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1. GIRIS

1.1. Testis’in Fonksiyonel Anatomisi

Testis’ler erkek tireme bezleri olup, hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlari
olan bir organdir. Ekzokrin fonksiyonu erkek tireme hiicresi spermatozoon iiretimi,
endokrin  fonksiyonu leydig hiicreleri araciligi ile testosteron hormonu
salgilanmasidir (Kelch ve ark., 1973; Jewett ve ark., 1983).

Anatomik olarak testis’in iki yiizii ve iki kenar1 vardir. Disariya doniik
yiiziine facies lateralis, igeriye doniik yiiziine ise facies medialis denir. Serbest ve
digbiikey olan kenara margo liber, epididymis’in caput’unun yapistigi kenara ise
margo epididymalis adi verilir. Bunun yaninda cauda epididymis ile temas halinde
olan extremitas caudata ve caput epididymis ile temas halinde olan extremitas
capitata adinda iki ucu bulunmaktadir (Dursun, 2005; Koénig ve Liebich, 2018).
Testis agirligi ile viicut agirligi arasinda bir oran vardir. Bu oran insanda 1/1500 iken,
tavsanda 1/1700, siganda ise 1/100 oranindadir. Yine agirligi gelisim donemlerine ve
hayvan 1rk, tiir, mevsimsel gelisim vb faktorlere bagli olarak degismekle birlikte
sicanlarda 3-5 g, tavsanlarda 8-10 g arasinda degismektedir (Kalkan, 2001; Ogbuewu
ve ark., 2009).

Testis’i besleyen atardamar olan a.testicularis, aorta abdominalis’den ayrilir.
A. testicularis, canalis inguinalis’e girerek funiculus spermaticus’un igerisinde
kivrimli bir yap1 gostererek seyrine devam eder. A. testicularis, ductus deferens’e
rami ductus deferentis, epididymis’e ise rami epididymales’i verdikten sonra tunica
albuginea’yr gecerek tunica vasculosa’da dagilir. Testis’in toplardamart olan vena
testicularis ise testis ve epididymis’den gelen vena’larin bir araya gelmesinden
olusan plexus pampiniformis denen vendz agdan ¢ikan toplardamarlarin birlesmesi
sonucu olusur. Funiculus spermaticus igerisindeki seyri sirasinda a.testicularis ile
arteriovendz anastamoz sekillendirdikten sonra ise sag ve sol vena testicularis v.

cavae caudalis’e agilir (Dursun, 2005; Konig ve Liebich, 2018).

Testis’ten ¢ikan lenf damarlart Inn. lumbales aortici ve Inn. iliaci mediales’e
dokiiliir. Lenf igerigi testis tarafindan tiretilen hormonlari da igermektedir. Testis’in
sinirleri otonom sinir sisteminden gelir. Sempatik lifler plexus mesentricus caudalis
ve plexus pelvinus’dan, parasempatik lifler ise n. vagus ve plexus pelvinus’tan gelir
(Ko6nig ve Liebich, 2018).



1.1.1. Descensus Testis

Testis’ler endokrin faaliyetlerini viicut sicakliginda yiiriitiilebilse de ekzokrin
faaliyetler yani spermatozoon iiretimi igin viicut sicakligindan birka¢ derece daha
diisiik sicaklikta bir ortama ihtiya¢ duyar. Iste bu nedenle testis’ler epididymis ile
birlikte scrotum denilen 06zellesmis bir kese iginde yerlesmis ve funiculus
spermaticus ile asili durmaktadir. Gelisiminin baslangic doneminde abdomen’de,
bobreklerin hemen gerisinde bulunan testis’ler daha sonra asagiya dogru scrotum’a
inerler. Bu olaya descensus testis denir (Wheater ve ark., 1987; Tsunenari ve Kast,
1992; Coven, 1994).

Descensus testis, gubernaculum testis adinda fibr6z bir kordon yardim ile
meydana gelmektedir. Gubernaculum testis fotiista testis’in alt ucuna baglanir,
canalis inguinalis’ten gegerek scrotum’a yapisir ve bu sekilde testis’in inigini
yonlendirir. Fotiis gelistikce ve biiylidilkge gubernaculum testis ayni oranda
biiyliyemeyecegi gibi, testosteron etkisiyle gubernaculum testis de kisalarak testis’in
scrotum’a inmesini saglar (Wensing, 1986; George ve Peterson, 1988). Descensus
testis sicanlarda postnatal 30-40. giinlerde sekillenirken, tavsanlarda postnatal 6.
haftay1 bulabilmektedir (Wheater ve ark., 1987; Tsunenari ve Kast, 1992; Coven,
1994). Bazi kemirgenlerde testis’lerin iireme donemlerinde scrotum’a inip daha
sonra tekrar karin bosluguna dondiikleri; siganlarda, farelerde ve yaban tavsanlarinda
testis’in  inaktif oldugu donemlerde karin  bosluguna ¢ekilebileceginden

bahsedilmistir (Simeunovic ve ark., 2000).

1.1.2. Tunica Testis

Tunica testis, testis’in etrafin1 saran katmanlardir. En dista bulunan scrotum ince bir
deri katmani olan, ter ve yag bezleri igeren cutis scroti ve onun altinda diiz kaslardan
olusan tunica dartos’u igerir. Scrotum, testis ve epididymis’i iginde barindirir.
Bulundugu yer hayvan tiirlerine gore degisir. Diger memelilerde testis’ler tek bir
scrotum kesesi igerisine yerleserek septum scroti ile birbirinden ayrilirken, tavsanda
penis’in her iki yaninda, sicanda ise daha caudal’de iki ayr kese seklinde bulunur
(Bahadir ve Yildiz, 2008; Konig ve Liebich, 2018). Tunica dartos diiz kaslardan
olusan bir tabakadir. Bu tabaka testis’lerin termoregiilasyonunda gérevlidir ve bu
sayede spermatogenesis’in yiiriitiilmesine yardimci olur (Maloney ve ark., 2005;
Konig ve Liebich, 2018).
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Tunica dartos’un altindaki tabakalardan fascia spermatica externa’y: karin
duvarini olusturan kaslardan m.obliquus externus abdominis’in aponeuroz’u, fascia
cremasterica’yr m. obliquus internus abdominis’in aponeuroz’u, m.cremaster’i yine
m. obliquus internus abdominus’tan gelen kas lifleri, fascia spermatica interna’yi ise
karmn duvarindaki fascia transversalis olusturmaktadir (Bahadir ve Yildiz, 2008;
Konig ve Liebich, 2018).

Tunica vaginalis, abdominal bosluktan gelen periton’un devami
niteligindedir. Serdz yapidaki bu tabaka biri fascia spermatica interna’ya sikica
yapisan parietal yaprak (lamina parietalis) ve digeri de tunica albuginea’ya yapisan
visceral yaprak (lamina visceralis) olmak tizere iki yapraga sahiptir (Bahadir ve
Yildiz, 2008; Dyce ve ark., 2017).

Tunica albuginea; testis’in yilizeyini sikica orten fibroz bir kapsiildiir. Tunica
albuginea’dan testis’in i¢ine dogru, parensimi piramit seklinde lopguklara ayiran bag
dokudan ara bolmeler uzanir. Bunlara septula testis denir. Septula testis’in uzantilar
merkezde birleserek daha gevsek bir bagdoku tabakasindan olusan mediastinum

testis‘i meydana getirir (Martinez-Berganza ve ark., 1998; Konig ve Liebich, 2018).

1.1.3. Parenchyma Testis

Parenchyma testis, tunica albuginea ile sarilmig ve tunica albuginea’nin parensim
icine dogru yaptig1 septula testis’ler sayesinde lopguklara ayrilmistir. Lobuli testis
ad1 verilen lopguklar tubuli seminiferi denilen kanallar ile bunlarin arasini dolduran
gevsek bagdokudan (interstitium) meydana gelmistir. Bu bag doku; bol miktarda kan
ve lenf damarlari ile sinirler ve interstitiel hiicreleri (leydig hiicreleri) igerirler. Tubuli
seminiferi‘yi doseyen spermatogenetik hiicreler proliferasyona ugrar ve liimene
yakin olanlar1 spermatozoon’lara doniiniigiirken, interstitial hiicreler de testis
androjenlerini salgilarlar (Morton ve ark., 1986; Junqueira ve Carneiro, 2003; Ko6nig
ve Liebich, 2018).

1.1.3.1. Tubuli Seminiferi

Septula testis tarafindan olusturulan her lopguk igerisinde 2-5 adet arasinda kor ugla

baslayan kanalciklar bulunur. Tunica albuginea’dan baslayarak testis’in derinlerine
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ilerleyen bu kivrimli kanallara tubuli seminiferi contorti denir. Her bir testis’te 250-
1000 adet olan bu tubuller karmasik yapida c¢ok katli epitel hiicre ile doselidir
(Junqgueira ve Carneiro, 2003; Konig ve Liebich, 2018).

Tubuli seminiferi contorti liimenleri testis’in derinlerine indik¢e hem daralir,
hem de kivrimli hallerini kaybederek daha kisa tubuli seminiferi recti olarak devam
eder. Tubuli seminiferi recti ise dogrudan mediastinum testis’e girer ve burada
birbirleri ile anastomozlasarak rete testis’i olusturur. Rete testis ise ductuli efferentes

testis ile epididymis’e baglanir. (Junqueira ve Carneiro, 2003)

Tubuli seminiferi i¢ kismi germinal epitel ile kaplidir ve burada iki tip hiicre
bulunmaktadir. Bunlar Sertoli hiicreleri ve spermatogonyum’lardir. Dig kisminda ise
tunica propria denen kalin fibr6z bazal membran ve kemirgenlerde tek kattan olusan
kasilabilir peritubuler myoid hiicre tabakasi bulunmaktadir. Myoid hiicrelerin
fonksiyonu ise hareketsiz olan spermatozoon’lari rete testis’e dogru ilerletmektir

(Perey ve ark., 1961; Junqueira ve Carneiro, 2003).

Sertoli ya da destek hiicreleri, sahip olduklari lateral ve apikal uzantilari
sayesinde spermatogenik hiicreleri sararlar ve bu nedenle 151tk mikroskobu
goriintiilerinde bu iki hiicre sinirlart tam olarak ayrilamaz. Sertoli hiicreleri;
gelismekte olan spermatogonium’larin desteklenmesi, korunmasi, beslenmesinin
diizenlenmesi, dejenere esey hiicrelerinin ya da gelismekte olan hiicrelerin
artiklarinin fagosite edilmesi, olgun spermatozoon’larin aktin aracili kasilmalar
sayesinde tubuli seminiferi liimenine salinimi, spermatozoon’larin taginmasi igin
sekresyon salimimi ve kan-testis bariyerini olusturmak gibi fonksiyonlara sahiptir.
Tim bunlarin yaninda sertoli hiicrelerinin bir miktar dstrojen salgiladigi da

bildirilmistir. (Yaman, 1993; Bremner ve ark., 1994; Junqueira ve Carneiro, 2003).

1.1.3.1.1. Kan-Testis Bariyeri

Kan-testis bariyeri, yan yana bulunan sertoli hiicrelerinin, hiicrenin alt-yan
yiizlerinde engelleyici siki iligkiler ile birbirlerine baglanmasi sonucu olugmaktadir.
Bu baglanma sirasinda tubuli seminiferi i¢inde iki bolge olusur. Bu bolgeler, bazal
kompartiman ve adliiminal kompartiman’dir. Bazal kompartiman’da germ
hiicrelerinin en erken evresinde olanlar1 yer alirken, adliiminal kompartiman’'da ise

gelisen germ hiicreleri bulunmaktadir. Bunlar fiziksel ve fizyolojik olarak diger
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bolgelerden soyutlanmistir (Dym ve Fawcett, 1970; Yaman, 1993; Junqueira ve
Carneiro, 2003).

Testis kilcallar1 biiyiik molekiillerin damar disina ¢ikmasina izin verecek
yapidadir. Biiyiik molekiillerin adliiminal kompartiman’a girmesi spermatogenetik
hiicrelere zarar verebilir. Bunun yaninda spermatozoon ’larin da testis doku araligina
gecmesi sonucu da siddetli immun reaksiyonlar meydana gelebilir. iste bu gegisleri
denetleme gorevi kan-testis bariyeri sayesinde yiiriitilmektedir (Yaman, 1993; Levy
ve ark., 1999; Junqueira ve Carneiro, 2003). Ote yandan giiniimiizde Kkan-testis
bariyerinin sadece sertoli hiicrelerinin birbirine baglanmalar ile olusmadig ve bu
bariyerin olduk¢a kompleks yapida bir immun bariyer oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte kan-testis bariyerinin sadece adliiminal kompartimanda var olmadigindan,
tiim testis dokusunun immun-segici bir doku oldugundan da bahsedilmistir (Mital ve

ark., 2011).

1.1.3.2. Interstisyel Doku

Gevsek bag doku karakterinde olan interstisyel doku, seminifer tubul’ler arasinda
bulunan bolgedir. Interstisyel doku bol miktarda sinir lifleri, kan ve lenfatik
damarlar, leydig hiicreleri ve serbest hiicreler (fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler,
mast hiicreleri) igerir. Androjen iiretimi agisindan 6énemli olan bu dokuda 6zellikle
rodent’lerde lenfoid sinuzoid lerin aglar1 olduk¢a yogundur (Junqueira ve Carneiro,
2003; Kus, 2006).

Leydig hiicreleri, yuvarlak ya da poligonal sekilli, biiyiik ve yuvarlak
cekirdekleri hiicre merkezi digina yerlesmis olan hiicrelerdir. Interstisyel dokuda tek
tek ya da kiimeler halinde bulunan bu hiicreler, genelde kapillar damarlara yakin
lokalize olmuslardir (Junqueira ve Carneiro, 2003; Akosman, 2009; Konig ve
Liebich, 2018). Leydig hiicreleri endokrin fonksiyona sahip olup, hipofiz 6n
lobundan salgilanan LH (Erkekte: Interstitial Cell Stimulating Hormone = ICSH)
tarafindan uyarilarak androjen (testosteron) tiretimini saglar. Bu sayede tiim cinsel
bezlerin  gelismesinden, sekonder seks karakterlerinin  gelisiminden ve
spermatogenesis’ten sorumludur. Ureme ile ilgili bu fonksiyonlarmimn yaninda,
bliyiime hormonu ve tiroid bezi hormonlar ile birlikte anabolik etki gdstererek
gelisme doneminde kemik ve kas gelisiminde de rol oynar. (Papadopoulos ve ark.,

1990; Yaman, 1993; Konig ve Liebich, 2018).



1.1.4. Androjen Reseptor (AR)

Androjenler, testosteron, androstenedion, dihidrotestosteron (DHT),
dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi erkek cinsiyet hormonlaridir. Androjen’ler
bobrek iistii bezleri, testis ve az miktarda ovarium’larda sentezlenir. Testosteron
erkekler icin major androjen’dir ve biiyiik cogunlugu testis’lerdeki leydig
hiicrelerinden salgilanir (Kimura ve ark., 1993; Glen ve Braunstein, 2001).
Androjenler bir¢ok fizyolojik sorumlulugu tistlenmenin yaninda erkeklerde seksiiel
gelisimde,  spermatogenesis’in  siirdiirilmesinde  ve erkek  gonadotropin
regiilasyonunda da 6nemli sorumluluklara sahip 19 karbonlu steroid’lerdir (Kimura
ve ark., 1993; Carreau ve ark., 2007). Androjen’ler bu etkilerini, ASE (androjen
sorumlu elementler) boyunca baglanan hedef genler olarak da tanimlanan androjen
reseptor (AR) vasitasiyla gergeklestirirler. ASE; androjen reseptor in baglandigi
DNA kism1 olup, androjen’lere 6zel protein sentezledikleri i¢in bu ismi almiglardir.
AR’nin mutasyonlar1 ise erkekte infertiliteye ya da total/parsiyal androjen

duyarsizligina yol acabilmektedir (Brockschmidt ve ark., 2007; Gast ve ark., 1998).

AR; glikokortikoid, mineralokortikoid, tiroid hormonu, retinol, éstrojen Ve
progesteron gibi steroid hormon reseptor ailesine aittir ve mekanizmalar1 tipiktir
(Mangelsdorf ve ark., 1995). AR, androjenlerin hiicre stoplazmasina baglanmasi ve
ardindan niikleus’a translokasyonu ve gen transkripsiyonunun aktivasyonunu saglar
(Al-Zahrani ve ark., 2018). Yani androjen hiicre i¢ine girince AR’ye baglanarak,
DNA’ya baglanma yetenegi kazanir ve bu sayede androjen’e baglh gen

transkripsiyonunu stimiile eder. (Suarez-Quian ve ark., 1999).

AR, testis’lerde sertoli hiicrelerinde, leydig hiicrelerinde, peritubular myoid
hiicrelerinde ve perisitlerde bulunmaktadir (Bremner ve ark., 1994; Zhang ve ark.,
2006; Liu ve ark., 2010; Hu ve ark., 2011; Genovese ve ark., 2018). Bunlarin
disinda AR’lerin rete testis epitelinde ve interstisyel fibroblast larda da bulundugu da
bildirilmistir (Goyal ve ark., 1997a; Goyal ve ark., 1997b). Baz1 arastirmacilar
(Sanborn ve ark., 1975; Wright ve Frankel, 1980; Kimura ve ark., 1993; VVornberger
ve ark., 1994; Zhou ve ark., 1996) AR’lerin germ hiicrelerinde de bulundugunu,
bazilar1 ise (Grootegoed ve ark., 1977; Sar ve ark., 1990; Takeda ve ark., 1990;
Brenmer ve ark., 1994; Van Roijen ve ark., 1995; Suarez-Quain ve ark., 1999) germ

hiicrelerinde bulunmadigini bildirmislerdir.
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Androjen’ler gonad’larin ve sekunder seks karakterlerinin gelisiminden
sorumludurlar ve 6zellikle de testosteron, spermatogenesis i¢in gereklidir (Wright ve
Frankel, 1980; Regadera ve ark., 2001; Al-Zahrani ve ark., 2018). Androjenlerin
germ hiicre gelisimini ve mayoz bdlinmeyi destekledigi de bildirilmistir. Zira
androjen yoklugunda spermatogenesis tamamlanmayacaktir (Buzek ve Sanborn,
1988). Normal spermatogenesis i¢in androjenler gerekli olmakla birlikte,
spermatogenesis’te aksaklik olan ¢ogu erkek bireylerde normal serum androjen
seviyeleri saptanmistir. Bu da AR’leri idiopatik infertilite vakalarindaki bozuk
(impaired) spermatogenesis’in olasi nedeni yapmaktadir (Tut ve ark, 1997). Yine
bazi ¢alismalar da gostermistir ki AR yoksunlugu, azospermi ve infertilite ile
sonuglanan yetersiz germ hiicre gelisimine ve diisiik testosteron seviyelerine yol
acmaktadir (Chang ve ark., 2004).

Cesitli kimyasal etkenlerin testis’te AR’ye karsi etkileri iizerine birgok
aragtirma mevcuttur. Bonefeld-Jorgensen ve ark. (2001) yaptiklar1 calismada
PCB’nin (Polychlorinated biphenyls) androjen ve dstrojen reseptorleri iizerine
etkilerini arastirarak, infertiliteye etkilerini saptamiglardir. Adamsson ve ark.
(2009)’nin yaptiklar1 bir diger ¢alismada ise dioksin tiirevi ve ¢ok zehirli bir toksin
olan 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)’in f6tal ratlarda testis iizerine
etkilerini incelerken, fotal leydig hiicreleri, plazma testosteron ve LH (Liiteinlestirici
hormon) seviyelerinin yaninda AR ekspresyon seviyelerini de incelemislerdi. Hu ve
ark. (2011)’nin erigkin ratlar tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, cypermethrin’in erkek
tireme sistemi {izerindeki etkilerini tespit etmek igin testis’te immunohistokimyasal
olarak AR ekspresyonu’nu incelemislerdir. Pan ve ark. (2012)’nin yaptigt bir diger
caligmada yine cypermethrin’in AR aktivitesini inhibe ederek infertiliteye neden

oldugu saptanmistir.

1.2. Cypermethrin

Pestisit, pest (hasere) adi verilen zararlilar1 ortadan kaldirmaya veya bunlarin
sayilarin1 azaltmaya yonelik kullanilan kimyasallarin genel adidir (Maroni ve ark.,
2000). Hasereler g¢evrede yaygin olarak bulunur. Cogunlukla tarimsal bitkilerin
pestisit’lerle ilaglanmasi sonucu bitkisel gidalara bulasabilirken, hayvanlarda
pest’lerle miicadele icin kullanildiginda hayvansal iirlinlere de bulasabilmektedir (de

Faubert Maunder ve ark., 1964; Ciscato ve ark., 2002; Kouba, 2003). Tarimsal
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miicadele amagh kullanilan pestisit’ler, hedefleri olan tarim zararlilarin1 yok ederek
iriin kalitesini ve verimliligini artirsalar da hedef dis1 organizmalara da bulasarak
cesitli hasarlara yol a¢maktadirlar. Bu hasarlarin en basinda da sinir sistemi,
bagisiklik sistemi, endokrin sistem, bosaltim sistemi, dolagim sistemi gibi onemli
sistemlerdeki hasarlar sayilabilir (Jaensson ve ark., 2007; Yu-Tao ve ark., 2008).
Pestisit kalintilar1 en ¢ok gidalarda bulunur. Bitkiler dogrudan pestisit’lere maruz
kalabilecegi gibi, toprakta biriken pestisit’leri de biinyesine alabilirler. Ayrica
hagerelerle miicadele amaciyla kapali ve acik alanlarda da pestisit’ler yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu hayvanlarin et ve siitleri de pestisit
barindirabilir (Ciscato ve ark., 2002; Caligkan ve ark., 2003; Yiicel, 2007).

Bir pestisit sinifi olan Sentetik Piretroit’ler; ¢abuk etki gostermeleri, gilines
is1gina  dayanikliligtn  ve memelilerde daha disiik toksisite gosterdikleri
distintildiigiinden diger pestisit’lere (organik fosforlu insektisitler, organik klorlu
insektisitler ve aril karbamatlar) gore daha cok tercih edilirler (ileri, 1988; Hemming
ve ark., 1993; Gabbianelli ve ark., 2002). Piretroit’ler hiicreye sodyum girigini
artirirlar ve boylece membran repolarizasyonunu saglayarak sinir iletiminde blokaja

neden olurlar (Nasuti ve ark., 2007).

Tip-1l piretroit grubuna dahil olan cypermethrin (C2H19C12NO3) etkili bir
sentetik piretroit tir. Sarims1 kahverengi renge sahip, sivi halde olan bu piretroit
temas ve mide zehiri olarak etkilidir (Bradberry ve ark., 2005; Yavuz Erdogan,
2010). Cypermethrin tarim iriinlerinde pest’lere karsi kullanildigi gibi hayvanlarda
ektoparazit lerin kontrolii i¢in de yaygn olarak kullanilan bir pestisit’tir (Dobsikova
ve ark., 2006). Cypermethrin, a-aminobiitirik asit reseptoriinii inhibe ederek
konviilziyonlara neden olur. Bunun yaninda nérotransmitter’lerin yikiminda gorevli
enzim olan monoaminoksidazt ve sinir hiicreleri tarafindan kalsiyum aliimini
inhibe ederek hiicre membranlarindaki sodyum kanallarinin agik kalmasini saglar.
Tiim bunlarin sonucunda da ndron’larda siirekli impuls’lara ve hedef hiicrenin
Oliimiine yol agar (Farag ve ark., 2007). Cypermethrin oldukga etkili bir pestisit
olmasina ragmen, memelilerde karaciger metabolizmasinin daha hizli olmasi ve
idrarla aktif olmayan metabolitlerinin atilmasi nedeniyle organik fosforlu
insektisitler, organik klorlu insektisitler ve aril karbamatlar gibi diger pestisit’lere
gore daha az toksiktir. Ayrica dogada kolayca pargalanabilmesi de yaygin olarak
kullanilmasma neden olmustur (Shakoori ve ark., 1988; Lukowicz-Ratajczak ve
Krechniak, 1991; Erdogan, 2010).
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Cypermethrin’in toksisitesine yonelik ¢alismalar ve raporlar giin gegtikce
artmaktadir (Crofton ve Reiter, 1984; Shakoori ve ark., 1988; Soderlund ve ark.
2002; Wolansky ve Harrill, 2008). Cypermethrin’in memelilerde karaciger, mide,
barsak, beyin, dalak, pankreas, bobrek ve testis gibi bir ¢ok organda histopatolojik
degisikliklere yol agtiklar bildirilmektedir (Elbetieha ve ark., 2001; Maund ve ark;
2012; Aroonvilairat ve ark., 2018; Bhardwaj ve ark., 2018). Yapilan bir¢ok g¢alisma
cypermethrin’in memelilerde &zellikle merkezi sinir sistemini hedef alarak
salivasyon artigi, koordinasyon bozukluklari, kas tremorlart ve tonik-klonik
konviilziyonlar gibi toksik etkilere neden oldugunu gostermistir. Ayrica uzun vadede
karaciger ve bobrek agirliklarini artirdigi, yiiksek dozda kullaniminin karaciger,
akciger, timus, bobrek iistii bezleri ve deride patolojik bozukluklara yol agtig1 da
bildirilmistir. Cypermethrin’in {ireme sistemine olan etkileri ilizerine de bir¢ok
aragtirma yapilmig olup, hem disi hem erkeklerde bircok reprodiiktif bozukluklara
yol agtiklari, infertilite ve yavru Olimlerinde artislara neden olduklari tespit
edilmistir (Elbetieha ve ark., 2001; Liu ve ark., 2010; Hu ve ark., 2011; Li ve ark.,
2013). Erkeklerde testis lezyonlari, sperm sayisinda azalmalar, motilite degisimleri
ve morfolojik degisikliklere yol agarak reprodiiktif hasarlara neden olur. Bu etkisini
AR antagonisti gibi davranarak gerceklestirir. Spermatogenesis’in baslangicinda
androjenler ve AR 6nemli bir role sahiptirler (Liu ve ark., 2010; Hu ve ark., 2011;
Pan ve ark., 2012; Li ve ark., 2013). Ayrica cypermethrin’in apoptosis’le iliskili
genlerin ekspresyonunu degistirerek oksidatif stres ve DNA hasarlarina neden oldugu

da bildirilmistir (Bhardwaj ve ark., 2018).

Tim bu etkilerinin yaninda piretroitlerin 17p-estradiol’ti taklit ederek
ostrojen reseptorlerine baglanma potansiyeline sahip oldugu ve dstrojenik etki
gosterdikleri de bildirilmistir (Kakko ve ark., 2004; Kim ve ark., 2004; McCarthy ve
ark., 2006). Ancak yapilan caligmalar permethrin, cypermethrin, fenvalerate ve
phenotrin gibi piretroitlerin strojenik aktivite gostermedigini ya da ¢ok diisiik
ostrojenik aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Sumida ve ark., 2001; Kim ve ark.,

2004; Lemaire ve ark., 2005; McCarty ve ark., 2006).

1.3. Curcumin

Canlilar, ilag, endiistriyel kimyasal ve pestisit gibi bir¢ok yabanci maddelere sikc¢a

maruz kalirlar. Bu kimyasallar serbest radikaller ve diger aktif oksijen formlarmnin



10

olusumuyla oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres hiicrede mitokondriyal
disfonksiyona ve apoptosis’e (hiicre 6liimii) yol acarak kanser, mutasyon, kalp ve
dolagim bozukluklari, fertilite sorunlari, akciger fonsiyonlarinda bozukluklara ve
bagisiklik sisteminde olumsuz etkilere yol agmaktadir (Sharma ve Singh, 2010;
Aktas ve ark., 2012). Antioksidanlar ise diisiik konsantrasyonlarda okside edilebilir
bir substrata kiyasla, bu substratin oksidasyonunu énemli 6lgiide geciktiren veya
engelleyen herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Buna gore antioksidanlar
serbest radikalleri iceren kimyasal reaksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan

hiicresel hasarlar1 6nlemektedir (Young ve Woodside; 2001).

Curcumin, ozellikle Cin ve Hindistan’da yetistirilen, yaygin olarak gida
renklendiricisi ve baharat olarak kullanilan, zerdegal (Curcuma longa) bitkisinden
elde edilen polifenolik bir bilesiktir (Scartezzini ve Speroni, 2000; Sahintiirk ve ark.,
2007; Yulug ve ark., 2013). Oral yolla alindiginda bagirsaklarda hidrojenizasyon
yolu ile tetrahidrocurcumin’e doniiserek emilir ve kana dagilir. Atihmi ise safra
yoluyla olur (Pan ve ark., 1999; Anand ve ark., 2007). Curcumin aktive olmus
makrofaj’lardan salian nitrik oksit, hidrojen peroksit, siiperoksit radikallerini
stiptiren etkili bir antioksidandir. (Kuttan ve ark., 1985; Joe ve Lokesh, 1994; Piper
ve ark., 1998; Scartezzini ve Speroni, 2000; Lee ve ark., 2005). Curcumin, biiyiimesi
inhibe edilmis hiicreleri restore ederek apoptosis’i engeller. Ayrica antioksidan
ozelligi fenolik yapisindan ileri gelmektedir (Sharma, 1976). Bu o6zellikleri sayesinde
curcumin  antihepatotoksik, —antihiperlipidemik, —antiinflamatuvar, antitiimoral,
antimikrobiyal ve antiinfertilite etkilerine sahiptir (Ramsewak ve ark., 2000; Baum
ve Ng, 2004; Chen ve ark., 2006; Perez-Arriaga ve ark., 2006).

Curcumin’in koruyucu etkilerini arastirmaya yonelik bir¢ok ¢alisma vardir.
Karacigerde karbon tetraklorid (hepatotoksin) (Lee ve ark., 2016), bobrek ve kalpte
adriamisin  (kemoterapotik) (Venkatesan ve ark., 2000), iris dokusunda
streptozotosin (antineoplastik) (Patumraj ve ark., 2006), akcigerde benzopiren
(¢evresel karsinojen) (Zhu ve ark., 2014) ve kanda nitrojen dioksit’e (toksik bir gaz)
(Unnikrishnan ve Rao, 1995) karsi koruyucu etkilerine yonelik ¢alismalar bunlardan
birkagidir. Yine curcumin’in kan, beyin, bobrek, karaciger, testis vb doku ve organlar
tizerinde endosulfan, malathion, fosfamidon, paration, DDT (dikloro difenil
trikloroetan), lindane gibi ¢esitli pestisitlere kars1 koruyucu etkileri de bildirilmistir
(Verma ve ark., 1998; Ahmed ve ark., 2010; Sharma ve Singh, 2010; Ahmed ve ark.,
2011; Alp ve ark., 2012; Canales-Aguirre ve ark., 2012; Messarah ve ark., 2013).
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Yukarida belirtilen pestisitler disinda curcumin’in cypermethrin’e karsi gesitli
organlarda koruyucu etkisini inceleyen arastirmalar mevcut olmasina ragmen erkek
tireme sistemi iizerine yapilan c¢aligmalar oldukg¢a sinirhidir (Sankar ve ark., 2010;
Sankar ve ark., 2012). Bu konuda tek arastirma olan Sharma ve ark. (2018)’nin
calismasinda cypermethrin ve deltamethrin’in birlikte verildigi ratlarda curcumin ve
quercetin’in koruyucu etkisi erkek lireme sistemi iizerinde arastirilmig, bu amagla
sperm parametreleri, testosterone, FSH ve LH hormon seviyeleri ve steroidojenik

enzim seviyeleri tizerine incelemelerde bulunulmustur.

1.4. Stereoloji
1.4.1. Genel Bilgiler

Stereoloji terimi, Yunancada {i¢ boyutlu cisim, ti¢ boyutluluk anlamina gelen
“stereos” kelimesinden tiiremistir (Mouton, 2002). Stereoloji, ii¢c boyutlu 6rneklerin,
iki boyutlu kesitlerinden elde edilen veriler kullanilarak, gercekte ii¢ boyutlu
ozelliklerine ait yorumlar yapmaya yarayan bilim dali olarak tanimlanmaktadir
(Mayhew ve Gundersen, 1996). Yine stereoloji, bir nesnenin geometrik ve
istatistiksel yapisi hakkinda nicel bilgileri elde etmek i¢in nesnenin kesitlerini
kullanan bir yontem olarak da tanimlanabilir (Cruz-Orive, 1993). Stereoloji, model
temelli stereoloji ve tasarim temelli stereoloji olarak da incelenir. Model Temelli
Stereoloji, tizerinde calisilan nesne veya taneciklerin geometrik yapilari ile ilgili bazi
on kabuller (6rnegin, x organindaki tiim hiicreler kiireseldir; ¢aplar1 ve hacimleri
arasinda sOyle bir iliski vardir; vs gibi) yapilarak, nesnelerin kurmaca matematiksel
modelleri iizerinden O6lglim yapilmasi esasina dayanan stereoloji dalidir. Tasarim
Temelli Stereoloji, sayisal 6zellikleri hesaplanmak istenen yapilar hakkinda herhangi
bir 6n kabul yapilmadan, calisma tasarimina bagli olarak verilerin elde edildigi

stereoloji alanidir (Kaplan, 2006).

Stereoloji ile ilgilenenlerin bu alanda siklikla basvurduklari kavramlar;
tarafsizlik ve etkinliktir. “Tarafsizlik”; gercek degerden sistematik bir sapma
gostermemek, “etkinlik” ise makul bir siirede diislik degiskenlik géstermek demektir
(Gundersen ve ark., 1988a). Tarafliligin prensipte iki ana kaynagi vardir; bunlar
ornekleme ve sistemik tarafliliktir. Sistemik taraflilifa neden olan birgok etken

vardir. Bunlar; 6l¢iim aletlerinin yanlis ayarlanmasi, mikrotomun yapisindaki hatalar,
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mikroskopun optik sistemindeki hatalar, degisken kesit kalinliklar1 vs. sayilabilir ve
sayisi artirilabilir. Ancak bu etkenlerden 6nemlisi kullanilan 6l¢ii aletlerinin iyi
kalibre edilmemesidir. Bu durumda dogru o&lgiim aletleri ile ayni Olgiimler
tekrarlanmadik¢a sonuglardaki tarafliligin fark edilmesi miimkiin olmaz (Howard ve
Reed, 1998; Kaplan, 2006). Ornekleme taraflilign ise; orneklemenin incelenen
nesnenin hep ayni noktasindan yapilarak ol¢iim ve inceleme yapilmasi sonucu ortaya
c¢ikar ve incelenen nesnenin her parcasina drneklemede esit sans verilerek drnekleme

yapilmasi taraflilig1 6nler (Howard ve ark., 2003; Kaplan, 2006).

Etkinlik ise, yapilacak biyolojik arastirmada kaynaklarin (materyal, malzeme,
zaman) optimum diizeyde kullanilmasi ile ger¢ek degere en yakin degeri bulmayi,
yani daha kisa zamanda daha az hatali is yapmayi ifade eder (Gundersen ve Jensen,

1987; Mouton, 2002).

Stereolojik metodlarin en Onemli stratejik temelini Sistematik Rastgele
Ornekleme (SRO) olusturur. Mikroskobik analizlerde iizerinde calisilacak biyolojik
dokunun 6rneklenmesi sistematik tarafliliktan uzak olmadir. Ornekleme yapilacak
nesnenin her bir pargasi esit oranda drneklenme sansina sahip olmadir (Cruz-Orive,
1999). Sistematik rastgele ornekleme, rastgele yapilan 6rneklemeye gore istatistiki
anlamda gercege daha yakin sonuglar elde edilmesini saglar (Gundersen ve ark.,
1999). Burada “sistematik” sozciigli, ilgili yapidan alinan kesitlerin veya kesit
tizerindeki inceleme alanlarimin 6nceden belirlenmis araliklarla, yani sistematik
araliklarla oOrneklenmesini “rastgele” sozcligli ise bu sistematik Orneklemenin

ornekleme arali1 icerisinde rastgele bir say1 ile baslamasini ifade eder (Gundersen
ve ark., 1988b).

1.4.2. Tarafsiz Sayim Cercevesi

Stereoloji’de, tanecik saymmi yapmak igin tanecik izdiislimlerinden yararlanilan
durumlarda, kesitlerde ortaya ¢ikan tanecik izdlistimlerinin belli bir alanla
sinirlandirilarak sayilmalar1  gerekmektedir. Bu durumda, izdiistimlerin hangi
kurallara goére sinirlandirilmasi gerektigi konusu ortaya ¢ikar (Sekil 1) (Kaplan,
2006).



Sekil 1. Tarafsiz sayim gergevesi: Diiz-kirmizi ¢izgiler yasak kenarlari, kesik-yesil ¢izgiler

ise serbest kenarlar1 gosterir.

Cesitli sayim cergevelerinin kullanilmasi ile yapilan yanlighiklar saptandiktan
sonra iki boyutlu diizlemde gercek saymin nasil bulunacagini, 1977 yilinda
Gundersen “tarafsiz sayim g¢ercevesi” olarak adlandirilan bir sayim ¢ergevesi modeli

gelistirerek tarif etmistir (Gundersen, 1977).

Tarafsiz sayim ¢ercevesinde sayim yapilirken uyulacak bazi kurallar vardir.
Bunlar; izdiistimlerinin tamaminin sayim gergevesi igerisinde kalan ve gergevenin
kenar veya kosesiyle kesismeyen taneciklerin sayilmasi, ¢ergevenin yasak ¢izgisi ile
kesisen izdiisiimlerin sayilmamasi, g¢ergevenin serbest ¢izgisi ile kesisen

izdiisiimlerin sayilmasi kurallaridir (Unal ve ark., 2002).

1.4.3. Cavalieri Metodu

Bu metod, organ ya da yapilarin hacim degerlerinin hesaplanmasi amactyla 300 yil
kadar 6nce Italyan matematikci Bonoventura Cavalieri tarafindan gelistirilmistir.
Cavalieri herhangi bir objenin hacminin, nesneden paralel, belirli araliklarla kesilmis

iki boyutlu kesitler sayesinde hesaplanabilecegini gostermistir (Akbas ve ark., 2004).
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Bu metot, hacmi hesaplanmak istenen yapidan paralel dilimler alarak, her bir
dilim ig¢in yiizey alanlar1 ile kalinliklarinin c¢arpimi sonucu elde edilen hacim
degerlerinin toplanmasini igerir (Sahin ve ark., 2003). Cavalieri prensibini
uygulamak i¢in, hacmi hesaplanmak istenen yapi esit araliklar ile ve birbirine paralel
olarak dilimlere ayrilir. Daha sonra ise her bir dilimin aym1 yone bakan kesit
yilizeylerinin alanlar1 hesaplanir ve tim dilimlerden elde edilen yiizey alanlar
toplanarak, ortalama dilim kalinlig1 ile ¢arpilir. Sonugta elimizdeki yapinin toplam
hacmini tarafsiz bir sekilde asagidaki formiil ile hesaplamis oluruz (Canan ve ark.,

2002);

Vies= > PiXx P(a) x t

Vref  :ilgilendigimiz yapinin toplam ya da referans hacmi

>Pi : Tlgilendigimiz yapinin izdiisiimiiniin sinirlar1 igine diisen nokta sayisi toplami
P(a) : Birim cetvel alani (noktali alan cetvelinde 4 nokta arasindaki alan)

t : ortalama kesit kalinlig1

Mikroskobik kesitler ve makroskobik dilimler lizerine uygulayabilecegimiz
Cavalieri prensibi i¢in ilk adim yiizey alanin1 hesaplamaktir. Bunun i¢in bilgisayar
destekli goriintii analiz cihazlar1 kullanilarak planimetrik olarak izdiistim alanlari
dogrudan Olgiilebilecegi gibi, yiiksek dogrulukta Ol¢iim yapmak i¢in mutlaka
bilgisayara ihtiya¢ yoktur (Canan ve ark., 2002). Bu amagla noktali alan 6l¢iim
cetveli kullanmak stereoloji’de siklikla kullanilan bir yontemdir. Ayrica noktali alan
Olgtim cetveli kullanilarak yapilan 6lgtimler diger planimetrik dlgtimlerden daha kisa
siirede ve daha giivenilir sonuglar verdigi gibi maliyeti de oldukca diisiiktiir (Duman,

2010).
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-, Noktali alan 6l¢iim cetveli. d=2,5 mm
F++++t++t+t++++rtrr+rrF At At
[0 S T I S A SN S SR PN S S S S S S S A
IR S I S A A e P e e EE R
[ S 0 0 IR R i i R S S A SR I A I dE
F++++++++++++r it r Attt At
F+++++++++++ 4+t bbbt A
P+t +++++++t+rFtrr bbbt

B I S R ik AT T I T T S SR S S S S S S St S A RS
[ A S I o S S R A R R
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F+++++++++++++ it bbbt
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A A ik o 2 o T T T S A S A A S S e i T Ik 1 o o
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(RN A IR b 0 S SR R A A R ok T o 2 2 I T S
F+++++++++++F+dd bt bbbttt
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Sekil 2. Yiizey alam hesaplamada kullanilan Noktali Alan Olgiim Cetveli

Noktali alan 6lgtim cetveli, birbirinden esit araliklarla ayrilmis noktalardan
olusur. Bu noktalar bir yiizey {izerine belirli araliklarda dizilirler. Bu cetvelde her bir
“art1” (+) isaretinin orta noktasi cetvel lizerindeki bir noktanin varhigini temsil eder.
Bu noktalarin her biri aslinda dort nokta arasinda kalan alani, yani “bir birim cetvel
alan1”m [P(a)] temsil etmektedir. Birim cetvel alan1 [P(a)] bilinen bir noktali alan
Olglim cetveli, alan1 hesaplanmak istenen bir yapmin Kesiti iizerine rastgele
birakilarak, kesitteki izdiisiimii iizerine isabet eden noktalarin sayisi, dolayisiyla bu
izdiisiimiin kesitte temsil ettigi alan hakkinda bilgi sahibi olunacaktir. Ilgilendigimiz
yapinin izdiistimiiniin sinirlari i¢ine diisen nokta sayisinin toplami (3 P;) birim cetvel

alan1 [P(a)] ile c¢arpilirsa, kesitteki izdiisimiin toplam alan1 (A;j) tarafsiz olarak

bulunmus olur (Kalkan, 2009).

1.5. Immunohistokimya

Immunohistokimya (IHK), spesifik antikorlar vasitasiyla doku bilesenlerini
(antijenleri) tespit etmemize yarayan bir ¢ok yontemi iceren genis kapsamli bir
terimdir. Bu ydniiyle THK, spesifik antijen-antikor reaksiyonu vasitasiyla doku
igerisinde belirli molekiillerin dagilimi ve miktarini saptamada 6neme sahip yardimci

yontemlerdir (Brandtzaeg, 1998; Haines ve West, 2005; Schacht ve Kern, 2015).

IHK yontemleri gesitli arastirmalarda veya patolojik laboratuvarlarda

neoplazi’lerin tanisi ve alt tiplendirmeleri, malign neoplazi’lerin primer bdlge
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karakterizasyonu, hastaliklarin prognozu ile ilgili faktorler ve terapdtik bulgularinin
arastiritlmasi, belirli hiicre ¢ogalmalarinin iyi ya da kotii huylu olup olmadiginin
ayrmi gibi bir¢ok durumda kullanilabildigi gibi hiicre i¢i proteinlerin varliginin
tayini amaciyla da kullanilabilir (Leong ve Wright, 1987; Taylor ve Cote, 1994,
Bodey, 2002; Werner ve ark., 2000; Jaffer ve Bleiweiss, 2004).

[HK yéntemi su asamalar1 igermektedir;

- Kesitlerin  hazirlanmasi;  deparafinizasyon ve  dokudaki  suyun

uzaklastirilmasi (Kim ve ark., 2016).

- Endojen Peroksidaz Bloklanmasi; Doku peroksidaz’ini inhibe etmek igin
genellikle %3 H,0, (Hidrojen Peroksit) kullanilir (Radulescu ve Boenisch,
2007).

- Antijen Retrieval; fiksasyon sirasinda, doku proteinleri, niikleik asitler ve
polisakkaritler ile kullanilan fiksatif arasinda olusan capraz baglar IHK
reaksiyonlart sirasinda doku kesitlerinin antikor gecirgenligini sinirlar. Buna
antijen maskelenmesi denir ve bu sorunun Oniine gegmek igin antijen
retrieval yontemi uygulanir (Fox ve ark., 1985; Shi ve ark., 1991; Evers ve
ark., 1998)

- Primer Antikor Baglanmasi; Antikorlarin dokulardaki hedef proteinlere
baglanmasidir (Kim ve ark., 2003).

- Sekonder Antikor Baglanmasi; Immunboyamay1 gelistirir ve yanls pozitif

ya da negatif boyanmayi diisiirtir (Taylor ve ark., 2006).

- Kromojen substrat; antikor-antijen kompleksinin mikroskopta goriinebilir

hale gelmesi i¢in isaretlenmesi islemidir (Bancroft ve Gamble, 2008).

- Counterstaining; IHK boyamanin daha belirgin olmasi igin yapilan ikinci bir
boyamadir. Bu amagla en ¢ok hematoksilen, eosin, metilen mavisi, metilen

yesili ve toluidin mavisi boyalar1 kullanilir (Stefanovic ve ark., 2013).

- Degerlendirme; IHK boyama sonunda incelenen dokuda yari-kantitatif
skorlama yapilir. {THK boyama yogunlugu negatif (-), pozitif (+), yogun
pozitif (++) ve ¢ok yogun pozitif (+++) olarak degerlendirilir (Walker, 2006).
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Calismanin amaci curcumin’in testis dokusunda cypermethrin’e karsi onarici
ve koruyucu etkilerinin arastiritlmasidir. Bu kapsamda histolojik incelemenin yaninda
testis hacmi, hiicre sayilari, tubuli seminiferi olgiimleri, AR yogunluklart gibi
parametreleri de saptamak amaciyla stereolojik ve immunohistokimyasal

yontemlerden faydalanilmistir.

2. GEREC VE YONTEM
2.1. Arastirmanin Yapildig: Yer

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde ve Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Anatomi Anabilim
Dali laboratuvarlarinda  gergeklestirildi.  Anatomik olusumlarin  isimlerinin
yazilmasinda Nomina Anatomica Veterinaria (International Committe on Veterinary

Gross Anatomical Nomenclature, 2017) esas alindi.
2.2. Deney Hayvanlari

Calismada denek kullanabilmek i¢in Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan 30.01.2014 tarihli ve 49533702/12 sayili kararla izin alind1.
Calismada Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi tarafindan temin edilen 2 aylik, 48 adet erkek Sprague Dawley cinsi rat
kullanildi. Ratlar deney siiresince 16 X 30 X 40 cm ebatinda kafeslerde tutuldu.
Kafeslerde altlik materyali olarak iri talas kullanildi. Ratlarin yasadigi ortamin
aydinlatmas1 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Ayrica
ortam sicakligl 2142 °C ve nem orani %50 olacak sekilde diizenlendi. Ratlarin suya
erismeleri i¢in kafeslerin {izerinde devamli dolu olarak bulunan cam suluklar
kullanildi. Ratlarin beslenmesi igin Tirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE) standartlarina
uygun pelet yem kullanildi. Ratlarin yem ve suya sinirsiz ulagsmalari saglanarak (ad
libitum), eksilen yem ve sular siirekli eklendi. Kafesler ¢aligma siiresi boyunca iki

giinde bir kez diizenli olarak temizlendi.
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2.3. Deney gruplari

Ratlar 6 gruba ayrild1 ve her grupta 8 hayvan olacak sekilde siniflandirildi.

A Grubu; Kontrol Grubu: 30 giin boyunca misirézii yagi uygulanan grup.

B Grubu; 30 giin boyunca 30 mg/kg cypermethrin uygulanan grup.

C Grubu; 30 giin boyunca 100 mg/kg curcumin uygulanan grup.

D Grubu; ilk 15 giin 30 mg/kg cypermethrin, sonraki 15 giin ise 100 mg/kg
curcumin uygulanan grup.

E Grubu; ilk 15 giin 100 mg/kg curcumin, sonraki 15 giin ise 30 mg/kg
cypermethrin uygulanan grup.

F Grubu; 30 gin boyunca 100 mg/kg curcumin’le birlikte 30 mg/kg
cypermethrin uygulanan grup*.

* Curcumin, cypermethrin verilmesinden 1 saat 6nce hayvanlara verildi.

2.4. Deney Asamasi
2.4.1. Gastrik Gavaj Uygulamasi

Ratlarin agirliklar1 her hafta tartilarak, verilecek kimyasallar ortalama agirliklarina
gore doze edildi. Cypermethrin (% 95, Alfa Aesar) ve Curcumin (% 95, Alfa Aesar)
misirdzi yagi icerisinde ¢oziildii. Boylece her gruptaki hayvanlara viicut agirliklarina
gore farkli kimyasal dozlar1 hacmen 1 ml olacak sekilde ayarlandi ve gastrik gavaj
yoluyla verildi. Gavaj uygulamasi 30 giin boyunca her giin ayni saatte (13:00 -
15:00) ve beyaz onliik giymis ayni kisi tarafindan yapildi.

2.4.2. Ratlarin Diseksiyonu

30 giinlik uygulamalarin ardindan hayvanlarin viicut agirliklar tartildi ve kayit
altina alindi. 50 mg/kg Ketamin HCI ve 10 mg/kg Ksilazin HCI intramuskuler (IM)
yolla uygulanarak hayvanlar anesteziye alindi. Anesteziye alinan ratlarin gogiis
kafesleri agilarak kalbe ulasildi. Kalbin sag atrium’una bir kesit atildiktan sonra sol
ventrikiil’e insiilin ignesi yardimi ile 1lik serum fizyolojik (%0.9 NaCl) verilmeye
basland1 ve kanin disar1 akmasi saglandi. Kalpten ¢ikan kan berraklastiktan sonra

fiksatif olarak %10 ndétral tamponlu formaldehit soliisyonu verilerek (ortalama 60 —
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80 ml) perfiizyon tamamlandi. Perfiizyon’un ardindan testis’ler viicuttan g¢ikartildi
(Sekil 3).

Sekil 3. Viicudun digina alinmig testisler

Testis’lerden  sagdaki  stereolojik  inceleme  igin,  soldaki ise
immunohistokimyasal inceleme ve hiicre sayimi igin alinarak agirliklart ve boyutlari
kayit edildi. Bu asamadan sonra testis’ler insiliin ignesi vasitasiyla 4-5 yerinden
delinerek %10’luk nétral tamponlu formaldehit soliisyonuna konuldu ve iki giinde

bir formaldehit soliisyonlari yenilendi.

Stereolojik inceleme amacli alinan sag testis ikinci giiniin sonunda 2 mm’lik
esit dilimlere ayrilarak doku takip kasetleri igerisinde tekrar %10’luk ndtral

tamponlu formaldehit soliisyonuna alind1 (Sekil 4).

Sekil 4. iki mm’lik esit araliklarla dilimlenmis testis 6rnegi.
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Sol testis’lerde ise kiigiiltme islemi yapildi1 (Sekil 5). Kiigiiltme isleminde her
bir testis 6nce sagittal olarak iki esit par¢aya boliindii. Daha sonra sol yarim enine
ikiye boliinerek iist kisim (caput’a yakin kisim) elde edildi. Bu kisim yine enine
boliindii ve alttaki parca doku takip kasetlerine alinarak %10’luk notral tamponlu

formaldehit soliisyonu igerisine birakildi.

Sekil 5. Sol testislerde yapilan kii¢iiltme iglemi ve doku takibi i¢in alinan parga (a).

2.4.3. Doku Takibi

Doku takip kasetlerine alinan sol testis lere asagidaki histolojik doku takip prosediirii

uygulandi.
% 70’1k alkol 2 saat
% 96’11k alkol 1 saat
% 96’lik alkol 1,5 saat
% 99’1luk alkol 1 saat
% 99’luk alkol 1 saat
% 99’luk alkol 1,5 saat
Xylene 1 saat
Xylene 1 saat
Xylene 1,5 saat
Parafin 2 saat

Parafin + Xylene 2 saat
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2.4.4. Kesit Alma

Doku takip prosediirii ardindan testis kisimlart metal doku baz kaliplarina alinarak
tizerlerine eritilmis boncuk parafin dokiilerek parafin bloklara gomiilme islemi

tamamlandi (Sekil 6).

Sekil 6. Parafin bloklara gémiilmiis, kesit alma islemine hazir doku 6rnekleri.

Parafin bloklara gomiilen sol testis’lerden immunohistokimyasal inceleme ile
hiicre sayimi ve tubul 6lgiimleri igin ayr1 ayri olmak iizere mikrotom araciligiyla 4

pum kalinliginda kesitler alinarak pozitif sarjli lamlara aktarildi.

2.5. Stereolojik Olgiimler

Paralel olarak 2 mm kalinliginda dilimlere ayirdigimiz ve formaldehit soliisyonunda
tespit ettigimiz sag testis’ler, ayn1 yone bakan kesit ylizeyleri iiste gelecek sekilde
diiz bir zemine alindi. Daha sonra testis dilimlerinin iizerine iki nokta arasi uzaklig
2.5 mm olan noktali alan cetveli rastgele olarak birakildi (Sekil 7). Noktali alan
cetveli tizerinde testis dokusu izdiistimiine denk gelen nokta sayisi sayilarak not

edildi ve Cavalieri Prensibi’ne gore hacim hesapland:1 (Kalkan, 2009).
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Sekil 7. iki mm’lik testis dilimleri iizerine rastgele birakilan noktali alan cetveli (d= 2.5 mm).

2.6. Hiicre Saymm ve Tubuli Seminiferi Olgiimleri

Pozitif sarjli lamlara aldigimiz kesitlerde parafini gidermek i¢in lamlar 55°C’lik
etiivde 2 saat birakildi. Bu iglemlerin ardindan kesitler Hematoksilen-Eosin yontemi

ile agsagidaki prosediire gore boyandi (Sekil 8).

Xylene 1-2-3 (5’er dk)

%100 Etanol (5 dk)

%80 Etanol (5 dk)

%70 Etanol (5 dk)

%50 Etanol (5 dk)

Distile Su (5 dk)

Hematoksilen (5 dk)

Asit — Alkol (daldirilip ¢ikarildi)
Cesme suyu (5 dk)

Eosin (2 dk)

%80 Etanol (10 sn)

%96 Etanol 1-2 (daldirilip ¢ikarildi)
%2100 Etanol (1 dk)

Xylene 1-2-3 (5’er dk)

Boyama islemi ardindan kesitlerin bulundugu lamlar lameller ile kapatildi.
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Sekil 8. Hematoksilen-Eozin boyama

Hiicre sayimi ve uzunluk hesaplamalarinda Olympus BH-2 marka 151k
mikroskobu, motorize tabla (LANG GMBH & Co KG), mikroskoba bagli CCD
kamera (Mshot MDX4), bunlara bagli olan bir masaiistii bilgisayar1 ve bu bilgisayar
tizerinde kurulu bir bilgisayar yazilimi (Mshot Image Analysis System 13.0)
kullanilmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Sayim ve o6l¢limlerde kullanilan motorize tabla ve dijital kamera ilave edilmis

mikroskop (Olympus BH2- Japon) ile bilgisayar sistemi.

Boyama islemi ardindan doku kesitlerinde hiicre sayimi amaciyla bilgisayar
monitoriindeki goriintii lizerine 125 pm X 105 um kenar uzunluklarina sahip tarafsiz

sayim cetveli atild1 ve her bir testis’te rastgele se¢ilen 40 alanda leydig hiicre sayimi
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yapild1 (Sekil 10). Tubuli seminiferi ¢cap1 ve epitel yiikseklikleri 6l¢iimii igin ise yine
her bir testis i¢in rastgele segilen 40 alanda sadece tam olarak yuvarlak sekle sahip

tubul kesitlerinde dl¢iimler yapilarak kayit altina alind1 (Sekil 11).

Sekil 10. 125 pm x 105 pm’lik tarafsiz sayim gergevesi ile leydig hiicre sayimi (ok: leydig
hiicreleri).

Sekil 11. Tubuli seminiferi ¢ap1 (a) ve tubul epitel yiiksekliklerinin (b) 6l¢imil.
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2.7. Immunohistokimya

Doku Kesitlerinde parafini gidermek igin pozitif sarjli lamlara aldigimiz kesitler
55°C’lik etiive 2 saat siireyle birakildi. Ardindan iki ayr1 xylol’den (5 dk ve 10 dk) ve
% 100 (2 x 3 dKk), % 96 (2 x 3 dk), % 70 (3 dk)’lik alkol serilerinden gegirildikten
sonra distile sudan (3 dk) gecirildi. Yukaridaki igslemlerden gegirilen kesitlerimizde
Endojen Peroksidaz Bloklamas: asamasina gegilerek doku kesitleri 10 dk %3’lik
hidrojen peroksit’te (20 ml H,O, + 180 ml distile su) bekletilip, 3 dakika distile suda
yikandi. Antijen maskelenmesi problemini gidermek amaciyla “antijen retrieval”
yontemi uygulandi. Bu asamada igerisinde 0.01 M CBS (pH 6.0 citrate buffer
solution) bulunan koplin jara aktarilan kesitler mikrodalga firinda 800 W’da 15
dakika 1sitildi. Mikrodalga firindan ¢ikarilan kesitler 15 dakika boyunca sogumaya
birakildiktan sonra 3 dakika distile suda yikandi.

Immunohistokimyasal boyama avidin-biotin-peroxidase complex (ABC)
teknigi kullanilarak gerceklestirildi. Antijen retrieval sonrasi elde ettigimiz kesitlerin
etrafi hidrofobik kalemle cizildi. Etrafi ¢izilen kesitler birka¢ kez distile suda
yikandiktan sonra spesifik olmayan antikor baglanmalarini 6nlemek amaciyla
kitimizde (Ultravision Polyvalent HRP Kit — TP-060-HL ThermoScientific) bulunan
serum blocking soliisyonunda 15 dakika bekletildi. 15 dakika sonunda lamlarin
tizerindeki soliisyonlar dokiilerek 1/100 oraninda sulandirilan primer antikor (Rabbit
Anti-Rat/Human Androgen Receptor Polyclonal Antiserum — ThermoScientific RB-
9030-P) ile +4°C sicaklikta 18 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 2
defa 3’er dakika TBS (Triple Buffer Solution) ile yikanan kesitlerin tizeri sekunder
antikor ile kaplanarak oda sicakliginda inkiibe edildi ve 2 defa 3’er dakika TBS ile
yikandi. Kesitlerin tizeri peroksidaz ile kaplanarak 1 saat bekletildi ve bu siire
sonunda 2 defa 3’er dakika TBS ile yikandi. Bu islemin sonunda kesitlerimiz
kitimizdeki A, B ve C soliisyonlarindan hazirladigimiz kromojen substrati’na
daldirip, 30 saniye beklettikten sonra distile suya alindi. Daha sonra Gill’s (I1)
Hematoksilen ile 1 dakika boyunca boyanan kesitler, 10 dakika akan ¢esme suyunda
bekletildikten sonra lamelle kapatildi.

Immunohistokimyasal olarak boyanan preparatlarin ¢ekirdeklerinde boyanma
gortilenler AR pozitif olarak degerlendirildi. Boyanma yogunlugu negatif (-), pozitif
(+), yogun pozitif (++), ¢ok yogun pozitif (+++) ve degisken (+/-, ++/-, +++/-) olarak

derecelendirildi.
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2.8. Istatistiksel Analiz

Aragtirmadan elde edilen verilere gore gruplara ait istatistiksel hesaplamalar ve

gruplarin ortalama degerleri arasindaki farkliliklarin Onemliligi icin tek yonli

varyans analizi (ANOVA), gruplar arasi farkin 6nemlilik kontrolii igin “Ducan” testi

uyguland1. Istatistik analizler SPSS 10.00 (Inc., Chicago, 1I, USA) program ile

yapildi. p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

3. BULGULAR

3.1. Viicut ve Testis Agirhklar:

Arastirmada hayvanlarin deney 6ncesi (0. giin) ve deney sonrasi (30. giin) dlgiilen

canli agirlik ortalamalar1 ve istatistiksel degerlendirme sonucu elde edilen P degeri

Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 1. Gruplara gore 0. giin ve 30. giin canli agirliklari (g)

Gruplar

CA 0. Giin (g) CA 30. Giin (9)

MEANS +SE MEANS =SE
Kontrol 252 + 8,71 379+ 14,86
Cyp 252 + 4,51 381+ 9,32
Cur 253 + 8,36 388 + 8,63
15 Cyp-15 Cur 252 + 10,43 391 + 16,81
15 Cur-15 Cyp 259 +£ 9,74 364 +11,94
Cur+Cyp 254 + 13,41 349 + 20,09
P Degeri 0,994 0,290
CA - Canli Agirlik
Cyp 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup
Cur 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur
15 Cur-15 Cyp
Cyp+Cur
P<0,05

:ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup

:ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup

: 30 giin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
: kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklidir
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Tablo 1’¢ gore deney sonrasi kontrol grubu ile deney gruplar arasinda viicut
agirhiklart bakimindan istatistiksel bir fark saptanmadi (P>0.05). Bu bulgular

calismada cypermethrin’in canli agirlik iizerine etkisi olmadigini gosterdi.

Hayvanlarin sag ve sol testis agirhik ortalamalari ve istatistiksel

degerlendirme sonucu elde edilen P degeri Tablo 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Gruplara gore ortalama testis agirliklari (g)

Sag Testis (g)  Sol Testis (9)

Gruplar MEANS+SE  MEANS +SE
Kontrol 3,96 +£0,19 3,85+0,25
Cyp 4,14 +0,22 4,07 £0,14
Cur 3,80 +£0,29 3,80 +0,15
15 Cyp-15 Cur 4,02 +0,42 4,01+0,27
15 Cur-15 Cyp 4,02 +£0,43 3,98 +0,77
Cur+Cyp 3,38+ 0,16 3,29+0,17
P degeri 0,381 0,337
Cyp 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup
Cur : 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur  :ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup

15 Cur-15 Cyp :ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup
Cyp+Cur : 30 giin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
P<0,05 : kontrol grubuna nazaran anlaml olarak farklidir

Hayvanlarin sag ve sol testis agirliklar1 bakimimdan kontrol grubu ile deney

gruplari arasinda istatistiksel bir fark olmadigi saptandi1 (P>0.05).

3.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde kontrol grubuna ait testis dokularinda
tubuli seminiferi epitel ve duvar yapilarinin diizenli oldugu gériildii. Interstisyel doku

ve burada bulunan kan damarlarinin da diizenli ve normal goriiniimde oldugu

belirlendi (Sekil 12).
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(Hematoksilen-Eosin, X10).

Otuz giin boyunca sadece cypermethrin verdigimiz gruba baktigimizda ise
ozellikle tubuli seminiferi epitel ve duvar yapilarinda yer yer bozulmalar,
diizensizlikler goriildii (Sekil 13). Bununla birlikte tubullerde dejenerasyon ve
nekrozlar da saptandi (Sekil 14). Tubuli seminiferi epitel yiiksekliklerinin bu grupta
gdzle goriiliir sekilde diistiigii tespit edildi. /nterstisyel dokuya baktigimizda ise bu
dokuda artis ve kirmizi kan hiicreleri ile dolu konjesyone kan damarlari siklikla
goriildii (Sekil 15). Bu bulgular cypermethrin’in testis dokusu iizerine olumsuz

etkilerinin oldugunu géstermektedir.



Sekil 13. Cypermethrin grubuna ait testis dokusu ve konjesyone kan damari (ok)
(Hematoksilen-Eosin, X10).
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Sekil 14. Cypermethrin grubuna ait testis dokusu ve nekroze tubul (ok) (Hematoksilen-Eosin,
X10).




Sekil 15. Cypermethrin grubuna ait testis dokusu ve konjesyone kan damari (0k)
(Hematoksilen-Eosin, X10).

Otuz giin boyunca sadece curcumin verdigimiz gruba ait testis dokusunun
goriiniimiiniin kontrol grubuna benzer oldugu, tubuli seminiferi epitel ve duvar
yapilarmin diizgiin oldugu belirlendi. Interstisyel doku ve burada bulunan kan

damarlarinin da diizenli ve normal goriiniimde oldugu saptandi (Sekil 16).

Sekil 16. Curcumin grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-Eosin, X10).
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Ilk 15 giin cypermethrin sonraki 15 giin curcumin verdigimiz grubun testis’inde
histolojik olarak kontrol grubuna benzer bulgular saptandi. Bu grupta da tubuli
seminiferi epitel ve duvar yapilarinin histolojik olarak normal oldugu tespit edildi
(Sekil 17). Boylece ilk 15 giin verilen cypermethrin’e karsi sonraki 15 giinde verilen

curcumin’in onarici etkisinin oldugu goriildii.

Sekil 17. 15 giin cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen gruba ait testis dokusu
(Hematoksilen-Eosin, X10).

Ik 15 giin curcumin sonraki 15 giin cypermethrin verdigimiz grubun testis
dokusu ise histolojik olarak 30 boyunca cypermethrin verdigimiz gruba benzerlik
gosterdigi belirlendi. Bu grupta da tubuli seminiferi epitel ve duvar yapilarinda
bozukluklar, dejenere tubuller ve interstisyum’da konjesyone kan damarlar tespit
edildi (Sekil 18). Bu bulgu hem cypermethrin’in 15 giinliik uygulamada da olumsuz
etkilerini gosterdigini, hem de ilk 15 giin verilen curcumin’in koruyucu etkisini

sonraki 15 giin verilen cypermethrin tizerinde devam ettirmedigini gosterdi.
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Sekil 18. 15 giin curcumin ardindan 15 giin cypermethrin verilen gruba ait testis dokusu ve
konjesyone kan damar1 (0k) (Hematoksilen-Eosin, X10).

Otuz giin boyunca curcumin ile cypermethrin’in birlikte verildigi grupta ise
bulgularin kontrol grubuna paralel oldugu saptandi. Tubuli seminiferi epitel ve duvar
yapilari, interstisyel doku ve buradaki kan damarlarinin normal gériintimde oldugu
gozlendi (Sekil 19). Bu tabloda cypermethrin’in testis dokusu iizerine yaptigi

olumsuz etkilerin curcumin tarafindan 6nlendigi gézlendi.

Sekil 19. Curcumin + cypermethrin grubuna ait testis dokusu (Hematoksilen-Eosin, X10).
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3.3. Stereolojik Bulgular

Iki mm’lik esit araliklarla dilimlenen sag testisler iizerine rastgele birakilan noktali
alan cetveli (d=2.5 mm) ile yapilan 6l¢iimler neticesinde elde edilen testis hacimleri

Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Gruplara gore sag testis hacim ortalamalari

Gruplar STH (mm’)
P MEANS +SE

Kontrol 1253,1 £ 61,95

Cyp 1125,5 +43,60

Cur 1268,8 + 44,05

15 Cyp-15 Cur  1187,6 + 54,82
15Cur-15Cyp  1106,0+51,03

Cur+Cyp 1240,6 + 29,04

P Degeri 0,126
STH : Sag Testis Hacmi
Cyp : 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup
Cur : 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur
15 Cur-15 Cyp
Cyp+Cur
P<0,05

. ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup

:ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup

: 30 giin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
: kontrol grubuna nazaran anlaml olarak farklidir

Tablo 3 incelendiginde 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup ve ilk 15
giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen gruplarda testis hacimlerinde bir
miktar diislis oldugu, ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup
ile 30 giin boyunca curcumin ile birlikte cypermethrin verilen guruplarda ise testis
hacimlerinin kontrol grubuna yakin oldugu belirlendi. Ancak deney gruplar ile
kontrol gruplari arasinda testis hacimleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadigi saptand1 (p>0,05).
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3.4. Hiicre Saymm ve Tubuli Seminiferi Ol¢iimlerine Ait Bulgular

Leydig hiicre sayimi yaparken mikroskopta immersiyon objektifi (100X) kullanildu.
Bilgisayar yazilimi sayesinde bilgisayar monitoriine diisen goriintii tizerinde 125 pm
X 105 um kenar uzunluklarina sahip tarafsiz sayim cetveli tizerinde yasak kenarlar
sayllmayarak 40 farkli alan lizerinde yapilan sayimlarda gruplara ait ortalamalar

Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. Gruplara gore leydig hiicre sayisi ortalamalari

Gruplar LHS
MEANS +SE
Kontrol 498 +13,12°
Cyp 395+ 11,00°
Cur 487 +£16,28°

15 Cyp-15 Cur 478 +£7,36°

15Cur-15Cyp 414 +12,25°

Cur+Cyp 497 +11,68°

P Degeri 0,000

ab : Ayni siitunda farkli harf tagiyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir.
LHS : Leydig Hiicre Sayisi

Cyp : 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup

Cur : 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur :ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup

15 Cur-15 Cyp :ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup
Cyp+Cur : 30 giin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
P<0,05 : kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklidir

Tablo 4’teki ortalama leydig hiicre sayilari incelendiginde kontrol grubunda
498 + 13,12 olan leydig hiicre sayisinin 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen
grupta 395 + 11,00’e diisttigii ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edildi (P<0,05). Bu bulgu ile cypermethrin’in testis’te leydig hiicre sayisinin
diismesine neden oldugu saptandi. 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grubu
inceledigimizde ortalama leydig hiicre sayisinin kontrol grubuna yakin (487 + 16,28)
oldugu ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlam ifade etmedigi tespit edildi

(P>0,05). ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grupta leydig
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hiicre sayisinin 478 + 7,36 oldugu, bu degerin kontrol grubuna kiyasla benzer oldugu
ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlendi (P>0,05). Bu
bulgu testisteki leydig hiicre sayisi bakimindan ilk 15 giin verilen cypermethrin’in
etkilerine kars1 sonraki 15 giin verilen curcumin’in onarici etkisi oldugunu gosterdi.
Ancak ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grupta ortalama
leydig hiicre sayisinin 414 + 12,25 oldugu, bu grupta kontrol grubuna kiyasla diisiis
oldugu ve bu diislisiin istatistiksel olarak anlam ifade ettigi saptandi (P<0,05).
Boylece ilk 15 giin verilen curcumin’in koruyucu etkisini sonraki 15 giin verilen
cypermethrin’e kars1 devam ettiremedigi belirlendi. Otuz giin boyunca curcumin ile
birlikte cypermethrin verilen grupta ise leydig hiicre sayisinin (497 = 11,68) kontrol
grubuna kiyasla benzerlik gosterdigi ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlam ifade
etmedigi tespit edildi (P>0,05). Boylece cypermethrin ile birlikte verilen curcumin’in

cypermethrin’in olumsuz etkilerine karsi koruyucu etkisinin oldugunu saptandi.

Tablo 5. Gruplara gore tubuli seminiferi ¢ap ortalamalari

TSC (um)
Gruplar MEANS <SE
Kontrol 304,48 + 4,06
Cyp 288,98 + 8,37
Cur 298,38 + 7,59

15 Cyp-15Cur 290,25 + 4,52

15Cur-15Cyp 287,95 + 6,45

Cur+Cyp 299,85 + 4,77

P Degeri 0,338

TSC : Tubuli Seminiferi Cap1

Cyp : 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup
Cur : 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur  :ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup

15 Cur-15 Cyp :ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup
Cyp+Cur : 30 giin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
P<0,05 : kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklidir



Tablo 5 incelendiginde tubuli seminiferi ¢ap ortalamalar1 bakimindan kontrol
grubu ile deney gruplar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit
edildi (p>0,05). Bununla birlikte 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup
ve ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen gruplarda kontrol
grubuna kiyasla bir miktar distiigii gézlendi. Sadece curcumin verilen grup, ilk 15
giin cypermethrin sonraki 15 giin curcumin verilen grup ve curcumin ile
cypermethrin’in birlikte verildigi gruplarda ise tubuli seminiferi ¢ap ortalamalarinin
kontrol grubuna yakin oldugu saptandi. Yapilan arastirmada cypermethrin’in

ortalama tubuli seminiferi ¢apinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden

olmadig1 belirlendi.

Tablo 6. Gruplara gore tubuli seminiferi epitel yiiksekligi ortalamalari
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Gruplar AN s
Kontrol 76,43 +1,83°
Cyp 56,05+ 1,85°
Cur 71,22 +2,12°
15 Cyp-15 Cur 71,52 +2,16°

15 Cur-15 Cyp

55,47 +1,96°

Cur+Cyp 72,72 £0,69°

P Degeri 0,000

ab : Ayni siitunda farkli harf tagtyan gruplar arasi farklilik 6nemlidir.
TSEY : Tubuli Seminiferi Epitel Yiiksekligi

Cyp : 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grup

Cur : 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur  :ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup

15 Cur-15 Cyp :ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup
Cyp+Cur : 30 giin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
P<0,05 : kontrol grubuna nazaran anlamli olarak farklidir

Tablo 6 incelendiginde tubuli seminiferi epitel yiikseklikleri ortalamasi
kontrol grubunda 76,43 um iken 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grupta
56.05 um’ye diistiigli ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edildi (P<0,05). Bu bulgu cypermethrin’in tubuli seminiferi epitel hiicre sayisini



37

diistirdiigiinii gostermektedir. 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grupta epitel
yiiksekliginin 71,22 um oldugu ve kontrol grubuna yakin oldugu saptandi. Ilk 15
giin cypermethrin sonraki 15 giin curcumin verilen grupta ise ortalama epitel
yiiksekliginin 71,52 um oldugunu ve kontrol grubu ile aralarindaki farkin istatistiksel
olarak anlam ifade etmedigi belirlendi (P>0,05). Boéylece ilk 15 giin verilen
cypermethrin’in tubul epitel’ine yaptigi olumsuz etkilerine karsi sonraki 15 giin
verilen curcumin’in onaric1 etkisinin oldugu saptandi. ilk 15 giin curcumin sonraki
15 giin cypermethrin verdigimiz grupta ise tubul epitel yiiksekligi 55,47 um’ye diistii
ve aradaki farkin istatistiksel olarak anlam ifade ettigi saptand: (P<0,05). Bu bulgu
ile ilk 15 giin verilen curcumin’in sonraki 15 giin verilen cypermethrin’e karsi
koruyucu etkisinin devam etmedigi belirlendi. 30 giin boyunca curcumin ve
cypermethrin’in birlikte verildigi grupta epitel yiiksekliginin 72,72 pm oldugunu
saptandi ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlam
ifade etmedigi tespit edildi (P>0,05). Bu bulgu cypermethrin ile birlikte verilen

curcumin’in tubul epitel leri tizerine koruyucu etkisinin oldugunu gosterdi.

3.5. Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal incelemelerimizde kontrol grubunda AR immunboyamanin
leydig, sertoli ve peritubuler myoid hiicrelerininde ¢ok yogun olarak gorildigi
ancak germ hiicrelerinde AR immunboyamanin goriilmedigi tespit edildi.
Immunreaktivite goriilen leydig hiicre ¢ekirdeklerindeki boyanma yogunlugunun
hiicreden hiicreye degisiklik gosterdigi saptandi. AR immunboyama leydig
hiicrelerinin  bazilarinin ¢ekirdeklerinde yogun olarak goriiliirken bazilarinda

goriilmedi (Sekil 20).
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Sekil 20. Kontrol grubu testis dokusu. L: leydig hiicresi, m: peritubuler myoid hiicresi, s:

sertoli hiicresi. (immunohistokimya, X40).

Otuz giin boyunca cypermethrin verilen grupta AR immunboyamanin leydig,
sertoli ve peritubuler myoid hiicrelerinde olduk¢a diisiik yogunlukta oldugu
goriilirken, germ hiicrelerinde AR immunboyamanin goériilmedigi tespit edildi

(Sekil 21). Bu bulgular cypermethrin’in testiste AR immunboyama yogunlugunu
diisiirdiigiinii gosterdi.

Sekil 21. Cypermethrin grubu testis dokusu. L: leydig hiicresi, m: peritubuler myoid hiicresi,
s: sertoli hiicresi. (Immunohistokimya, X40).
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Otuz giin boyunca sadece curcumin verilen grubun testis dokusunda AR

immunboyama yogunlugu kontrol grubuna benzedigi ve leydig, sertoli ve peritubuler

myoid hiicrelerinde ¢ok yogun AR immunboyama oldugu goriildii (Sekil 22).
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Sekil 22. Curcumin grubu testis dokusu. L: leydig hiicresi, m: peritubuler myoid hiicresi,
s: sertoli hiicresi. (Immunohistokimya, X40).

Ilk 15 giin cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen grubun testis
dokusunda AR immunboyama yogunlugu kontrol grubuna benzedigi belirlendi.
Leydig, sertoli ve peritubuler myoid hiicrelerinde ¢ok yogun AR immunboyama
oldugu saptandi (Sekil 23). Bu bulgular ilk 15 giin verilen cypermethrin’in AR
lizerine olan etkilerinin sonraki 15 giin verilen curcumin tarafindan bertaraf

edildigini gosterdi.



Sekil 23. 15 giin cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen gruba ait testis dokusu. L:
leydig hiicresi, m: peritubuler myoid hiicresi, s: sertoli hiicresi. (immunohistokimya, X40).

Ilk 15 giin curcumin ardindan 15 giin cypermethrin verilen grubun testis
dokusunda AR immunboyamanin leydig, sertoli ve peritubuler myoid hiicrelerinde
olduk¢a diisiik yogunlukta goriilirken germ hiicrelerinde AR immunboyamanin
goriilmedigini tespit edildi (Sekil 24). Bu bulgular ilk 15 giin verilen curcumin’in
koruyucu ve onarici etkilerini sonraki 15 giin verilen cypermethrin’e karsi devam

ettirmedigini gosterdi.

Sekil 24. 15 giin curcumin ardindan 15 giin cypermethrin verilen gruba ait testis dokusu. L:
leydig hiicresi, m: peritubuler myoid hiicresi, s: sertoli hiicresi. (Immunohistokimya, X40).



Otuz giin boyunca cypermethrin ve curcumin’in birlikte verildigi grupta AR
immunboyamanin leydig, sertoli ve peritubuler myoid hiicrelerinde ¢ok yogun olarak
goriildiigii ancak germ hiicrelerinde AR immunboyamanin goriilmedigi saptandi

(Sekil 25). Boylece cypermethrin ile birlikte verilen curcumin’in testis’te AR tiizerine
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koruyucu ve/veya onarici etkisi oldugu belirlendi.

Sekil 25. Curcumin + cypermethrin grubuna ait testis dokusu. L: leydig hiicresi, m:
peritubuler myoid hiicresi, s: sertoli hiicresi. (Immunohistokimya, X40).

Tablo 7. Gruplara gore testiste androjen reseptor dagilimi

Hiicre Tipleri
Gruplar Germ Hie.  Leydig Hil. Ef;:i:b;:iecr. Sertoli Hic.
Kontrol - +++/- +++ o+
Cyp - +/- +/- +/-
Cur - +++/- - +++
15 Cyp-15 Cur - +4++/- +++ +++
15 Cur-15 Cyp - +/- +/- +/-
Cur+Cyp - +++/- +++ +++
Cyp : 30 gilin boyunca sadece cypermethrin verilen grup
Cur : 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup

15 Cyp-15 Cur
15 Cur-15 Cyp
Cyp+Cur

:ilk 15 giin cypermethrin, sonraki 15 giin curcumin verilen grup
:ilk 15 giin curcumin, sonraki 15 giin cypermethrin verilen grup
: 30 glin boyunca curcumin ve cypermethrin’in birlikte verildigi grup
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4. TARTISMA

Cypermethrin ve diger sentetik piretroit’ler; haserelere karsi olduk¢a etkili
olmalarinin yaninda diger pestisit’lere nazaran memelilere karsi diisiik toksisite
gosterdikleri ve dogada kolay ¢oziinebildikleri diistiniildiigiinden yaygin bir kullanim
alanina sahiptirler (Gabbianelli ve ark., 2002; Erdogan, 2010; Oda ve El-Maddawy,
2012; Ismail ve Mohamed, 2013;). Bununla beraber cypermethrin’in memelilerde
karaciger, mide, barsak, beyin, dalak, bobrek, testis gibi bir ¢ok organda toksik
etkilerine yonelik ¢alismalar yapilmistir (Witkowska ve ark., 1991; Elbetieha ve
ark., 2001; Manna ve ark., 2004, Maund ve ark; 2012; Eraslan ve ark., 2016;
Aroonvilairat ve ark., 2018; Bhardwaj ve ark., 2018; Guo ve ark., 2018).

Cypermethrin iizerine yapilan arastirmalarda canli agirlik degisimleri ilizerine
elde edilen sonuglar farklilik gostermektedir. Elbethieha ve ark. (2001) 12 hafta
boyunca farkli dozlarda (13.15, 18.93 ve 39.66 mg/kg ) ve Sangha ve ark. (2011) 4
hafta boyunca 50 mg/kg dozunda cypermethrin verdigi ratlarin canli agirliklarinda
kontrol grubuna gére anlaml diisiisler gozlediklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte
Hu ve ark., (2011) 15 giin boyunca 12.5, 25, 50 mg/kg dozlarinda, Li ve ark. (2013)
15 giin boyunca 30 ve 60 mg/kg dozlarinda, Gabbianelli ve ark. (2002) 60 giin
boyunca 12.5 mg/kg dozunda cypermethrin verilmis ratlarda deney ve kontrol
gruplar1 arasinda canli agirliklari bakimmdan anlamli fark bulunmadigmi tespit
etmiglerdir. Bizim ¢alismamizda ise 30 gin boyunca 30 mg/kg dozunda
cypermethrin uyguladigimiz ratlarin canli agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla

anlaml1 bir fark belirlenmedi.

Curcumin diinya tizerinde son donemde oldukga popiiler olan ve bu nedenle
cesitli etkenlere karsi bobrek, karaciger, akciger, mide, barsak, pankreas ve iireme
organlar1 gibi bir¢ok organ iizerine koruyucu ve onarict etkilerinin arastirildigi
caligmalara konu olan bir antioksidandir (Park ve ark., 2000; Ikezaki ve ark., 2001;
Ireson ve ark., 2002; Radhakrishna Pillai ve ark., 2004; Dhillon ve ark., 2008;
Yousef ve ark., 2010). Curcumin’in erkek iireme sistemi iizerine koruyucu ve onarict
etkisi iizerine de birgok aragtirma yapilmis, cesitli parametrelere bakilmistir. Bu
paremetrelerden birisi de canli agirliktir. Desai ve ark. (2012) ise chloroquine verilen
grupta anlamli bir sekilde diisen canli agirligin, chloroquine ile birlikte curcumin
verilen grupta kontrol grubu ile benzer oldugunu saptamislardir. Ahmed-Farid ve
ark. (2017) proteinden yoksun diyetle beslenen ratlarda canli agirhign kontrol

grubuna nazaran anlamli bir sekilde diistiigiinii ancak curcumin verilen grupta canli
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agirh@in proteinden yoksun beslenen gruba gore anlamli bir sekilde yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Cheraghi ve ark. (2017) aliiminyum verilen grupta canli agirligin
kontrol grubuna goére anlamli olarak distiigiinii fakat aliiminyum ile birlikte
curcumin verilen grupta canli agirlhigin kontrol grubuna yakin oldugunu tespit
etmislerdir. Noorafshan ve ark. (2011) yaptiklart ¢alismalarda kontrol grubu,
metranidazol grubu ve metranidazol ile curcumin’in birlikte verildigi gruplarda canli
agirliklar1 bakimindan anlamli bir fark olmadigini bildirilmistir. Bu ¢alismada da
canlt agirliklar1 bakimindan kontrol grubu ile deney gruplari arasinda anlamli bir fark

tespit edilmedi.

Cypermethrin’in erkek tireme sistemi ve testis dokusu iizerine olumsuz
etkilerinin incelendigi arastirmalar mevcut olup testis agirliklari da incelenen
parametreler arasindadir. Elbethieha ve ark. (2001) 12 hafta boyunca giinliik 18.93
mg ve 39.66 mg dozlarinda cypermethrin verilen ratlarin testis agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugunu bildirirlerken, Alaa-Eldin ve ark. (2017)
12 hafta boyunca 12.5 mg/kg dozunda, Sharma ve ark. (2018) ise 14 giin boyunca
3.83 mg/kg dozunda cypermethrin uyguladiklar: ratlarin testis agirliklarinda anlamli
diistisler oldugunu saptamislardir. Bunlarin digsinda 15 giin boyunca giinliik 6.25,
12.5, 25, 50 mg/kg dozunda cypermethrin uygulanan bir ¢alisma (Hu ve ark., 2011)
ile yine 15 giin boyunca 7.5, 15, 30 ve 60 mg/kg dozunda cypermetrin uygulanan bir
bagka ¢alismada (Li ve ark., 2013) da testis agirliklar1 bakimindan deney gruplari ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir. Mevcut ¢alismada da
30 giin boyunca 30 mgkg dozunda cypermethrin uygulanan ratlarda testis

agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark olmadig: tespit edildi.

Curcumin’in testisteki koruyucu etkilerinin arastirildigi  ¢alismalarda
incelenen parametrelerin basinda testis agirligi gelmektedir. Noorafshan ve ark.
(2010, 2011) iki farkli calismasinda metranidazol verilen farelerin testis
agirliklarinda anlaml bir diisiis oldugunu ancak metranidazol ile birlikte curcumin
verdikleri grup ile kontrol grubu arasinda testis agirliklar1 bakimindan anlamli bir
fark olmadigimi saptamislardir. Desai ve ark. (2012), chloroquine verilen ratlarda
testis agirliklariin anlaml bir sekilde diistiigiinii ancak chloroquine ile birlikte
curcumin verilen ratlarda testis agirligmin kontrol grubu ile benzer oldugunu
bildirmislerdir. Ahmed-Farid ve ark. (2017) proteinden yoksun diyetle beslenen
ratlarda testis agirliginin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde diistiigiini,

curcumin grubunda ise testis agirliginin proteinden yoksun beslenen gruba kiyasla
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anlamli bir sekilde yiiksek oldugunu saptanmiglardir. Cheraghi ve ark. (2017) da
aliminyum verilen grupta testis agirliginin kontrol grubuna goére anlamli olarak
diistiigiinii fakat aliminyum ile birlikte curcumin verilen grupta testis agirliginin
kontrol grubuna yakin oldugunu tespit etmislerdir. Khalaji ve ark. (2018) ultraviyole
151k kaynagi olan florosan 1s1§a maruz kalan ratlarda testis agirliginin kontrol
grubuna nazaran anlamli olarak distiigiinii, ultraviyole 1siga maruz kalip aym
zamanda curcumin de verilen grupta testis agirliginin kontrol grubuna yakin
oldugunu saptamislardir. Bir diger ¢alismada ise (ElI-Maddawy ve El-Sayed, 2018)
kontrol grubu, parasetamol verilen grup ve parasetamol ile birlikte curcumin verilen
gruplarda testis agirliklari arasinda anlamli bir fark olmadigi bildirilmistir. Sharma ve
ark. (2018) cypermethrin ve deltamethrin’in erkek ratlarda genital sistem iizerine
etkilerini incelemisler, cypermethrin ve deltamethrin’i birlikte verdikleri gruplar ile
curcumin’le birlikte cypermethrin ve deltamethrin verdikleri gruplar ve kontrol
grubu arasinda testis agirliklari bakimindan anlamli farklilik olmadigini tespit
etmislerdir. Calismamizda testis agirliklart bakimindan kontrol grubu ile deney

gruplar1 arasinda anlamli fark olmadigi saptandi.

Isik mikroskobu altinda cypermethrin’in testis dokusu {tizerine etkilerinin
arastirildigr bir ¢calismada (Elbeticha ve ark., 2001) deney grubu hayanlarina ait
testis’te seminifer tubuller arasinda bag doku artisi, konjesyone kan damarlari,
hemoraji odaklart goriildiigii belirtilmistir. Hu ve ark. da (2011) cypermethrin verilen
grup testis’lerinde tubuli seminiferi yapilarinda bozukluklar ve atrofiler, germ
hiicrelerinin yerlesimlerinde bozukluklar oldugunu bildirilmislerdir. Li ve ark.’nin
(2013) yaptiklar1 bir baska g¢alismada ise cypermethrin verilen grubun testis
dokusunda tubuli seminiferi yapisinda bozukluklar ve atrofi, germ hiicrelerinin
diizensiz yerlesiminden s6z edilmistir. Alaa-Eldin ve ark. (2017) da diger ¢alismalara
benzer bir sekilde cypermethrin uygulanan ratlarin testis’lerinde tubuler yapida
bozukluklar, pargalanmalarin yaninda dilate ve konjesyone kan damarlarinin
varhigindan bahsetmislerdir. Sharma ve ark. (2018) da cypermethrin verilen ratlarin
testis dokusunda tubuli seminiferi yapisinda ve germ hiicrelerinde bozuklukluklar,
tubul bazal membran’inda kopmalar, tubuller arasi bosluk artisi oldugunu
bildirilmislerdir. Yapilan bu aragtirmada 30 giin boyunca cypermethrin verilen
gruptaki bulgular mevcut ¢aligmalarla uyumlu olup, tubuli seminiferi yapilarinda ve
duvarlarinda bozulmalar, tubullerde dejenerasyonlar ve nekrozlar, interstisyel dokuda

artis ve kirmizi kan hiicreleri ile dolu konjesyone kan damarlar tespit edildi. Bu
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bulgular cypermethrin’in fertilite tizerine etkisini, interstisyel doku ve tubuli

seminiferi yapisini bozarak yaptigini gosterdi.

Birgok ¢aligmada testis dokusunda histolojik degisimlere bakilarak
curcumin’in koruyucu ve onarici etkisi arastirtlmistir. Bu ¢aligmalardan Desai ve ark.
(2012) chloroquine’in, Aktas ve ark. (2012) cadmium’un, Kanter ve ark. (2013)
streptozotocin’in, Sudjarwo ve ark. (2017) kursun asetat’'in, Ahmed-Farid ve ark.
(2017) proteinden yoksun diyetin, Cheraghi ve ark. (2017) aliiminyumun, EI-
Maddawy ve El-Sayed (2018) parasetamol’iin, Khalaji ve ark. (2018) ultraviyole
1s5181in, Mercantepe ve ark. (2018) cisplatin’in, Sharma ve ark. (2018) ise
cypermethrin ve quercetin’in testis’te yaptiklari hasara kars1 curcumin’in koruyucu
etki gosterdiklerini, aragtirdiklart kimyasalla birlikte curcumin verilen gruplarda
tubuli seminiferi duvar ve yapilari, tubuli seminiferi epitel yapilarinin ve interstisyel
dokunun da normal goriiniimde olduklarimi yani deney gruplarinda testis
histolojisi’nin kontrol grubu ile ayn1 oldugunu bildirmislerdir. Yapilan ¢alisgmada da
30 giin boyunca sadece cypermetrin verilen grupta saptadigimiz histolojik
olumsuzluklarin, 30 giin boyunca sadece curcumin verilen grup, 15 giin
cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen grup ve 30 giin boyunca
cypermethrin ile curcumin’in birlikte verildigi gruplarda yukaridaki arastirmalarda
belirtilen histolojik bulgulara paralel olarak kontrol grubu ile ayni histolojik
bulgularin oldugu belirlendi. Ancak 15 giin curcumin ardindan 15 giin cypermethrin
verilen grupta testis dokusunda ilk 15 giin verilen curcumin’in sonraki 15 giin verilen
cypermethrin’e kars1 koruyucu etki géstermedigi, histolojik olarak bozuk ve diizensiz
tubuli seminiferi yapilarinin yaninda bazi tubullerde dejenerasyon ve nekrozlarin

oldugu, interstisyel dokuda ise konjesyonlarin oldugu tespit edildi.

Stereolojik yontemler tarafsizlik ve etkinlik gibi avantajlari sayesinde
testis’ler de dahil olmak tizere pek ¢ok organ ya da dokuda hacim hesaplamasinda
kullanilmaktadir. Noorafsan ve ark. (2005) bir anabolik steroid olan nandrolone’un
ratlarda testis dokusu ftizerine etkilerini arastirmis ve testis hacminin kontrol
grubunda 1430 + 0,11 mm°, deney grubunda ise 970 + 0.32 mm® oldugunu
bildirmistir. Bir antiparaziter olan metranidazol {izerine yapilan bir bagka ¢alismada
ise (Noorafsan ve ark., 2010) farelerde testis hacimleri kontrol grubunda 124 + 10
mm? iken, deney grubunda 88 + 10 mm® olarak saptanmustir. Fenolitik bir pigment
olan gossypol’iin ratlarda testis iizerine etkilerinin arastirildigi bir baska ¢alismada

(Chang ve ark., 2011) testis hacmi kontrol grubunda 1600 + 30 mm?® deney
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grubunda ise 860 + 60 mm® olarak saptanmustir. Mehranjani ve ark. (2009) bir
endokrin bozucu olan nonylphenol verdikleri ratlarin testis hacmini 875 + 119.1 mm®
olarak tespit ederken, kontrol grubunda bu degeri 1125.7 + 124.8 mm?® olarak tespit
etmistir. Calismamizda kontrol grubu ratlarin testis hacminin 1253.13 + 61.95 mm®,
30 giin boyunca cypermethrin verdigimiz grubun ise 1125.5 + 35.72 mm® oldugu,

ancak istatistiksel olarak aradaki farkin anlam ifade etmedigi gozlendi.

Testis’te curcumin’in koruyucu etkisi ile ilgili yapilan arastirmalardan
bazilarinda stereolojik yontemlere de basvurulmustur. Stereolojik olarak testis
hacminin 6lgiildiigii Noorafshan ve ark. (2010, 2011)’nin iki ¢alismasinda da
metranidazole verilen grupta anlaml bir sekilde diisen testis hacminin metranidazole
ve curcumin’in birlikte verildigi grupta kontrol grubu ile benzer oldugunu
belirtmislerdir. Calismamizda deney gruplari ile kontrol gruplari arasinda testis

hacimleri bakimindan anlamli fark olmadig: saptandi.

Erkeklerde testosteron birincil olarak leydig hiicrelerinde sentezlenir ve
dolagima salinir. Bu yiizden erkek iireme sistemi ve infertilite ile ilgili yapilan
aragtirmalarda leydig hiicrelerindeki degisimler biiyiik 6neme sahiptir. Pahnke ve ark.
(1975) dogumdan sonra 10. giinden itibaren 110. giine kadar testis 'te leydig hiicre
sayilarin1 hesaplamiglar, en fazla leydig hiicre sayisinin (10 alandaki sayimlarinda
ortalama 77 + 23 adet) 60 giinliik hayvanlarda oldugunu bildirmislerdir. Kdse ve ark.
(2010) 35 giin boyunca giinde 1 saat boyunca solunum yoluyla formaldehit’e maruz
kalan erigkin sigcanlarin testis’lerinde leydig hiicre sayisinin anlamli bir sekilde
diistiiglinii saptamislardir. Bir diger ¢aligmada gebeligin 12. ve 21. giinleri arasinda
bir organik klorlu insektisit olan methoxychlor verilen ratlarin yavrularinin
testis’lerinde de leydig hiicre sayisinin kontrol grubuna nazaran anlamli olarak
azaldig1 tespit edilmistir (Liu ve ark., 2016). Lv ve ark. (2019), eriskin ratlarda bir
plastik katki maddesi olan dicyclohexyl phthalate’in leydig hiicre rejenerasyonuna
etkilerini incelemis, 1000 mg/kg dozunda verdikleri kimyasalin leydig hiicre sayisini
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalttigini bildirmislerdir. Wang ve ark.
(2010)’nin 35 giinliik ratlara 35 giin boyunca 25 mg/kg dozunda cypermethrin
verdikleri ¢aligmalarinda leydig hiicre sayis1 bakimindan deney grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir. Bunun yaninda 15 giin
boyunca giinliik 25 ve 50 mg/kg ile 30 ve 60 mg/kg dozunda cypermethrin verilen
ratlarin testislerinde leydig hiicre sayisinin distiigii de bildirilmistir (Hu ve ark.,

2011; Li ve ark., 2013). Arastirmamizda da 30 giin boyunca sadece cypermethrin
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verilen grupta leydig hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde
diisiik oldugu saptandi. Bu sayede cypermethrin’in leydig hiicre sayisini, dolayisiyla
testosteron salinimini azaltarak fertilite {izerine olumsuz etkileri oldugunu

distindiirdii.

Curcumin’in metranidazole’e kars1 testis’te leydig hiicre sayisi iizerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (Noorafshan ve ark., 2011), leydig hiicre sayisinin
metranidazole verilen grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 ancak
metranidazole’tin curcumin ile birlikte uygulandigi grupta bu saymin kontrol grubu
ile benzer oldugu tespit edilmistir. Mercantepe ve ark. (2018) bir kemoterapotik olan
cisplatin verilen grupta interstisyel dokuda leydig hiicre sayisinin distiigiind,
cisplatin ile birlikte curcumin verilen grupta ise kontrol grubuna benzer oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grupta
anlaml bir sekilde diisen leydig hiicre sayisinin, 30 giin boyunca sadece curcumin,
15 giin boyunca cypermethrin ardindan 15 giin boyunca curcumin ve 30 giin boyunca
cypermethrin ile birlikte curcumin verilen gruplarda kontrol grubuna benzer oldugu
belirlendi. Bununla birlikte 15 giin curcumin ardindan 15 giin cypermethrin
uygulanan grupta leydig hiicre sayisinin 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen

grupla benzer oldugu saptandi.

Tubuli seminiferi germinal epitel hiicreleri ile erigkin spermatozoon’lari
icermektedir ve spermatozoon iiretiminden dogrudan sorumludur. Bu nedenle ¢esitli
etkenlerin tubuli seminiferi ¢ap1 ve cevresi, epitel yiiksekligi ve hacmi {izerine olan
etkileri arastirmalarda yer bulmustur. Kormano ve Hovatta (1972) tubuli
seminiferi’lerin postnatal gelisimini arastirdigi ¢alismalarinda 3 aylik ratlarda tubul
capmin 258.3 £ 9.3 um oldugu bildirilmislerdir. Noorafshan ve ark. (2005) bir
anabolik stereoid olan nandrolone uygulanan ratlarin testis’lerinde tubul gapini
310.68 + 50.72 pum, kontrol grubunda ise 257.78 + 58.76 um olarak saptamistir. Bir
anti paraziter ilag olan metranidazol’iin tubuli seminiferi iizerine etkilerinin
arastirildigr bir bagka c¢alismada (Noorafshan ve ark., 2011) ise kontrol grubu
farelerde 209.6 + 0.08 um olarak saptanan tubuli seminiferi ¢api, deney grubunda
175.6 = 58.76 um olarak tespit edilmistir. Opuwari ve Monsees (2014) Giiney
Afrika’da aromatik c¢ay yapiminda kullanilan bir bitki olan Aspalathus linearis
verilen ratlarin testis’lerinde tubuli seminiferi ¢apinin 246.3 + 23.6 pum, kontrol
grubunda ise 281.4 + 29.4 um oldugunu bildirilmislerdir. Cheraghi ve ark. (2017)

aliminyum verilen ratlarda tubuli seminiferi ¢apinm1 157.19 + 1.2 pm, kontrol
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grubunda ise181.27 + 0.2 um olarak saptamiglardir. Jalili ve ark. (2015) maydonozun
alkolik ekstratin1 verdikleri farelerin testis dokusunda tubuli seminiferi ¢apin1 19.7 +
0.2 pm, kontrol grubunda ise 19.5 £ 0.2 um oldugunu tespit etmislerdir. Muratoglu
ve ark. (2018) ise ilerleyen yasin testis lizerine etkilerini arastirdig1 ¢caligmalarinda, 4
aylik gen¢ Wistar albino ratlarda 406.29 + 67.43 um olarak bulduklar1 tubuli
seminiferi ¢apimi, 20-22 aylik yashh ratlarda 388.14 =+ 57.08 um olarak
hesaplamiglardir. Elbetieha ve ark. (2001) 12 hafta boyunca giinlik 39.66 mg
dozunda cypermethrin verilen ratlarin testis’lerinde kontrol grubuna nazaran tubul
cevre uzunlugunu anlamli olarak diistiiglinii ancak limen hacminde anlamli bir
degisiklik olmadigini bildirmislerdir. Wang ve ark. (2011) 21 giin boyunca 25 mg/kg
dozunda cypermethrin verilen yavru farelerde, tubuli seminiferi ¢aplarinda kontrol
grubuna kiyasla artis oldugunu tespit etmislerdir. Cypermethrin’in erigkin ratlarda
erkek iireme sistemi iizerine etkilerinin arastirildig1 diger bir ¢calismada (Li ve ark.,
2013) 15 giin boyunca 15, 30 ve 60 mg/kg dozunda cypermethrin verilen gruplarda
tubuli seminiferi ¢evre uzunlugunda kontrol grubuna nazaran diisiisler gozlendigi,
bunun yaninda 7.5, 15 ve 30 mg/kg dozunda cypermethrin verilen gruplarda da
liimen ¢aplarinda daralmalar oldugu bildirilmistir. Hu ve ark. (2011)’nin ratlarda 15
glin boyunca 6.25, 12.5, 25 ve 50 mg/kg dozunda cypermethrin uyguladiklar: ratlarda
ise tubuli seminiferi ¢evrelerinde deney grubuna nazaran anlamli diisiisler oldugu
saptanmistir. Bu ¢aligmada ise kontrol grubunda 304.48 + 4.06 um olarak tespit
edilen tubul ¢ap1, 30 giin boyunca sadece cypermethrin uygulanan ratlarda 288.98 +
8.37 um olarak tespit edildi ancak bu diisiisiin istatistiksel olarak bir anlam ifade

etmedigi belirlendi.

Curcumin’in gesitli kimyasallara karst koruyucu etkisi arastirilirken tubuli
seminiferi tizerine etkileri de arastirilmis olup tubul c¢ap1 ve gevresi parametreleri de
incelenmistir. Noorafshan ve ark. (2011) metranidazole uyguladiklar ratlarda tubuli
seminiferi ¢apmnin kontrol grubuna nazaran anlamli olarak distiigiinii, ancak
metranidazole ile birlikte curcumin verilen grupta ise tubul ¢apmin kontrol grubuna
benzer oldugunu tespit etmislerdir. Cheraghi ve ark. (2017) aliiminyum verilen
ratlarin testis’lerinde tubuli seminiferi capinin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
diistiigiinii, aliiminyumla birlikte curcumin verilen grupta ise tubul ¢apimin kontrol
grubuna benzer oldugunu bildirilmislerdir. Muratoglu ve ark. (2018) yaptiklar
calismada curcumin ve melatonin’in yash rat testislerinde koruyucu etkilerini
arastirmis, yasl ratlarda tubuli seminiferi ¢apinin geng ratlara nazaran anlamli olarak

azaldigini, ancak melatonin ve curcumin’in birlikte verildigi yasl ratlarda da tubul
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capmin geng ratlara benzer oldugunu saptamistir. Mevcut calismada da deney
gruplari ile kontrol grubu arasinda tubuli seminiferi ¢aplar1 bakimindan istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmadigi saptandi.

Tubuli seminiferi epitel hacmi ya da epitel yiikseklikleri, germinal epitelyum
miktar: ile direkt iligkili oldugu i¢in bu parametlerin incelendigi birgok arastirma
yapilmistir. Farelerde metranidazole’in tubuli seminiferi epitel hacmi {izerine
etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada (Noorafshan ve ark., 2010), toplam epitel
hacminin deney grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi
bildirilmistir. Mehranjani ve ark. (2009) bir endokrin bozucu olan para-
nonylphenol’iin, Dehghani ve ark. (2018) ise alkilleyici bir ajan olan bisulfan’in rat
testis’leri tizerine etkilerini incelemis, her iki ¢alismada da tubul epitel hacminin
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde diistiigli saptanmistir. Opuwari ve
Monsees (2014) Aspalatus linearis bitkisi verdikleri ratlarin testis’lerinde tubuli
seminiferi epitel yiiksekligini 84.3 + 13.7 um, kontrol grubunda ise 92.8 + 14.8 um
olarak belirlemiglerdir. Diethylhexylphthalate (DEHP: bir plastik yumusatici)’in rat
testis’lerinde olusturdugu hasarin incelendigi bir diger ¢alismada (Abdel-Kawi ve
ark., 2016) ise kontrol grubunda tubuli seminiferi epitel yiiksekligi 76.50 + 0.54 um,
deney grubunda ise 70.88 + 58.76 pm olarak saptanmistir. Muratoglu ve ark. (2018)
ise 4 aylik geng Wistar albino ratlarda 121.16 £+ 18.07 um olarak bulduklar: tubuli
seminiferi epitel yiiksekligini, 20-22 aylik yash ratlarda 97.87 £ 17.09 um olarak
hesaplamiglardir. Bu caligmalarin yaninda cypermethrin’in erkek ratlardaki tireme
sistemi {izerine etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda Elbetieha ve ark. (2001), Hu ve
ark. (2011), Li ve ark. (2013) cypermethrin uygulanan gruplarda tubuli seminiferi
epitel hiicre miktarinda distisler oldugunu bildirmistir. Calismamizda ise tubuli
seminiferi epitel yiiksekligi kontrol grubunda 76.43 + 1.83 um, 30 giin boyunca
cypermethrin verilen grupta ise 56.05 + 1.85 pm olarak tespit edildi. Deney grubu ile
kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Bulgular
neticesinde cypermethrin’in leydig hiicre sayisin1 ve testosteron seviyesini
diistirmesinin  tubuli  seminiferi yapisinin bozulmasinda ve hiicre sayisinin

azalmasinda etkili olabilecegi kanisina varildi.

Curcumin’in testis’lerde gesitli etkenlere kars1 koruyucu etkileri arastirilirken
tubuli seminiferi epitel kalinligi ya da yiiksekligi parametreleri de incelenmistir.
Tubuli seminiferi epitel hacmi ya da kalinlig1 {izerine yapilan Noorafshan ve ark.

(2010, 2011)’nmin iki ¢alismasinda da tubuli seminiferi epitel hacminin terapotik
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dozda verilen metranidazole grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
distiigii, metranidazole ile curcumin’in birlikte verildigi grupta ise kontrol grubuna
benzer oldugu bildirilmistir. Cheraghi ve ark. (2017) erkek wistar albino ratlarda
tubuli seminiferi epitel kalinliginin aliminyum verilen grupta kontrol grubuna
kiyasla anlamli olarak diistiigiinii, aliiminyum ile birlikte curcumin verilen grupta ise
kontrol grubuna benzer 6l¢iide oldugunu tespit etmislerdir. Muratoglu ve ark. (2018)
tubuli seminiferi epitel kalinliginin yash ratlarda geng ratlara nazaran anlamli olarak
diistiigii, curcumin verilen yash ratlarda ise yashi ratlara nazaran yiikseldigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada ise 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grupta
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisen tubuli seminiferi epitel yiiksekliginin,
30 giin boyunca sadece curcumin, 15 giin boyunca cypermethrin ardindan 15 giin
boyunca curcumin ve 30 giin boyunca cypermethrin ve curcumin’in birlikte verildigi
gruplarda kontrol grubuna benzer oldugu saptandi. Bunun yaninda 15 giin boyunca
curcumin ardindan 15 giin boyunca cypermethrin verilen grupta tubul epitel
yiiksekliginin ise 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen gruba benzerlik

gosterdigi tespit edildi.

Erkek iireme sistemi i¢in androjen’ler ne kadar 6nemli ise androjen’lerin etki
etmesi i¢in gerekli olan AR’ler de o kadar 6nemlidir. AR’lerin lokalizasyonlarinin
arastirlldigr  birgok ¢alisma mevcuttur. Bu calismalardan bazilarinda AR’lerin
¢ekirdek disinda stoplazmik bolgelerde de mevcut oldugu bildirilirken (Goyal ve
ark., 1997a; Vornberger ve ark., 1994), ¢cogu arastirmada AR’lerin sadece ¢ekirdekte
lokalize oldugu bildirilmistir (Takeda ve ark., 1990; Zhou ve ark., 1996; Shan ve
ark., 1997; Zhu ve ark., 2000; Liu ve ark., 2010; Hu ve ark., 2011; Giur ve ark,
2018). Bu ¢alismada da AR immunboyama sadece hiicre g¢ekirdeklerinde goriildii.
AR’lerin testis hiicrelerindeki yerlesimleri ile ilgili de birgok arastirma yapilmustir.
Bazi aragtirmalarda leydig, peritubuler myoid, sertoli ve germ hiicrelerinde AR
immunboyama oldugu (Sanborn ve ark., 1975; Wright ve Frankel, 1980; Kimura ve
ark., 1993; Vornberger ve ark., 1994; Zhou ve ark., 1996), bazilarinda ise germ
hiicrelerinde AR immunboyama olmadig tespit edilmistir (Buzek ve ark., 1988; Sar
ve ark., 1990; Ruizeveld de Winter ve ark., 1991; Kimura ve ark., 1993; Vornberger
ve ark., 1994; Van Roijen ve ark., 1995; Zhou ve ark., 1996; Goyal ve ark., 1997b;
Suarez-Quian ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000; Chang ve ark., 2004; Liu ve ark.,
2010; Hu ve ark., 2011; Genovese ve ark., 2018). Calismamizda AR
immunboyamanin belirtilen arastirmalara paralel olarak leydig, peritubuler myoid ve

sertoli hiicrelerinde sekillendigi ancak germ hiicrelerinde sekillenmedigi belirlendi.
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Testis dokusunda AR immunboyama ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalarda (Vornberger
ve ark., 1994; Goyal ve ark., 1997b; Giir ve ark., 2018) leydig hiicrelerinde AR
immunboyamanin hiicreden hiicreye farklilik gosterdigi, leydig hiicrelerinin
bazilarinin yogun ya da orta derecede boyandigi, bazilarinin ise hi¢ boyanmadigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada da kontrol grubu rat testislerinde leydig hiicrelerinin AR
immunboyama yogunlugunun negatif (-) ile ¢ok yogun pozitif (+++) arasinda
degismekte oldugu tespit edildi. Bremner ve ark. (1994), Goyal ve ark. (1997b),
Vornberger ve ark. (1994), Chang ve ark. (2004), Liu ve ark. (2010), Hu ve ark.
(2011), Genovese ve ark. (2018), Giir ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismalarda
peritubuler myoid ve sertoli hiicre ¢ekirdeklerinde AR immunboyamanin oldukg¢a
yogun bir bigimde gergeklestigini bildirmislerdir. Calismamizda da kontrol grubu rat
testis’lerinde peritubuler myoid ve sertoli hiicrelerde ¢ok yogun (+++) AR

immunboyama oldugu saptandi.

Cesitli infertilite olgularinda ya da infertiliteye neden olan etkenlerin testis’te
AR’ler tizerine etkileri de arastirilmistir. Van Roijen ve ark. (1995) fertilite seviyesi
normalden diisiik olan erkek bireylerde leydig, sertoli ve peritubuler myoid
hiicrelerde AR immunboyamanin fertil erkeklerden farkli olmadigini bildirmistir. Liu
ve ark. (2010) 15 giin boyunca 15 ve 30 mg/kg dozunda f-cypermehtrin verdikleri
ratlarin testistlerinde AR yogunlugunun kontrol grubuna nazaran anlamli olarak
diistiigiinii saptamislardir. Hu ve ark. (2011) ise 15 giin boyunca giinliik 12.5, 25 ve
50 mg/kg dozlarinda cypermethrin verilen hayvanlarin testislerinde sertoli, leydig ve
peritubular myoid hiicrelerinde AR seviyesinde kontrol grubuna gore azalma
oldugunu bildirmistir. Mevcut c¢alismada da cypermethrin verilen grubun
testis lerinde sertoli, leydig ve peritubuler myoid hiicrelerinde AR immunboyama
yogunlugunun kontrol grubuna nazaran distigi tespit edildi. Bu sayede
cypermethrin’in antiandrojenik etkisinin AR sentezini inhibe etmesine bagl

olabilecegi kanaatine varildi.

Antioksidanlarin testis’te AR’ye etkilerinin arastirildigi ¢alismalar siirlidir.
Prostat kanseri tizerine yapilan galismalarda (Tsui ve ark., 2008; Wang ve ark.,
2011; Hong ve ark., 2015; Schmidt ve Figg, 2016), curcumin’in prostat 'ta kanserli
hiicrelerde ASE’ler (androjen sorumlu elementler) {izerinde AR baglanma
aktivitesini ve AR sentezini diizenleyerek tiimorlii hiicrelerde ¢ogalmayr azalttigi
bildirilmistir. Elgawish ve Abdelrazek (2014) kursun asetat verilen ratlarin

testis’lerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisen AR miktarinin, kursun
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asetat’la birlikte tarcin ekstrati verilen grupta ise kontrol grubuna yakin oldugunu
tespit etmislerdir. Calismamizda 30 giin boyunca sadece cypermethrin verilen grupta
leydig, peritubuler myoid ve sertoli hiicrelerinde AR miktarmin kontrol grubuna
kiyasla distiigii ancak 30 giin boyunca sadece curcumin, 15 giin boyunca
cypermethrin ardindan 15 giin boyunca curcumin ve 30 giin boyunca cypermethrin
ve curcumin’in birlikte verildigi gruplarda ise kontrol grubuna benzer oldugu
saptand1. Bunun yaninda ilk 15 giin curcumin ardindan sonraki 15 giin cypermethrin
verilen grupta ise AR miktarinin cypermethrin verilen gruba benzerlik gosterdigi

tespit edildi.

5. SONUC

Calismamizda curcumin’in rat testis dokusunda, cypermethrin’e karsi
koruyucu etkileri arastirildi. Testis dokusunda agirlik, hacim, leydig hiicre sayisi,
tubuli seminiferi ¢ap ve epitel yiikseklikleri, AR immunreaktivitesi gibi parametreler
incelendi. Sonug olarak 30 giin boyunca sadece 30 mg/kg dozunda cypermethrin
uygulandiginda, ratlarin testislerinde olumsuz etkiler belirlenirken, 30 mg/kg dozda
cypermethrin ile birlikte uygulandigimiz 100 mg/kg dozunda curcumin’in ratlarin
testisinde inceledigimiz parametreler bakimindan koruyucu etkisinin oldugu
saptandi. Bunun yaninda 30 giinliik gavaj uygulamalarinda bazi gruplara ilk 15 giin
sadece curcumin ardindan 15 giin sadece cypermethrin verildi ve bu grupta ilk 15
giin verilen curcumin’in inceledigimiz parametreler bakimindan onaric1 etki
gostermedigi belirlendi. Bir diger gruba ise ilk 15 giin sadece cypermethrin sonraki
15 giin ise sadece curcumin uygulandi. Bu grupta curcumin’in incelenen
parametreler bakimindan ilk 15 giin uygulanan cypermethrin’e karsi onarici etki
gosterdigi belirlendi. Ileride yapilacak ¢alismalarda serum FSH, LH ve testosteron
diizeyleri yaninda giinliikk sperm {iretimi paremetrelerine de bakilmasi, cypermethrin
ve curcumin’in fertilite ilizerine olan etkilerinin daha iyi anlasilmasma katki

saglayacag diisiiniilmektedir.
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OZET

Cypermethrin  Verilmis Ratlarin Testis’lerinde Curcumin’in  Koruyucu

Etkisinin Immunohistokimyasal ve Stereolojik Metotlarla Arastirilmasi

Cypermethrin tip 1l sentetik piretroit grubundan bir pestisit olup, diger sentetik
piretroitler gibi memelilerde daha az toksik oldugu diistintildiigiinden olduk¢a yaygin
bir kullanim alan1 bulmustur. Ancak cypermethrin’in erkek lireme sistemi de dabhil
birgok sistem tizerine toksik etkilerinin incelendigi arastirmalar giin gectikce
artmaktadir. Curcumin zerdegal (curcuma longa) bitkisinden elde edilen, son
donemde fiziksel, kimyasal birgok zararli etkene karsi koruyucu etkisi oldugu tespit
edilen bir antioksidandir. Bu ¢alisma cypermethrin’in rat testis leri iizerine olumsuz
etkilerinin ve curcumin’in bu olumsuz etkilerine karsi olasi koruyucu etkilerinin

aragtirmasi amaciyla yapilmistir.

Ug aylik erkek ratlar, her grupta 8 hayvan olacak sekilde 6 gruba ayrildi ve 30
giin boyunca gastrik gavaj yoluyla kimyasallar uygulandi. Ik grup ¢dziicii olarak
kullanilan musirdzii yagi verdigimiz kontrol grubu olup, 2. grup cypermethrin, 3.
grup curcumin, 4. grup ilk 15 giin cypermethrin sonraki 15 giin curcumin, 5. grup ilk
15 giin curcumin sonraki 15 giin cypermethrin, 6. grup ise cypermethrin ve
curcumin’in birlikte uygulandigir gruplardi. 30 giinlik uygulamanmn ardindan
Otenazisi yapilan ratlarin sag testis’leri stereolojik inceleme, sol testis’leri ise
histolojik inceleme, 6l¢iim ve immunohistokimyasal inceleme amaciyla alindu.
Stereolojik inceleme amagli 2 mm’lik esit araliklarla dilimlenen sag testis lerden
Cavalieri metodu ile hacim hesaplandi. Sol testis’ler kii¢iiltme islemi ve histolojik
doku takibi ardindan parafin bloklara gomiildii. Bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Kesitlerden bir kism1 histolojik inceleme ve dl¢iim amaciyla Hematoksilen-

Eosin yontemiyle boyandi. Diger kesitler ise immunohistokimyasal olarak boyandi.

Incelemeler sonucunda canli agirlik, testis agirliklari, tubuli seminiferi capi
bakimindan kontrol grubu ve deney gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmedi. Cypermethrin verilen grupta histolojik olarak testis yapisinda
olumsuzluklar tespit edilirken, cypermethrin ve curcumin’in birlikte verildigi grup ve
ilk 15 gilin cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen grupta bu olumsuzluklara
rastlanmad1. ik 15 giin curcumin ardindan 15 giin cypermethrin verilen grupta ise
histolojik bulgular cypermethrin verilen gruba benzerdi. Leydig hiicre sayis1 ve tubuli

seminiferi epitel yiiksekliginin cypermethrin verilen grupta anlamli olarak diistiigii
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tespit edilirken, cypermethrin ve curcumin’in birlikte verildigi grup ve ilk 15 giin
cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen grupta bu 6l¢iim degerleri kontrol
grubuna benzer olarak tespit edildi. Ilk 15 giin curcumin ardindan 15 giin
cypermethrin verilen grupta ise bu olg¢iim degerleri cypermethrin verilen gruba
benzerdi. Immunohistokimyasal incelemelerde ise cypermethrin verilen grupta
leydig, sertoli ve peritubuler myoid hiicrelerinde AR immunboyama yogunlugu
kontrol grubuna gore diiserken, cypermethrin ve curcumin’in birlikte verildigi grup
ve ilk 15 giin cypermethrin ardindan 15 giin curcumin verilen grupta yogunlugun
kontrol grubuna benzer oldugu saptandi. Ilk 15 giin curcumin ardindan 15 giin
cypermethrin verilen grupta ise AR immunboyama yogunlugu cypermethrin verilen

grup ile benzerlik géstermekte idi.

Sonug olarak ¢alismada cypermethrin’in rat testis’lerinde inceledigimiz
parametreler bakimindan olumsuz etkileri ve curcumin’in cypermethrin’e karsi

koruyucu etkileri tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Cypermethrin, curcumin, immunohistokimya, rat, stereoloji,

testis.
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SUMMARY

Immunohistochemical and Stereological Investigation of the Protective Effects

of Curcumin on the Cypermethrin Treated Rat Testes.

Cypermethrin is a pesticide of type Il synthetic pyrethroid group and has been found
to be of widespread use as it is thought to be less toxic in mammals such as other
synthetic pyrethroids. However, the studies on the toxic effects of cypermethrin on
many systems, including the male reproductive system, are increasing recently.
Curcumin is an antioxidant obtained from turmeric (Curcuma longa) plant, which has
a protective effect against many physical and chemical harmful substances. This
study was carried out to investigate the negative effects of cypermethrin on rat

testicles and the possible protective properties of curcumin on these negative effects.

Three-month-old male rats were divided into 6 groups of 8 animals in each
group, and 30 days of gastric gavage of chemicals were applied. The first group was
the “control” group, the second group was “cypermethrin”, the third group was
“curcumin”, the fourth group was "15 days cypermethrin + 15 days curcumin", the
fifth group was "15 days curcumin + 15 days cypermethrin®, and the sixth group was
"cypermethrin + curcumin™ group. After 30 days of application, the right testicles of
euthanized rats were taken for stereological examination and left testicles were taken
for measurement, histological and immunohistochemical examinations. The volume
was calculated by the Cavalieri method from the right testicles, which were cut at 2
mm equal intervals for stereological examination. Left testicles were embedded in
paraffin blocks followed by reduction and histological tissue procedures. 5 um thick
sections were taken from the blocks and stained with Hematoxylin-Eosin method for
histological examination and measurement. Other sections were stained

immunohistochemically.

As a result of the investigations, no statistically significant difference was
found between the control group and the experimental groups in terms of live weight,
testicle weight, seminiferous tubule diameter. In the group of Cypermethrin
histological disorders were detected in the testis structure but in "cypermethrin +
curcumin” and "15 days cypermethrin + 15 days curcumin groups these disorders
were not found. Histological findings were similar to the cypermethrin group in the
"15 days curcumin + 15 days cypermethrin” group. Leydig cell number and

seminiferous tubule epithelial height were significantly decreased in the
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“cypermethrin” group. However, in the group of "cypermethrin + curcumin® and "15
days cypermethrin + 15 days curcumin” these values were similar to the control
group. These values were similar to the cypermethrin group in the "15 days
cypermethrin + 15 days curcumin group. In the immunohistochemical examination,
the intensity of AR immunostaining in Leydig, Sertoli and peritubular myoid cells in
cypermethrin group were decreased compared to the control group, cypermethrin and
curcumin group were given together and the first 15 days of cypermethrin followed
by cypermethrin in 15 days curcumin group was similar to the control group. The
first 15 days of curcumin followed by cypermethrin for 15 days in the group of AR

immunostaining density cypermethrin showed similarity with the group.

As a result, the negative effects of cypermethrin in rat testes and the

protective effects of curcumin against cypermethrin were determined.

Key Words: Cypermethrin, curcumin, immunohistochemistry, rat, stereology, testes.
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