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ÖZET 

 

Glisofat Bazlı Herbisite Maruz Bırakılan Ratlarda Proantosiyanidinin Testis 

Toksisitesi Üzerine Etkisi 

Bu çalıĢmanın amacı, glifosat (GLF) maruziyetine bırakılan erkek ratlarda 

spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri ile DNA hasarı, serum testosteron seviyesi 

ve testis dokusundaki toksisite üzerine güçlü bir antioksidan olan proantosiyanidinin 

(PA) etkinliğini ortaya koymaktır. ÇalıĢmamızda 24 adet, 2,5-3 aylık, 160-180 g 

ağırlığında, erkek Wistar Albino rat kullanıldı. Her grupta 6 rat olacak Ģekilde 4 gruba 

ayrıldı. Kontrol grubundaki (1. Grup) ratlar standart rat yemi ve su ile beslendi. PA 

grubundaki (2. Grup) ratlara 400 mg/kg dozunda PA, DMSO ile çözdürülerek gastrik 

gavaj yoluyla verildi. PA+GLF grubundaki (3. Grup) ratlara önce 400 mg/kg dozunda 

PA, daha sonra LD50/10 dozu olan 787,85 mg/kg dozunda GLF, DMSO ile karıĢtırılarak 

gastrik gavaj yoluyla verildi. GLF grubundaki (4. Grup) ratlara LD50/10 dozu olan 787,85 

mg/kg dozunda GLF, DMSO karıĢtırılarak gastrik gavaj yoluyla verildi.   

Motilite açısından kontrol grubuna göre GLF grubunda azalma görülürken PA ve PA+ 

GLF gruplarında motilite artıĢının istatistiksel olarak önemli olduğu tespit edildi 

(p<0,001). Anormal spermatozoon ve H+/E- oranları açısındna kontrol grubuna göre 

PA ve PA+ GLF gruplarındaki azalma ile beraber GLF grubundaki artıĢın istatistiksel 

olarak önemli olduğu belirlendi (p<0,001). GLF uygulamasının DNA hasarını artırdığı, 

PA+ GLF ve PA uygulamalarının ise DNA hasarını azalttığı istatistiksel olarak önemli 

olduğu gözlemlendi (p<0,001). GSH değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık gözlendi (p<0,05). Seminifer tubulus çapı açısından yapılan incelemede, 

kontrol grubu ile PA+GLF ve GLF grupları karĢılaĢtırıldığında GLF ve PA+GLF 

grubunda gözlenen azalmanın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlendi (p<0,001). 

Germinatif hücre katman kalınlıkları incelendiği zaman kontrol grubuna göre PA+GLF 

ve GLF gruplarında tespit edilen azalmanın istatistiksel açıdan önemli olduğu belirlendi 

(p<0,05). 

Sonuç olarak güçlü bir antioksidan olan PA‟nın GLF maruziyeti sonucunda azalan 

spermatolojik parametreler ile ratların testis dokusundaki olumsuz histolojik değiĢimleri 

etkili bir Ģekilde önlediği belirlendi. Bu gibi olumlu etkilerinden dolayı GLF ile 

indüklenen testis toksisitesi üzerine PA‟ nın koruyucu bir etkisinin olduğu kanaatine 

varıldı.  

Anahtar Kelimeler: Glifosat, Proantosiyanidin, Rat, Spermatozoa, Testis Toksisitesi 
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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 LD50/10 dose 787.85 mg/kg GLF mixed with 

DMSO and administered via gastric gavage. The LD50/10 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, 

 

 



VI 
 

 

ÖNSÖZ 
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Bilimleri Enstitüsü, Dölerme ve Suni Tohumlama Ana Bilim Dalı Programı‟nda yüksek 

lisans tezi olarak hazırlanmıĢtır. 
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1. GĠRĠġ 

 

1.1. Ratlarda Reprodüktif Sistem 

 

1.1.1. Ratlar Hakkında Genel Bilgiler 

 

Rattus norvegicus, Rodentia takımından Muridae ailesine aittir (Sharp ve Villano, 

2012).  Ratların, Asya' da ortaya çıktığı ve 18. yüzyılda (yy) Amerika ve Avrupa' ya 

yayıldığı düĢünülmektedir. Ratlar, ilk olarak 19. yy' ın sonlarında yapılan laboratuvar 

çalıĢmalarında kullanıldığı bildirilmiĢtir (Keeble, 2011). Ratların Laboratuvar 

çalıĢmalarında ilk bildirilen kullanımı, 1856' da Fransa' da yapılan ve yayınlanan albino 

ratlarda adrenalektominin etkileri üzerine yapılan bir çalıĢmadır (Foster ve Frost, 2018). 

Ratların yaĢam süreleri 2,5-4 yıl arasında olup pubertasa 50 ± 10 günde ulaĢır. Gebelik 

süresi 21-23 gün arasındadır. Erkekler 450-520 g, diĢiler 250-400 g‟ dır. Vücut sıcaklığı 

35,9-37, 5 °C, solunum sayısı dakikada 70-150, kalp atım sayısı ise dakikada 250-600 

arasında değiĢmektedir. 100 g ağırlığındaki bir ratın günlük yem tüketimi 5-6 g, su 

tüketimi ise 10-12 ml‟ dir (Hankenson, 2014). 

Ratların koku alma, duyma ve dokunma duyuları oldukça geliĢmiĢ olmasına rağmen 

görüĢleri zayıftır. Ratlar, Omnivor olup ad libitum olarak beslenmektedir (Koolhaas, 

2010). Tüm kemirgenler gibi, ratlarda da ağızdan alınan gıdanın ve metabolitlerinin bazı 

kısımlarını içeren yumuĢak dıĢkıyı yedikleri için kaprofaji vardır. Ratlar kusamazlar. 

Ratların maksilla ve mandibulada iki kesici ve altı azı diĢi bulunmakta olup bunların diĢ 

formülü  (incisive 1/ 1, canine 0/ 0, premolar 0/ 0, molar 3/ 3) Ģeklindedir (Sharp ve 

Villano, 2012). Ön ayaklarda 4 arka ayaklarda 5 parmak vardır (Ġnt.Kyn. 1). 

Ratların safra kesesi yoktur. Gece aktif hayvanlardır. GözyaĢı bezi olan Harderian bezi, 

normalde gözü yağlayan kırmızı bir salgı üretir. Rat strese girdiğinde, bu salgı yüze 

taĢar ve göz çevresinde stresin özelliği olan kırmızı bir halka oluĢturur (Wolfensohn ve 

Lloyd, 2013). 
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1.1.2. DiĢi Ratlarda Reprodüksiyon 

 

Ratların son derece yüksek üreme kapasitesi vardır. Hem erkekler hem de diĢiler, 

ortalama 2-3 aylıkken cinsel olgunluğa ulaĢır. Ġlk östrusun görülme yaĢı 40-65 gün 

arasında olmakla beraber östrus siklusunun uzunluğu 4-6 gün kadardır. Ġlk çiftleĢme 

yaĢı 50-100 gün arasında değiĢmektedir ve 6 çift meme bezine sahiptir (Koolhaas, 

2010). 

Ratlar bir batında 6-12 arasında değiĢen yavru doğurmaktadır. Yeni doğan ratlar 

yaklaĢık 5,5-10 g ağırlığında doğmakta olup tüysüzdür. Kesici diĢler 8-10 günde ortaya 

çıkar. Gözler 14-17 günde açılır ve tüy 16 günde tamamen geliĢir. Rat yavruları 20-21. 

günlerde sütten kesilebilir (Tan ve Tan, 2017). 

Ovaryumları düzensiz, nodüler bir yüzeye sahip olup yuvarlaktır. Her ovaryum bir 

bursa içerisinde bulunur. Ovaryumlar, oositlerin hem geliĢiminden hem salınmasından 

hem de vücuttaki diğer organları etkileyen çeĢitli steroid ve protein hormonlarının 

üretilmesinden sorumludur. Rat oviductları çift kıvrımlı kanallardır. Rat uterusu, caudal 

olarak kısmen kaynaĢmıĢ iki ayrı cornudan (uterus duplex) oluĢur. Uterusun caudal 

kısmının kısmi birleĢmesi ve büyük ölçüde tek bir cerviks gibi görünmesine rağmen, her 

bir cornu, her biri ayrı bir cervikal kanala bağlanan ayrı bir lümen oluĢturur. Portio 

vaginalis, cervikste dıĢ açıklıklardan vajinal lümene çıkan dört veya beĢ epitel katlı 

fibromüsküler yastıklardır. Vajinal duvarın uterus ağzıyla buluĢtuğu yerde kör bir uç 

veya forniks vardır. DıĢ vajina açıklığı üretral açıklıktan ayrıdır. Klitoris, tıpkı klitoral 

bezin kanalı gibi dıĢ üretral açıklığın içindedir (Vidal ve Dixon, 2018). 

Ratlar yıl boyu poliöstrik hayvanlardır. Ratların östrus siklusu 28. ile 42. günler 

arasında pubertaya girmesiyle baĢlar. Proöstrus ve östrus döneminde ovaryumlarda 

foliküler geliĢim meydana gelir. Östrus döneminin ortasında ovulasyon ve 

ovulasyondan sonra corpus luteum oluĢur. Diöstrus dönemi ise dinlenme evresidir.  

Ön hipofiz bezinden salgılanan gonadotropinler, ovaryumlardaki ve foliküllerdeki 

değiĢikliklere bağlı olarak hormonal dalgalanmaları düzenler. Luteinizing Hormone 

(LH) sekresyonu, en yüksek proöstrus döneminde ve en düĢük östrus döneminde 

meydana gelir. Preovulatör foliküllerin ovule olmasını LH‟ ın proöstrus dönemi 

süresince yüksek seviyede olması sağlamaktadır. LH, ovulasyon sonucunda meydana 
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gelecek olan corpus luteumun oluĢumunu hazırlar. Follicle stimulating hormone (FSH) 

sekresyonu küçük foliküllerin büyümesini uyarır. Ġki preovulatör FSH dalgasından 

birincisi LH dalgasından kaynaklanırken, ikincisi ise ovulasyondan sonra inhibinin 

azalmasından kaynaklanmaktadır. 17β östradiolün artıĢı ile foliküler geliĢme meydana 

gelir. Metöstrus ve diöstrus dönemlerinin baĢlarında östradiol seviyesi düĢüktür; ancak 

diöstrus döneminin sonuna doğru östradiol seviyesi artmaya baĢlar. Serum östradiol 

düzeyi proöstrus dönemi boyunca birdenbire artarak pik yapar ve ovulasyonu tetikler, 

proöstrusun sonunda ise aniden düĢer. Proöstrusu östrus dönemi takip eder. Bu süre 

boyunca serum östradiol düzeyi düĢük seviyede kalır. Metöstrus döneminde progesteron 

salınımı biraz daha yüksek olmasına karĢın diöstrusun baĢında azalır ve proöstrusun 

sonuna doğru yükselir. Progesteron, proöstrus döneminin sonunda pik seviyesine ulaĢır. 

ġayet çiftleĢme oluĢursa LH seviyesi düĢük kalmaya devam eder, FSH seviyesi yeniden 

artmaya baĢlar ve prolaktin seviyesi yükselir. ÇiftleĢmemiĢ hayvanlarda ise prolaktin 

seviyesi bazal düzeyde kalıp, corpus luteum oluĢtuktan iki gün sonra dejenere olur 

(Yiğit vd., 2019). 

Ratta vajina, doğumda vajinal plaka olarak adlandırılan kompakt epitel ile kapatılır. Bu, 

20-35 günlük yaĢta dejenere ve kornifiye olmaya baĢlar ve 40 ile 80 günlükler arasında 

tamamen açıktır. Vajinal açıklık, diĢi ratlarda yaklaĢan ergenliğin dıĢsal bir göstergesi 

olarak kullanılabilir ve benzer bir durum olan prepüsyal ayrılma erkek ratlarda da vardır 

(Otto vd., 2015). 

DiĢinin fertilite durumu, en kolay Ģekilde erkek bir ratın varlığındaki davranıĢıyla 

tanınır. Östrustaki diĢiler zıplama, kulak kıpırdatma ve anogenital bölgeyi erkeğe 

koklatma gibi oldukça karakteristik bir istek davranıĢı sergiler. Erkek diĢiye atlamaya 

çalıĢtığında, alıcı bir diĢi lordosis pozisyonunu benimser. DiĢinin fertilite durumunu 

belirlemenin daha ayrıntılı bir yolu, günlük vajinal smear yoluyla östrus siklusunu 

izlemektir (Koolhaas, 2010). 

Ratlarda östrus siklusunda mevsimsel değiĢiklik olmamasına rağmen, hem ovaryumun 

iĢlevi hem de östrus siklusu ıĢık döngülerinden etkilenir. Sürekli ıĢığın, corpus luteum 

oluĢmadan ovaryumlarda kalıcı östrusa ve kistik foliküllere neden olduğu bildirilmiĢtir 

(Otto vd., 2015). IĢık döngüsü (12 saat karanlık ve 12 saat aydınlık) ratlarda üreme için 
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önemlidir. Bu döngüden sapmalar üreme performansını etkileyebilir (Bogdanske vd., 

2010). 

Östrus siklusunun evre, süre ve sitolojik bulguları ise Ģöyledir: Proöstrus evresi 12 saat 

olup bu evredeki sitolojik bulgularda çekirdekli epitel hücreleri, lökositler, ara sıra 

kornifiye hücreler görülmektedir. Östrus evresi 12 saat olup bu evredeki sitolojik 

bulgularda % 75 çekirdekli hücreler, % 25 kornifiye hücreler; östrus ilerledikçe 

kornifiye hücrelerin daha baskın olduğu görülmektedir. Metöstrus evresi 21 saat olup bu 

evredeki sitolojik bulgularda çok sayıda lökosit, kornifiye hücre ve hücresel döküntü; 

büyük, düz çekirdekli hücreler görülmektedir. Ayrıca ovulasyon metöstrus sırasında 

meydana gelmektedir. Diöstrus evresi 57 saat olup bu evredeki sitolojik bulgularda daha 

çok lökositler görülmektedir (Sharp ve Villano, 2012). 

Ratlar çiftleĢtikten sonra, ratların vajinasında beyaz, mumsu bir çiftleĢme tıkacı (vajinal 

tıkaç) bulunur. Ratlarda gebeliği tespit etmek amacıyla vajinal smear üzerinde 

spermatozoon görülmesi, ratların palpasyon ile muayenesi ve tartılmaları gibi yöntemler 

kullanılır. Ratların gebelik süresi 21-23 gün arasında değiĢir. Ratlarda yalancı gebelik 

nadir görülürken bu süre 13 gün kadardır (Harkness vd., 2010). Ayrıca ratlarda cinsiyet 

ayrımı yaparken dikkat edilmesi gereken nokta, erkeklerin diĢilerden daha fazla 

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

 

1.1.3. Erkek Ratlarda Reprodüksiyon 

 

Erkek genital sistem n kromozoma sahip erkek cinsiyet hücrelerinin üretiminden, 

beslenmesinden, depolanmasından, erkek cinsiyet hormonlarının üretiminden ve 

salgılanmasından sorumludur. Erkek genital sistem organları, testislerden, tubuli recti, 

rete testis, ductuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoris, 

üretra, erkek eklenti bezleri ile penisten oluĢur (Bernal vd., 2015).  

Testisler, steroid hormonların üretimi ile gamet üretiminden sorumlu olan, ekzokrin ve 

endokrin iĢlevi olan, cinsel olgunlaĢmayı ve üreme iĢlevini etkileyen bir organdır. 

Ekzokrin fonksiyonu pubertasta spermatozoa üretimini baĢlatır ve sekonder cinsiyet 

özelliklerini geliĢtirir. Endokrin fonksiyonu eriĢkinlerde spermatozoa üretiminin 

devamlılığını, sekonder cinsiyet özelliklerinin korunmasını sağlar ve yardımcı bezlerin 
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fonksiyonunu etkiler (Prihatno vd., 2018; Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). Ġnsanlarda ve 

çoğu memeli hayvanlarda, testisler oval Ģekilli bir çift organken, ratlarda tek bir organ 

olup Ģekli yuvarlaktır (Antepli ve Beyaz, 2017). 

1.1.3.1. Testis Ġç Kanalları 

 

1.1.3.1.1. Tubuli Recti 

 

Her seminifer tübülün düz seyirli son bölümüne tubuli recti denir. Tubuli recti, eĢey 

hücrelerinden yoksun olup duvarı tek katlı prizmatik hücrelerden oluĢur. Düz tübüllerin 

lümenleri kanalın sonuna yaklaĢtıkça rete testise açılır (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.1.2. Rete Testis  

 

Kübik veya düĢük prizmatik epitel ile döĢenmiĢ anatomik bir kanaldır. Epitel hücreleri, 

birkaç kısa mikrovillus içerir (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.2. Testis DıĢı Kanallar 

 

1.1.3.2.1. Ductuli Efferentes 

 

Sayıları 12 ile 25 arasında değiĢen ductuli efferentes, rete testisten köken alır ve çok 

katmanlı prizmatik epitel ile kaplı olup kinosilyumludur (Beyaz vd., 2008). 

1.1.3.2.2. Duktus Epididimis 

 

Duktus epididimisin duvarı, yalancı çok katmanlı prizmatik epitel ve kas katmanından 

oluĢur. Ductus epididimis; caput epididimis, corpus epididimis ve cauda epididimis 

olmak üzere üç farklı bölgeye ayrılır. Caput epididimis ve corpus epididimis, 

spermatozoonun olgunlaĢmasından, cauda epididimis ise spermatozoonun 

depolanmasından sorumludur (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.2.3. Ductus Deferens (Vas Deferens)  

 

Cauda epididimisten baĢlar, duktus ejakulatoriusu oluĢturmak için vesicula seminalis 

salgı kanalında son bulur. Duvarı, içten dıĢa doğru tunica mukoza, tunica muscularis, 

tunica adventitia olmak üzere üç katmandan oluĢur (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 
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1.1.3.2.3.1. Tunica Mukoza 

 

Uzunlamasına kıvrımlar oluĢturur. Absorpsiyon, fagositoz ve sekresyon fonksiyonlarına 

sahip, kinosilyumlu yalancı çok katmanlı prizmatik epitel ile kaplıdır (Anisatuzzahro ve 

Luthfi, 2017). 

1.1.3.2.3.2 Tunica Muscularis 

 

Ġyi geliĢmiĢ kas katmanından oluĢmaktadır. Spermatozoon, kas katmanının kasılmasıyla 

öne doğru itilir (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.2.3.3 Tunica Adventitia  

 

Damarlar ve sinirler açısından zengin bağ dokusu içerir. 

Ductus deferens spermatozoonun taĢınmasından sorumludur. Ayrıca Ductus deferens'in 

geniĢlemiĢ kısmına sahip bir bölge olan ampulla ductus deferenste spermatozoonlar 

ejakülasyon oluncaya kadar bir süre burada depolanır (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.2.4. Ductus Ejaculatorius 

 

 Prostat içinden geçen ve pelvik üretra kısmına açılan kısa, kıvrımlı bir kanaldır 

(Schimming vd., 2015). 

1.1.3.2.5. Üretra 

 

Erkeklerde spermanın ve idrarın dıĢ ortama atılmasını sağlayan fibromüsküler bir 

kanaldır (Drobnis ve Nangia, 2017). 

1.1.3.3. Erkek Ek Salgı Bezleri 

 

Prostat, vesicula seminalis ve bulboüretral bezler ve bunların dıĢında ratlarda bulunan 

pıhtılaĢma bezi erkek genital sisteminin ek salgı bezleridir. Her bir bezden gelen salgılar 

farklı olup bu salgıların aktivitesi androjen düzeylerine karĢı çok duyarlıdır. Prostat ve 

vesicula seminalisteki ağırlık değiĢimi ve değiĢen hücresel aktiviteler, dolaĢımdaki 
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androjen seviyelerini değiĢtirmek için hızlı ve iyi bir belirleyici olarak kullanılabilir 

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

1.1.3.3.1. Prostat 

 

Prostat, üretranın etrafındaki birçok lobdan oluĢur. Bu, çeĢitli kanallarla üretradan seröz 

salgılar salgılayan renksiz, kombine bir tübüloalveolar bezdir. Ratlarda bir çift ventral 

lob, daha küçük olan bir dorsal lob ve lateral loblar bulunur ve bu loblar vesica 

urinarianın boynunda yer alır. Prostatik sekresyon ejakülatın % 15 ile 30' unu 

oluĢturmakla beraber proteolitik enzimler, sitrik asit, transferrin, inositol ve çinko 

içermektedir (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.3.2. Vesicula Seminalis 

 

Duvar yapısı dairesel bir kas tabakasından oluĢur ve epitel tek tabakalı silindiriktir. 

Erkek üremesinde önemli rolü olduğu düĢünülen vesicula seminalis, yeĢilimsi beyaz 

viskoz sıvıyla dolu uzun, içi boĢ, iki taraflı bir bezdir. Bu bez ampulla ductus 

deferenslerin yanında bulunur ve ejakülatuar kanal yoluyla üretraya atılır. Yuvarlak 

yapının tepe noktası koniktir. Vesicula seminalis sekresyonu ejakülatın % 50-80' ini 

oluĢturur. Vesicula seminalisin ana bileĢenlerini fruktoz, protein, C vitamini ve 

laktoferrin içeren sitrik asit oluĢturmaktadır (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.3.3. Bulbourethral Bezler (Cowper's Glands) 

 

Membranöz üretra arkasındaki ürogenital diyaframda yer alan birleĢik iki tübüloalveolar 

bezdir. Kanallar üretranın ön kısmında birleĢir. Bağ dokusu içeren çizgili kasın dıĢ yüzü 

kapsüllerle çevrilidir. Bu kapsülden ayrılan septum, organı loblara ayırır. Septumun bağ 

dokusu elastik lifler, düz kas ve çizgili kas lifleri bakımından zengindir. Salgı kısmı, 

mukus salgılayan tek katmanlı kübik veya prizmatik epitel ile kaplıdır. Salgı ürünü 

kayganlaĢtırıcı görevi gören berrak mukus,  preseminal sıvının büyük bölümünü 

oluĢturur (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.3.4 PıhtılaĢma Bezi 

 

Genellikle prostat bezinin bir parçası olarak kabul 

edilir ve ratlarda sıklıkla ön prostat olarak adlandırılır. Protein ve fruktozdan zengin 
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sekresyonları, sperma pıhtılaĢmasında ve spermatozoon hareketliliğinde önemli bir rol 

oynar. Bu sekresyonlar ayrıca, veziküler ve bulboüretral bezlerin salgıları ile karmaĢık 

biyokimyasal etkileĢimler yoluyla, çiftleĢmeden sonra diĢi üreme yolundan spermanın 

geri akıĢını önleyen vajinal tıkaçlar oluĢturur (Adebayo vd., 2015). 

1.1.3.4. Penis 

 

Süngerimsi gövde ve çift kavernöz gövdeden oluĢan çiftleĢme organıdır (Gezer ve 

Karadağ Sarı, 2020). 

Erkek ratlarda puberta, testislerin karın boĢluğundan skrotuma inmesi ve 

spermatogenezisin baĢlangıcı ile karakterizedir. Spermatozoon üretimi doğumdan 45 

gün sonra baĢlar. Ancak en elveriĢli üretim 75. günden önce gerçekleĢmez. 

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) hem LH hem de FSH sekresyonunu sağlar. 

LH ise pubertada leydig hücrelerini uyararak testosteron salınımını arttırmaktadır. 

Puberta dönemi öncesi yapılan bir hipofizektomi, pubertadaki değiĢiklikleri 

engellemektedir. Hipofizektomiden sonra ratlara FSH ve LH uygulanması 

spermatogenezisi uyarabilir. ÇiftleĢme davranıĢı erkek ratlarda sadece testosteron 

varlığında gerçekleĢir. Kastre edilen ratlarda çiftleĢme davranıĢı gözlenmemektedir. 

ÇiftleĢme davranıĢlarında feromonların çok önemli yeri vardır (Mülazımoğlu vd., 

2010). Erkeklerde anogenital mesafe diĢilere göre daha fazladır. DiĢilerin meme uçları 

görünür haldeyken erkeklerde yoktur (Keeble, 2011). Erkek ratlar uzun bir büyüme 

periyodu sergilerler ve uzun kemiklerin kemikleĢmesi ikinci yıla kadar tamamlanmaz 

(Harkness vd., 2010). 

1.1.3.5. Spermatogenezis 

 

Spermatogoniumdan spermatozoaya kadar olan olayların dizisine spermatogenezis denir 

ve 3 aĢamada gerçekleĢir: Spermatositogenezis (çoğalma), Mayozis (bölünme)  ve 

Spermiyogenezis (baĢkalaĢma) (Gezer ve Karadağ Sarı, 2020). 

1.1.3.5.1. Spermatositogenezis 

 

Spermatogoniumların mitoz bölünmesi sonucunda primer spermatositlerin oluĢtuğu ve 

hücrelerin sayıca arttığı süreci kapsar. Pubertas öncesinde primordial germ hücreleri 
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olarak bulunan spermatogoniumlar pubertasın baĢlamasıyla aktif spermatogonyumlara 

dönüĢür. Aktif spermatogoniumlar da ard arda bir dizi mitoz bölünme geçirerek 

sırasıyla 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 bölünme geçirerek önce 

haploid (n) kromozoma sahip sekonder spermatosit, daha sonra sekonder 

spermatositlerin de mayoz bölünmenin ikinci aĢamasının tamamlanması ile spermatidler 

oluĢur. Böylece 2n kromozoma sahip bir primer spermatositten n kromozama sahip dört 

spermatid oluĢur (Öztürk, 2019). 

1.1.3.5.3. Spermiyogenezis 

 

Spermatidlerin spermatozoaya farklılaĢmasına spermiogenezis denir. Spermiyogenezis 

sırasında meydana gelen en önemli morfolojik değiĢiklikler, akrozom oluĢumu, 

çekirdek kromatinin yoğunlaĢması, hareketli bir kuyruğun büyümesi ve daha sonra 

spermatid materyalde oluĢacak spermatozoa için gereksiz parçaların kaybıdır. 

Spermiyogenezis; Golgi, Kap, Akrozomal ve OlgunlaĢma evrelerinden oluĢur (Vernet 

vd., 2016). 

1.1.3.5.3.1. Golgi evresi 

 

Proakrozomal granüller Golgi veziküllerinde görülür. Proakrozomal granüller, tek bir 

akrozomal vezikülde bir akrozomal granül oluĢturmak için erir ve birbirleriyle kaynaĢır. 

Bu iki yapı, çekirdeğin iç tarafı ile temas ederek oluĢacak spermatozoon baĢının ön 

kutbunu belirler (Aitken vd., 2016). 

1.1.3.5.3.2. Kap Evresi 

 

Akrozomal vezikül büyür ve çekirdeğin 2/3 „lük ön kısmını kaplayan baĢlığını 

oluĢturur. Geç kap fazında, hareketsiz spermatitler polarize edilir ve çekirdek ile baĢ 

kapağı eksantrik olarak yer değiĢtirir. Çekirdeğin caudal kutbunda iki merkez noktası 

toplanır ve uzak merkezcil, kamçı büyümesine yol açar (Morrow vd., 2017). 
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1.1.3.5.3.3. Akrozom Evresi  

 

Erken akrozomal fazda çekirdek ve hücre gövdesi büyümeye baĢlar ve spermatidlerin 

çekirdekleri tübüllerin çevresine ve kuyrukları lümene doğru yönlendirilir. Daha önce 

sertoli hücrelerinin yanal uzantısından ayrılan spermatidler daha sonra bu hücrelerin 

apikal girintilerine gömülür. Çekirdek büyümeye baĢladığında, çekirdek histonların 

yerini gerekli proteinler alır. Bu konsantrasyondan sonra DNA direnç kazanır. Protamin, 

döllenme sırasında kromatinin yoğunlaĢmasından önce oositler tarafından sağlanan 

histonlarla değiĢtirilmelidir (Vernet vd., 2016). 

1.1.3.5.3.4. OlgunlaĢma Evresi 

 

Çekirdek konsantrasyonu bu aĢamada tamamlanır. OlgunlaĢma aĢamasında 

spermatozoonun orta kısmında, mitokondrilerin çoğu aksonem etrafında sarmal Ģeklinde 

toplanır. Spermatidler arasındaki sitoplazma köprüleri birbirinden ayrılır ve ayrılan 

sitoplazma artıkları uzaklaĢtırılır. Kalan cisimlerin farklı uçları vardır. Bunlar ya sertoli 

hücreleri tarafından fagosite edilir ya tübüler lümen içinde kaybolur ya da tübül 

epitelinin apikal kenarlarına bağlanarak hızla otolize olur. OlgunlaĢma evresinin ileri 

aĢamalarında spermatid hacmi, kap evresindeki spermatidin % 20-30' u kadardır. Bu 

azalmadan genellikle otoliz sorumlu tutulur (Aitken vd., 2016). 

1.1.3.6. Spermatozoon 

 

Spermatozoon, spermatogenezis sonucu oluĢan ve erkeğe ait genetik metaryal taĢıyan 

üreme hücresidir. Spermatozoon baĢ, boyun ve kuyruk olmak üzere 3 kısmından oluĢur 

(Vernet vd., 2016). 

1.1.3.6.1. BaĢ  

 

Türe özgü olan ve bu nedenle hem Ģekil hem de boyut olarak türler arasında farklılık 

gösteren spermatozoon baĢı, büyük oranda genetik materyal içeren çekirdeklerle 

doludur. BaĢın Ģekli çekirdeğin Ģeklini belirler. Çekirdeğin üst 2 / 3'ü, çok sayıda 
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hidrolitik ve proteolitik enzim içeren akrozomal kapla çevrilidir. Akrozomal enzimler, 

döllenme sırasında zona pellucida'nın delinmesi için gereklidir. (Kim vd., 2017). 

Ratların spermatozoon baĢı kanca Ģeklindedir (Creasy ve Chapin, 2013). 

1.1.3.6.2. Boyun 

 

BaĢ ile orta kısım arasında kısa ve dar bir oluĢumdur (Stewart vd., 2016). 

1.1.3.6.3. Kuyruk 

  

Spermatozoonun hareket yeteneğini sağlayan kuyruk kısmı; orta kısım, esas kısım ve 

son kısım olarak üçe ayrılır (Stewart vd., 2016). 

1.1.3.6.3.1. Orta kısım 

  

Mikrotübül ve aksiyel filamentten oluĢan bir kamçı yapısına sahiptir. Bu oluĢumlar, 

boyunda fibrillerle birleĢtirilmiĢ uzunlamasına hizalanmıĢ dıĢ fibrillerle ve enerji veren 

mitokondri ile çevrilidir. Orta kısmın plazma zarının halka benzeri kalınlaĢması, 

çekirdeğin ve orta kısmın sınırını belirler (Kim vd., 2017). 

1.1.3.6.3.2. Esas kısım 

  

Bu, spermatozoanın en uzun kısmıdır. Aksiyel filament kompleksinin yapısı orta kısmın 

yapısına benzer ve orta kısmın dıĢ lifleri ile devam eder. Lifler, ana parçanın sonuna 

doğru giderek incelir (Stewart vd., 2016). 

1.1.3.6.3.3. Son kısım 

 

Lifli kılıfın sadece aksiyel filament kompleksini içeren son kısmı, son parçanın 

baĢlangıcını belirler. Son parçanın proksimal kısmında, bu kompleks karakteristik olan 

9 çift periferik mikrotübülden oluĢur, ancak distalde bu çiftler bire düĢer ve farklı 

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

1.1.3.7. Sperma Toplama, Suni Tohumlama ve Embriyo Transferi 

 

Ratların elektroejakülasyonu mümkündür, ancak bu Ģekilde toplanan sperma ratlarda 

suni tohumlama için kullanılmaz. Çünkü pıhtılaĢma bezlerinin ve vesicula 

seminalislerin katkıları nedeniyle, sperma bir Ģekilde koagule olur. Bu nedenle erkek 
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ratlarda elektroejakulatör yardımıyla sperma alınırken bir antikoagülan içeren 

sulandırıcı içine alınması koagülasyon olayını ortadan kaldırmaktadır (Otto vd., 2015). 

Suni tohumlama veya spermatozoon kriyoprezervasyonu için epididimal sperma en 

yaygın olarak terminal diseksiyon sırasında toplanır. Cauda epididimisin yakın 

kısmından (baĢ) alınan sperma orta (gövde) veya kuyruk (kuyruk) kısımlarına göre daha 

fazla fertilizasyon yeteneğine sahiptir. Sperma, toplandıktan sonra cerrahi olarak 

doğrudan östrustaki diĢinin uterusuna verilebilir. Suni tohumlamanın baĢarısını 

sağlamanın önemli bir adımı, alıcı diĢide önceden vazektomi geçirmiĢ bir erkekle 

çiftleĢme, vajinanın mekanik stimülasyonu veya serviksin elektriksel stimülasyonu 

yoluyla yalancı gebeliğin indüklenmesidir (Otto vd., 2015). 

Embriyo transferi, belirli özelliklerin yalnızca genetik faktörlerle belirlenmesinin aksine 

uterus ortamından kaynaklanıp etkilenmediğini araĢtırmak için bir araĢtırma tekniği 

olarak da kullanılabilir. Dondurularak saklama teknikleri, elde edilen embriyoların 

sonraki implantasyondan önce uzun süre saklanmasına izin verir. Ratların hormonal 

süperovülasyonu genellikle gebe kısrak serum gonadotropini (PMSG) ve ardından 

farelerde kullanılana benzer bir Ģekilde insan koryonik gonadotropin (HCG) 

kullanılarak gerçekleĢtirilir. Embriyo maniplasyonu için gerekli geliĢme aĢamasına 

bağlı olarak, embriyolar diĢiler yetiĢtirildikten 1-5 gün sonra toplanır. Yeniden elde 

etme yöntemi olarak embriyo transferi kullanıldığında, embriyolar daha sonra Bovine 

Serum Albümin (BSA) ve Fetal Buzağı Serumu (FCS) ile Phosphate Buffered Saline 

(PBS) içinde süspanse edilir ve cerrahi olarak yalancı gebe alıcının uterus veya 

oviduktuna aktarılır. Embriyoların bir otoskop kullanılarak serviksten cerrahi olmayan 

implantasyonu da rapor edilmiĢtir. Ancak geniĢ kullanım alanı bulamamıĢtır. Ġn vitro 

fertilizasyon (IVF), ratlarda yapılır, ancak öncelikle bir koloni yönetim aracı olmaktan 

ziyade döllenme ve erken geliĢimdeki olaylar için bir araĢtırma aracı olarak kullanılır 

(Otto vd., 2015). 

Dondurarak saklama, Ģu anda mevcut olan binlerce genetiği değiĢtirilmiĢ genotipten 

canlı fare yetiĢtirme potansiyelini sürdürmenin etkili bir yöntemi olabilir. Bir suĢun 

genetik olarak kontamine olması durumunda, güvenli bir önlem olarak hizmet edebilir. 

Ayrıca dondurulmuĢ embriyolar insan IVF' nu için kültür reaktiflerini ve ortamlarını test 

etmek için kullanılır. Spermatozoon kriyoprezervasyonu ratlarda da baĢarılı olmuĢtur. 
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Yavrular, çözdürülmüĢ spermatozoon ile doğrudan intrauterin tohumlama kullanılarak 

veya dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ spermatozoon kullanılarak IVF yoluyla elde edilebilir 

(Otto vd., 2015). 

1.2. Glifosat 

 

1.2.1.Pestisitler 

 

Pestisitler, yabani otların ve böceklerin zararlılarını hafifletmek; onları ortadan 

kaldırmak için kullanılan sentezlenmiĢ maddeler ya da biyolojik ajanlardır. Bunlar esas 

olarak tarımda, büyüme sırasındaki bitkileri yabani otlardan, böceklerden, mantar ve 

bakteri hastalıklarından; gıdaları depolama esnasında ratlardan, farelerden ve 

böceklerden korumak için kullanılır (Lushchak vd., 2018). 

Dünya genelinde yaklaĢık 2 milyon ton pestisit kullanılmaktadır, bunun %47.5'i 

herbisit, %29.5'i böcek ilacı, %17.5'i mantar ilacı ve %5.5'i diğer pestisitlerdir. Dünyada 

pestisit tüketen ilk on ülke Çin, Tayland ,ABD, Fransa, Arjantin, Brezilya, Japonya, 

Ġtalya, Hindistan ve Kanada 'dır (Sharma vd., 2019).  

Mahsul verimliliğini artırmak için pestisitler uygulanır; ancak zamanla bitki 

kısımlarında, suda, toprakta, havada birikirler. Pestisitlerin yaygın kullanımı toprağı ve 

suyu kirletir, ekinlerde kalır ve sonunda besin zincirine girerek insanlar için tehdit 

oluĢturur (Sharma vd., 2019). 

ÇeĢitli tarıma dayalı pestisitlerin ve diğer organik kirleticilerin kalıcı ve her yerde 

bulunan doğası, biyolojik birikim özellikleri ve yüksek toksisiteleri nedeniyle insanlığa 

zarar vermiĢtir. Bu pestisitlerin canlı organizmalarda endokrin ve üreme sistemlerinin 

normal iĢleyiĢini engellediği bilinmektedir (Lushchak vd., 2018). 

Yabani otlar, tarımsal ürünler ile besin, su, ıĢık kaynakları ile mücadele ettikleri için 

ekinlerin verimini azaltır (Quareshy vd., 2018). 

Yabani otlar, tarımsal alanlarda kontrol edilmediğinde ürünlerin tamamının 

kaybedilmesine neden olabilir. Yabani ot mücadelesinde birçok metod kullanılmaktadır; 

bu metodlardan en yaygın kullanılanı kimyasallar maddelerdir (Serim ve Özdemir, 

2012).  
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1.2.2. Herbisitler 

 

Kimyasal maddelerden olan herbisitler;  tarım, bahçecilik, çim ve peyzaj yönetimi gibi 

birçok  alanda kullanılmaktadır (Quareshy vd., 2018). 

Herbisitlerin kısa sürede uygulanabilir olması ve sonuç vermesi, uzun süre etkili olması 

gibi özelliklerinden dolayı tarımsal üretim maliyetlerinin azalmasını sağlar (Serim ve 

Özdemir, 2012). 

Ancak herbisitlerin aĢırı ve bilinçsiz bir Ģekilde kullanılmaları insanların, hayvanların ve 

çevrenin sağlığına zarar vermesi olumsuz bir durumdur. Herbisitlerin direkt ya da 

dolaylı yolla meydana getirmiĢ oldukları yan etkilerin baĢında toksisite bulunmaktadır 

(Mengüç, 2018). 

Herbisitlerin toksisitesinin arılar, kuĢlar, balıklar ve diğer organizmalarda ölümlerin 

görülmesi ve üreme potansiyelinin azalması; ekolojik yapısının zarara uğraması gibi 

uzun süreli olumsuz etkileri bulunmaktadır. Herbisit toksisitesinin insanlar üzerinde de 

yan etkileri vardır (Mengüç, 2018). 

Ġnsanlar gıda ve plastikte herbisitlere, endüstriyel kirleticilere ve sentetik kimyasallara 

maruz kaldıklarında, bu maddelerin endojen üreme hormonu fonksiyonunu olumsuz 

etkilediği düĢünülmektedir. Bu, çeĢitli üreme anomalilerine yol açabilir (Avdatek vd., 

2018). 

Bazı herbisitlerin toksik etkilerinin kadınlarda sterilite ile ilgili olduğu, insanların 

immun ve sinir sistemlerini de tahrip ettiği belirlenmiĢtir. Ayrıca dünyanın en çok 

kullanılan herbisitleri olan paraquat ve glifosat‟ ın (GLF) Parkinson hastalığına, GLF‟ 

nin ise çocuklarda saman nezlesi ve otizme neden olduğu belirlenmiĢtir (Mengüç, 

2018). 

1.2.3. Glifosat  

 

Herbisitler, birçok pestisit türünden sadece biridir. GLF bazlı herbisitler, dünyada 

kullanılmaya baĢlanan ilk herbisitlerdir. GLF, tarımsal ve tarım dıĢı amaçlar için 

kullanılan arazilerde, istenmeyen bitkileri öldürmek için yaygın olarak kullanılan geniĢ 

spektrumlu bir herbisittir (Avdatek vd., 2018). 
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Genetiği değiĢtirilmiĢ ekinlerin hızla yaygınlaĢmasıyla birlikte, GLF kullanım miktarı 

dünya çapında artmaktadır (Cai vd., 2017). 

GLF, metilfosfonik asidin metil grubunun glisin amino grubu ile formal oksidatif 

eĢleĢmesinden kaynaklanan bir fosfonik asittir. GLF, kokusuz beyaz bir tozdur. Suda 

çözünebilirken aseton, etanol ve ksilen gibi yaygın organik çözücülerde pratik olarak 

çözünmez (Ġnt kay, 2).  

GLF, Ģu anda tüm herbisitler içerisinde en yüksek üretim hacmine sahip bir kimyasaldır. 

Tarım, ormancılık, kentsel ve ev uygulamaları için 750' den fazla farklı üründe 

kullanılmaktadır (Guyton vd., 2015).  

GLF ilk olarak 1950' de bir Ġsviçreli kimyager Henri Martin tarafından bir metal 

bağlama maddesi olarak sentezlendi. BaĢlangıçta herbisit kullanımı için test edilmedi 

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

GLF ilk pazarlandığında, herbisitlerde  "çığır açan bir buluĢ" olarak müjdelendi. 

Elektrik hatları ve tren rayları etrafındaki istenmeyen bitkilerin ortadan kaldırılması 

dâhil olmak üzere yabani ot kontrolü, meyve bahçelerinde, meyve üretiminde yabani 

otların ortadan kaldırılması ve mahsul hasadının ardından tarlalarda istenmeyen bitki 

büyümesinin ortadan kaldırılması için kullanıldı. Bununla birlikte, 1990' larda genetiği 

değiĢtirilmiĢ ticari mahsullerin piyasaya sürülmesi herbisit kullanım hacminin çarpıcı 

bir Ģekilde artıĢına neden olmuĢtur. Bugün, GLF kullanımı küreseldir (Richmond, 

2018). 

GLF fizyolojik pH seviyelerinde anyoniktir. ÇeĢitli katyonlarla birlikte (örneğin 

sodyum veya izopropilamin tuzları) bir tuz olarak aktif hale gelmektedir (Duke ve 

Powles, 2008). 

Günümüzde herbisitler, ekinlerde yabani otların zaptedilmesinde olumlu etkileri olduğu 

için modern tarımda vazgeçilmez bir rol oynamaktadır. Bu kimyasallar arasında, GLF 

güçlü etkinlik sergilemektedir. GLF, sap ve yaprak tarafından emilir ve daha sonra 

enolpiruvilshikimat-3-fosfat sentazı (EPSPS) bloke ederek tüm vücuda taĢınır ve meyve 

bahçelerindeki yıllık, iki yıllık ve çok yıllık bitkiler, geniĢ yapraklı, yabani otlar ve 

odunsu çalılar gibi birçok bitkiyi öldürür. Bir herbisit kimyasalı olarak GLF, bitkilere 

yönelik hedef özgüllüğü, 6-7 gün içinde tamamen bozunması, insan ve hayvanlar, 
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kuĢlar ve sucul canlılar gibi bitki dıĢı yaĢam formları için düĢük toksisite de dahil olmak 

üzere diğerler herbisitlere kıyasla baskın değerlere sahiptir (Dai vd., 2016). 

GLF‟ nin birincil etki Ģekli, bitkilerde ve bazı bakterilerde korizatın biyosentezinden 

sorumlu fenilalanin, tirozin ve triptofan esansiyel aromatik amino asidin 

biyosentezindeki bir ara madde olan Ģikimat yolunun 5 enolpiruvilĢikimat 3 fosfat 

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

Bununla birlikte, GLF‟ nin memelilerde hedef dıĢı etkileri olabileceğine ve potansiyel 

olarak istenmeyen sağlık sonuçlarına neden olabileceğine dair endiĢeler vardır 

(Johansson vd., 2018). 

Bu ticari formülasyonlar, aktif bileĢenlerden ayrı olarak, uygulanmasını kolaylaĢtıran, 

hedef organizmaya penetrasyonu ve toksik etkiyi artıran formülasyona bağlı olarak 

çeĢitli spesifik adjuvanlar da içerir (Abarikwu vd., 2014).   

BaĢlangıçta, ticari veya diğer kullanımları hakkında çok az endiĢe dile getirildi. Bununla 

birlikte, GLF‟ nin daha yaygın olarak kullanılmaya baĢlaması ile ekosistem, su yolları, 

hayvanlar ve nihayetinde insanların sağlığı ile ilgili endiĢeler bulunmaktadır 

(Richmond, 2018). 

1.2.3.1. Glifosatın Etkileri 

 

Geçtiğimiz on yıllar boyunca, herbisitlerin yoğun kullanımından kaynaklanan çevre 

kirliliği dikkate değer bir sorundur (Sinhorin vd., 2014). Herbisitler, su ve toprak 

yoluyla hayvanlarda birikir ve pestisit dozları belirli konsantrasyonlara ulaĢan 

hayvanları yiyerek sağlığımızı etkiler (Acquavella vd., 2004). Son yıllarda, GLF ve 

ticari formülasyonlarının neden olduğu üreme toksisitesine giderek daha fazla ilgi 

gösterildi. GLF, insan plasental hücrelerinde ve insan embriyonik hücrelerinde düĢük 

bir konsantrasyonda androjenin östrojene dönüĢüm sürecini içeren aromataz enzimini 

bozduğu kanıtlandı (Benachour ve Séralini, 2007; Richard vd., 2005).  

GLF birçok alanda uygulanmakta olup toprakta ve yakınındaki ekosistemlerde ciddi 

kirliliğe neden olmaktadır. Dolayısıyla insan sağlığına zararını artırmaktadır. GLF‟ ye 

maruz kalma, hem insanlarda hem de kemirgenlerde endokrin bozucu etkiye sahip 

olabilir ve erkeklerin üreme sistemini etkileyebilir. Özellikle ratlarda, GLF, 
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spermatozoon üretimi ve hatta fetal geliĢim dâhil olmak üzere spermatozoon 

özelliklerini değiĢtirebilir. GLF' nin hücresel antioksidan durumunu önemli ölçüde 

değiĢtirdiği, bunun da glutatyon tükenmesine, enzimatik bozukluklara ve 

keratinositlerde lipid peroksidasyonunda artıĢa neden olduğu belirlenmiĢtir (Cai vd., 

2017; Abarikwu vd., 2014). 

Püskürtme sırasında havada, suda ve yiyeceklerde GLF tespit edildi. Çiftliklerde ve 

tarım dıĢı hanelerde yaĢayan ailelerin idrarında pestisit kalıntılarının ve metabolitlerinin 

varlığı rapor edilmiĢtir (Mesnage vd., 2012).  

Erkek farelerde, GLF, nadir görülen bir tümör olan renal tübül karsinomu insidansında 

pozitif bir eğilim olduğu bildirildi (Guyton vd., 2015). 

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

in vitro oksidatif strese neden olduğu bildirilmiĢtir (Bolognesi vd., 2009). 

YetiĢkin ratlarda iki yıllık bir süre boyunca GLF bazlı herbisitlerin maruziyetinin 

sonucunda diĢilerde erken ölüm ve meme tümörleri oranları artmıĢtır. Erkeklerde 

karaciğer tıkanıklıklarında ve böbrek nefropatilerinde artıĢ meydana gelmiĢtir. 

Pestisitlere maruz kalmanın, erkek ratlardaki germ hücrelerinde pestisit aracılı 

değiĢikliklerden kaynaklanan doğum kusurlarına neden olduğu giderek daha fazla kabul 

edilmektedir (Séralini vd., 2013; Ngo vd., 2009).  

GLF‟ nin üreme fonksiyonunu bozması, ratların testis ve epididimisinde antioksidan 

savunma sisteminin tükenmesine neden olması muhtemeldir, bu da oksidatif stresin 

indüklendiğini gösterir (Ikpeme vd., 2012). 

Testis hücrelerinin değiĢmesinin spermatogenezisi kötüleĢtirdiği belirtilmiĢtir. Bu 

nedenle, spermatozoon sayısındaki azalma, spermatozoonun üretiminin altında yatan bu 

hücresel mekanizmadaki değiĢikliklerle bağlantılı olabilir. GLF ya da adjuvanının, 

spermatid oluĢum aĢaması yerine spermatogonyal aĢama sırasında etki etmiĢ olması çok 

olasıdır. Ek olarak, GLF veya adjuvanının kan-testis bariyerinden geçmesi de 

spermatozoon motilitesinin azalmasına yol açmıĢ olabilir. GLF‟ nin spermatozoonun 

baĢ kısmındaki olumsuz etkisi, epididimise doğrudan sitotoksik etkisine bağlı olabilir 

(Ikpeme vd., 2012). 
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Spermatozoon baĢı anormalliklerinin ortaya çıkması, Spermatozoon baĢında genetik 

materyalin paketlenmesi sırasında meydana gelen kromozomal anormalliklere veya 

testis DNA' sında bir nokta mutasyonunun meydana gelmesine bağlanmıĢtır. Bu 

nedenle, spermatogenezis sırasında ratların testislerindeki genetik materyal ile GLF 

etkileĢimleri, anormal spermatozoon oranında artıĢına yol açabilmektedir. Anormal 

spermatozoon oranı ile analiz edilen oksidatif stres endeksleri arasındaki pozitif bir 

iliĢki olduğu bildirilmiĢtir. Oksidatif stresin kan ve testislerdeki antioksidan seviyesini 

azaltarak spermatogenezisin bozulmasına neden olduğu ve erkeklerde steriliteye yol 

açtığı kanıtlanmıĢtır (Owagboriayea vd., 2017). 

Erkeklerde hiperprolaktineminin tipik olarak libido azalmasına, erektil disfonksiyona ve 

anormal sperma kalitesine yol açan hipogonadizmle sonuçlandığı gösterilmiĢtir. Benzer 

bir eğilimde, spermatogonia, seminifer epitel ve prolaktin reseptörlerinde de 

gösterilmiĢtir. Ayrıca GLF‟ ye maruz kalan ratlar arasında gözlemlenen düĢük 

spermatozoon yoğunluğu ve motilitesi, serum prolaktinlerindeki artıĢa da bağlanabilir 

(Owagboriayea vd., 2017). 

Tiroid bezini olumsuz etkileyen herhangi bir eylemin, spermatogenezisi ve leydig 

hücrelerinin geliĢimini engellediğinden, spermatozoon motilitesinde ve fertilitesinde 

bozulmaya yol açabileceği belirtilmiĢtir (Ikpeme vd., 2012). 

1.3. Proantosiyanidin 

 

1.3.1. Polifenoller 

 

Bitkiler aleminde geniĢ çapta Polifenol bileĢikleri bulunur. Dolayısıyla Polifenoller bitki 

kökenli gıdaların bileĢenleri arasındadır (Choy ve Waterhouse, 2014). Bu bileĢikler, 

bitkilerin ikincil metabolitleridir (Manach vd., 2004). Polifenoller, antioksidan 

özelliklerinden dolayı son zamanlarda yapılan çalıĢmalarda sıklıkla kullanılmaktadır. 

Epidemiyolojik çalıĢmalar ve ilgili meta-analizler, bitki polifenolleri açısından zengin 

diyetlerin uzun süreli tüketiminin kanser, kardiyovasküler hastalıklar, diyabet, 

osteoporoz ve nörodejeneratif hastalıkların geliĢimine karĢı koruma sağladığını güçlü 

bir Ģekilde göstermektedir (Pandey ve Rizvi, 2009). Ayrıca ultraviyole ıĢınlarına ve 

patojenlerin saldırılarına karĢı Polifenoller vücut savunmasında da yer alır (Manach vd., 

2004). 
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Polifenoller, çoğunlukla meyvelerde, sebzelerde, tahıllarda ve içeceklerde bulunan 

bileĢiklerdir. Özellikle Üzüm, elma, armut, kiraz ve çilek gibi meyvelerde 

bulunmaktadır.  Gıdalardaki polifenoller acılık, burukluk, renk, tat, koku ve oksidatif 

stabiliteye katkıda bulunabilir (Pandey ve Rizvi, 2009). 

Gıdalardaki polifenol konsantrasyonları, gıdaların polifenol içeriğini optimize etmek 

için kontrol edilebilen çok sayıda genetik, çevresel ve teknolojik faktöre göre değiĢir. 

Polifenollerin sağlık üzerindeki etkileri, hem alımlarına hem de büyük ölçüde 

değiĢebilen biyoyararlanımlarına bağlıdır (Manach vd., 2004). 

Polifenoller, bitki bazlı gıdalardaki biyolojik olarak aktif bileĢikler grubudur (Abbas 

vd., 2017) ve çeĢitli bitki türlerinde 8000' den fazla polifenolik bileĢik tanımlanmıĢtır. 

Tüm bitki fenolik bileĢikleri, ortak bir ara madde olan fenilalanin veya Ģikimik asitten 

kaynaklanır. Polifenoller içerdikleri fenol halkalarının sayısına ve bu halkaları birbirine 

bağlayan yapısal elementlere göre farklı gruplara ayrılabilirler (Pandey ve Rizvi, 2009): 

Bu gruplar flavonoidler, fenolik asitler, stilbenler ve lignanlardır (Choy ve Waterhouse, 

2014). Flavonoidler, insan sağlığına önemli faydaları olan bir polifenolik bileĢik 

sınıfıdır (Rauf vd., 2019). Flavonoidler de özellikle merkezi karbonun oksidasyon 

durumuna göre 6 alt sınıfa ayrılır (Abbas vd., 2017): Bunlar;  flavonoller, flavonlar, 

izoflavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler ve flavanoller (kateĢinler ve 

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

 

1.3.2. Flavonoidler   

 

Flavonoidler önemli bir doğal ürün sınıfıdır (Panche vd., 2016). 4000'den fazla bileĢik 

ile, bitkisel gıdalarda en çok bulunan polifenollerdir (Diane vd., 2013). Flavonoidler, en 

önemli nitrojen olmayan bitki pigmentlerinden biridir. Sürgünlerde, yapraklarda, 

tomurcuklarda ve meyvelerde sarı veya kırmızı/mavi pigmentasyon üreterek çiçek 

renklenmesinden sorumludur (Karak, 2019). Flavonoidler, birincil metabolitlerin aksine 

bitkinin hayatta kalması için gerekli olmayan düĢük moleküler ağırlıklı ikincil 

metabolitlerdir (Cotelle, 2001). Fitokimyasallardan olan flavonoidler, insanlar ve 

hayvanlar tarafından sentezlenemezler (Karak, 2019). Flavonoidlerin, insan ve hayvan 

sağlığı üzerinde önemli etkilere sahip olması ve bitkiler âleminde yoğun olarak 
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bulunmaları nedeniyle büyük ilgi uyandırmıĢtır. Sağlığın korunması ve kronik 

dejeneratif hastalıkların önlenmesindeki potansiyel rolleri nedeniyle literatürde 

"fonksiyonel bileĢenler" ve "sağlığı teĢvik eden biyomoleküller" olarak 

adlandırılmaktadırlar (Karak, 2019). 

Flavonoidler bitkilerde aromatik amino asitler olan fenilalanin, tirozin ve malonattan 

oluĢur. Flavonoidler genellikle bitkilerde glikozillenmiĢ türevler olarak bulunur. 

Yapraklarda, çiçeklerde ve meyvelerde mavi, kırmızı ve turuncunun parlak tonlarına 

katkıda bulunurlar. ÇeĢitli sebze ve meyvelerin yanı sıra tohumlarda, kabuklu 

yemiĢlerde, tahıllarda, baharatlarda ve çayda bulunur (Pietta, 1999). 

Flavonoidlerin kimyasal çeĢitliliği, boyutu, üç boyutlu Ģekli, fiziksel ve biyokimyasal 

özellikleri; bitkilerde ve hayvanlarda biyolojik aktiviteyi etkilemek için farklı hücre altı 

konumlarındaki hedeflerle etkileĢime girmelerine izin verir (Buer vd., 2010). 

Flavonoidler, çeĢitli nutrasötik, farmasötik, tıbbi ve kozmetik uygulamalarda 

vazgeçilmez bir bileĢendir. Bunun nedeni, temel hücresel enzim fonksiyonlarını modüle 

etme kapasiteleri ile birlikte antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik ve 

antikanserojen özellikte olmasıdır (Panche vd., 2016). Flavonoidler, ayrıca antioksidan 

ve serbest radikal süpürücü yetenekleriyle iliĢkili olabilen çeĢitli biyolojik özelliklere de 

(hepatik koruyucu, antitrombotik ve antiviral aktiviteler dahil) sahiptir (Saija, 1995). 

Flavonoidler antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteye ek olarak cilt koruması, beyin 

fonksiyonu, kan Ģekeri ve kan basıncının düzenlenmesi ile iliĢkilidirler (Karak, 2019). 

Flavonoidlerin kardiyovasküler hastalık ve nörodejeneratif bozukluklar dahil olmak 

üzere çok sayıda hastalık durumunda faydalı etkiler gösterdiği öne sürülmüĢtür 

(Williams, 2004). Ayrıca aldoz redüktaz, ksantin oksidaz, siklo-oksijenaz, lipoksijenaz 

ve fosfoinositid 3-kinaz gibi çeĢitli enzimler için güçlü inhibitörler oldukları 

bilinmektedir (Karak, 2019). 

Flavonoidler, antialerjenik, antiviral, antienflamatuar ve vazodilatör etkiler dahil olmak 

üzere biyolojik aktiviteler sergilemektedir. Bununla birlikte, en çok ilgi, serbest radikal 

oluĢumunu azaltma ve serbest radikalleri temizleme yeteneklerinden dolayı 

flavonoidlerin antioksidan aktivitesine ayrılmıĢtır (Panche vd., 2016). 
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Vücut hücreleri ve dokuları, normal oksijen metabolizması sırasında üretilen veya 

ekzojen hasarın neden olduğu serbest radikallerin neden olduğu hasar tarafından sürekli 

tehdit altındadır (Panche vd., 2016). 

Yaygın olarak serbest radikaller olarak adlandırılan reaktif oksijen türleri (ROS), 

biyolojik moleküllerle reaksiyona girerek hücre ve doku hasarına yol açar. ROS‟ un 

ateroskleroz, Parkinson, Alzheimer, kalp ve beyin hasarı gibi çok çeĢitli dejeneratif 

süreçlere ve hastalıklara neden olduğu düĢünülmektedir (Cotelle, 2001). 

ROS‟ un önemli olaylardan biri, hücresel membran hasarı ile sonuçlanan lipid 

peroksidasyonudur. Bu hücresel hasar, hücrenin net yükünde bir kaymaya neden olarak 

ozmotik basıncı değiĢtirerek ĢiĢmeye ve sonunda hücre ölümüne yol açar. Lipid 

peroksidasyonunun yaĢlanma ile birlikte ateroskleroz, diyabet, hepatotoksisite ve 

inflamasyon gibi çeĢitli hastalıklardan sorumlu olduğu belirlenmiĢtir (Panche vd., 

2016). 

Flavonoidler, ROS‟ un neden olduğu hasarı çeĢitli Ģekillerde önleyebilir. ROS ile 

reaksiyona girerek onları stabilize eder. Hidroksil grubunun yüksek reaktivitesi 

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

Flavonoidlerin antioksidan özellikleri üzerine yapılan çalıĢmalarda, oksidatif stresleri 

önlemek için potansiyel ilaçlar olarak kullanılabileceğini vurgulanmıĢtır. 

Antioksidanlar, hücreleri ROS‟ un oksidatif etkisine karĢı koruyan bileĢiklerdir ve ROS 

ile antioksidanlar arasındaki dengenin bozulması oksidatif strese neden olur. Oksidatif 

stres, diyabet, kanser, nörodejeneratif bozukluklar ve yaĢlanma gibi çeĢitli sağlık 

rahatsızlıklarıyla iliĢkili hücresel hasara yol açabilir. Oksidatif stres ayrıca DNA ve 

protein gibi moleküllere zarar verebilir. Antioksidanlar, radikal üreten sistemlere 

müdahale eder ve endojen antioksidanların iĢlevini artırarak hücreleri ROS‟ un 

zararlarından korur (Panche vd., 2016). 

Flavonoidler ayrıca antimikrobiyal aktiviteleriyle tanınırlar ve birçok araĢtırmacı 

antifungal, antiviral ve antibakteriyel aktivite özelliklerine sahip flavonoidlerin 

yapılarını izole etmiĢ ve tanımlamıĢtır. Bu özelliğinden dolayı birçok flavonoid 

günümüzde beslenme, gıda güvenliği ve sağlık alanlarında da yaygın olarak 

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

 

Flavonoidlerin en karmaĢık alt sınıflarından biri olarak kabul edilen proantosiyanidinler 

(PA), monomerik (-)epikateĢin veya (+)kateĢinin yüksek oranda polimerize edilmiĢ 

oligomerlerinden oluĢur (Choy ve Waterhouse, 2014). 

Meyvelerde (üzüm, hurma, elma, Ģeftali, armut, çilek, kızılcık, yaban mersini ve siyah 

ahududu),  sebzelerde (bezelye), sert kabuklu yemiĢlerde (fındık, badem), tohumlarda 

(üzüm çekirdeği, Antidesma thwaitesianum tohumu), çiçeklerde (longan çiçeği), ağaç 

kabuğunda (çam ağacı), yumrularda (soğan), yapraklarda (yeĢil çay, maydanoz), kakao, 

çay ve Ģarap gibi çeĢitli yiyecek ve içeceklerde bulunabilir (Choy ve Waterhouse, 2014; 

Joshi vd., 2001; Fine, 2000; Iglesia vd., 2010). 

Üzüm çekirdeği ekstraktı olan PA‟lar C vitamini, E vitamini, C ve E vitamini 

kombinasyonu, β-karoten, gallik asit ve resveratrolden daha iyi bir serbest radikal 

temizleyicisi ve oksidatif doku hasarı inhibitörü olduğunu yapılan çalıĢmalarda ortaya 

konmuĢtur (Zhao vd., 2014; Su vd., 2011; He vd., 2018; Fine, 2000; Ou ve Gu, 2014). 

Üzüm çekirdeği ekstraktının biyoaktif bileĢenlerinin araĢtırılması ilk olarak 20. yy „ da 

baĢlamıĢtır. Üzüm çekirdeklerinden elde edilen PA„ ların, çam kabuğundan elde 

edilenlere göre hem konsantrasyon hem de antioksidan etki bakımından daha üstün 

olduğunu gözlemlemiĢtir (Unusan, 2020; Blade vd., 2016).  

1.3.3. Proantosiyanidinin Etkileri 

 

PA‟ ların biyolojik, farmakolojik ve tıbbi özellikleri kapsamlı bir Ģekilde gözden 

geçirilmiĢtir. Serbest radikal temizleyici ve antioksidan aktivitelerine ek olarak 

antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar, antialerjik, antikarsinojenik, antidiyabetik, 

antinörodejeneratif, antiosteoartrit, kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve vazodilatör 

eylemler dahil olmak üzere çok çeĢitli biyolojik etkiler sergilemektedir. Ayrıca lipid 

peroksidasyonunu, trombosit agregasyonunu, kılcal damar geçirgenliği ve kırılganlığı 

inhibe etmektedir ve fosfolipaz A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz ve ksantin oksidaz 

gibi enzim sistemlerinin aktivitesini düzenlemektedir (Bashir, 2019; Joshi vd., 2001; 

Fine, 2000; Unusan, 2020; Bagchi vd., 2000) 
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Oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin sistemik tezahürü ile biyolojik bir sistemin 

reaktif ara maddelerini kolayca detoksifiye etme ve ortaya çıkan hasarı onarma yeteneği 

arasındaki dengesizliği yansıtır (Li vd., 2015). Erkek infertilitesinin nedenlerinden biri 

olan oksidatif stres, lipid peroksidasyonuna, DNA, protein ve iskemik (oksijen 

eksikliği) hasarına neden olabilir (Al-Daraji, 2012). Oksidatif stresin doğrudan aracıları 

olarak ROS‟ lar son derece önemlidir. Oksijen iyonları, serbest radikaller ve 

peroksitlerden oluĢan ROS, spermatozoa DNA'sına doğrudan zarar vererek veya 

spermatozoanın plazma membran bütünlüğünü bozarak infertiliteye neden olarak 

motilite ve penetrasyon kabiliyetinin azalmasına neden olmaktadır. Oksidatif strese 

karĢı bir güç olarak, antioksidanlar seminal plazmada bulunarak ROS'un birçok olumsuz 

etkisini ortadan kaldırır (Soleimani ve Masoumi, 2017).  

Antioksidanlar, vücutta bulunan ROS‟u temizleyen bileĢiklerdir. ROS, hücre zarı 

lipidlerini oksitleyerek ve vücudun genetik materyalleri olan DNA'ya zarar vererek 

dokuyu yok eden oldukça reaktif moleküllerdir. Nötralize edilmezlerse birçok patolojik 

duruma yol açan oksidatif strese neden olabilir. Antioksidanlar, ROS‟un dokuya önemli 

zarar vermeden önce nötralize ederek çalıĢır (Joshi vd., 2001). 

Yapılan birçok çalıĢma ile PA‟ nın antioksidan özelliğinden dolayı çeĢitli erkek üreme 

bozukluklarında potansiyel bir koruyucu etkiye sahip olduğu gösterilmiĢtir (Bayatli vd., 

2013; El-Beltagi vd., 2017; Abdel-Kawi vd., 2016; Long vd., 2017; Attia vd., 2010). 

Yapılan bu çalıĢmanın amacı;  GLF maruziyetine bırakılan erkek ratlarda spermatolojik 

ve oksidatif stres parametreleri, DNA‟ da meydana gelebilecek değiĢimler, serum 

testosteron seviyesine etkisi ve testis dokusundaki toksisite göstergesi olan histolojik 

değiĢimler üzerine güçlü bir antioksidan olan PA‟ nın etkinliğini ortaya koymaktır.   
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2. 1. Deney Hayvanları  

 

Bu çalıĢma, Afyon Kocatepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu‟ nun 

26.01.2021 Tarihli ve 49533702/06 sayı no‟lu izni ile yapıldı. ÇalıĢmada hayvan 

materyali olarak Afyon Kocatepe Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve 

AraĢtırma Merkezi ünitesinden temin edilen 24 adet, 2,5-3 aylık erkek Wistar-Albino 

cinsi (160-180 g) rat kullanıldı. ÇalıĢmanın deneysel bölümü yine bu merkezde yapıldı. 

Ratlar için standart Ģartlarda (25 ± 2˚C sabit sıcaklık, % 60-65 düzeyinde nem ve 

havalandırmalı odalarda; 12 saat gün ıĢığı ve 12 saat karanlık olmak üzere) ve her gün 

altları temizlenen kafeslerde standart rat yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Tüm 

hayvanlar çalıĢma baĢlangıcında ve ötenazi edilmeden önce tartılarak ağırlıkları kayıt 

altına alındı. Uygulamalar her gün 13:00 -14:00 saatleri arasında yapıldı. ÇalıĢmanın 

deneysel bölümü 56 gün sürdü. Spermatolojik parametreler Afyon Kocatepe 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Dölerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalı 

laboratuvarında, patolojik değerlendirmeler Afyon Kocatepe Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı laboratuvarında, oksidatif stres parametreleri Afyon 

Kocatepe Üniversitesi Veteriner Fakültesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarında yapıldı. ÇalıĢmamız, AKÜ Bilimsel AraĢtırma Projeleri Koordinasyon 

Birimi tarafından 21.SAĞ.BĠL.01 kod nolu proje ile desteklenmiĢtir. 

2. 2. Grupların OluĢturulması  
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Deney hayvanları her kafeste 6 hayvan olacak Ģekilde Kontrol, Proantosiyanidin (PA), 

Proantosiyanidin+Glifosat (PA+GLF) ve Glifosat (GLF) olmak üzere 4 gruba ayrıldı. 

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

su ile beslendi. 

2. Proantosiyanidin (PA) Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlara 56 gün boyunca her gün 

aynı saatte 400 mg/kg dozunda PA, DMSO ile çözdürülerek gastrik gavaj yoluyla 

verildi. 

3. Proantosiyanidin+Glifosat (PA+GLF) Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlara 56 gün 

boyunca her gün aynı saatte önce 400 mg/kg dozunda Proantosiyanidin, daha sonra 

LD50/10 dozu olan 787,85 mg/kg dozunda GLF, DMSO ile karıĢtırılarak gastrik gavaj 

yoluyla verildi. 

4. Glifosat (GLF)  Grubu (n=6) : Bu gruptaki ratlara 56 gün boyunca her gün aynı saatte 

LD50/10 dozu olan 787,85 mg/kg dozunda GLF, DMSO karıĢtırılarak gastrik gavaj 

yoluyla verildi. 

2. 3. Kan ve Doku Örneklerin Alınması  

 

2.3.1. Kan Örneklerinin Alınması  

 

Deney aĢamasındaki son uygulamadan 24 saat sonra tüm hayvanlar tarılıp ağırlıkları not 

edildikten sonra inhalasyon anestezisi altında kalpten alınan kanlar jelli biyokimya 

tüplerine konularak 3500 devirde 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası elde edilen 

serumlar ependorflara alınarak biyokimyasal analizler yapılana kadar -20 °C‟ de 

saklandı. 

2.3.2. Doku Örneklerinin Alınması  

 

Kan örnekleri alındıktan sonra ötenazi iĢlemi sonrasında ratların testis ve epididimisleri 

çıkarıldı. Epididimislerden elde edilen sperma örnekleri ile frotiler hazırlandı ve 

spermatolojik parametrelere bakılmak üzere laboratuvara götürüldü. Sağ testis ve 

epididimis patolojik değerlendirilmeler yapılmak üzere patoloji laboratuvarına teslim 

edildi. 
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2.4. Doku Homojenizasyonu 

 

Ġlk önce homojenizasyonun yapıbileceği bir kap ayarlandı. Sonra 0,5 g doku tartılıp 

kaba konuldu ve üstüne 5 mL 50 mM potasyum dihidrojen fosfat eklendi. Doku bu 

çözelti içerisindeyken homojenize edildi. Doku tamamen parçalandıktan sonra kap 

içindeki sıvı santrifüje uygun bir tüpe aktarıldı ve 3500 devirde 10 dakika santrifüj 

edildi. Süpernatant alınıp temiz bir tüpe aktarıldı ve analiz zamanına kadar -20 °C‟ de 

saklandı. Örneğimiz analiz yapılacak günden bir gün önce +4'e bırakılıp dinlenmesi ve 

çözülmesi için beklenildi (Ohkawa vd., 1979). 

 

 

2.5. Biyokimyasal Analizler 

 

2.5.1. Serum Testosteron Seviyelerinin Belirlenmesi 

 

Ependorflara alınarak -20 °C saklanan kan serum testosteron örneklerinin oda 

sıcaklığına gelmesi için bir süre beklendi. Analizler için Çin menĢeili, E0259Ra katalog 

numaralı, BT LAB Bioassay Technology Laboratory marka elisa kitleri kullanıldı. Bu 

kit, Rat Testosteron düzeyini tahlil etmek üzere, biyotin, çift antikor sandviç 

teknolojisine dayalı enzim immunoassay (EIA) yöntemiyle çalıĢmaktadır. Mikroplaka 

yıkayıcı olarak USA menĢeili BIO-TEK marka, EL x 50 model yıkayıcı kullanıldı. 

Okumalar ise USA menĢeili BIO-TEK marka ELx800 model mikroplaka okuyucuda 

yapıldı. Tüm parametreler 450 nm dalgaboyunda okutulmuĢ ve cihazdan alınan 

absorbans değerleri kalibrasyon grafiğinde yerine koyularak örneklerin sonuçları elde 

edildi. 

2.5.2. Malondialdehit (MDA) Aktivite Tayini  

 

Testis doku homojenizasyon iĢlemini tamamlandı. Standart maddemiz olan 

tetraetoksipropan‟dan 0,5 mL alınıp 100 mL etanol ile karıĢtırıldı. Bu çözeltiden 0,1 mL 

alınıp 100 mL distile su eklenerek standart solüsyonumuz hazırlandı. Hazırlanan 

homojenizat örnekten ve standarttan 0,2 mL alınıp 10 mL‟ lik cam tüplere eklendi. 

Üzerine sırasıyla 0,2 mL %8‟lik sodyum dodesil sülfat, 1,5 mL %20‟lik glasiyel asetik 
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asit, 1,5 mL % 0,8 tiyobarbitürik asit, 0,6 mL distile su eklendi. KarıĢım tüp sporu 

çalkalama yöntemi ile iyice karıĢtırıldı. Daha sonra karıĢım aliminyum folyo ile sarılıp 

95 °C‟lik su banyosunda bir saat kaynatıldı. Kaynatıldıktan sonra örnekler ve standartlar 

su banyosundan çıkarılıp +4 °C‟ ye soğutuldu. Soğutma iĢleminden sonra üzerlerine 1 

mL distile su eklendi. Daha sonra 5 mL N-butanol+piridin karıĢımı eklendi ve karıĢım 

tüp sporu çalkalama yöntemi ile iyice karıĢtırıldı. Tüm örnekler 3500 devirde 10 dk 

santrifüj edildi. Pembe/mor renkli kısım 532 nm‟de absorbansı okundu. En son standart 

ile karĢılaĢtırıp değerlendirmesi yapıldı. Spektrofotometrik ölçümleri gerçekleĢtirmek 

için Shimadzu 1601 UV–VIS spektrofotometresi (Tokyo, Japonya) kullanıldı (Ohkawa 

vd., 1979). 

 

 

2.5.3. Glutatyon (GSH) Aktivite Tayini 

 

Dokuda GSH tayini yapabilmek için öncelikle gerekli kimyasallar hazırlandı. 

Çöktürücü, 5 g metafosforik asit, 1 g EDTA ve 90 g NaCL 300 mL distile suda 

çözdürülerek hazırlandı. Fosfat tamponu 0,3 Molar Na2HPO4, 40,02 g Na2HPO4.7H2O  

500 mL distile suda çözdürülerek hazırlandı. 5,5‟- (2-ditiobisnitrobenzoik asit) (DTNB) 

ise 40 mg DTNB 100 mL' lik %1 sodyum sitrat çözeltisiyle çözdürülerek hazırlandı. 

GSH standartı ise 10 mg GSH, 25 ml distile suda çözdürülerek hazırlandı. Testis doku 

homojenizasyon iĢlemininin tamamlanmasından sonra analizin yapımına geçildi. 

Hazırlanan homojenizat örnekten 0,2 mL alındı. Üzerine 3 mL çöktürücü eklendi. Ġyice 

karıĢtırılıp biraz beklendi. Daha sonra 3500 devirde 10 dk santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrasında süpernatant baĢka bir tüpe alındı. Üzerine 8 mL fosfat tamponu, 0,5 mL 

DTNB ayıracı eklendi. Ġyice karıĢtırıldı. Standar tüpte doku homojenizatı yerine 0,2 mL 

GSH standartı kullanıldı. KÖR tüpüne 0,2 mL distile su ve 3 mL çöktürücü eklendi. 

Süzgeçten geçirilerek filtre edildi. Shimadzu 1601 UV–VIS spektrofotometresi‟ nde  

(Tokyo, Japonya) 412 nm‟ de okuması yapılarak değerlendirildi (Beutler ve Kelly, 

1963).            

2.6. Spermatolojik Muayeneler  
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2.6.1. Spermatozoon Motilitesi  

 

Testisler çıkarıldıktan sonra, yapıĢık yağ, bağ dokusu ve kan damarları çıkarıldı. Her bir 

hayvanın testislerini, kanın dıĢarı çıkmasını sağlamak için izotonik tuzlu su çözeltisi 

içeren içi boĢ bir kaba aktarıldı. Sol kauda epididimis bir pens ile sıkıĢtırılırken ince 

uçlu makas kullanılarak uzunlamasına kesildi. Spermatozoon, fosfat tamponlu salin 

(PBS) içeren Petri kaplarında kauda epididimis küçük parçalar halinde kesilerek Sperma 

alındı. Motilitenin belirlenmesi için 37°C‟ ye ayarlanan ısıtma tablasına bir lam 

konuldu. Lam üzerine 10 mikrolitre (µl) büyüklüğünde sperma koyuldu ve üzerine 

lamel kapatıldı. Faz-kontrast mikroskop kullanılarak 100x‟ de görüntü bulunup 400x‟ 

de değerlendirildi. Mikroskop altında üç farklı alanda herhangi bir yöne doğrusal 

hareket eden spermatozoonlar sayılarak motilite belirlendi ve yüzde olarak ifade edildi 

(Avdatek vd., 2018). 

 

2.6.2. Anormal Spermatozoon Oranı  

 

Sperma numunesindeki anormal spermatozoon oranı Giemsa boya ile boyanıp 

değerlendirilmesi yapıldı. Lam üzerine bir damla sperma örneğinden damlatıldı. 45 

derecelik açıyla baĢka bir lamla periferik yayma iĢlemi yapıldı. Yatay olarak kurumaya 

bırakıldı. Ardından alkolle fikze edilip kurumaya bırakıldı. Kuruma iĢlemi 

tamamlandıktan sonra boyama iĢlemine geçildi. Giemsa boyası pipetle lamın üzerini 

kapatacak Ģekilde damlatıldı. Kırk beĢ dakika beklenildi. Bekleme süresi sonunda lam 

numunenin bulunduğu tarafın tersinden suya tutuldu. Yıkanan lam dik bir Ģekilde 

kurumaya bırakıldı. Kuruma iĢlemi tamamlandıktan sonra faz-kontrast mikroskopta 

400x‟ de 400 spermatozoon sayılarak anormal spermatozoon oranı % olarak belirlendi. 

Normal spermatozoon yapısı dıĢındaki yapılar anormal olarak kabul edildi ve 

spermatozoon‟un baĢ, orta kısım, kuyruk ve toplam anomalileri ayrı ayrı değerlendirilip 

kaydedildi (Watson, 1975). 

 

2.6.3. HE Test  
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Ölü-canlı spermatozoon oranı ve hipo-ozmotik ĢiĢme testinin birlikte uygulandığı 

sperma örneklerinde Hipo-ozmotik Eozin boya testi adı verilen HE testi kullanıldı. 

37°C'deki su banyosunda bulunan 100 mOsm HOST solüsyonundan 1 ml, sperma 

örneğinden de 10 µl eppendorf tüplerine alındı.  Daha sonra eozin boyası eklendi ve 

karıĢım 37°C'lik su banyosunda 30 dakika Ġnkübasyona bırakıldı. Daha sonra bu 

karıĢımdan bir damla alınarak frotiler çekildi ve çok kısa süre içerisinde kurutuldu. 

Hazırlanan örnekler mikroskopta 400x‟ de 400 spermatozoon, baĢ kısmının tamamının 

veya bir kısmının boya alıp almamasına ve kuyrukta ĢiĢme olup olmamasına göre dört 

tipe ayrıldı. Bunlar: 

Tip 1. Kuyruk ĢiĢmiĢ, baĢ boya almamıĢ. (H+/E-) 

Tip 2. Kuyruk ĢiĢmemiĢ, baĢ boya almamıĢ. (H-/E-) 

Tip 3. Kuyruk ĢiĢmiĢ, baĢ boya almıĢ. (H+/E+) 

Tip 4. Kuyruk ĢiĢmemiĢ, baĢ boya almıĢ. (H-/E+) 

 

HOS Test Solüsyonunun hazırlanıĢı: 

0,9 g Fruktoz 

0,49 g Sodyum sitrat, 100 ml distile suya tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazırlandı. 

Eosin boyasının hazırlanıĢı: 

1,67 g Eosin-Y 

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

 

2.7. DNA Hasarı 

 

Spermatozoondaki DNA hasarını belirlemek için comet assay yöntemi kullanıldı. 

Comet assay yönteminin bir baĢka adlandırılması ise Single Cell Gel Electrophoresis 

yöntemidir. Bu yöntemle, tek tek spermatozoonların çift iplikli DNA hasarını 

değerlendirmesi sağlanmaktadır. Bu yöntemin, alkali pH‟da farklı elektrik yüküne ve 
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molekül ağırlıklarına sahip olan DNA moleküllerinin elektriksel alandaki hareketine 

bağlı çalıĢma prensibi vardır (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 2003). 

 

2.7.1. Spermanın Yıkanması 

 

Taze olarak alınan sperma örnekleri hemen eppendorf tüplere alınıp havayla teması 

önlenerek karanlık ortamda ve soğuk zincirde korundu. Sperma örnekleri Ca
+2

 ve Mg
+2

 

içermeyen PBS ile 1:1 oranında sulandırılıp santrifüj iĢlemi yapıldı. Santrifüj sonrası 

elde edilen süpernatant spermadan uzaklaĢtırıldı. Sperma tekrar sulandırıldı ve 

çalıĢmanın bir sonraki aĢamasına hazır hale getirildi (Gündoğan vd., 2010). 

 

2.7.2. Slaytların Hazırlanması ve Spermatozoonların Agoroza Gömülmesi 

 

Slaytlar % 0.75‟lik düĢük kaynama dereceli agaroz jel (low melting agar, LMA) PBS 

içerisinde hazırlandı. Tamamı traĢlanmıĢ lamların üzerine LMA‟dan 120 µl alınarak 

üzerine damlatıldı. Daha sonra lam üzerine damlatılan LMA froti Ģeklinde yayılarak oda 

sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Böylece birinci tabakanın oluĢturulması sağlandı. 

SeyreltilmiĢ olan spermadan 5 μl,  85 µl % 1 oranında LMA jel alınıp 37 
o
C‟de 

karıĢtırılarak birinci agaroz kat üzerine tabakalandırıldı. Daha sonra hazırlanmıĢ lamın 

üzerine 24 x 60 mm lamel ile kapatılarak buz kalıpları üzerinde katılaĢması için 

bekletildi. KatılaĢma iĢleminden sonra lameller dikkatlice çekilerek slaytlar hazırlandı 

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

2.7.3. Lizis 

 

Hazırlanan slaytlar yüksek yoğunlukta tuz ve deterjan içeren taze hazırlanmıĢ soğuk 

lizis solüsyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 

pH 10) +4 
0
C‟de yaklaĢık 1 saat süre ile inkübe edildi.  Ardından lizis solüsyonuna 40 

mM dithioerithrol (DTT) ilave edilerek slaytlar +4 
o
C‟de yine 1 saat inkübe edildi. Daha 

sonra 100 μg/ml proteinase K lizis solüsyonu eklenerek slaytlar 37 
o
C‟de iki gece 

inkübe edildi (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003). 
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2.7.4. Elektroforez 

 

Hücrelerin lizisinden sonra DNA zincirlerinin ayrılması için slaytlar Elektroforezde 

yürütmeden önce taze olarak hazırlanmıĢ ve hafif buzlu elektroforez tamponunda (300 

mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12.5) 20 dk. inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

aĢamasından sonra DNA‟lar 300 mA ve 20 volt‟luk elektriksel alanda 20 dk boyunca  

elektroforez tamponu içerisinde iĢleme tabi tutuldu (Hughes vd., 1997; Singh vd., 

2003). 

 

2.7.5. Nötralizasyon 

 

Elektroforez iĢleminden sonra slaytlardaki alkali elektroforez çözeltisini taze 

hazırlanmıĢ Tris tamponuyla (40 mM Tris HCl, pH 7.4) yıkayarak nötralizasyon 

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

 

2.8.6. Boyama 

 

Nötralizasyon iĢleminden  sonra slaytlar bir floresan boya olan ethidium bromid (5 

µg/ml) ile boyandı (Hu vd., 2008).  

 

2.8.7. Slaytların Değerlendirilmesi  

 

Boyama iĢlemi sonrasında slaytların üzerine lamel kapatılarak floresan ilaveli 

mikroskobun (Olympus CX-31) 400x‟ de 100 adet DNA görüntüsü değerlendirildi.  

Görsel skorlama yöntemi ile değerlendirme gerçekleĢtirildi. Meydana gelen hasarın 

derecesine göre DNA görüntüleri 0 ile 4 arasında bir puanlama yapıldı.  Hiç hasar 

meydana gelmeyen DNA‟lar 0, hasar meydana gelmiĢ olan DNA‟lar hasarın derecesine 

göre 1‟den 4‟e kadar puanlandırıldı. Sonuçlar arbitrary unit (AU) olarak değerlendirildi 

(Collins, 2004).  
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2.8. Testis Histopatolojisi 

 

Tüm hayvanlardan testis dokularının toplanması ve Bouin solüsyonunda fiksasyonu 

yapıldıktan sonra parafine gömüldü ve 5 µm kalınlığında kesitler halinde kesildi. 

Boyama için Mayer hematoksileni ve eozin (H&E) kullanıldı. Dokuların 

değerlendirilmesi, kameralı (Olympus DP20) bir ıĢık mikroskobu (Olympus Bx51 

modeli) kullanılarak yapıldı (Avdatek vd., 2018). 

2.9 Ġstatistiksel Analiz 

 

Yapılan çalıĢmada elde edilen motilite ve anormal spermatozoon oranları, HE-test 

parametreleri, DNA hasarları, testosteron düzeyleri ve oksidatif stres parametrelerinin 

istatistiksel açıdan analizi için SPSS programının 22.0 versiyonu kullanıldı. Elde edilen 

verilerin normal dağılıma sahip olup olmadığını test etmek amacıyla Shapiro Wilk-W 

Testi kullanıldı. Gruplar arası farklılık tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile, farkların 

önem kontrolü ise post hoc Duncan testi ile yapıldı. Ġstatistiksel sonuçlardaki 

farklılıklardan p<0.05 (*) ve p<0.001 (**) olan değerler önemli olarak kabul edildi. 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. Spermatolojik Parametrelere Ait Bulgular  

 

ÇalıĢmamıza ait gruplar arası spermatozoon motiliteleri ve anormal spermatozoon 

oranları Çizelge 3.1.‟de verildi. Motilite açısından kontrol grubuna göre GLF 

grubundaki azalma ile beraber PA ve PA+ GLF gruplarında artıĢın istatistiksel olarak 

önemli olduğu tespit edildi (p<0,001). BaĢ anomalileri açısından kontrol ve diğer 

gruplara karĢı GLF grubundaki artıĢ, orta, kuysuk kısımlarındaki anomalilerde ve 

toplam anormal spermatozoon oranlarında kontrol grubuna göre PA ve PA+ GLF 

gruplarındaki azalma ile beraber GLF grubundaki artıĢın istatistiksel olarak önemli 

olduğu belirlendi. (p<0,001).   
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Çizelge 3.1: Gruplara ait Motilite ve Anormal Spermatozoon Oranları ( X ± SEM, n:6). 

a-d: Her bir sütundaki farklı harf taĢıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir p<0,001** PA: Proantosiyanidin, 

PA+ GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat    

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. HE Test Parametrelerine Ait Bulgular  

 

AraĢtırmamıza ait HE test bulguları Çizelge 3.2.‟de sunuldu. H+/E- oranı açısından 

kontrol grubuna göre PA+ GLF ve GLF gruplarındaki azalma, H-/E- oranı bakımından 

PA grundaki artıĢın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlendi (p<0,001). Ayrıca 

H+/E+ bakımından kontrol grubuna göre PA grubundaki azalma ile GLF grubundaki 

artıĢ istatistiksel olarak önemli olduğu bulundu (p<0,001).   

Çizelge 3.2:  Gruplara ait HE-test Parametreleri ( X ± SEM, n:6). 

Gruplar 
Motilite 

% 

BaĢ 

% 

Orta Kısım 

% 

Kuyruk 

% 

Toplam 

% 

Kontrol 70,00±1.82
c
 7,66±0,33

b
 16,83±0,98

b
 41,50±1,11

a
 66,00±2,12

b
 

PA 84,16±0,83
a
 6,16±0,47

b
 8,00±0,81

c
 24,83±1,01

b
 39,00±1,18

d
 

PA+ GLF 78,33±1,05
b
 8,16±0,70

b
 11,66±1,30

c
 29,16±1,47

b
 49,00±2,16

c
 

GLF 62,50±1,11
d
 13,66±1,76

a
 20,83±1,92

a
 43,83±3,04

a
 78,33±4,22

a
 

p ** ** ** ** ** 
Gruplar H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+ 
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a-c: Her bir sütundaki farklı harf taĢıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir p<0,05 *, p<0,001 ** H+/E-: Kuyruk 

ĢiĢmiĢ, baĢ boya almamıĢ, H-/E-: Kuyruk ĢiĢmemiĢ, baĢ boya almamıĢ, H+/E+: Kuyruk ĢiĢmiĢ, baĢ boya almıĢ, H-/E+: Kuyruk 

ĢiĢmemiĢ, baĢ boya almıĢ.  PA: Proantosiyanidin, PA+ GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. DNA Hasarına Ait Bulgular  

 

ÇalıĢmamıza ait DNA hasar bulguları Çizelge 3.3.‟ de değerlendirildi. GLF 

uygulamasının DNA hasarını artırdığı, GLF uygulamasından önce PA uygulamasının 

(PA+ GLF) ve sadece PA uygulamasının ise DNA hasarını azaltmasının istatistiksel 

olarak önemli olduğu gözlemlendi (p<0,001).   

Çizelge 3.3: Gruplara ait DNA Hasarları ( X ± SEM, n:6). 

% % % % 

Kontrol 26,83±1,70
a
 37,50±2,17

bc
 15,33±2,01

b
 20,33±2,17

ab
 

PA 25,16±0,79
ab

 48,50±2,07
a
 10,33±1,08

c
 16,00±0,57

b
 

PA+GLF 23,50±0,22
b
 43,33±2,31

ab
 14,83±0,87

bc
 18,33±1,58

ab
 

GLF 19,50±0,80
c
 35,33±1,99

c
 21,16±1,83

a
 24,00±2,43

a
 

p ** ** ** * 

Gruplar DNA Hasarı (AU) 

Kontrol 59,66±3,85
b
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a-d: Her bir sütundaki farklı harf taĢıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir p<0,001 ** PA: Proantosiyanidin, 

PA+G: Proantosiyanidn+Glifosat, G: Glifosat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Serum Testosteron Bulguları  

 

ÇalıĢma gruplarına ait serum testosteron düzeylerine Çizelge 3.4.‟de sunuldu Gruplar 

arasında serum testosteron değerleri bakımından istatistiksel bir farklılığın olmadığı 

belirlendi (p<0,05). 

 

Çizelge 3.4: Gruplara ait Testosteron Düzeyleri ( X ± SEM, n:6). 

Gruplar  Testosteron (ng/L) 

Kontrol  0,08±0,0042
a
 

PA  0,07±0,0046
a
 

PA 28,16±2,52
d
 

PA+ GLF 49,50±3,50
c
 

GLF 87,16±2,62
a
 

p ** 
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PA+GLF  0,08±0,0041
a
 

GLF  0,07±0,0014
a
 

p  - 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Oksidatif Stres Parametrelerine Ait Bulgular 
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ÇalıĢmamızın oksidatif sters parametrelerine ait elde edilen veriler Çizelge 3.5.‟de 

sunuldu. ÇalıĢma gruplarından toplanan testislere yapılan doku biyokimyası analiz 

sonuçlarında MDA değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlenmezken, 

GSH değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık gözlendi.  GSH düzeylerinde; 

GLF grubunda, kontrol grubuna göre anlamlı bir azalma belirlendi. PA+GLF grubunda, 

GLF grubuna göre yüksek olduğu belirlenirken, kontrol grubunda ise PA+GLF grubuna 

göre yüksektir. Antioksidan grup olan PA‟ da ise GLF grubuna göre anlamlı bir Ģekilde 

GSH düzeyleri yüksektir (p<0,05). 

 

Çizelge 3.5: Gruplara ait Oksidatif Stres Parametreleri ( X ± SEM, n:6). 

Gruplar MDA (nmol/g) GSH (mg/g) 

Kontrol 14,47±0,28
a
 16,41±0,43

ab
 

PA 14,10±0,43
a
 16,98±0,28

a
 

PA+GLF 14,18±0,26
a
 15,64±0,30

b
 

GLF 15,05±0,73
a
 15,51±0,24

b
 

p - * 

a-b: Her bir sütundaki farklı harf taĢıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir. 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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Bütün gruplarda seminifer tubulus çapları ve germinatif hücre katman kalınlıkları 

belirlendi (Çizelge 3.6). Seminifer tubulus çapı açısından yapılan incelemede, kontrol 

grubu ile PA+GLF ve GLF grupları karĢılaĢtırıldığında GLF ve PA+GLF grubunda 

gözlenen azalmanın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlendi (p<0,001). PA+GLF 

grubunda seminifer tubulus çapı ise GLF grubuna göre anlamlı oranda yüksek bulundu. 

Germinatif hücre katman kalınlıkları açısından yapılan incelemede ise kontrol grubuna 

göre PA+GLF ve GLF gruplarında tespit edilen azalmanın istatistiksel açıdan önemli 

olduğu belirlenirken (p<0,05), PA+GLF ve GLF grupları arasındaki farkın ise önemsiz 

olduğu tespit edildi (p>0,05). Ayrıca PA ve GLF grupları arasındaki farkın da önemli 

olmadığı belirlendi (p>0,05) (Çizelge 3.7). 

Çizelge 3.6. Gruplara ait Seminifer Tubul Çapı Ve Germinatif Hücre Katman Kalınlığı ( X ± 

SEM, n:6). 

Gruplar 
Seminifer Tubulus  

Çapı (µm) 

Germinatif Hücre Katman 

Kalınlığı (µm) 

Kontrol 102,49±0,35
a
 42,95±1,53

a
 

PA 103,05±0,28
a
 39,42±0,86

ab
 

PA+GLF 99,04±0,47
b
 35,11±1,13

c
 

GLF 94,77±1,17
c
 36,56±1,57

bc
 

P ** * 

a,b,c: Her bir sütundaki farklı harf taĢıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir. P<0,001 ** P<0,05 * PA: 

Proantosiyanidin, PA+GLF: Proantosiyanidn+Glifosat, GLF: Glifosat  
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Resim 3.1: Ratların Testislerindeki Glifosat Kaynaklı Hasar Üzerine Proantosiyanidin‟ in Etkisi 

 

Sunulan resim hemotoksilen ezosin ile boyandı. Kontrol grubu (A1), PA uygulanan 

grup (A2), PA+GLF uygulanan grup (A3), GLF uygulanan grup (A4) olarak sunuldu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. TARTIġMA 

 

Ratlarda GLF uygulaması spermada antioksidan kapasitesinin azalması, ROS 

oluĢumuna ve nihayetinde ise oksidatif strese neden olur. Bu durumun spermatolojik 

parametrelere, spermatozoon DNA‟ sına, testis dokusu histopatolojisine ve dolayısıyla 

fertilite üzerine olumsuz etkileri vardır. Yapılan araĢtırmalarda infertiliteye yol açan en 
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önemli sebep olarak spermatozoonlarda lipid peroksidasyonunun varlığı 

gösterilmektedir (Nithya ve Elango, 2015; Abarikwu vd., 2014). Antioksidanlar, vücutta 

bulunan ROS‟ u temizleyen bileĢiklerdir. ROS‟ lar, hücre zarı lipidlerini oksitleyen ve 

vücudun genetik materyali olan DNA' ya zarar veren oldukça reaktif moleküllerdir. 

Nötralize edilmezlerse birçok patolojik duruma yol açan oksidatif strese neden olabilir. 

Antioksidanlar, ROS‟ ları dokuya önemli zarar vermeden önce nötralize ederek 

etkilerini göstermektedir (Joshi vd., 2001; Hassan vd., 2013; Bashir, 2019). Bu nedenle 

spermatolojik parametreler ve testis toksisitesi üzerine olumlu etkileri olabileceği 

düĢünüldüğünden çalıĢmamızda tedavi amaçlı PA gibi güçlü bir antioksidan maddeyi 

kullandık.  

SunmuĢ olduğumuz çalıĢmamızda ratlara 56 gün boyunca 787,85 mg/kg gastrik gavaj 

yolu ile vermiĢ olduğumuz GLF‟ nin sperma kalitesinin en önemli göstergelerinden biri 

olan motilite oranının, kontrol ve diğer gruplara göre önemli ölçüde azalmasına; ayrıca 

baĢ, orta, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon oranı gibi önemli spermatolojik 

parametrelerde istatistiki açıdan önemli artıĢlara neden oldu. Bununla beraber membran 

bütünlüğünü ve ölü-canlı oranını kombine olarak değerlendirdiğimiz HE test 

parametrelerine baktığımızda da membran bütünlüğünü azaltmak, ölü spermatozoon 

oranını artırmak gibi önemli olumsuz etkileri olduğunu belirledik. Bu bulgular, farklı 

hayvan türlerini araĢtıran birçok araĢtırmacının bulgularıyla uyumludur. Abarikwu vd. 

(2017), 6 haftalık erkek ratlarda haftada üç kez 52 gün boyunca gavaj yoluyla GLF (5 

mg/kg), uyguladıkları çalıĢmalarında spermatozoon motilitesinde ve yoğunluğunda 

azalmalar olduğunu ayrıca GLF grubunda kontrol grubuna göre ölü spermatozoon 

oranında artıĢı olduğunu bildirmektedirler. Yousef vd. (1995), erkek tavĢanların herbisit 

olan glifosata kronik olarak maruz kalmasının, spermatozoon yoğunluğunda azalmaya 

ve anormal veya ölü sperm hücrelerinde artıĢa yol açtığını bildirmiĢlerdir. Avdatek vd. 

(2018), ratlara günlük 375 mg/kg GLF uygulaması yaptıkları çalıĢmalarında kontrol ve 

diğer gruplara göre GLF uygulaması yapılan grupta spermatozoon motilitesinde ve 

membran bütünlüğünde azalmalar ile anormal spermatozoon oranlarında da artıĢlar 

olduğunu bildirmektedirler. Cai vd. (2017), yaptıkları çalıĢmaları sonucunda GLF‟nin 

hem farelerde hem de ratlarda spermatozoon yoğunluğunda ve motilitesinde azalmaya 

neden olduğunu ve sonuç olarak fertilite üzerinde olumsuz etki meydana getirdiğini 

göstermiĢlerdir. ÇalıĢmamızda toksik madde olarak uyguladığımız GLF‟den önce 
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koruyucu madde olarak 400 mg/kg/gün verdiğimiz PA spermatozoon motilitesinde 

artıĢ, anormal ve ölü spermatozoon oranlarında azalma ile membran bütünlüğünü 

artırmak gibi pek çok olumlu etkiler meydana getirdi. Long vd. (2017), tarafından 

yapılan çalıĢmada PA‟ nın önceden uygulanması Zearalenone‟ un (ZEN) neden olduğu 

azalmıĢ spermatozoon yoğunluğunun ve motilitesinin iyileĢmesini sağlarken, anormal 

spermatozoon artıĢını önemli ölçüde önlemiĢ olduğu ortaya koymuĢlardır. Yapılan 

çalıĢmalar PA‟ nın Kadmiyum (Cd) toksisitesine maruz kalmıĢ ratların 

spermatozoonların yoğunluğunu, motilitesini, anormal ve canlı/ölü spermatozoon 

oranlarını iyileĢtirdiği bildirilmiĢtir (Sönmez ve Tascioglu, 2016; He vd., 2018; Bashir, 

2019). Yine bir baĢka çalıĢmada PA uygulaması, doksorubisinin neden olduğu yüksek 

spermatogonial kromozomal anormalliklerini ve spermatozoon baĢı anormalliğini 

önemli ölçüde azalttığını göstermiĢtir  (Attia vd., 2010). 

Hücreler kimyasal maddelere karĢı daha yüksek duyarlılığa sahip olabilir. Bu 

duyarlılığın sonucunda da hücrelerde özellikle tek zincirli DNA kırılmaları gibi hasarlar 

Ģekillenebilmektedir (Kumaravel ve Jha, 2006). Ratlar, Drosophila, ruminantlar, 

akvaryum balığı, yılan balığı ve insanlar dahil olmak üzere farklı türlerde yüksek 

dozlarda GLF‟ ye maruz bırakıldıktan sonra DNA hasarı meydana geldiği tespit 

edilmiĢtir (Poletta vd., 2009; ÇavaĢ ve Könen, 2007; Bolognesi vd., 2009). 

ÇalıĢmamızdaki bulgulara göre GLF, kontrol ve diğer gruba kıyasla spermatozoon 

hücrelerinde yüksek oranda DNA hasarına neden olduğu ancak koruyucu madde olarak 

400 mg/kg/gün PA uygulamasının DNA hasarını önemli derecede azallttığı belirlendi. 

Lopes vd. (2014), glifosatın zebra balığı Danio rerio'da spermatozoon DNA' sına zarar 

verdiğini bunula beraber mitokondriyal zarın bütünlüğünü ve iĢlevselliğini azaltarak 

üreme parametreleri üzerinde zararlı etkilere neden olabileceğini bildirmiĢlerdir. 

Avdatek vd. (2018), ratlara günlük 375 mg/kg/gün GLF uygulaması yaptıkları 

çalıĢmalarında DNA bütünlüğünün önemli oranda hasar gördüğünü bildirmektedirler. 

Bashir (2019), ratlarda yapmıĢ olduğu çalıĢmasında Cd'ye maruz kalan ratların 

spermatozoonlarının yüksek DNA hasarına sahip olduğu ancak PA uygulamasının, Cd 

tarafından üretilen serbest radikallerin DNA'ya ulaĢmadan önce durdurarak koruyucu 

etki yaptığını bildirmektedir. Dolayısıyla, PA' nın güçlü antioksidan özelliği sayesinde 

Cd' nin neden olduğu oksidatif testis toksisitesine karĢı koruyucu olduğu belirlendi. 

Hajizadeh vd. (2016), ratlarda yaptıkları çalıĢmalarda Fluoxetine (FLX) maruziyetinin 
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neden olduğu oksidatif stresin PA‟ nın uygulaması ile baskılandığı bunun sonucunda da 

DNA hasarının azaldığını ileri sürmektedirler. Elde ettiğimiz bulgular diğer çalıĢmaların 

sonuçları ile paralellik arz etmektedir. 

Pestisitler de dahil olmak üzere çevresel toksik maddelere maruz kalma, fertilizasyonu 

olumsuz yönde etkilerken steriliteye kadar varan etkiler oluĢturabilmektedir. Testis ve 

diğer üreme organlarında pestisit birikimi, spermatozoon hücrelerin hızlandırılmıĢ 

ölümüne yol açan oksidatif stresi hızlandırmıĢ olabilir. Oksidatif stres, plazma 

membranında peroksidatif hasarın indüklenmesine neden olarak spermatozoonun 

normal fonksiyonlarına ve DNA‟ sına önemli zaralar vermektedir. DNA, oksidatif 

stresin etkilerine karĢı çok hassastır.  Owagboriayea vd. (2017), tarafından yapılan 

çalıĢmada ise GLF‟ ye maruz kalan rat testislerinde GSH‟ ın azaldığı MDA‟ nın 

arttığını bu durumun oksidatif strese neden olduğu bildirilmektedir. Avdatek vd. (2018), 

ratlarda yaptıkları çalıĢmalarında diğer gruplara göre GLF uygulanan gruplarda MDA 

seviyesinde bir artıĢ GSH aktivitesinde ise bir azalmanın olduğunu gözlemlemiĢlerdir. 

Nithya ve Elango (2015), ratlardaki çalıĢmalarında oksidatif stresin kan ve testislerdeki 

antioksidan seviyesini azaltarak spermatogenezisin bozulmasına neden olduğu ve bu 

durumun erkek ratlarda steriliteye yol açtığı ortaya koymuĢlardır. Abarikwu vd. (2014), 

ratlarda yaptıkları çalıĢmalarında testis dokusundaki MDA ve GSH düzeylerinin 

aktivitelerinin GLF uygulamasından etkilenmediğini ileri sürmektedirler. 

AraĢtırmamızda elde ettiğimiz bulgularımıza göre testis dokusundaki MDA seviyesinde 

gruplar arasında bir fark yok iken GSH aktivitesi yönünden değerlendirdiğimizde ise 

GLF uygulanan gruptaki azalmanın diğer gruplara göre önemli olduğu belirlenirken PA 

uygulamasının GSH seviyesinde arıĢa neden olduğu tespit edildi. Zhao vd. (2014), 

tarafından yapılan çalıĢmada Cisplatin uygulaması ratlarda, GSH düzeyinin önemli 

ölçüde azalmasına, MDA düzeyinin önemli ölçüde artmasına neden olmuĢtur. PA ile 

tedavi edildiğinde, Cisplatin 'nin neden olduğu lipid peroksidasyonunun ve oksidatif 

stresin üzerine önemli ölçüde azaldığını bildirmektedirler. Oksidatif stres, varikoseldeki 

baĢlıca patojenik mekanizmalardan biridir. Testis ve epididimisde morfolojik ve 

fonksiyonel hasara neden olur. Varikosel testis dokusunun MDA düzeyinde önemli 

artıĢlara, GSH düzeyinde önemli düĢüĢlere neden olmuĢtur. Ancak, PA' nın 

uygulanması bu parametreleri önemli ölçüde iyileĢtirmiĢtir (Wang vd., 2018). Yüksek 

yağlı diyet ve Cd uygulaması testis dokusunun MDA düzeylerinde önemli artıĢlara, 
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GSH düzeylerinde önemli düĢüĢlere neden olmuĢtur. Ancak PA uygulaması, yüksek 

yağlı diyet ve Cd‟ nin neden olduğu testiküler oksidatif stresi iyileĢtirmiĢtir. Bu durum 

PA‟nin ROS temizleme kabiliyetini ortaya koymuĢtur (He vd., 2018; Wang vd., 2019). 

Rodríguez-Pérez vd. (2019), ratlarda arsenik toksisitesine karĢı PA uygulamasının 

MDA düzeyi önemli ölçüde azalttığını ve GSH düzeyi artırdığını bunun sonucunda 

arsenik kaynaklı oksidatif hasarın bloke edildiği bildirmiĢlerdir. Elde ettiğimiz bulgular 

bazı çalıĢmaların sonuçlarından farklı iken bazı çalıĢmaların bulguları paralellik arz 

etmektedir. 

ÇalıĢmamızda serum testosteron seviyesinde gruplar arasında istatistiki anlamda bir fark 

tespit edilmedi. Yapılan bir çalıĢmada kontrol ve diğer gruplara kıyasla GLF uygulanan 

grupta serumdaki testosteron, progesteron ve estradiol konsantrasyonlarının doza bağlı 

bir Ģekilde azalma eğiliminde olduğu bildirilmektedir (Dai vd., 2016).  Romano vd. 

(2010), tarafından yapılan çalıĢmada genç yaĢtaki ratların GLF maruziyetinin kandaki 

testosteron düzeylerini azalttığını bununda pubertasa gelme yaĢını geciktirebileceğini 

ileri sürmektedirler. PA tedavisi, Wang vd. (2019) ve Hajizadeh vd. (2016), yapılan 

çalıĢmalarda yüksek yağlı diyetin ve FLX maruziyetinin neden olduğu anormal serum 

testosteron seviyeleri ve testiküler androjenik bozukluklar üzerinde koruyucu bir rol 

üstlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda testosteron seviyesi bakımından GLF uygulanan grup ile 

diğer uygulama grupları arasında istatistiki anlamda bir fark belirlenmedi.  

GLF, ratların testislerinde epitel yüksekliğinde ve tübüler çapta azalma ile lümen 

çapında artıĢ gibi dejeneratif değiĢikliklere neden olmaktadır (Romano vd., 2010). Rat 

testislerinin seminifer tübüllerinde ve intersitisyel hücrelerinde gözlenen dejeneratif 

değiĢiklikler, GLF‟ nin erkek ratların üreme sistemi üzerindeki toksisitesinin kanıtıdır 

(Owagboriayea vd., 2017). Ikpeme vd. (2012), farelere glifosat maruziyetinin, 

gonadların hücresel bütünlüğü de dâhil olmak üzere üreme fizyolojilerine zararlı 

olduğunu belirtti. Avdatek vd. (2018), ratlarda yaptıkları çalıĢmalarında diğer gruplara 

göre GLF uygulanan grupların seminifer tubul çaplarında ve germinatif epitel katman 

kalınlığında azalma olduğunu bildirmektedirler. Zhao vd. (2014), ratlarda cisplatin 

uygulaması testisin seminal tübül çapında ve germinatif epitel hücre kalınlığında önemli 

azalmalarla beraber testislerinde dejenerasyon, nekroz ve interstisyel ödem tespit 

etmiĢtir. PA ile tedavi edildiğinde testis yapısındaki Cisplatin' in neden olduğu hasarın 

neredeyse tamamını iyileĢtirdiği bu parametrelerde de belirgin bir düzelme görüldüğünü 
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ortaya koymuĢtur. Böylece PA' nın Cisplatin' in neden olduğu testis toksisitesine karĢı 

koruyucu bir etkiye sahip olduğunu açıkça gösterdiğini bildirmektedirler. ÇalıĢmamızda 

seminifer tubulus çapı ve germinatif hücre katman kalınlığı açısından yapılan 

incelemede, kontrol grubu ile PA+GLF ve GLF grupları karĢılaĢtırıldığında GLF ve 

PA+GLF grubunda gözlenen azalmanın istatistiksel olarak önemli olduğu belirlendi. 

ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz bulguların bazı çalıĢmalarla uyumluluk arz etmesine 

rağmen bazı çalıĢmalarla da farklılıklar göstermektedir. Bu farklılıkların sebepleri 

arasında değerlendirmeyi yapan kiĢi, çalıĢmada kullanılan maddelerin hayvanlara 

uygulanıĢ yolları, parametrelerin değerlendirilmesinde kullanılan alet, ekipman ve 

yöntemlerin farklı olması gibi nedenler sayılabilir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. SONUÇ 

 

Sonuç olarak güçlü bir antioksidan olan PA‟ nın GLF maruziyeti sonucunda azalan 

motiliteyi ve plazma membran bütünlüğünü, artan anormal spermatozoon oranını ile 
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DNA hasarı üzerine olumlu etkileri oldu. Bunun yanı sıra ratların testis dokusundaki 

olumsuz histolojik değiĢimleri etkili bir Ģekilde önlediği belirlendi. Bu gibi olumlu 

etkilerinden dolayı GLF ile indüklenen testis toksisitesi üzerine PA‟ nın koruyucu bir 

etkisinin olduğu kanaatine varıldı. 
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