosiyanidinin
(PA) etkinligini ortaya koymaktir. Calismamizda 24 adet, 2,5-3 aylik, 160-180 g
agirh@inda, erkek Wistar Albino rat kullanildi. Her grupta 6 rat olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Kontrol grubundaki (1. Grup) ratlar standart rat yemi ve su ile beslendi. PA
grubundaki (2. Grup) ratlara 400 mg/kg dozunda PA, DMSO ile ¢ozdiiriilerek gastrik
gavaj yoluyla verildi. PA+GLF grubundaki (3. Grup) ratlara 6nce 400 mg/kg dozunda
PA, daha sonra LDsg/10 dozu olan 787,85 mg/kg dozunda GLF, DMSO ile karistirilarak
gastrik gavaj yoluyla verildi. GLF grubundaki (4. Grup) ratlara LDsg/10 dozu olan 787,85
mg/kg dozunda GLF, DMSO karistirtlarak gastrik gavaj yoluyla verildi.

Motilite agisindan kontrol grubuna gére GLF grubunda azalma goriiliirken PA ve PA+
GLF gruplarinda motilite artisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edildi
(p<0,001). Anormal spermatozoon ve H+/E- oranlar1 agisindna kontrol grubuna gore
PA ve PA+ GLF gruplarindaki azalma ile beraber GLF grubundaki artisin istatistiksel
olarak dnemli oldugu belirlendi (p<0,001). GLF uygulamasinin DNA hasarin1 artirdigi,
PA+ GLF ve PA uygulamalarinin ise DNA hasarini azalttig: istatistiksel olarak 6nemli
oldugu gozlemlendi (p<0,001). GSH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklillk go6zlendi (p<0,05). Seminifer tubulus ¢ap1 agisindan yapilan incelemede,
kontrol grubu ile PA+GLF ve GLF gruplan karsilastirlldiginda GLF ve PA+GLF
grubunda goézlenen azalmanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0,001).
Germinatif hiicre katman kalinliklar1 incelendigi zaman kontrol grubuna gore PA+GLF
ve GLF gruplarinda tespit edilen azalmanin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlendi
(p<0,05).

Sonug olarak giiglii bir antioksidan olan PA’nin GLF maruziyeti sonucunda azalan
spermatolojik parametreler ile ratlarin testis dokusundaki olumsuz histolojik degisimleri
etkili bir sekilde onledigi belirlendi. Bu gibi olumlu etkilerinden dolayr GLF ile
indiiklenen testis toksisitesi lizerine PA’ nin koruyucu bir etkisinin oldugu kanaatine
varild.

Anahtar Kelimeler: Glifosat, Proantosiyanidin, Rat, Spermatozoa, Testis Toksisitesi



SUMMARY

Effect of Proanthocyanidine on Testicular Toxicity in Rats Exposed to the

Glyphosate-Based Herbicide

This study aims to reveal the effectiveness of proanthocyanidine (PA), which is a
powerful antioxidant, on spermatological and oxidative stress parameters, DNA
damage, serum testosterone level, and toxicity in testicular tissue in male rats exposed
to glyphosate (GLF). In our study, 24 male Wistar Albino rats, 2.5-3 months age,
weighing 160-180 g, were used. They were divided into 4 groups with 6 rats in each
group. The rats in the control group (Group 1) were fed with standard rat chow and
water. The rats in the PA group (Group 2) were given 400 mg/kg PA dissolved with
DMSO and administered via gastric gavage. The rats in the PA+GLF group (Group 3)
were first administered 400 mg/kg PA, then LDsg10 dose 787.85 mg/kg GLF mixed with
DMSO and administered via gastric gavage. The LDsg0 dose of 787.85 mg/kg GLF
was mixed with DMSO and administered via gastric gavage to the rats in the GLF
group (Group 4).

In terms of motility, a decrease was observed in the GLF group compared to the control
group. In contrast, the increase in motility was statistically significant in the PA and
PA+ GLF groups (p<0.001). In terms of abnormal spermatozoa and H+/E- ratios, it was
determined that the decrease in PA and PA+ GLF groups and the increase in the GLF
group were statistically significant compared to the control group (p<0.001). It was
found statistically significant that GLF application increased DNA damage, while PA+
GLF and PA applications decreased DNA damage (p<0.001). A statistically significant
difference was observed in GSH values (p<0.05). In the examination performed in
terms of seminiferous tubule diameter, when the control group and PA+GLF and GLF
groups were compared, the decrease observed in the GLF and PA+GLF groups was
found to be statistically significant (p<0,001). When the germinative cell layer
thicknesses were examined, it was determined that the decrease detected in the
PA+GLF and GLF groups compared to the control group was statistically significant
(p<0,05).

As a result, it was determined that PA, a powerful antioxidant, effectively prevented
negative histological changes in testicular tissue of rats with decreased spermatological
parameters due to GLF exposure. Due to such positive effects, it was concluded that PA
has a protective impact on GLF-induced testicular toxicity.

Keywords: Glyphosat, Proanthocyanidine, Rat, Sperm, Testicular Toxicity,
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1. GIRIS
1.1. Ratlarda Reprodiiktif Sistem
1.1.1. Ratlar Hakkinda Genel Bilgiler

Rattus norvegicus, Rodentia takimindan Muridae ailesine aittir (Sharp ve Villano,
2012). Ratlarin, Asya' da ortaya ¢iktig1 ve 18. yiizyilda (yy) Amerika ve Avrupa' ya
yayildig:1 diisiiniilmektedir. Ratlar, ilk olarak 19. yy' in sonlarinda yapilan laboratuvar
calismalarinda kullanildigi  bildirilmistir  (Keeble, 2011). Ratlarin Laboratuvar
calismalarinda ilk bildirilen kullanim1, 1856' da Fransa' da yapilan ve yayinlanan albino

ratlarda adrenalektominin etkileri tizerine yapilan bir ¢alismadir (Foster ve Frost, 2018).

Ratlarin yasam siireleri 2,5-4 yil arasinda olup pubertasa 50 + 10 giinde ulasir. Gebelik
stiresi 21-23 giin arasindadir. Erkekler 450-520 g, disiler 250-400 g’ dir. Viicut sicaklig1
35,9-37, 5 °C, solunum sayis1 dakikada 70-150, kalp atim sayisi ise dakikada 250-600
arasinda degismektedir. 100 g agirhigindaki bir ratin giinlik yem tiiketimi 5-6 g, su
tiiketimi ise 10-12 ml’ dir (Hankenson, 2014).

Ratlarin koku alma, duyma ve dokunma duyular1 olduk¢a gelismis olmasina ragmen
gorisleri zayiftir. Ratlar, Omnivor olup ad libitum olarak beslenmektedir (Koolhaas,
2010). Tim kemirgenler gibi, ratlarda da agizdan alinan gidanin ve metabolitlerinin bazi
kisimlarint iceren yumusak diskiyr yedikleri igin kaprofaji vardir. Ratlar kusamazlar.
Ratlarin maksilla ve mandibulada iki kesici ve alt1 az1 disi bulunmakta olup bunlarin dis
formiili (incisive 1/ 1, canine 0/ 0, premolar 0/ 0, molar 3/ 3) seklindedir (Sharp ve
Villano, 2012). On ayaklarda 4 arka ayaklarda 5 parmak vardir (Int.Kyn. 1).

Ratlarin safra kesesi yoktur. Gece aktif hayvanlardir. Gozyas1 bezi olan Harderian bezi,
normalde gozii yaglayan kirmizi bir salg: iiretir. Rat strese girdiginde, bu salg1 yiize
tasar ve goz ¢evresinde stresin 6zelligi olan kirmizi bir halka olusturur (Wolfensohn ve

Lloyd, 2013).



1.1.2. Disi Ratlarda Reprodiiksiyon

Ratlarin son derece yiiksek tireme kapasitesi vardir. Hem erkekler hem de disiler,
ortalama 2-3 aylikken cinsel olgunluga ulasir. ilk Sstrusun gériilme yas1 40-65 giin
arasinda olmakla beraber dstrus siklusunun uzunlugu 4-6 giin kadardir. ilk ¢iftlesme
yasi 50-100 giin arasinda degismektedir ve 6 ¢ift meme bezine sahiptir (Koolhaas,
2010).

Ratlar bir batinda 6-12 arasinda degisen yavru dogurmaktadir. Yeni dogan ratlar
yaklasik 5,5-10 g agirliginda dogmakta olup tiiystizdiir. Kesici digler 8-10 giinde ortaya
cikar. Gozler 14-17 giinde agilir ve tily 16 glinde tamamen gelisir. Rat yavrular1 20-21.
giinlerde siitten kesilebilir (Tan ve Tan, 2017).

Ovaryumlari diizensiz, nodiiler bir yiizeye sahip olup yuvarlaktir. Her ovaryum bir
bursa igerisinde bulunur. Ovaryumlar, oositlerin hem gelisiminden hem salinmasindan
hem de viicuttaki diger organlar1 etkileyen cesitli steroid ve protein hormonlarinin
tiretilmesinden sorumludur. Rat oviductlar ¢ift kivrimli kanallardir. Rat uterusu, caudal
olarak kismen kaynasmis iki ayri cornudan (uterus duplex) olusur. Uterusun caudal
kisminin kismi birlesmesi ve biiytik 6lglide tek bir cerviks gibi goriinmesine ragmen, her
bir cornu, her biri ayr1 bir cervikal kanala baglanan ayri bir limen olusturur. Portio
vaginalis, cervikste dis agikliklardan vajinal limene ¢ikan dort veya bes epitel kath
fibromiiskiiler yastiklardir. Vajinal duvarin uterus agziyla bulustugu yerde kor bir ug
veya forniks vardir. Dis vajina agiklig iiretral agikliktan ayridir. Klitoris, tipk: klitoral

bezin kanali gibi dis tiretral agikligin igindedir (Vidal ve Dixon, 2018).

Ratlar y1l boyu polidstrik hayvanlardir. Ratlarin Ostrus siklusu 28. ile 42. giinler
arasinda pubertaya girmesiyle baslar. Prodstrus ve Ostrus doneminde ovaryumlarda
folikiiler gelisim meydana gelir. Ostrus doneminin ortasinda ovulasyon ve

ovulasyondan sonra corpus luteum olusur. Didstrus dénemi ise dinlenme evresidir.

On hipofiz bezinden salgilanan gonadotropinler, ovaryumlardaki ve folikiillerdeki
degisikliklere bagli olarak hormonal dalgalanmalari diizenler. Luteinizing Hormone
(LH) sekresyonu, en yiiksek prodstrus doneminde ve en diisiik Ostrus doneminde
meydana gelir. Preovulator folikiillerin ovule olmasimi LH’ in prodstrus donemi

stiresince yiiksek seviyede olmasi saglamaktadir. LH, ovulasyon sonucunda meydana



gelecek olan corpus luteumun olusumunu hazirlar. Follicle stimulating hormone (FSH)
sekresyonu kiiciik folikiillerin biiyiimesini uyarir. Iki preovulatér FSH dalgasindan
birincisi LH dalgasindan kaynaklanirken, ikincisi ise ovulasyondan sonra inhibinin
azalmasindan kaynaklanmaktadir. 17p ostradioliin artis1 ile folikiiler gelisme meydana
gelir. Metostrus ve didstrus donemlerinin baglarinda 6stradiol seviyesi diisiiktiir; ancak
diostrus doneminin sonuna dogru ostradiol seviyesi artmaya baslar. Serum Ostradiol
diizeyi prodstrus donemi boyunca birdenbire artarak pik yapar ve ovulasyonu tetikler,
prodstrusun sonunda ise aniden diiser. Prodstrusu ostrus donemi takip eder. Bu siire
boyunca serum Ostradiol diizeyi diisiik seviyede kalir. Metostrus doneminde progesteron
salmimi biraz daha yiiksek olmasina karsin didstrusun basinda azalir ve prodstrusun
sonuna dogru yiikselir. Progesteron, prodstrus déneminin sonunda pik seviyesine ulasir.
Sayet ciftlesme olusursa LH seviyesi diisiik kalmaya devam eder, FSH seviyesi yeniden
artmaya baglar ve prolaktin seviyesi yiikselir. Ciftlesmemis hayvanlarda ise prolaktin
seviyesi bazal diizeyde kalip, corpus luteum olustuktan iki giin sonra dejenere olur
(Yigit vd., 2019).

Ratta vajina, dogumda vajinal plaka olarak adlandirilan kompakt epitel ile kapatilir. Bu,
20-35 giinliik yasta dejenere ve kornifiye olmaya baglar ve 40 ile 80 giinliikler arasinda
tamamen aciktir. Vajinal agiklik, disi ratlarda yaklasan ergenligin digsal bir gdstergesi
olarak kullanilabilir ve benzer bir durum olan prepiisyal ayrilma erkek ratlarda da vardir
(Otto vd., 2015).

Diginin fertilite durumu, en kolay sekilde erkek bir ratin varligindaki davranisiyla
taminir. Ostrustaki disiler ziplama, kulak kipirdatma ve anogenital bolgeyi erkege
koklatma gibi oldukga karakteristik bir istek davranisi sergiler. Erkek disiye atlamaya
calistiginda, alici bir disi lordosis pozisyonunu benimser. Disinin fertilite durumunu
belirlemenin daha ayrintili bir yolu, giinliilk vajinal smear yoluyla Ostrus siklusunu

izlemektir (Koolhaas, 2010).

Ratlarda 6strus siklusunda mevsimsel degisiklik olmamasina ragmen, hem ovaryumun
islevi hem de 6strus siklusu 1s1k dongiilerinden etkilenir. Siirekli 1s181n, corpus luteum
olusmadan ovaryumlarda kalic1 Gstrusa ve kistik folikiillere neden oldugu bildirilmistir

(Otto vd., 2015). Isik dongiisii (12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik) ratlarda iireme i¢in



onemlidir. Bu dongiiden sapmalar iireme performansini etkileyebilir (Bogdanske vd.,

2010).

Ostrus siklusunun evre, siire ve sitolojik bulgular1 ise soyledir: Proostrus evresi 12 saat
olup bu evredeki sitolojik bulgularda g¢ekirdekli epitel hiicreleri, 10kositler, ara sira
kornifiye hiicreler goriilmektedir. Ostrus evresi 12 saat olup bu evredeki sitolojik
bulgularda % 75 c¢ekirdekli hiicreler, % 25 kornifiye hiicreler; Ostrus ilerledikge
kornifiye hiicrelerin daha baskin oldugu goriilmektedir. Metostrus evresi 21 saat olup bu
evredeki sitolojik bulgularda ¢ok sayida 16kosit, kornifiye hiicre ve hiicresel dokiintii;
biiyiik, diiz ¢ekirdekli hiicreler goriilmektedir. Ayrica ovulasyon metostrus sirasinda
meydana gelmektedir. Diostrus evresi 57 saat olup bu evredeki sitolojik bulgularda daha

cok lokositler goriilmektedir (Sharp ve Villano, 2012).

Ratlar giftlestikten sonra, ratlarin vajinasinda beyaz, mumsu bir ¢iftlesme tikaci (vajinal
tikag) bulunur. Ratlarda gebeligi tespit etmek amaciyla vajinal smear {izerinde
spermatozoon goriilmesi, ratlarin palpasyon ile muayenesi ve tartilmalari gibi yontemler
kullanilir. Ratlarin gebelik siiresi 21-23 giin arasinda degisir. Ratlarda yalanci gebelik
nadir goriiliirken bu stire 13 giin kadardir (Harkness vd., 2010). Ayrica ratlarda cinsiyet
ayrimi1 yaparken dikkat edilmesi gereken nokta, erkeklerin disilerden daha fazla

anogenital mesafeye sahip oldugudur (Sharp ve Villano, 2012).

1.1.3. Erkek Ratlarda Reprodiiksiyon

Erkek genital sistem n kromozoma sahip erkek cinsiyet hiicrelerinin {iretiminden,
beslenmesinden, depolanmasindan, erkek cinsiyet hormonlarinin iiretiminden ve
salgilanmasindan sorumludur. Erkek genital sistem organlari, testislerden, tubuli recti,
rete testis, ductuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoris,

tiretra, erkek eklenti bezleri ile penisten olusur (Bernal vd., 2015).

Testisler, steroid hormonlarin iiretimi ile gamet {iretiminden sorumlu olan, ekzokrin ve
endokrin islevi olan, cinsel olgunlasmay1 ve iireme islevini etkileyen bir organdir.
Ekzokrin fonksiyonu pubertasta spermatozoa iiretimini baslatir ve sekonder cinsiyet
ozelliklerini gelistirir. Endokrin fonksiyonu erigkinlerde spermatozoa {iretiminin

devamliligini, sekonder cinsiyet 6zelliklerinin korunmasini saglar ve yardimci bezlerin



fonksiyonunu etkiler (Prihatno vd., 2018; Gezer ve Karadag Sar1, 2020). insanlarda ve
cogu memeli hayvanlarda, testisler oval sekilli bir ¢ift organken, ratlarda tek bir organ
olup sekli yuvarlaktir (Antepli ve Beyaz, 2017).

1.1.3.1. Testis i¢ Kanallar
1.1.3.1.1. Tubuli Recti

Her seminifer tiibiiliin diiz seyirli son boliimiine tubuli recti denir. Tubuli recti, esey
hiicrelerinden yoksun olup duvari tek katli prizmatik hiicrelerden olusur. Diiz tiibiillerin

liimenleri kanalin sonuna yaklastikga rete testise acilir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.1.2. Rete Testis

Kiibik veya diisiik prizmatik epitel ile ddsenmis anatomik bir kanaldir. Epitel hiicreleri,

birkag kisa mikrovillus igerir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.2. Testis Dis1 Kanallar
1.1.3.2.1. Ductuli Efferentes

Sayilart 12 ile 25 arasinda degisen ductuli efferentes, rete testisten koken alir ve ¢ok

katmanli prizmatik epitel ile kapli olup kinosilyumludur (Beyaz vd., 2008).

1.1.3.2.2. Duktus Epididimis

Duktus epididimisin duvari, yalanci ¢ok katmanli prizmatik epitel ve kas katmanindan
olusur. Ductus epididimis; caput epididimis, corpus epididimis ve cauda epididimis
olmak tizere ii¢ farkli bolgeye ayrilir. Caput epididimis ve corpus epididimis,
spermatozoonun  olgunlagmasindan, cauda epididimis ise  spermatozoonun

depolanmasindan sorumludur (Gezer ve Karadag Sari, 2020).

1.1.3.2.3. Ductus Deferens (Vas Deferens)

Cauda epididimisten baslar, duktus ejakulatoriusu olusturmak i¢in vesicula seminalis
salgi kanalinda son bulur. Duvari, i¢ten disa dogru tunica mukoza, tunica muscularis,

tunica adventitia olmak tizere ti¢ katmandan olusur (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).



1.1.3.2.3.1. Tunica Mukoza

Uzunlamasina kivrimlar olusturur. Absorpsiyon, fagositoz ve sekresyon fonksiyonlarina
sahip, kinosilyumlu yalanci ¢ok katmanli prizmatik epitel ile kaplidir (Anisatuzzahro ve
Luthfi, 2017).

1.1.3.2.3.2 Tunica Muscularis
Iyi gelismis kas katmanindan olusmaktadir. Spermatozoon, kas katmanimin kasilmasiyla
one dogru itilir (Gezer ve Karadag Sari, 2020).

1.1.3.2.3.3 Tunica Adventitia

Damarlar ve sinirler agisindan zengin bag dokusu igerir.

Ductus deferens spermatozoonun tasinmasindan sorumludur. Ayrica Ductus deferens'in
geniglemis kismina sahip bir bolge olan ampulla ductus deferenste spermatozoonlar

ejakiilasyon oluncaya kadar bir siire burada depolanir (Gezer ve Karadag Sari, 2020).
1.1.3.2.4. Ductus Ejaculatorius

Prostat i¢inden gecen ve pelvik liretra kismina agilan kisa, kivrimli bir kanaldir
(Schimming vd., 2015).

1.1.3.2.5. Uretra

Erkeklerde spermanin ve idrarin dis ortama atilmasini saglayan fibromiiskiiler bir
kanaldir (Drobnis ve Nangia, 2017).

1.1.3.3. Erkek Ek Salg: Bezleri

Prostat, vesicula seminalis ve bulboiiretral bezler ve bunlarin disinda ratlarda bulunan
pihtilagsma bezi erkek genital sisteminin ek salgi bezleridir. Her bir bezden gelen salgilar

farkli olup bu salgilarin aktivitesi androjen diizeylerine karst ¢ok duyarlidir. Prostat ve

vesicula seminalisteki agirlik degisimi ve degisen hiicresel aktiviteler, dolasimdaki



androjen seviyelerini degistirmek icin hizli ve iyi bir belirleyici olarak kullanilabilir

(Drobnis ve Nangia, 2017; Adebayo vd., 2015).

1.1.3.3.1. Prostat

Prostat, iiretranin etrafindaki bir¢ok lobdan olusur. Bu, ¢esitli kanallarla tiretradan ser6z
salgilar salgilayan renksiz, kombine bir tiibiiloalveolar bezdir. Ratlarda bir ¢ift ventral
lob, daha kii¢iik olan bir dorsal lob ve lateral loblar bulunur ve bu loblar vesica
urinarianin boynunda yer alir. Prostatik sekresyon ejakiilatin % 15 ile 30" unu
olusturmakla beraber proteolitik enzimler, sitrik asit, transferrin, inositol ve ¢inko

icermektedir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.3.2. Vesicula Seminalis

Duvar yapisi dairesel bir kas tabakasindan olusur ve epitel tek tabakali silindiriktir.
Erkek tiremesinde 6nemli rolii oldugu diisiiniilen vesicula seminalis, yesilimsi beyaz
viskoz siviyla dolu uzun, i¢i bos, iki tarafli bir bezdir. Bu bez ampulla ductus
deferenslerin yaninda bulunur ve ejakiilatuar kanal yoluyla iiretraya atilir. Yuvarlak
yapinin tepe noktast koniktir. Vesicula seminalis sekresyonu ejakiilatin % 50-80" ini
olusturur. Vesicula seminalisin ana bilesenlerini fruktoz, protein, C vitamini ve

laktoferrin igeren sitrik asit olusturmaktadir (Gezer ve Karadag Sari, 2020).

1.1.3.3.3. Bulbourethral Bezler (Cowper's Glands)

Membrandz iiretra arkasindaki tirogenital diyaframda yer alan birlesik iki tiibiiloalveolar
bezdir. Kanallar iiretranin 6n kisminda birlesir. Bag dokusu igeren ¢izgili kasin dis ylizii
kapsiillerle ¢evrilidir. Bu kapsiilden ayrilan septum, organi loblara ayirir. Septumun bag
dokusu elastik lifler, diiz kas ve ¢izgili kas lifleri bakimimdan zengindir. Salgt kismu,
mukus salgilayan tek katmanli kiibik veya prizmatik epitel ile kaphdir. Salgi {irtinii
kayganlastirict gorevi goren berrak mukus, preseminal Sivinin biiyiik boliimiini

olusturur (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.3.4 Pihtilasma Bezi

Genellikle prostat bezinin bir pargast olarak kabul

edilir ve ratlarda siklikla 6n prostat olarak adlandirilir. Protein ve fruktozdan zengin



sekresyonlari, sperma pihtilagmasinda ve spermatozoon hareketliliginde 6nemli bir rol
oynar. Bu sekresyonlar ayrica, vezikiiler ve bulboiiretral bezlerin salgilar1 ile karmasik
biyokimyasal etkilesimler yoluyla, ciftlesmeden sonra disi iireme yolundan spermanin

geri akisini 6nleyen vajinal tikaglar olusturur (Adebayo vd., 2015).

1.1.3.4. Penis

Stingerimsi govde ve ¢ift kavernéz govdeden olusan ciftlesme organidir (Gezer ve

Karadag Sar1, 2020).

Erkek ratlarda puberta, testislerin karin boslugundan skrotuma inmesi Ve
spermatogenezisin baglangici ile karakterizedir. Spermatozoon iiretimi dogumdan 45
giin sonra baslar. Ancak en elverigli iretim 75. giinden Once gerceklesmez.
Gonadotropin releasing hormone (GnRH) hem LH hem de FSH sekresyonunu saglar.
LH ise pubertada leydig hiicrelerini uyararak testosteron salinimini arttirmaktadir.
Puberta donemi oOncesi yapilan bir hipofizektomi, pubertadaki degisiklikleri
engellemektedir. Hipofizektomiden sonra ratlara FSH ve LH uygulanmasi
spermatogenezisi uyarabilir. Ciftlesme davranisi erkek ratlarda sadece testosteron
varhginda gerceklesir. Kastre edilen ratlarda ¢iftlesme davranisi gézlenmemektedir.
Ciftlesme davraniglarinda feromonlarim ¢ok o6nemli yeri vardir (Miilazimoglu vd.,
2010). Erkeklerde anogenital mesafe disilere gore daha fazladir. Disilerin meme uglari
goriiniir haldeyken erkeklerde yoktur (Keeble, 2011). Erkek ratlar uzun bir biiyiime
periyodu sergilerler ve uzun kemiklerin kemiklesmesi ikinci yila kadar tamamlanmaz

(Harkness vd., 2010).
1.1.3.5. Spermatogenezis
Spermatogoniumdan spermatozoaya kadar olan olaylarin dizisine spermatogenezis denir

ve 3 asamada gergeklesir: Spermatositogenezis (¢ogalma), Mayozis (boliinme) ve
Spermiyogenezis (baskalasma) (Gezer ve Karadag Sari, 2020).

1.1.3.5.1. Spermatositogenezis

Spermatogoniumlarin mitoz boéliinmesi sonucunda primer spermatositlerin olustugu ve

hiicrelerin sayica arttig1 siireci kapsar. Pubertas dncesinde primordial germ hiicreleri



olarak bulunan spermatogoniumlar pubertasin baslamasiyla aktif spermatogonyumlara
doniistir. Aktif spermatogoniumlar da ard arda bir dizi mitoz boliinme gegirerek
sirasiyla A4 spermatogonium, intermedier spermatogonium, B tipi spermatogonium ve

primer spermatositler meydana gelir (Tan, 2015).

1.1.3.5.2. Mayozis

Diploid (2n) kromozoma sahip primer spermatositlerin mayoz bdlinme gegirerek dnce
haploid (n) kromozoma sahip sekonder spermatosit, daha sonra sekonder
spermatositlerin de mayoz béliinmenin ikinci asamasinin tamamlanmasi ile spermatidler
olusur. Boylece 2n kromozoma sahip bir primer spermatositten n kromozama sahip dort

spermatid olusur (Oztiirk, 2019).

1.1.3.5.3. Spermiyogenezis

Spermatidlerin spermatozoaya farklilasmasina spermiogenezis denir. Spermiyogenezis
sirasinda meydana gelen en Onemli morfolojik degisiklikler, akrozom olusumu,
cekirdek kromatinin yogunlagsmasi, hareketli bir kuyrugun biiylimesi ve daha sonra
spermatid materyalde olusacak spermatozoa igin gereksiz pargalarin kaybidir.
Spermiyogenezis; Golgi, Kap, Akrozomal ve Olgunlagma evrelerinden olusur (Vernet
vd., 2016).

1.1.3.5.3.1. Golgi evresi

Proakrozomal graniiller Golgi vezikiillerinde goriiliir. Proakrozomal graniiller, tek bir
akrozomal vezikiilde bir akrozomal graniil olusturmak i¢in erir ve birbirleriyle kaynasir.
Bu iki yapi, cekirdegin i¢ tarafi ile temas ederek olusacak spermatozoon basinin 6n

kutbunu belirler (Aitken vd., 2016).

1.1.3.5.3.2. Kap Evresi

Akrozomal vezikiil biiylir ve c¢ekirdegin 2/3 ‘liilkk 6n kismimi kaplayan bashigini
olusturur. Ge¢ kap fazinda, hareketsiz spermatitler polarize edilir ve ¢ekirdek ile bas
kapag1 eksantrik olarak yer degistirir. Cekirdegin caudal kutbunda iki merkez noktasi

toplanir ve uzak merkezcil, kamg1 biiyiimesine yol agar (Morrow vd., 2017).



1.1.3.5.3.3. Akrozom Evresi

Erken akrozomal fazda ¢ekirdek ve hiicre gdvdesi biiyiimeye baslar ve spermatidlerin
cekirdekleri tiibiillerin ¢evresine ve kuyruklari liimene dogru yonlendirilir. Daha 6nce
sertoli hiicrelerinin yanal uzantisindan ayrilan spermatidler daha sonra bu hiicrelerin
apikal girintilerine gomiiliir. Cekirdek biiyiimeye basladiginda, cekirdek histonlarin
yerini gerekli proteinler alir. Bu konsantrasyondan sonra DNA direng kazanir. Protamin,
dollenme sirasinda kromatinin yogunlasmasindan Once oositler tarafindan saglanan

histonlarla degistirilmelidir (Vernet vd., 2016).

1.1.3.5.3.4. Olgunlasma Evresi

Cekirdek konsantrasyonu bu asamada tamamlanir. Olgunlasma asamasinda
spermatozoonun orta kisminda, mitokondrilerin ¢ogu aksonem etrafinda sarmal seklinde
toplanir. Spermatidler arasindaki sitoplazma kopriileri birbirinden ayrilir ve ayrilan
sitoplazma artiklar1 uzaklastirilir. Kalan cisimlerin farkli ug¢lar1 vardir. Bunlar ya sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir ya tiibiiler limen iginde kaybolur ya da tiibiil
epitelinin apikal kenarlarina baglanarak hizla otolize olur. Olgunlagsma evresinin ileri
asamalarinda spermatid hacmi, kap evresindeki spermatidin % 20-30' u kadardir. Bu

azalmadan genellikle otoliz sorumlu tutulur (Aitken vd., 2016).
1.1.3.6. Spermatozoon
Spermatozoon, spermatogenezis sonucu olusan ve erkege ait genetik metaryal tasiyan

tireme hiicresidir. Spermatozoon bas, boyun ve kuyruk olmak iizere 3 kismindan olusur

(Vernet vd., 2016).

1.1.3.6.1. Bas

Tiire 6zgli olan ve bu nedenle hem sekil hem de boyut olarak tiirler arasinda farklilik
gosteren spermatozoon basi, bliylik oranda genetik materyal iceren c¢ekirdeklerle

doludur. Basin sekli ¢ekirdegin seklini belirler. Cekirdegin list 2 / 3, ¢ok sayida
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hidrolitik ve proteolitik enzim igeren akrozomal kapla g¢evrilidir. Akrozomal enzimler,
dollenme sirasinda zona pellucida'nin delinmesi igin gereklidir. (Kim vd., 2017).

Ratlarin spermatozoon basi kanca seklindedir (Creasy ve Chapin, 2013).

1.1.3.6.2. Boyun

Bas ile orta kisim arasinda kisa ve dar bir olusumdur (Stewart vd., 2016).

1.1.3.6.3. Kuyruk

Spermatozoonun hareket yetenegini saglayan kuyruk kismi; orta kisim, esas kisim ve

son kisim olarak ti¢e ayrilir (Stewart vd., 2016).

1.1.3.6.3.1. Orta kisim

Mikrotiibiil ve aksiyel filamentten olusan bir kamg¢1 yapisina sahiptir. Bu olusumlar,
boyunda fibrillerle birlestirilmis uzunlamasina hizalanmis dis fibrillerle ve enerji veren
mitokondri ile ¢evrilidir. Orta kismin plazma zarmin halka benzeri kalinlagsmasi,

¢ekirdegin ve orta kismin sinirini belirler (Kim vd., 2017).

1.1.3.6.3.2. Esas kisim

Bu, spermatozoanin en uzun kismidir. Aksiyel filament kompleksinin yapisi orta kismin
yapisina benzer ve orta kismin dis lifleri ile devam eder. Lifler, ana parcanin sonuna

dogru giderek incelir (Stewart vd., 2016).

1.1.3.6.3.3. Son kisim

Lifli kilifin sadece aksiyel filament kompleksini igeren son kismi, son parganin
baslangicini belirler. Son parc¢anin proksimal kisminda, bu kompleks karakteristik olan
9 ¢ift periferik mikrotiibiilden olusur, ancak distalde bu ¢iftler bire diiser ve farkl

seviyelerde sona erer (Garcia-Vazquez vd., 2016).

1.1.3.7. Sperma Toplama, Suni Tohumlama ve Embriyo Transferi

Ratlarin elektroejakiilasyonu miimkiindiir, ancak bu sekilde toplanan sperma ratlarda
suni tohumlama i¢in kullanilmaz. Ciinkii pihtilasma bezlerinin ve vesicula

seminalislerin katkilar1 nedeniyle, sperma bir sekilde koagule olur. Bu nedenle erkek
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ratlarda elektroejakulatér yardimiyla sperma alinirken bir antikoagiilan igeren

sulandirici i¢ine alinmasi koagiilasyon olayini ortadan kaldirmaktadir (Otto vd., 2015).

Suni tohumlama veya spermatozoon kriyoprezervasyonu igin epididimal sperma en
yaygin olarak terminal diseksiyon sirasinda toplanir. Cauda epididimisin yakin
kismindan (bas) alinan sperma orta (govde) veya kuyruk (kuyruk) kisimlarina gére daha
fazla fertilizasyon yetenegine sahiptir. Sperma, toplandiktan sonra cerrahi olarak
dogrudan Ostrustaki diginin uterusuna verilebilir. Suni tohumlamanin basarisini
saglamanin 6nemli bir adimi, alici diside Onceden vazektomi gecirmis bir erkekle
ciftlesme, vajinanin mekanik stimiilasyonu veya serviksin elektriksel stimiilasyonu

yoluyla yalanci gebeligin indiiklenmesidir (Otto vd., 2015).

Embriyo transferi, belirli 6zelliklerin yalnizca genetik faktorlerle belirlenmesinin aksine
uterus ortamindan kaynaklanip etkilenmedigini aragtirmak i¢in bir arastirma teknigi
olarak da kullanilabilir. Dondurularak saklama teknikleri, elde edilen embriyolarin
sonraki implantasyondan once uzun siire saklanmasina izin verir. Ratlarin hormonal
siiperoviilasyonu genellikle gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) ve ardindan
farelerde kullanilana benzer bir sekilde insan koryonik gonadotropin (HCG)
kullanilarak gergeklestirilir. Embriyo maniplasyonu igin gerekli gelisme asamasina
bagli olarak, embriyolar disiler yetistirildikten 1-5 giin sonra toplanir. Yeniden elde
etme yontemi olarak embriyo transferi kullanildiginda, embriyolar daha sonra Bovine
Serum Albiimin (BSA) ve Fetal Buzagi Serumu (FCS) ile Phosphate Buffered Saline
(PBS) iginde siispanse edilir ve cerrahi olarak yalanci gebe alicinin uterus veya
oviduktuna aktarilir. Embriyolarin bir otoskop kullanilarak serviksten cerrahi olmayan
implantasyonu da rapor edilmistir. Ancak genis kullanim alani bulamamustir. in vitro
fertilizasyon (IVF), ratlarda yapilir, ancak oncelikle bir koloni yonetim aract olmaktan
ziyade dollenme ve erken gelisimdeki olaylar i¢in bir arastirma araci olarak kullanilir

(Otto vd., 2015).

Dondurarak saklama, su anda mevcut olan binlerce genetigi degistirilmis genotipten
canli fare yetistirme potansiyelini siirdiirmenin etkili bir yontemi olabilir. Bir susun
genetik olarak kontamine olmasi durumunda, giivenli bir 6nlem olarak hizmet edebilir.
Ayrica dondurulmus embriyolar insan IVF' nu igin kiiltiir reaktiflerini ve ortamlarini test

etmek igin kullanilir. Spermatozoon kriyoprezervasyonu ratlarda da basarili olmustur.
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Yavrular, ¢ozdiiriilmiis spermatozoon ile dogrudan intrauterin tohumlama kullanilarak
veya dondurulmus-¢ozdiiriillmiis spermatozoon kullanilarak IVF yoluyla elde edilebilir
(Otto vd., 2015).

1.2. Glifosat
1.2.1.Pestisitler

Pestisitler, yabani otlarin ve bdceklerin zararlilarini hafifletmek; onlar1 ortadan
kaldirmak i¢in kullanilan sentezlenmis maddeler ya da biyolojik ajanlardir. Bunlar esas
olarak tarimda, biiyiime sirasindaki bitkileri yabani otlardan, boceklerden, mantar ve
bakteri hastaliklarindan; gidalar1 depolama esnasinda ratlardan, farelerden ve

boceklerden korumak i¢in kullanilir (Lushchak vd., 2018).

Diinya genelinde yaklasik 2 milyon ton pestisit kullanilmaktadir, bunun %47.5"
herbisit, %29.5' bocek ilact, %17.5'1 mantar ilact ve %5.5'1 diger pestisitlerdir. Diinyada
pestisit tiiketen ilk on iilke Cin, Tayland ,ABD, Fransa, Arjantin, Brezilya, Japonya,
Italya, Hindistan ve Kanada 'dir (Sharma vd., 2019).

Mahsul verimliligini artirmak i¢in pestisitler uygulanir; ancak zamanla bitki
kisimlarinda, suda, toprakta, havada birikirler. Pestisitlerin yaygin kullanimi toprag: ve
suyu kirletir, ekinlerde kalir ve sonunda besin zincirine girerek insanlar i¢in tehdit

olusturur (Sharma vd., 2019).

Cesitli tarima dayali pestisitlerin ve diger organik kirleticilerin kalic1 ve her yerde
bulunan dogasi, biyolojik birikim 6zellikleri ve yiiksek toksisiteleri nedeniyle insanliga
zarar vermistir. Bu pestisitlerin canli organizmalarda endokrin ve iireme Sistemlerinin

normal igleyisini engelledigi bilinmektedir (Lushchak vd., 2018).

Yabani otlar, tarimsal iirlinler ile besin, su, 151k kaynaklar1 ile miicadele ettikleri i¢in

ekinlerin verimini azaltir (Quareshy vd., 2018).

Yabani otlar, tarimsal alanlarda kontrol edilmediginde {irlinlerin tamaminin
kaybedilmesine neden olabilir. Yabani ot miicadelesinde bircok metod kullanilmaktadir;
bu metodlardan en yaygin kullanilam kimyasallar maddelerdir (Serim ve Ozdemir,

2012).
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1.2.2. Herbisitler

Kimyasal maddelerden olan herbisitler; tarim, bahgecilik, ¢im ve peyzaj yonetimi gibi
birgok alanda kullanilmaktadir (Quareshy vd., 2018).

Herbisitlerin kisa siirede uygulanabilir olmasi ve sonu¢ vermesi, uzun siire etkili olmasi
gibi Ozelliklerinden dolay: tarimsal liretim maliyetlerinin azalmasini saglar (Serim ve

Ozdemir, 2012).

Ancak herbisitlerin asir1 ve bilingsiz bir sekilde kullanilmalar1 insanlarin, hayvanlarin ve
cevrenin saglhigina zarar vermesi olumsuz bir durumdur. Herbisitlerin direkt ya da
dolayli yolla meydana getirmis olduklar1 yan etkilerin basinda toksisite bulunmaktadir

(Mengtig, 2018).

Herbisitlerin toksisitesinin arilar, kuslar, baliklar ve diger organizmalarda oliimlerin
goriilmesi ve iireme potansiyelinin azalmasi; ekolojik yapisinin zarara ugramasi gibi
uzun siireli olumsuz etkileri bulunmaktadir. Herbisit toksisitesinin insanlar tizerinde de

yan etkileri vardir (Mengiic, 2018).

Insanlar gida ve plastikte herbisitlere, endiistriyel kirleticilere ve sentetik kimyasallara
maruz kaldiklarinda, bu maddelerin endojen iireme hormonu fonksiyonunu olumsuz
etkiledigi diisiintilmektedir. Bu, gesitli ireme anomalilerine yol agabilir (Avdatek vd.,
2018).

Bazi herbisitlerin toksik etkilerinin kadinlarda sterilite ile ilgili oldugu, insanlarin
immun ve sinir sistemlerini de tahrip ettigi belirlenmistir. Ayrica diinyanin en ¢ok
kullanilan herbisitleri olan paraquat ve glifosat’ in (GLF) Parkinson hastaligina, GLF’
nin ise ¢ocuklarda saman nezlesi ve otizme neden oldugu belirlenmistir (Mengiig,

2018).

1.2.3. Glifosat

Herbisitler, bircok pestisit tiiriinden sadece biridir. GLF bazli herbisitler, diinyada
kullanilmaya baslanan ilk herbisitlerdir. GLF, tarimsal ve tarim dis1 amagclar ig¢in

kullanilan arazilerde, istenmeyen bitkileri 6ldiirmek i¢in yaygin olarak kullanilan genis

spektrumlu bir herbisittir (Avdatek vd., 2018).
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Genetigi degistirilmis ekinlerin hizla yayginlagmasiyla birlikte, GLF kullanim miktari
diinya ¢apinda artmaktadir (Cai vd., 2017).

GLF, metilfosfonik asidin metil grubunun glisin amino grubu ile formal oksidatif
eslesmesinden kaynaklanan bir fosfonik asittir. GLF, kokusuz beyaz bir tozdur. Suda
coziinebilirken aseton, etanol ve ksilen gibi yaygin organik ¢oziiciilerde pratik olarak

¢oziinmez (Int kay, 2).

GLF, su anda tiim herbisitler igerisinde en yiiksek iiretim hacmine sahip bir kimyasaldir.
Tarim, ormancilik, kentsel ve ev uygulamalari i¢in 750' den fazla farkli tiriinde

kullanilmaktadir (Guyton vd., 2015).

GLF ilk olarak 1950' de bir Isvicreli kimyager Henri Martin tarafindan bir metal
baglama maddesi olarak sentezlendi. Baslangicta herbisit kullanimi i¢in test edilmedi

veya patenti alinmadi (Richmond, 2018; Duke ve Powles, 2008).

GLF ilk pazarlandiginda, herbisitlerde "¢igir agan bir bulus" olarak miijdelendi.
Elektrik hatlar1 ve tren raylar1 etrafindaki istenmeyen bitkilerin ortadan kaldirilmasi
dahil olmak {izere yabani ot kontrolii, meyve bahgelerinde, meyve iiretiminde yabani
otlarin ortadan kaldirilmasi ve mahsul hasadinin ardindan tarlalarda istenmeyen bitki
biiylimesinin ortadan kaldirilmasi i¢in kullanildi. Bununla birlikte, 1990' larda genetigi
degistirilmis ticari mahsullerin piyasaya siiriilmesi herbisit kullanim hacminin g¢arpict
bir sekilde artisina neden olmustur. Bugiin, GLF kullanimi kiireseldir (Richmond,
2018).

GLF fizyolojik pH seviyelerinde anyoniktir. Cesitli katyonlarla birlikte (6rnegin
sodyum veya izopropilamin tuzlari) bir tuz olarak aktif hale gelmektedir (Duke ve
Powles, 2008).

Giinlimiizde herbisitler, ekinlerde yabani otlarin zaptedilmesinde olumlu etkileri oldugu
icin modern tarimda vazgecilmez bir rol oynamaktadir. Bu kimyasallar arasinda, GLF
giicli etkinlik sergilemektedir. GLF, sap ve yaprak tarafindan emilir ve daha sonra
enolpiruvilshikimat-3-fosfat sentaz1 (EPSPS) bloke ederek tiim viicuda tasinir ve meyve
bahgelerindeki yillik, iki yillik ve ¢ok yillik bitkiler, genis yaprakli, yabani otlar ve
odunsu calilar gibi bir¢ok bitkiyi 6ldiiriir. Bir herbisit kimyasali olarak GLF, bitkilere

yonelik hedef 6zgilligii, 6-7 giin i¢inde tamamen bozunmasi, insan ve hayvanlar,
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kuslar ve sucul canlilar gibi bitki dis1 yasam formlari i¢in diisiik toksisite de dahil olmak

tizere digerler herbisitlere kiyasla baskin degerlere sahiptir (Dai vd., 2016).

GLF’ nin birincil etki sekli, bitkilerde ve bazi bakterilerde korizatin biyosentezinden
sorumlu fenilalanin, tirozin ve triptofan esansiyel aromatik amino asidin
biyosentezindeki bir ara madde olan sikimat yolunun 5 enolpiruvilsikimat 3 fosfat

sentaz enzimini bloke etmektir (Owagboriayea vd., 2017).

Bununla birlikte, GLF’ nin memelilerde hedef dis1 etkileri olabilecegine ve potansiyel
olarak istenmeyen saglik sonuglarina neden olabilecegine dair endiseler vardir

(Johansson vd., 2018).

Bu ticari formiilasyonlar, aktif bilesenlerden ayri1 olarak, uygulanmasini kolaylastiran,
hedef organizmaya penetrasyonu ve toksik etkiyi artiran formiilasyona bagl olarak

cesitli spesifik adjuvanlar da icerir (Abarikwu vd., 2014).

Baslangicta, ticari veya diger kullanimlar1 hakkinda ¢ok az endise dile getirildi. Bununla
birlikte, GLF’ nin daha yaygin olarak kullanilmaya baslamas: ile ekosistem, su yollari,
hayvanlar ve nihayetinde insanlarin sagligi ile ilgili endiseler bulunmaktadir

(Richmond, 2018).

1.2.3.1. Glifosatin Etkileri

Gegtigimiz on yillar boyunca, herbisitlerin yogun kullanimindan kaynaklanan cevre
Kirliligi dikkate deger bir sorundur (Sinhorin vd., 2014). Herbisitler, su ve toprak
yoluyla hayvanlarda birikir ve pestisit dozlar1 belirli konsantrasyonlara ulasan
hayvanlar1 yiyerek sagligimizi etkiler (Acquavella vd., 2004). Son yillarda, GLF ve
ticari formiilasyonlarinin neden oldugu iireme toksisitesine giderek daha fazla ilgi
gosterildi. GLF, insan plasental hiicrelerinde ve insan embriyonik hiicrelerinde diisiik
bir konsantrasyonda androjenin Ostrojene doniisiim siirecini igeren aromataz enzimini

bozdugu kanitland1 (Benachour ve Séralini, 2007; Richard vd., 2005).

GLF birgok alanda uygulanmakta olup toprakta ve yakinindaki ekosistemlerde ciddi
kirlilige neden olmaktadir. Dolayisiyla insan sagligina zararinmi artirmaktadir. GLF’ ye
maruz kalma, hem insanlarda hem de kemirgenlerde endokrin bozucu etkiye sahip

olabilir ve erkeklerin iireme sistemini etkileyebilir. Ozellikle ratlarda, GLF,
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spermatozoon iiretimi ve hatta fetal gelisim dahil olmak {izere spermatozoon
ozelliklerini degistirebilir. GLF' nin hiicresel antioksidan durumunu 6nemli Olciide
degistirdigi, bunun da glutatyon tliikenmesine, enzimatik bozukluklara ve
keratinositlerde lipid peroksidasyonunda artisa neden oldugu belirlenmistir (Cai vd.,

2017; Abarikwu vd., 2014).

Piuiskiirtme sirasinda havada, suda ve yiyeceklerde GLF tespit edildi. Ciftliklerde ve
tarim dis1 hanelerde yasayan ailelerin idrarinda pestisit kalintilarinin ve metabolitlerinin

varligi rapor edilmistir (Mesnage vd., 2012).

Erkek farelerde, GLF, nadir goriilen bir tiimor olan renal tiibiil karsinomu insidansinda

pozitif bir egilim oldugu bildirildi (Guyton vd., 2015).

GLF, insan ve hayvan hiicrelerinde in vitro DNA ve kromozomal hasara, kemirgenlerde

in vitro oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir (Bolognesi vd., 2009).

Yetiskin ratlarda iki yillik bir siire boyunca GLF bazli herbisitlerin maruziyetinin
sonucunda disilerde erken Oliim ve meme tiimorleri oranlart artmistir. Erkeklerde
karaciger tikanikliklarinda ve bobrek nefropatilerinde artis meydana gelmistir.
Pestisitlere maruz kalmanin, erkek ratlardaki germ hiicrelerinde pestisit aracili
degisikliklerden kaynaklanan dogum kusurlarina neden oldugu giderek daha fazla kabul
edilmektedir (Séralini vd., 2013; Ngo vd., 2009).

GLF’ nin ireme fonksiyonunu bozmasi, ratlarin testis ve epididimisinde antioksidan
savunma sisteminin tilkenmesine neden olmasi muhtemeldir, bu da oksidatif stresin

indiiklendigini gosterir (Ikpeme vd., 2012).

Testis hiicrelerinin degismesinin spermatogenezisi kotiilestirdigi  belirtilmistir. Bu
nedenle, spermatozoon sayisindaki azalma, spermatozoonun {iretiminin altinda yatan bu
hiicresel mekanizmadaki degisikliklerle baglantili olabilir. GLF ya da adjuvaninin,
spermatid olusum asamasi yerine spermatogonyal asama sirasinda etki etmis olmasi ¢ok
olasidir. Ek olarak, GLF veya adjuvaninin Kan-testis bariyerinden geg¢mesi de
spermatozoon motilitesinin azalmasina yol agmis olabilir. GLF’ nin spermatozoonun
bas kismindaki olumsuz etkisi, epididimise dogrudan sitotoksik etkisine bagli olabilir

(Ikpeme vd., 2012).

17



Spermatozoon bagi anormalliklerinin ortaya ¢ikmasi, Spermatozoon basinda genetik
materyalin paketlenmesi sirasinda meydana gelen kromozomal anormalliklere veya
testis DNA' sinda bir nokta mutasyonunun meydana gelmesine baglanmistir. Bu
nedenle, spermatogenezis sirasinda ratlarin testislerindeki genetik materyal ile GLF
etkilesimleri, anormal spermatozoon oraninda artisina yol acabilmektedir. Anormal
spermatozoon orani ile analiz edilen oksidatif stres endeksleri arasindaki pozitif bir
iliski oldugu bildirilmistir. Oksidatif stresin kan ve testislerdeki antioksidan seviyesini
azaltarak spermatogenezisin bozulmasina neden oldugu ve erkeklerde steriliteye yol

act1g1 kanitlanmistir (Owagboriayea vd., 2017).

Erkeklerde hiperprolaktineminin tipik olarak libido azalmasina, erektil disfonksiyona ve
anormal sperma kalitesine yol acan hipogonadizmle sonuc¢landigi gosterilmistir. Benzer
bir egilimde, spermatogonia, seminifer epitel ve prolaktin reseptdrlerinde de
gosterilmistir. Ayrica GLF’ ye maruz kalan ratlar arasinda gozlemlenen diisiik
spermatozoon yogunlugu ve motilitesi, serum prolaktinlerindeki artisa da baglanabilir
(Owagboriayea vd., 2017).

Tiroid bezini olumsuz etkileyen herhangi bir eylemin, spermatogenezisi ve leydig
hiicrelerinin gelisimini engellediginden, spermatozoon motilitesinde ve fertilitesinde

bozulmaya yol agabilecegi belirtilmistir (Ikpeme vd., 2012).

1.3. Proantosiyanidin

1.3.1. Polifenoller

Bitkiler aleminde genis ¢apta Polifenol bilesikleri bulunur. Dolayistyla Polifenoller bitki
kokenli gidalarin bilesenleri arasindadir (Choy ve Waterhouse, 2014). Bu bilesikler,
bitkilerin ikincil metabolitleridir (Manach vd., 2004). Polifenoller, antioksidan
ozelliklerinden dolayr son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda siklikla kullanilmaktadir.
Epidemiyolojik calismalar ve ilgili meta-analizler, bitki polifenolleri acisindan zengin
diyetlerin uzun stireli tiiketiminin kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
osteoporoz ve norodejeneratif hastaliklarin gelisimine karsi koruma sagladigini giiclii
bir sekilde gostermektedir (Pandey ve Rizvi, 2009). Ayrica ultraviyole 1sinlarina ve
patojenlerin saldirilarina karg1 Polifenoller viicut savunmasinda da yer alir (Manach vd.,

2004).
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Polifenoller, cogunlukla meyvelerde, sebzelerde, tahillarda ve igeceklerde bulunan
bilesiklerdir. Ozellikle Uziim, elma, armut, kiraz ve ¢ilek gibi meyvelerde
bulunmaktadir. Gidalardaki polifenoller acilik, burukluk, renk, tat, koku ve oksidatif
stabiliteye katkida bulunabilir (Pandey ve Rizvi, 2009).

Gidalardaki polifenol konsantrasyonlari, gidalarin polifenol igerigini optimize etmek
icin kontrol edilebilen ¢ok sayida genetik, ¢evresel ve teknolojik faktore gore degisir.
Polifenollerin saglik {izerindeki etkileri, hem alimlarina hem de biylik Ol¢iide

degisebilen biyoyararlanimlarina baglidir (Manach vd., 2004).

Polifenoller, bitki bazli gidalardaki biyolojik olarak aktif bilesikler grubudur (Abbas
vd., 2017) ve ¢esitli bitki tiirlerinde 8000" den fazla polifenolik bilesik tanimlanmustir.
Tiim bitki fenolik bilesikleri, ortak bir ara madde olan fenilalanin veya sikimik asitten
kaynaklanir. Polifenoller igerdikleri fenol halkalariin sayisina ve bu halkalar1 birbirine
baglayan yapisal elementlere gore farkli gruplara ayrilabilirler (Pandey ve Rizvi, 2009):
Bu gruplar flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlardir (Choy ve Waterhouse,
2014). Flavonoidler, insan sagligina onemli faydalar1 olan bir polifenolik bilesik
smifidir (Rauf vd., 2019). Flavonoidler de &zellikle merkezi karbonun oksidasyon
durumuna gore 6 alt smifa ayrilir (Abbas vd., 2017): Bunlar; flavonoller, flavonlar,
izoflavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler =~ ve flavanoller (katesinler ve

proantosiyanidinler) olarak adlandirilir (Choy ve Waterhouse, 2014).

1.3.2. Flavonoidler

Flavonoidler 6nemli bir dogal iiriin sinifidir (Panche vd., 2016). 4000'den fazla bilesik
ile, bitkisel gidalarda en ¢ok bulunan polifenollerdir (Diane vd., 2013). Flavonoidler, en
onemli nitrojen olmayan bitki pigmentlerinden biridir. Siirgiinlerde, yapraklarda,
tomurcuklarda ve meyvelerde sar1 veya kirmizi/mavi pigmentasyon iireterek cicek
renklenmesinden sorumludur (Karak, 2019). Flavonoidler, birincil metabolitlerin aksine
bitkinin hayatta kalmasi1 icin gerekli olmayan diisiik molekiiler agirlikli ikincil
metabolitlerdir (Cotelle, 2001). Fitokimyasallardan olan flavonoidler, insanlar ve
hayvanlar tarafindan sentezlenemezler (Karak, 2019). Flavonoidlerin, insan ve hayvan

saglig1 tizerinde Onemli etkilere sahip olmasi ve bitkiler aleminde yogun olarak
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bulunmalart nedeniyle biiyliik ilgi uyandirmistir. Sagligin korunmasi ve kronik
dejeneratif hastaliklarin  onlenmesindeki potansiyel rolleri nedeniyle literatiirde
"fonksiyonel Dbilesenler" ve "sagligi tesvik eden biyomolekiiller” olarak

adlandirilmaktadirlar (Karak, 2019).

Flavonoidler bitkilerde aromatik amino asitler olan fenilalanin, tirozin ve malonattan
olusur. Flavonoidler genellikle bitkilerde glikozillenmis tiirevler olarak bulunur.
Yapraklarda, ciceklerde ve meyvelerde mavi, kirmizi ve turuncunun parlak tonlarina
katkida bulunurlar. Cesitli sebze ve meyvelerin yani sira tohumlarda, kabuklu

yemislerde, tahillarda, baharatlarda ve ¢ayda bulunur (Pietta, 1999).

Flavonoidlerin kimyasal gesitliligi, boyutu, ii¢ boyutlu sekli, fiziksel ve biyokimyasal
ozellikleri; bitkilerde ve hayvanlarda biyolojik aktiviteyi etkilemek i¢in farkli hiicre alt1

konumlarindaki hedeflerle etkilesime girmelerine izin verir (Buer vd., 2010).

Flavonoidler, ¢esitli nutrasotik, farmasotik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda
vazgecilmez bir bilesendir. Bunun nedeni, temel hiicresel enzim fonksiyonlarin1 modiile
etme Kkapasiteleri ile birlikte antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik ve
antikanserojen ozellikte olmasidir (Panche vd., 2016). Flavonoidler, ayrica antioksidan
ve serbest radikal siipiiriicii yetenekleriyle iligkili olabilen ¢esitli biyolojik 6zelliklere de
(hepatik koruyucu, antitrombotik ve antiviral aktiviteler dahil) sahiptir (Saija, 1995).
Flavonoidler antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteye ek olarak cilt korumasi, beyin
fonksiyonu, kan sekeri ve kan basincinin diizenlenmesi ile iligkilidirler (Karak, 2019).
Flavonoidlerin kardiyovaskiiler hastalik ve norodejeneratif bozukluklar dahil olmak
lizere ¢ok sayida hastalik durumunda faydali etkiler gosterdigi one siirtilmiistiir
(Williams, 2004). Ayrica aldoz rediiktaz, ksantin oksidaz, siklo-oksijenaz, lipoksijenaz
ve fosfoinositid 3-kinaz gibi g¢esitli enzimler igin gii¢lii inhibitorler olduklar
bilinmektedir (Karak, 2019).

Flavonoidler, antialerjenik, antiviral, antienflamatuar ve vazodilator etkiler dahil olmak
tizere biyolojik aktiviteler sergilemektedir. Bununla birlikte, en ¢ok ilgi, serbest radikal
olusumunu azaltma ve serbest radikalleri temizleme yeteneklerinden dolay:

flavonoidlerin antioksidan aktivitesine ayrilmistir (Panche vd., 2016).
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Viicut hiicreleri ve dokulari, normal oksijen metabolizmasi sirasinda {iiretilen veya
ekzojen hasarin neden oldugu serbest radikallerin neden oldugu hasar tarafindan siirekli

tehdit altindadir (Panche vd., 2016).

Yaygin olarak serbest radikaller olarak adlandirilan reaktif oksijen tiirleri (ROS),
biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek hiicre ve doku hasarma yol agar. ROS’ un
ateroskleroz, Parkinson, Alzheimer, kalp ve beyin hasar1 gibi ¢ok cesitli dejeneratif

stireclere ve hastaliklara neden oldugu diistiniilmektedir (Cotelle, 2001).

ROS’ un Onemli olaylardan biri, hiicresel membran hasar1 ile sonuglanan lipid
peroksidasyonudur. Bu hiicresel hasar, hiicrenin net yiikiinde bir kaymaya neden olarak
ozmotik basinci degistirerek sismeye ve sonunda hiicre Oliimiine yol agar. Lipid
peroksidasyonunun yaslanma ile birlikte ateroskleroz, diyabet, hepatotoksisite ve
inflamasyon gibi ¢esitli hastaliklardan sorumlu oldugu belirlenmistir (Panche vd.,
2016).

Flavonoidler, ROS’ un neden oldugu hasar1 ¢esitli sekillerde Onleyebilir. ROS ile
reaksiyona girerek onlar1 stabilize eder. Hidroksil grubunun yiiksek reaktivitesi

nedeniyle radikaller etkisiz hale getirilir (Panche vd., 2016).

Flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri lizerine yapilan ¢alismalarda, oksidatif stresleri
onlemek icin potansiyel ilaglar olarak  kullanilabilecegini  vurgulanmistir.
Antioksidanlar, hiicreleri ROS’ un oksidatif etkisine kars1 koruyan bilesiklerdir ve ROS
ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif strese neden olur. Oksidatif
stres, diyabet, kanser, norodejeneratif bozukluklar ve yaslanma gibi cesitli saglik
rahatsizliklartyla iligkili hiicresel hasara yol agabilir. Oksidatif stres ayrica DNA ve
protein gibi molekiillere zarar verebilir. Antioksidanlar, radikal ireten sistemlere
miidahale eder ve endojen antioksidanlarin islevini artirarak hiicreleri ROS’ un

zararlarindan korur (Panche vd., 2016).

Flavonoidler ayrica antimikrobiyal aktiviteleriyle taninirlar ve bircok arastirmaci
antifungal, antiviral ve antibakteriyel aktivite ozelliklerine sahip flavonoidlerin
yapilarim1 izole etmis ve tanimlamistir. Bu o6zelliginden dolay1 bir¢cok flavonoid
giinimiizde beslenme, gida gilivenligi ve saglik alanlarinda da yaygin olarak

kullanilmaktadir (Panche vd., 2016).
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1.3.3. Proantosiyanidin

Flavonoidlerin en karmasik alt siniflarindan biri olarak kabul edilen proantosiyanidinler
(PA), monomerik (-)epikatesin veya (+)katesinin yiiksek oranda polimerize edilmis
oligomerlerinden olusur (Choy ve Waterhouse, 2014).

Meyvelerde (iiziim, hurma, elma, seftali, armut, cilek, kizilcik, yaban mersini ve siyah
ahududu), sebzelerde (bezelye), sert kabuklu yemislerde (findik, badem), tohumlarda
(iizim ¢ekirdegi, Antidesma thwaitesianum tohumu), ¢igeklerde (longan ¢icegi), agag
kabugunda (¢am agac1), yumrularda (sogan), yapraklarda (yesil ¢ay, maydanoz), kakao,
cay ve sarap gibi cesitli yiyecek ve i¢eceklerde bulunabilir (Choy ve Waterhouse, 2014;
Joshi vd., 2001; Fine, 2000; Iglesia vd., 2010).

Uziim ¢ekirdegi ekstrakti olan PA’lar C vitamini, E vitamini, C ve E vitamini
kombinasyonu, B-karoten, gallik asit ve resveratrolden daha iyi bir serbest radikal
temizleyicisi ve oksidatif doku hasari inhibitorii oldugunu yapilan ¢alismalarda ortaya
konmustur (Zhao vd., 2014; Su vd., 2011; He vd., 2018; Fine, 2000; Ou ve Gu, 2014).
Uziim gekirdegi ekstraktmin biyoaktif bilesenlerinin arastirilmast ilk olarak 20. yy © da
baslamigtir. Uziim cekirdeklerinden elde edilen PA‘ larmn, ¢am kabugundan elde
edilenlere gére hem konsantrasyon hem de antioksidan etki bakimindan daha {istiin

oldugunu gézlemlemistir (Unusan, 2020; Blade vd., 2016).

1.3.3. Proantosiyanidinin Etkileri

PA’ larmm biyolojik, farmakolojik ve tibbi 6zellikleri kapsamli bir sekilde gdzden
gecirilmistir. Serbest radikal temizleyici ve antioksidan aktivitelerine ek olarak
antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar, antialerjik, antikarsinojenik, antidiyabetik,
antindrodejeneratif, antiosteoartrit, kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve vazodilator
eylemler dahil olmak iizere ¢ok cesitli biyolojik etkiler sergilemektedir. Ayrica lipid
peroksidasyonunu, trombosit agregasyonunu, kilcal damar gecirgenligi ve kirilganlig
inhibe etmektedir ve fosfolipaz A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz ve ksantin oksidaz
gibi enzim sistemlerinin aktivitesini diizenlemektedir (Bashir, 2019; Joshi vd., 2001;
Fine, 2000; Unusan, 2020; Bagchi vd., 2000)
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Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin sistemik tezahiirii ile biyolojik bir sistemin
reaktif ara maddelerini kolayca detoksifiye etme ve ortaya ¢ikan hasar1 onarma yetenegi
arasindaki dengesizligi yansitir (Li vd., 2015). Erkek infertilitesinin nedenlerinden biri
olan oksidatif stres, lipid peroksidasyonuna, DNA, protein ve iskemik (oksijen
eksikligi) hasarina neden olabilir (Al-Daraji, 2012). Oksidatif stresin dogrudan aracilari
olarak ROS’ lar son derece Onemlidir. Oksijen iyonlari, serbest radikaller ve
peroksitlerden olusan ROS, spermatozoa DNA'smna dogrudan zarar vererek veya
spermatozoanin plazma membran bitiinligiinii bozarak infertiliteye neden olarak
motilite ve penetrasyon kabiliyetinin azalmasina neden olmaktadir. Oksidatif strese
kars1 bir gii¢ olarak, antioksidanlar seminal plazmada bulunarak ROS'un birgok olumsuz

etkisini ortadan kaldirir (Soleimani ve Masoumi, 2017).

Antioksidanlar, viicutta bulunan ROS’u temizleyen bilesiklerdir. ROS, hiicre zari
lipidlerini oksitleyerek ve viicudun genetik materyalleri olan DNA'ya zarar vererek
dokuyu yok eden oldukca reaktif molekiillerdir. Notralize edilmezlerse birgcok patolojik
duruma yol agan oksidatif strese neden olabilir. Antioksidanlar, ROS’un dokuya 6nemli

zarar vermeden once noétralize ederek c¢alisir (Joshi vd., 2001).

Yapilan bir¢ok calisma ile PA’ nin antioksidan 6zelliginden dolayi ¢esitli erkek lireme
bozukluklarinda potansiyel bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Bayatli vd.,
2013; El-Beltagi vd., 2017; Abdel-Kawi vd., 2016; Long vd., 2017; Attia vd., 2010).

Yapilan bu ¢aligmanin amaci; GLF maruziyetine birakilan erkek ratlarda spermatolojik
ve oksidatif stres parametreleri, DNA’ da meydana gelebilecek degisimler, serum
testosteron seviyesine etkisi ve testis dokusundaki toksisite gostergesi olan histolojik

degisimler tizerine giiclii bir antioksidan olan PA’ nin etkinligini ortaya koymaktir.
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2. MATERYAL ve METOT

2. 1. Deney Hayvanlari

Bu calisma, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun
26.01.2021 Tarihli ve 49533702/06 say1 no’lu izni ile yapildi. Calismada hayvan
materyali olarak Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Arastirma Merkezi tinitesinden temin edilen 24 adet, 2,5-3 aylik erkek Wistar-Albino
cinsi (160-180 g) rat kullanildi. Calismanin deneysel boliimii yine bu merkezde yapildi.
Ratlar i¢in standart sartlarda (25 + 2°C sabit sicaklik, % 60-65 diizeyinde nem ve
havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olmak tizere) ve her giin
altlar1 temizlenen kafeslerde standart rat yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Tiim
hayvanlar ¢alisma baglangicinda ve 6tenazi edilmeden Once tartilarak agirliklari kayit
altina alindi. Uygulamalar her giin 13:00 -14:00 saatleri arasinda yapildi. Calismanin
deneysel bolimii 56 giin siirdii. Spermatolojik parametreler Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali
laboratuvarinda, patolojik degerlendirmeler Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda, oksidatif stres parametreleri Afyon
Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda yapildi. Calismamiz, AKU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon

Birimi tarafindan 21.SAG.BIL.01 kod nolu proje ile desteklenmistir.

2. 2. Gruplarin Olusturulmasi
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Deney hayvanlari her kafeste 6 hayvan olacak sekilde Kontrol, Proantosiyanidin (PA),
Proantosiyanidin+Glifosat (PA+GLF) ve Glifosat (GLF) olmak tizere 4 gruba ayrildu.

1. Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlar 56 giin boyunca her giin standart rat yemi ve
su ile beslendi.

2. Proantosiyanidin (PA) Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlara 56 giin boyunca her giin
ayni saatte 400 mg/kg dozunda PA, DMSO ile ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj yoluyla

verildi.

3. Proantosiyanidin+Glifosat (PA+GLF) Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlara 56 giin
boyunca her giin aymi saatte dnce 400 mg/kg dozunda Proantosiyanidin, daha sonra
LDsg/10 dozu olan 787,85 mg/kg dozunda GLF, DMSO ile karigtirilarak gastrik gavaj

yoluyla verildi.

4. Glifosat (GLF) Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlara 56 giin boyunca her giin ayni saatte
LDsg10 dozu olan 787,85 mg/kg dozunda GLF, DMSO karistirilarak gastrik gavaj

yoluyla verildi.

2. 3. Kan ve Doku Orneklerin Alinmasi

2.3.1. Kan Orneklerinin Alinmasi

Deney asamasindaki son uygulamadan 24 saat sonra tiim hayvanlar tarilip agirliklart not
edildikten sonra inhalasyon anestezisi altinda kalpten alinan kanlar jelli biyokimya
tiiplerine konularak 3500 devirde 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen
serumlar ependorflara alinarak biyokimyasal analizler yapilana kadar -20 °C’ de

saklandi.

2.3.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Kan ornekleri alindiktan sonra 6tenazi islemi sonrasinda ratlarin testis ve epididimisleri
cikarildi. Epididimislerden elde edilen sperma ornekleri ile frotiler hazirland1 ve
spermatolojik parametrelere bakilmak tizere laboratuvara gotiiriildi. Sag testis ve

epididimis patolojik degerlendirilmeler yapilmak iizere patoloji laboratuvarina teslim
edildi.
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2.4. Doku Homojenizasyonu

Ilk énce homojenizasyonun yapibilecegi bir kap ayarlandi. Sonra 0,5 g doku tartilip
kaba konuldu ve iistine 5 mL 50 mM potasyum dihidrojen fosfat eklendi. Doku bu
¢ozelti igerisindeyken homojenize edildi. Doku tamamen pargalandiktan sonra kap
igindeki siv1 santrifiije uygun bir tiipe aktarildi ve 3500 devirde 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant alinip temiz bir tiipe aktarildi ve analiz zamanina kadar -20 °C’ de
sakland1. Ornegimiz analiz yapilacak giinden bir giin nce +4'e birakilip dinlenmesi ve

¢oziilmesi i¢in beklenildi (Ohkawa vd., 1979).

2.5. Biyokimyasal Analizler
2.5.1. Serum Testosteron Seviyelerinin Belirlenmesi

Ependorflara alinarak -20 °C saklanan kan serum testosteron Orneklerinin oda
sicakligina gelmesi i¢in bir siire beklendi. Analizler i¢in Cin menseili, E0259Ra katalog
numarali, BT LAB Bioassay Technology Laboratory marka elisa kitleri kullanildi. Bu
Kit, Rat Testosteron diizeyini tahlil etmek {iizere, biyotin, ¢ift antikor sandvig
teknolojisine dayali enzim immunoassay (EIA) yontemiyle calismaktadir. Mikroplaka
yikayicit olarak USA menseili BIO-TEK marka, EL x 50 model yikayici kullanildi.
Okumalar ise USA menseili BIO-TEK marka ELx800 model mikroplaka okuyucuda
yapildi. Tim parametreler 450 nm dalgaboyunda okutulmus ve cihazdan alinan
absorbans degerleri kalibrasyon grafiginde yerine koyularak orneklerin sonuglari elde
edildi.

2.5.2. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini

Testis doku homojenizasyon islemini tamamlandi. Standart maddemiz olan
tetraetoksipropan’dan 0,5 mL alinip 100 mL etanol ile karistirildi. Bu ¢ozeltiden 0,1 mL
almip 100 mL distile su eklenerek standart soliisyonumuz hazirlandi. Hazirlanan
homojenizat ornekten ve standarttan 0,2 mL alinip 10 mL’ lik cam tiiplere eklendi.

Uzerine sirastyla 0,2 mL %8’lik sodyum dodesil siilfat, 1,5 mL %20’lik glasiyel asetik
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asit, 1,5 mL % 0,8 tiyobarbitiirik asit, 0,6 mL distile su eklendi. Karisim tiip sporu
calkalama yontemi ile iyice karistirildi. Daha sonra karisim aliminyum folyo ile sarilip
95 °C’lik su banyosunda bir saat kaynatildi. Kaynatildiktan sonra 6rnekler ve standartlar
su banyosundan ¢ikarilip +4 °C’ ye sogutuldu. Sogutma isleminden sonra iizerlerine 1
mL distile su eklendi. Daha sonra 5 mL N-butanol+piridin karigimi eklendi ve karisim
tiip sporu ¢alkalama yontemi ile iyice karistirildi. Tim 6rnekler 3500 devirde 10 dk
santrifiij edildi. Pembe/mor renkli kisim 532 nm’de absorbansi okundu. En son standart
ile karsilastirip degerlendirmesi yapildi. Spektrofotometrik Slgiimleri gergeklestirmek
icin Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresi (Tokyo, Japonya) kullanildi (Ohkawa
vd., 1979).

2.5.3. Glutatyon (GSH) Aktivite Tayini

Dokuda GSH tayini yapabilmek icin Oncelikle gerekli kimyasallar hazirlandi.
Coktiiriicti, 5 g metafosforik asit, 1 g EDTA ve 90 g NaCL 300 mL distile suda
¢Ozdiirtilerek hazirlandi. Fosfat tamponu 0,3 Molar Na;HPO,4, 40,02 g Na;HPO,4.7H,0
500 mL distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi. 5,5’- (2-ditiobisnitrobenzoik asit) (DTNB)
ise 40 mg DTNB 100 mL' lik %1 sodyum sitrat ¢ozeltisiyle ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
GSH standart1 ise 10 mg GSH, 25 ml distile suda ¢6zdiiriilerek hazirlandi. Testis doku
homojenizasyon islemininin tamamlanmasindan sonra analizin yapimma geg¢ildi.
Hazirlanan homojenizat érnekten 0,2 mL alind1. Uzerine 3 mL ¢oktiiriicii eklendi. Tyice
kanigtirilip biraz beklendi. Daha sonra 3500 devirde 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant baska bir tiipe alindi. Uzerine 8 mL fosfat tamponu, 0,5 mL
DTNB ayiraci eklendi. lyice karistirildi. Standar tiipte doku homojenizati yerine 0,2 mL
GSH standart1 kullanildi. KOR tiipiine 0,2 mL distile su ve 3 mL ¢oktiiriicii eklendi.
Stizgegten gegirilerek filtre edildi. Shimadzu 1601 UV-VIS spektrofotometresi’ nde
(Tokyo, Japonya) 412 nm’ de okumasi yapilarak degerlendirildi (Beutler ve Kelly,
1963).

2.6. Spermatolojik Muayeneler
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2.6.1. Spermatozoon Motilitesi

Testisler ¢ikarildiktan sonra, yapisik yag, bag dokusu ve kan damarlari ¢ikarildi. Her bir
hayvanin testislerini, kanin disar1 ¢ikmasini saglamak icin izotonik tuzlu su ¢ozeltisi
iceren i¢i bos bir kaba aktarildi. Sol kauda epididimis bir pens ile sikigtirilirken ince
uclu makas kullanilarak uzunlamasina kesildi. Spermatozoon, fosfat tamponlu salin
(PBS) igeren Petri kaplarinda kauda epididimis kiiclik pargalar halinde kesilerek Sperma
alindi. Motilitenin belirlenmesi i¢in 37°C’ ye ayarlanan isitma tablasina bir lam
konuldu. Lam iizerine 10 mikrolitre (ul) biiyiikliigiinde sperma koyuldu ve {iizerine
lamel kapatildi. Faz-kontrast mikroskop kullanilarak 100x’ de gériintii bulunup 400x’
de degerlendirildi. Mikroskop altinda ti¢ farkli alanda herhangi bir y6éne dogrusal
hareket eden spermatozoonlar sayilarak motilite belirlendi ve yilizde olarak ifade edildi
(Avdatek vd., 2018).

2.6.2. Anormal Spermatozoon Orani

Sperma numunesindeki anormal spermatozoon orant Giemsa boya ile boyanip
degerlendirilmesi yapildi. Lam {izerine bir damla sperma Orneginden damlatildi. 45
derecelik aciyla bagka bir lamla periferik yayma islemi yapildi. Yatay olarak kurumaya
birakildi. Ardindan alkolle fikze edilip kurumaya birakildi. Kuruma islemi
tamamlandiktan sonra boyama islemine gecildi. Giemsa boyasi pipetle lamin {izerini
kapatacak sekilde damlatildi. Kirk bes dakika beklenildi. Bekleme siiresi sonunda lam
numunenin bulundugu tarafin tersinden suya tutuldu. Yikanan lam dik bir sekilde
kurumaya birakildi. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra faz-kontrast mikroskopta
400x’ de 400 spermatozoon sayilarak anormal spermatozoon orani % olarak belirlendi.
Normal spermatozoon yapist disindaki yapilar anormal olarak kabul edildi ve
spermatozoon’un bas, orta kisim, kuyruk ve toplam anomalileri ayr1 ayr1 degerlendirilip
kaydedildi (Watson, 1975).

2.6.3. HE Test
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Olii-canli spermatozoon orani ve hipo-ozmotik sisme testinin birlikte uygulandig
sperma orneklerinde Hipo-ozmotik Eozin boya testi adi verilen HE testi kullanildi.
37°C'deki su banyosunda bulunan 100 mOsm HOST soliisyonundan 1 ml, sperma
orneginden de 10 ul eppendorf tiiplerine alindi. Daha sonra eozin boyasi eklendi ve
karisim 37°C'lik su banyosunda 30 dakika Inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu
karisimdan bir damla alinarak frotiler ¢ekildi ve ¢ok kisa siire igerisinde kurutuldu.
Hazirlanan 6rnekler mikroskopta 400x” de 400 spermatozoon, bas kisminin tamaminin
veya bir kisminin boya alip almamasina ve kuyrukta sisme olup olmamasina gore dort

tipe ayrildi. Bunlar:

Tip 1. Kuyruk sismis, bas boya almamis. (H+/E-)
Tip 2. Kuyruk sismemis, bas boya almamis. (H-/E-)
Tip 3. Kuyruk sismis, bas boya almis. (H+/E+)

Tip 4. Kuyruk sismemis, bas boya almis. (H-/E+)

HOS Test Soliisyonunun hazirlanisi:

0,9 g Fruktoz

0,49 g Sodyum sitrat, 100 ml distile suya tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazirlandi.
Eosin boyasinin hazirlanisi:

1,67 g Eosin-Y

2,9 g Sodyum sitrat, 100 ml distile suya tamamlanarak hazirlandi (Giindogan vd., 2010).

2.7. DNA Hasari

Spermatozoondaki DNA hasarim1 belirlemek i¢in comet assay yontemi kullanildi.
Comet assay yonteminin bir baska adlandirilmasi ise Single Cell Gel Electrophoresis
yontemidir. Bu yontemle, tek tek spermatozoonlarin ¢ift iplikli DNA hasarim

degerlendirmesi saglanmaktadir. Bu yontemin, alkali pH’da farkli elektrik yiikiine ve
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molekiil agirliklarina sahip olan DNA molekiillerinin elektriksel alandaki hareketine

bagl ¢aligma prensibi vardir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 2003).

2.7.1. Spermanin Yikanmasi

Taze olarak aliman sperma Ornekleri hemen eppendorf tiiplere alinip havayla temasi
Onlenerek karanlik ortamda ve soguk zincirde korundu. Sperma 6rnekleri Ca*? ve Mg+2
icermeyen PBS ile 1:1 oraninda sulandirilip santrifiij islemi yapildi. Santrifiij sonrasi
elde edilen siipernatant spermadan uzaklastirildi. Sperma tekrar sulandirildi ve

¢alismanin bir sonraki agamasina hazir hale getirildi (Giindogan vd., 2010).

2.7.2. Slaytlarin Hazirlanmasi ve Spermatozoonlarin Agoroza Gomiilmesi

Slaytlar % 0.75°1ik diisiik kaynama dereceli agaroz jel (low melting agar, LMA) PBS
icerisinde hazirlandi. Tamami traglanmis lamlarin {izerine LMA’dan 120 pl alinarak
tizerine damlatildi. Daha sonra lam {izerine damlatilan LMA froti seklinde yayilarak oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Bdylece birinci tabakanin olusturulmasi saglandi.
Seyreltilmis olan spermadan 5 pl, 85 pl % 1 oraninda LMA jel alinip 37 °C’de
karistirilarak birinci agaroz kat iizerine tabakalandirildi. Daha sonra hazirlanmis lamin
tizerine 24 X 60 mm lamel ile kapatilarak buz kaliplar1 iizerinde katilasmasi igin

bekletildi. Katilagma isleminden sonra lameller dikkatlice ¢ekilerek slaytlar hazirlandi

(Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.7.3. Lizis

Hazirlanan slaytlar yiiksek yogunlukta tuz ve deterjan igeren taze hazirlanmis soguk
lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100,
pH 10) +4 °Cde yaklagik 1 saat siire ile inkiibe edildi. Ardindan lizis soliisyonuna 40
mM dithioerithrol (DTT) ilave edilerek slaytlar +4 °C’de yine 1 saat inkiibe edildi. Daha
sonra 100 pg/ml proteinase K lizis soliisyonu eklenerek slaytlar 37 °C’de iki gece
inkiibe edildi (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).
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2.7.4. Elektroforez

Hiicrelerin lizisinden sonra DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar Elektroforezde
yiiritmeden Once taze olarak hazirlanmis ve hafif buzlu elektroforez tamponunda (300
mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12.5) 20 dk. inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
asamasindan sonra DNA’lar 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda 20 dk boyunca
elektroforez tamponu igerisinde isleme tabi tutuldu (Hughes vd., 1997; Singh vd.,
2003).

2.7.5. Notralizasyon

Elektroforez isleminden sonra slaytlardaki alkali elektroforez ¢dzeltisini taze
hazirlanmis Tris tamponuyla (40 mM Tris HCI, pH 7.4) yikayarak noétralizasyon
sagland1 (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.8.6. Boyama

Notralizasyon isleminden sonra slaytlar bir floresan boya olan ethidium bromid (5
ug/ml) ile boyandi (Hu vd., 2008).

2.8.7. Slaytlarin Degerlendirilmesi

Boyama islemi sonrasinda slaytlarin {izerine lamel kapatilarak floresan ilaveli

mikroskobun (Olympus CX-31) 400x’ de 100 adet DNA goriintiisii degerlendirildi.

Gorsel skorlama yontemi ile degerlendirme gergeklestirildi. Meydana gelen hasarin
derecesine gore DNA goriintiileri 0 ile 4 arasinda bir puanlama yapildi. Hic¢ hasar
meydana gelmeyen DNA’lar 0, hasar meydana gelmis olan DNA’lar hasarin derecesine
gore 1’den 4’e kadar puanlandirildi. Sonuglar arbitrary unit (AU) olarak degerlendirildi
(Collins, 2004).
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2.8. Testis Histopatolojisi

Tim hayvanlardan testis dokularinin toplanmasi ve Bouin soliisyonunda fiksasyonu
yapildiktan sonra parafine gomiildii ve 5 pm kalinliginda kesitler halinde kesildi.
Boyama i¢in Mayer hematoksileni ve eozin (H&E) kullanildi. Dokularin
degerlendirilmesi, kamerali (Olympus DP20) bir 151k mikroskobu (Olympus Bx51
modeli) kullanilarak yapildi (Avdatek vd., 2018).

2.9 istatistiksel Analiz

Yapilan caligmada elde edilen motilite ve anormal spermatozoon oranlari, HE-test
parametreleri, DNA hasarlari, testosteron diizeyleri ve oksidatif stres parametrelerinin
istatistiksel agidan analizi igin SPSS programinin 22.0 versiyonu kullanildi. Elde edilen
verilerin normal dagilima sahip olup olmadigini test etmek amaciyla Shapiro Wilk-W
Testi kullanildi. Gruplar arasi farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile, farklarin
onem kontrolii ise post hoc Duncan testi ile yapildi. Istatistiksel sonuglardaki

farkliliklardan p<0.05 (*) ve p<0.001 (**) olan degerler 6nemli olarak kabul edildi.

3. BULGULAR

3.1. Spermatolojik Parametrelere Ait Bulgular

Caligmamiza ait gruplar arasi spermatozoon motiliteleri ve anormal spermatozoon
oranlart Cizelge 3.1.°de verildi. Motilite acisindan kontrol grubuna gore GLF
grubundaki azalma ile beraber PA ve PA+ GLF gruplarinda artisin istatistiksel olarak
onemli oldugu tespit edildi (p<0,001). Bas anomalileri agisindan kontrol ve diger
gruplara karst GLF grubundaki artig, orta, kuysuk kisimlarindaki anomalilerde ve
toplam anormal spermatozoon oranlarinda kontrol grubuna goére PA ve PA+ GLF
gruplarindaki azalma ile beraber GLF grubundaki artigin istatistiksel olarak &nemli

oldugu belirlendi. (p<0,001).
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Motilite Bas Orta Kisim Kuyruk Toplam
Gruplar
% % % % %
Kontrol 70,00+1.82¢  7.66+0,33°  16,83£0,98° 41,50+1,11*  66,00+2,12°
PA 84,16+0,83%  6,16£0,47°  8,00+0,81° 24.83+1,01° 39,00+1,18°
PA+GLF  78,33+1,05° 8,16£0,70°  11,66=1,30° 29,16+1,47° 49,00+2,16°
GLF 62,50+1,11%  13,66x1,76% 20,83+1,92% 43,83+3,04° 78,33+4,22°
GPuplar HE-  RYE-  HHE+  HAE*

Cizelge 3.1: Gruplara ait Motilite ve Anormal Spermatozoon Oranlari (;( + SEM, n:6).

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan nemlidir p<0,001** PA: Proantosiyanidin,

PA+ GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat

3.2. HE Test Parametrelerine Ait Bulgular

Arastirmamiza ait HE test bulgulart Cizelge 3.2.’de sunuldu. H+/E- orani agisindan

kontrol grubuna gore PA+ GLF ve GLF gruplarindaki azalma, H-/E- oran1 bakimindan

PA grundaki artisin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlendi (p<0,001). Ayrica

H+/E+ bakimindan kontrol grubuna gore PA grubundaki azalma ile GLF grubundaki

artg istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0,001).

Cizelge 3.2: Gruplara ait HE-test Parametreleri ( X+ SEM, n:6).
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% % % %

Kontrol 26,83+1,70°  37,50+2,17%  1533+2,01°  20,3342,17%°
PA 25,16£0,79®°  48,50+2,07*  10,33+1,08°  16,00+0,57"
PA+GLF 23,5040,22°  4333+231®  14,83+0,87°° 18,33+1,58%
GLF 19,50+0,80° 35,33£1,99° 21,16£1,83%  24,00+2,43°

0 o s s ™

a-c: Her bir siitundaki farkls harf tagtyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,05 *, p<0,001 ** H+/E-: Kuyruk
sismis, bas boya almamis, H-/E-: Kuyruk sismemis, bag boya almanmus, H+/E+: Kuyruk sismis, bas boya almig, H-/E+: Kuyruk
sismemis, bas boya almig. PA: Proantosiyanidin, PA+ GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat

3.3. DNA Hasarmna Ait Bulgular

Calismamiza ait DNA hasar bulgulart Cizelge 3.3 de degerlendirildi. GLF
uygulamasinin DNA hasarint artirdigi, GLF uygulamasindan 6nce PA uygulamasinin
(PA+ GLF) ve sadece PA uygulamasmin ise DNA hasarini azaltmasimin istatistiksel

olarak 6nemli oldugu gézlemlendi (p<0,001).

Cizelge 3.3: Gruplara ait DNA Hasarlar1 ( X+ SEM, n:6).

Gruplar DNA Hasari (AU)

Kontrol 59,66+3,85"
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PA 28,162,528

PA+ GLF 49,50+3,50°
GLF 87,16+2,62°
p **

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,001 ** PA: Proantosiyanidin,
PA+G: Proantosiyanidn+Glifosat, G: Glifosat

3.4. Serum Testosteron Bulgulari

Calisma gruplaria ait serum testosteron diizeylerine Cizelge 3.4.’de sunuldu Gruplar
arasinda serum testosteron degerleri bakimindan istatistiksel bir farkliligin olmadig:

belirlendi (p<0,05).

Cizelge 3.4: Gruplara ait Testosteron Diizeyleri ()_( + SEM, n:6).

Gruplar Testosteron (ng/L)
Kontrol 0,08+0,0042°
PA 0,07+0,0046%
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PA+GLF 0,08+0,0041°

GLF 0,07+0,0014°

p -

PA: Proantosiyanidin, PA+GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat p<0,05

3.5. Oksidatif Stres Parametrelerine Ait Bulgular
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Calismamizin oksidatif sters parametrelerine ait elde edilen veriler Cizelge 3.5.’de
sunuldu. Calisma gruplarindan toplanan testislere yapilan doku biyokimyasi analiz
sonuglarinda MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmezken,
GSH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlendi. GSH diizeylerinde;
GLF grubunda, kontrol grubuna gore anlamli bir azalma belirlendi. PA+GLF grubunda,
GLF grubuna gore yiiksek oldugu belirlenirken, kontrol grubunda ise PA+GLF grubuna
gore yiiksektir. Antioksidan grup olan PA’ da ise GLF grubuna gore anlaml1 bir sekilde
GSH diizeyleri yiiksektir (p<0,05).

Cizelge 3.5: Gruplara ait Oksidatif Stres Parametreleri ()_( + SEM, n:6).

Gruplar MDA (nmol/g) GSH (mg/qg)
Kontrol 14,47+0,28° 16,41+0,43%
PA 14,10+0,43° 16,98+0,28?
PA+GLF 14,18+0,26° 15,64+0,30°
GLF 15,05+0,73° 15,510,24°

0 ] *

a-b: Her bir siitundaki farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir. p<0,05 * PA: Proantosiyanidin,
PA+GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat MDA: Malondialdehit, GSH: Glutatyon

3.6. Testis Dokusundaki Histopatolojik Bulgular
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Biitiin gruplarda seminifer tubulus c¢aplari ve germinatif hiicre katman kalinliklar
belirlendi (Cizelge 3.6). Seminifer tubulus ¢ap1 agisindan yapilan incelemede, kontrol
grubu ile PA+GLF ve GLF gruplan karsilastirildiginda GLF ve PA+GLF grubunda
gozlenen azalmanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlendi (p<0,001). PA+GLF
grubunda seminifer tubulus ¢ap1 ise GLF grubuna gére anlamli oranda yiiksek bulundu.
Germinatif hiicre katman kalinliklar1 agisindan yapilan incelemede ise kontrol grubuna
gore PA+GLF ve GLF gruplarinda tespit edilen azalmanin istatistiksel agidan onemli
oldugu belirlenirken (p<0,05), PA+GLF ve GLF gruplari arasindaki farkin ise énemsiz
oldugu tespit edildi (p>0,05). Ayrica PA ve GLF gruplar1 arasindaki farkin da 6nemli
olmadigi belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.6. Gruplara ait Seminifer Tubul Capt Ve Germinatif Hiicre Katman Kalinligi ()_(ﬂ:
SEM, n:6).

Seminifer Tubulus Germinatif Hiicre Katman
Gruplar
Cap1 (um) Kalinhg1 (um)
Kontrol 102,49+0,35° 42.95+1,532
PA 103,05ﬂ:0,28a 39,42i0,86ab
PA+GLF 99,04+0,47" 35,11%1,13°
GLF 94,77+1,17° 36,561,57%
P *% *

a,b,c: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan onemlidir. P<0,001 ** P<0,05 * PA:
Proantosiyanidin, PA+GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat
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Resim 3.1: Ratlarin Testislerindeki Glifosat Kaynakli Hasar Uzerine Proantosiyanidin’ in Etkisi

Sunulan resim hemotoksilen ezosin ile boyandi. Kontrol grubu (A1), PA uygulanan
grup (A2), PA+GLF uygulanan grup (A3), GLF uygulanan grup (A4) olarak sunuldu.

4. TARTISMA

Ratlarda GLF wuygulamasi spermada antioksidan kapasitesinin azalmasi, ROS
olusumuna ve nihayetinde ise oksidatif strese neden olur. Bu durumun spermatolojik
parametrelere, spermatozoon DNA” sina, testis dokusu histopatolojisine ve dolayisiyla

fertilite {izerine olumsuz etkileri vardir. Yapilan arastirmalarda infertiliteye yol acan en
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onemli sebep olarak spermatozoonlarda lipid peroksidasyonunun varligi
gosterilmektedir (Nithya ve Elango, 2015; Abarikwu vd., 2014). Antioksidanlar, viicutta
bulunan ROS’ u temizleyen bilesiklerdir. ROS’ lar, hiicre zar1 lipidlerini oksitleyen ve
viicudun genetik materyali olan DNA' ya zarar veren oldukca reaktif molekiillerdir.
Notralize edilmezlerse bir¢ok patolojik duruma yol agan oksidatif strese neden olabilir.
Antioksidanlar, ROS’ lar1 dokuya Onemli zarar vermeden Once noétralize ederek
etkilerini gostermektedir (Joshi vd., 2001; Hassan vd., 2013; Bashir, 2019). Bu nedenle
spermatolojik parametreler ve testis toksisitesi lizerine olumlu etkileri olabilecegi
diistintildiiginden ¢aligmamizda tedavi amacli PA gibi giiglii bir antioksidan maddeyi

kullandik.

Sunmus oldugumuz ¢aligmamizda ratlara 56 giin boyunca 787,85 mg/kg gastrik gavaj
yolu ile vermis oldugumuz GLF’ nin sperma kalitesinin en 6nemli gostergelerinden biri
olan motilite oraninin, kontrol ve diger gruplara gére onemli dl¢lide azalmasina; ayrica
bas, orta, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon orani gibi énemli spermatolojik
parametrelerde istatistiki agidan onemli artislara neden oldu. Bununla beraber membran
biitiinliglinii ve olii-canli oranmmi kombine olarak degerlendirdigimiz HE test
parametrelerine baktigimizda da membran biitiinliigiinii azaltmak, 6lii spermatozoon
oranini artirmak gibi dnemli olumsuz etkileri oldugunu belirledik. Bu bulgular, farkl
hayvan tiirlerini arastiran birgok aragtirmacinin bulgulariyla uyumludur. Abarikwu vd.
(2017), 6 haftalik erkek ratlarda haftada ii¢ kez 52 giin boyunca gavaj yoluyla GLF (5
mg/kg), uyguladiklar1 calismalarinda spermatozoon motilitesinde ve yogunlugunda
azalmalar oldugunu ayrica GLF grubunda kontrol grubuna gore 6lii spermatozoon
oraninda artist oldugunu bildirmektedirler. Yousef vd. (1995), erkek tavsanlarin herbisit
olan glifosata kronik olarak maruz kalmasinin, spermatozoon yogunlugunda azalmaya
ve anormal veya 6lii sperm hiicrelerinde artisa yol agtigini bildirmislerdir. Avdatek vd.
(2018), ratlara giinliik 375 mg/kg GLF uygulamasi yaptiklar1 ¢alismalarinda kontrol ve
diger gruplara gore GLF uygulamasi yapilan grupta spermatozoon motilitesinde ve
membran biitiinliigiinde azalmalar ile anormal spermatozoon oranlarinda da artislar
oldugunu bildirmektedirler. Cai vd. (2017), yaptiklar1 ¢alismalart sonucunda GLF’nin
hem farelerde hem de ratlarda spermatozoon yogunlugunda ve motilitesinde azalmaya
neden oldugunu ve sonug olarak fertilite {izerinde olumsuz etki meydana getirdigini

gostermislerdir. Calismamizda toksik madde olarak uyguladigimiz GLF’den Once
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koruyucu madde olarak 400 mg/kg/giin verdigimiz PA spermatozoon motilitesinde
artis, anormal ve Olii spermatozoon oranlarinda azalma ile membran biitiinligilini
artirmak gibi pek c¢ok olumlu etkiler meydana getirdi. Long vd. (2017), tarafindan
yapilan ¢alismada PA’ nin 6nceden uygulanmasi Zearalenone’ un (ZEN) neden oldugu
azalmis spermatozoon yogunlugunun ve motilitesinin iyilesmesini saglarken, anormal
spermatozoon artigint dnemli Olgiide Onlemis oldugu ortaya koymuslardir. Yapilan
caligmalar PA’ nm Kadmiyum (Cd) toksisitesine maruz kalmis ratlarin
spermatozoonlarin yogunlugunu, motilitesini, anormal ve canli/6lii spermatozoon
oranlarini iyilestirdigi bildirilmistir (Sonmez ve Tascioglu, 2016; He vd., 2018; Bashir,
2019). Yine bir baska caligmada PA uygulamasi, doksorubisinin neden oldugu yiiksek
spermatogonial kromozomal anormalliklerini ve spermatozoon basi anormalligini

onemli Ol¢iide azalttigini gostermistir (Attia vd., 2010).

Hiicreler kimyasal maddelere karsi daha yiliksek duyarliliga sahip olabilir. Bu
duyarliligin sonucunda da hiicrelerde 6zellikle tek zincirli DNA kirilmalar1 gibi hasarlar
sekillenebilmektedir (Kumaravel ve Jha, 2006). Ratlar, Drosophila, ruminantlar,
akvaryum baligi, yilan baligi ve insanlar dahil olmak tizere farkli tiirlerde yiiksek
dozlarda GLF’ ye maruz birakildiktan sonra DNA hasari meydana geldigi tespit
edilmistir (Poletta vd., 2009; Cavas ve Konen, 2007; Bolognesi vd., 2009).
Caligmamizdaki bulgulara gore GLF, kontrol ve diger gruba kiyasla spermatozoon
hiicrelerinde yiiksek oranda DNA hasarina neden oldugu ancak koruyucu madde olarak
400 mg/kg/glin PA uygulamasinin DNA hasarin1 6nemli derecede azallttigi belirlendi.
Lopes vd. (2014), glifosatin zebra balig1 Danio rerio'da spermatozoon DNA' sina zarar
verdigini bunula beraber mitokondriyal zarin biitiinliiglinii ve islevselligini azaltarak
tireme parametreleri lizerinde zararli etkilere neden olabilecegini bildirmislerdir.
Avdatek vd. (2018), ratlara giinlik 375 mg/kg/giin GLF uygulamasi yaptiklari
caligmalarinda DNA biitiinliigliniin 6nemli oranda hasar gordiiglinii bildirmektedirler.
Bashir (2019), ratlarda yapmis oldugu c¢aligmasinda Cd'ye maruz kalan ratlarin
spermatozoonlarinin yiiksek DNA hasarina sahip oldugu ancak PA uygulamasinin, Cd
tarafindan {iretilen serbest radikallerin DNA'ya ulagsmadan 6nce durdurarak koruyucu
etki yaptigini bildirmektedir. Dolayisiyla, PA' nin giiclii antioksidan 6zelligi sayesinde
Cd' nin neden oldugu oksidatif testis toksisitesine karsi koruyucu oldugu belirlendi.

Hajizadeh vd. (2016), ratlarda yaptiklari ¢aligmalarda Fluoxetine (FLX) maruziyetinin
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neden oldugu oksidatif stresin PA’ nin uygulamasi ile baskilandigi bunun sonucunda da
DNA hasarinin azaldigini ileri stirmektedirler. Elde ettigimiz bulgular diger ¢alismalarin

sonuglari ile paralellik arz etmektedir.

Pestisitler de dahil olmak {izere ¢evresel toksik maddelere maruz kalma, fertilizasyonu
olumsuz yonde etkilerken steriliteye kadar varan etkiler olusturabilmektedir. Testis ve
diger iireme organlarinda pestisit birikimi, spermatozoon hiicrelerin hizlandirilmis
Olimiine yol acan oksidatif stresi hizlandirmis olabilir. Oksidatif stres, plazma
membraninda peroksidatif hasarin indiiklenmesine neden olarak spermatozoonun
normal fonksiyonlarina ve DNA’ smna onemli zaralar vermektedir. DNA, oksidatif
stresin etkilerine kars1 ¢ok hassastir. Owagboriayea vd. (2017), tarafindan yapilan
calismada ise GLF’ ye maruz kalan rat testislerinde GSH’ 1n azaldigt MDA’ nin
arttigin1 bu durumun oksidatif strese neden oldugu bildirilmektedir. Avdatek vd. (2018),
ratlarda yaptiklar1 ¢alismalarinda diger gruplara gére GLF uygulanan gruplarda MDA
seviyesinde bir artiy GSH aktivitesinde ise bir azalmanin oldugunu gozlemlemislerdir.
Nithya ve Elango (2015), ratlardaki ¢alismalarinda oksidatif stresin kan ve testislerdeki
antioksidan seviyesini azaltarak spermatogenezisin bozulmasia neden oldugu ve bu
durumun erkek ratlarda steriliteye yol agtig1 ortaya koymuslardir. Abarikwu vd. (2014),
ratlarda yaptiklar1 ¢aligmalarinda testis dokusundaki MDA ve GSH diizeylerinin
aktivitelerinin ~ GLF  uygulamasindan  etkilenmedigini  ileri  siirmektedirler.
Aragtirmamizda elde ettigimiz bulgularimiza gore testis dokusundaki MDA seviyesinde
gruplar arasinda bir fark yok iken GSH aktivitesi yoniinden degerlendirdigimizde ise
GLF uygulanan gruptaki azalmanin diger gruplara gére dnemli oldugu belirlenirken PA
uygulamasinin GSH seviyesinde arisa neden oldugu tespit edildi. Zhao vd. (2014),
tarafindan yapilan ¢alismada Cisplatin uygulamasi ratlarda, GSH diizeyinin 6nemli
Olclide azalmasimma, MDA diizeyinin 6nemli Ol¢iide artmasina neden olmustur. PA ile
tedavi edildiginde, Cisplatin 'nin neden oldugu lipid peroksidasyonunun ve oksidatif
stresin tizerine 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmektedirler. Oksidatif stres, varikoseldeki
baslica patojenik mekanizmalardan biridir. Testis ve epididimisde morfolojik ve
fonksiyonel hasara neden olur. Varikosel testis dokusunun MDA diizeyinde 6nemli
artislara, GSH diizeyinde Onemli diisiislere neden olmustur. Ancak, PA' nin
uygulanmasi bu parametreleri 6nemli 6l¢iide iyilestirmistir (Wang vd., 2018). Yiiksek

yagl diyet ve Cd uygulamasi testis dokusunun MDA diizeylerinde 6nemli artislara,
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GSH diizeylerinde 6nemli diislislere neden olmustur. Ancak PA uygulamasi, yiiksek
yagli diyet ve Cd’ nin neden oldugu testikiiler oksidatif stresi iyilestirmistir. Bu durum
PA’nin ROS temizleme kabiliyetini ortaya koymustur (He vd., 2018; Wang vd., 2019).
Rodriguez-Pérez vd. (2019), ratlarda arsenik toksisitesine karst PA uygulamasinin
MDA diizeyi 6nemli 6l¢iide azalttigint ve GSH diizeyi artirdigini bunun sonucunda
arsenik kaynakli oksidatif hasarin bloke edildigi bildirmislerdir. Elde ettigimiz bulgular
bazi ¢alismalarin sonuglarindan farkli iken bazi ¢alismalarin bulgular paralellik arz

etmektedir.

Caligmamizda serum testosteron seviyesinde gruplar arasinda istatistiki anlamda bir fark
tespit edilmedi. Yapilan bir calismada kontrol ve diger gruplara kiyasla GLF uygulanan
grupta serumdaki testosteron, progesteron ve estradiol konsantrasyonlarinin doza baglh
bir sekilde azalma egiliminde oldugu bildirilmektedir (Dai vd., 2016). Romano vd.
(2010), tarafindan yapilan ¢alismada geng yastaki ratlarin GLF maruziyetinin kandaki
testosteron diizeylerini azalttigin1 bununda pubertasa gelme yasin1 geciktirebilecegini
ileri stirmektedirler. PA tedavisi, Wang vd. (2019) ve Hajizadeh vd. (2016), yapilan
caligmalarda yiiksek yagh diyetin ve FLX maruziyetinin neden oldugu anormal serum
testosteron seviyeleri ve testikiiler androjenik bozukluklar iizerinde koruyucu bir rol
tistlenmistir. Calismamizda testosteron seviyesi bakimindan GLF uygulanan grup ile

diger uygulama gruplari arasinda istatistiki anlamda bir fark belirlenmedi.

GLF, ratlarin testislerinde epitel yiiksekliginde ve tiibliler ¢apta azalma ile liimen
capinda artis gibi dejeneratif degisikliklere neden olmaktadir (Romano vd., 2010). Rat
testislerinin seminifer tiibiillerinde ve intersitisyel hiicrelerinde gdzlenen dejeneratif
degisiklikler, GLF’ nin erkek ratlarin {ireme sistemi iizerindeki toksisitesinin kanitidir
(Owagboriayea vd., 2017). lkpeme vd. (2012), farelere glifosat maruziyetinin,
gonadlarin hiicresel biitiinliigli de dahil olmak fiizere iireme fizyolojilerine zararli
oldugunu belirtti. Avdatek vd. (2018), ratlarda yaptiklari ¢alismalarinda diger gruplara
gore GLF uygulanan gruplarin seminifer tubul ¢aplarinda ve germinatif epitel katman
kalinliginda azalma oldugunu bildirmektedirler. Zhao vd. (2014), ratlarda cisplatin
uygulamasi testisin seminal tiibiil capinda ve germinatif epitel hiicre kalinliginda énemli
azalmalarla beraber testislerinde dejenerasyon, nekroz ve interstisyel ddem tespit
etmistir. PA ile tedavi edildiginde testis yapisindaki Cisplatin' in neden oldugu hasarin

neredeyse tamamini iyilestirdigi bu parametrelerde de belirgin bir diizelme goriildiigiini
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ortaya koymustur. Boylece PA' nin Cisplatin' in neden oldugu testis toksisitesine kars1
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu acgikg¢a gosterdigini bildirmektedirler. Calismamizda
seminifer tubulus cap1 ve germinatif hiicre katman kalinlig1 agisindan yapilan
incelemede, kontrol grubu ile PA+GLF ve GLF gruplar karsilastirildiginda GLF ve

PA+GLF grubunda gozlenen azalmanin istatistiksel olarak énemli oldugu belirlendi.

Calismamizda elde ettigimiz bulgularin bazi1 calismalarla uyumluluk arz etmesine
ragmen bazi1 calismalarla da farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklarin sebepleri
arasinda degerlendirmeyi yapan kisi, calismada kullanilan maddelerin hayvanlara
uygulanig yollari, parametrelerin degerlendirilmesinde kullanilan alet, ekipman ve

yontemlerin farkli olmasi gibi nedenler sayilabilir.

5. SONUC

Sonug olarak gii¢lii bir antioksidan olan PA’ nin GLF maruziyeti sonucunda azalan

motiliteyi ve plazma membran biitiinliigiinii, artan anormal spermatozoon oranini ile
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DNA hasart iizerine olumlu etkileri oldu. Bunun yani sira ratlarin testis dokusundaki
olumsuz histolojik degisimleri etkili bir sekilde 6nledigi belirlendi. Bu gibi olumlu
etkilerinden dolayr GLF ile indiiklenen testis toksisitesi tizerine PA’ nin koruyucu bir

etkisinin oldugu kanaatine varildi.
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