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Ratlarda Bendiocarb’n Sebep Oldugu Testikular Toksisite Uzerine Vitamin C ve E’nin Koruyucu Rolii

Gizem BASPINAR SATICI?, Enver Kerem DIRICAN?, Yusuf KALENDER?

OZET: Bu calismada karbamatli bir pestisit olan bendiocarb’m (BND) ratlarin testis dokusunda olusturabilecegi
histopatolojik degisiklikler, antioksidan enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) miktarindaki degisimler iizerine Vit. C
ve E’nin koruyucu etkisi arastirilmistir. Ratlar sekiz gruba ayrilmistir; 1. grup: kontrol grubu, 2. grup: Vit. C (100 mg kg™
giin?), 3. grup: Vit. E (100 mg kg™ giin?), 4. grup: Vit. C+ E, 5. grup: BND (0.8 mg kg* giinl), 6. grup: BND+Vit. C, 7.
grup: BND +Vit. E ve 8. grup: BND +Vit. C+Vit. E muameleli grup. 28 giin boyunca yapilan uygulamadan sonra BND
muameleli grup kontrol grup ile karsilastirildiginda ratlarin testis dokularinda MDA miktarinda artig gézlenirken, antioksidan
enzim aktivitelerinde [siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz
(GPx)] istatiksel olarak anlaml bir azalma gozlenmistir. BND +Vit. C, BND +Vit. E ve BND +Vit. C+E muameleli gruplar
BND muameleli grupla karsilagtirildiginda ratlarin testis dokularinda MDA miktarinda azalma gozlenirken, SOD, CAT, GST
ve GPx enzim aktivitelerinde istatiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir. Histopatolojik incemelerde ise ratlarin testis
dokusunda BND’1n sebep oldugu patolojik degisiklikleri vitamin C ve E’nin azalttig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bendiocarb, Antioksidan enzimler, Histopatoloji, Vitamin C, Vitamin E

The Protective Role of Vitamin C and E on Bendiocarb Induced Testicular Toxicity in Rats

ABSTRACT: In this study, the protective effects of Vit. C and E on the histopathological changes, antioxidant enzyme
activities and changes in malondialdehyde (MDA) levels that can be caused by a carbamate pesticide bendiocarb (BND) in
testicular tissue of rats were investigated. Rats were divided into eight groups: group 1 controls; group 2 Vit. C (100 mg kg-
L dayt); group 3 Vit E (100 mg kg day); group 4 Vit C plus E; group 5 bendiocarb (0.8 mg kg* day™); group 6 BND and
Vit. C; group 7 BND and Vit. E; and group 8 BND and vitamin C and E. After 28 days of treated, when the bendiocarb
treated group was compared to the control group, an increase in the MDA level was observed in the testicular tissues of the
rats, while antioxidant enzyme activities [superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST),
glutathione peroxidase (GPx)] a statistically significant decrease in was observed. In histopathological examinations, it was
determined that vitamin C and E decreased the pathological changes caused by BND in the testicular tissue of rats.
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GIRIS

Besin maddelerinin bozulmasina veya azalmasina neden olan zararlilara karsi kullanilan madde
veya bilesiklere pestisit denir (Kalender ve ark., 1999). Kullanilan pestisitler, ¢evre kirliligine sebep
olmakla birlikte, baliklarin ve bir¢ok su organizmasinin zehirlenmesine neden olmakta ve besin zinciri
yoluyla insanlara gecerek kronik toksisitenin olugsmasina sebep olmaktadir (Hansoy, 2010). Bendiocarb
(BND), karbamatli insektisitler grubunda yer alir ve gerek zirai miicadelede gerekse vektorlerin
kontroliinde siklikla kullanilmaktadir. Genellikle kontamine gidalar yenildiginde zehirlenmelere yol
agmaktadir. Inhalasyon ve dermal yol ile alindiginda da basta solunum, sindirim ve sinir sistemi olmak
tizere diger sistemler iizerinde de toksik etki gostermektedir (Sobekova ve ark., 2009). BND gibi
karbamatli insektisitler, asetilkolinesteraz inhibitérii oldugundan asetilkolinesterazin calisma
mekanizmasinin bozulmasina sebep olurlar (Capcarova ve ark., 2010).

BND toksisitesinde baz1 biyokimyasal ve immiinolojik parametrelerin olumsuz yonde etkilendigi
ifade edilmistir (Adigiizel ve Kalender, 2020). Bendiocarb zehirlenmelerinde bas agrisi, diyare, karin
agrisi, terleme, kasilmalar ve kaslarda koordinasyon bozuklugu, konusmada bozukluk, kalp atisinda
diizensizlik, reflekslerde azalmalar goriilmekle birlikte akcigerlerde daralma, solunum sisteminde ve
kaslarda aksakliklar, fel¢ ve 6liimle de sonuglanmaktadir (Petrovova ve ark., 2009a,b).

Oksidadatif stres, lipid peroksidasyonu ve serbest radikal iirlinlerinin olusmasi sonucu hiicre
hemostazinin bozulmasi olarak tanimlanabilir (Gutteridge, 1993). Toksik maddeler sonucunda olusan
serbest radikaller, hiicrelerde metabolik bozukluklara yol agarak hiicre hasarina ve antioksidan savunma
sisteminin baskilanmasina neden olurlar. Bunun sonucunda da DNA ve protein yapilarinda
farklilagmalar gozlenebilir (Uzun ve Kalender, 2011; Kalender ve ark., 2015).

Pestisitlerin memelilerde en ¢ok hedef aldigi sistemlerden biri de ilireme sistemidir. Zirai
miicadelede kullanilan pestisitlerden diklorvos, rat testislerinde histopatolojik degisikliklere neden
olurken, spermlerde sayisal olarak azalmaya, sperm morfolojisinde bozulmalara neden olmaktadir
(Dirican ve Kalender, 2012).

Antioksidan maddeler, oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirmakla
gorevli olan antioksidan enzim sisteminde gorev yapan SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktivitelerinin
diizenlenmesine yardimci olurlar. Vitamini C (Askorbik asit) hiicrede olusan zararli molekiillerin
indirgenmesine yardimci, sulu ortamlarda reaksiyona girebilme yeteneginde olan bir vitamindir
(Cherubini ve ark., 2005). Vitamin E (a-tokoferol) dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunmakla
beraber hiicrede mitokondri ve zarlarda fazladir (Balcioglu, 1993; Singh ve Jialal, 2004). Vitamin E,
hiicre zarindaki yag asitlerini reaktif oksijen tiirlerinden koruyarak koruyarak, savunma sisteminin 6ncii
basamaklarindan birini olusturur (Akkus, 1996). Bu ¢alismada karbamatli bir insektisit olan bendiocarb
testikular toksisitesine kars1 C ve E vitaminlerinin etkisi arastirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Hayvanlar

Bu calismada yapilan hayvan deneyleri i¢cin, GUDAM’dan etik kurul onay1 alimmistir (GUET:15-
042) alinmistir. Calismada 48 tane erkek Wistar rat (300-320 g) kullanmilmistir. Her grupta 6 rat
bulunmaktadir.

Hayvanlara Uygulama Plam

Kontrol grubu: Deney hayvanlarma 1 ml kg™ su verildi.

Vit. C uygulanan grup: Deney hayvanlarina su i¢inde ¢oziilerek Vit. C (100 mg kg™) verildi.

Vit. E uygulanan grup: Deney hayvanlarina misir yagi iginde ¢oziilerek Vit. E (100 mg kg™) verildi.
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Vit. C ve E uygulanan grup: Deney hayvanlarma 100 mg kg™ Vit. C ve 100 mg kg™ Vit. E verildi.
BND uygulanan grup: Deney hayvanlarina 0.8 mg kg™* BND distile su i¢inde ¢oziilerek verildi.

BND ve Vit. C uygulanan grup: Deney hayvanlarina 100 mg kg Vit. C, ve 0.8 mg kg™* BND verildi.
BND ve Vit. E uygulanan grup: Deney hayvanlarina 100 mg kg? Vit. E ve 0.8 mg kg™ bendiocarb
verildi.

BND, Vit. C ve E uygulanan grup: Deney hayvanlarma 100 mg kg™ Vit. C, 100 mg kg* Vit. E ve 0.8
mg kg™ BND verildi.

Uygulamalar 28 giin boyunca her giin gavaj yoluyla (09:00-10:00 arasinda) yapildi. Deney sonunda
ratlar, bayiltilarak disekte edildi ve testis dokular1 alindi.

Biyokimyasal Analizler icin Dokularin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan alman testis doku ornekleri sodyum fosfat tamponunda yikanarak,
homojenize edildi. Daha sonra gerekli islemlerden gegirilerek, MDA miktari, SOD, CAT, GPx ve GST
aktiviteleri icin hazirlandi. Olgiimler, spektrofotometrede yapildi. Protein konsantrasyonu Lowry ve
ark.’nin (1951) tanimladigi metoda gore belirlendi.

Malondihaldehit 6l¢iimii i¢in Ohkawa ve ark.’nin (1979) tanimladigi metot kullanilmistir. 532
nm’de spektrofotometrede dlgiilerek sonuglar nmol/mg protein olarak hesaplanmistir.

Testis dokularindaki SOD enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in, Marklund ve Marklund (1974)
metodu kullanilmistir ve sonuglar U/mg protein olarak verilmistir. CAT enzim aktivitesinin belirlenmesi
icin Aebi (1984) tarafindan belirlenen metot kullanilmistir ve sonuglar mmol/mg protein olarak
verilmistir. GPx aktivitesi i¢in Paglia ve Valentine (1987) metodu kullanilmistir ve nmol/mg protein
olarak verilmigtir. GST enzim aktivitesi i¢in Habig ve ark. (1974) tarafindan belirlenen metot
kullanilmistir. Spektrofotometrede 340 nm’de 6l¢iim yapilmis ve sonuglar nmol/mg protein olarak
verilmistir.

Sperm Parametrelerinin Belirlenmesi

Sperm sayisi, homojenizasyon isleminden sonra vital inceleme sonucu degerlendirilmistir.
Sonuglar, milyon cinsinden verilmistir. Sperm motilitesinin belirlenmesi i¢in epididimislerden alinan
spermler degerlendirilmis ve parametreler yiizde cinsinden verilmistir. Epididimisden alinan sperm
hiicreleri aynt zamanda yayma preparat yontemi kullanilarak morfolojik yonden incelenmistir.
Morfolojik olarak sperm sayisi yiizde cinsinden verilmistir.

Histopatolojik Degerlendirme i¢in Dokularin Hazirlanmasi

Isik mikroskobu arastirmalar1 i¢in Bouin fiksatifi kullanilmistir. Hazirlanan bloklardan kesitler
alinarak hematoksilen-cozin ile boyanmistir. Hazirlanan preparatlar, mikroskopta incelenerek
fotograflar1 ¢ekilmistir.

Istatistiksel Analizler
Windows SPSS 23 bilgisayar programinda tek yonlii varyans analizi ve Tukey testi kullanilmistir.
P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Malondialdehit Miktarinin Degerlendirilmesi

Kontrol, Vit. C, Vit. E ve Vit. C+E’nin birlikte uygulandig1 gruplarda MDA miktarinda istatiksel
olarak anlamli bir fark gézlenmezken, BND grubunda, kontrol grubuna gore anlamli bir artig gézlendi.
BND+Vit. C ve BND+Vit E gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bir artis gézlenirken, BND
grupla karsilastirildiginda bir azalma tespit edildi (Sekil 1).
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Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktiviteleri bakimindan kontrol, Vit. C, Vit. E ve Vit. C+ E
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark gézlenmedi. BND grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
enzim aktivitelerinde bir azalma goézlendi. Kontrol grubu ile BND+Vit C, BND+Vit. E ve BND+Vit.
C+E gruplan karsilastirildiginda enzim aktivitelerinde azalma gbzlendi. BND+Vit. C, BND+Vit. E ve
BND+Vit. C+E muameleli gruplart BND uygulanan grupla karsilastirildiginda enzim aktiviteleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Antioksidan enzim aktiviteleri. 2Kontrol grubu ile, *Vit. C ile, °Vit E ile, ®Vit. C+E ile, ®BND ile diger gruplarin

karsilagtirtlmasi
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Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve vitamin uygulanan gruplar arasinda sperm sayisi, hareketli sperm ve anormal sperm
sayist bakimindan bir fark gézlenmedi. Kontrol grubu ile BND muameleli grup karsilastirildiginda
anlamli bir azalma gozlenirken, BND+Vit. C, BND+Vit. E ve BND+Vit. C+E gruplart ile BND
muameleli grup karsilastirildiginda sperm sayilar1 bakimindan anlamli bir artis gozlendi (Sekil 3).

Sperm hareketliligi bakimindan kontrol grubu ile BND muameleli grup karsilastirildiginda
istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlenirken, BND+Vit. C, BND+Vit. E ve BND+Vit. C+E gruplari
ile BND muameli grupla karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 4).

Anormal sperm morfolojisi bakimindan kontrol grubu ile BND muameleli grup karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gézlenirken, BND+Vit. C, BND+Vit. E ve BND+Vit. C+E
gruplar1 ile BND muameleli grup karsilastirildiginda bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 5).
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Sekil 3. Kontrol grubu ve diger gruplarin sperm sayis1 bakimindan karsilastiriimasi. 2Kontrol grubu ile, PVit. C ile °Vit. E
ile, Vit. C+E ile ®BND ile diger gruplarin karsilastirilmas:
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Sekil 4. Kontrol grubu ve diger gruplarin sperm hareketliligi bakimimdan karsilagtiriimasi. 2Kontrol grubu ile, °Vit. C ile,
“Vit. E ile, 9Vit. C+E ile diger gruplarin karsilastirilmasi
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Sekil 5. Kontrol grubu ve diger gruplarin anormal sperm sayis1 bakimindan karsilastiriimasi. 2Kontrol grubu ile, ®Vit. C ile
Vit. E ile, 9Vit. C+E ile diger gruplarin karsilastirilmas:
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Isik Mikroskobu Bulgularinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve vitamin uygulanan ratlarin testislerinde spermatojenik hiicreler, sertoli hiicreleri
leydig hiicreleri normal yapida gozlendi (Sekil 6a). BND uygulanan ratlarin testislerinde seminifer
tiibiillerin epitel dokusunda diizensizlikler ve spermatojenik hiicrelerde azalma, intersitisyal dokuda
O6dem ve bazal laminada ayrilmalar gdzlemlenirken, bazi seminifer tiibiillerde de atrofik yapilar tespit
edildi (Sekil 6b,c)

BND+Vit. C, BND+Vit. E ve BND+Vit. C+E uygulanan ratlarin seminifer tiibiillerinde ve
spermatojenik epitelde diizensizlikler, spermatojenik hiicre sayisinda azalmalar, intersitisyal dokuda
0dem olusumu, seminifer tiibiillerin bazal laminasinda ayrilmalar, seminifer tiibiillerin epitel dokusunda
yer yer dokiilmeler ve bazi seminifer tiibiillerde atrofik yapilar gézlendi (Sekil 6d-f)).

Karbamat grubu i¢inde yer alan BND’in ekosistemi olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir.
BND’nin merkezi sinir sistemi ve ¢evresel sinir sistemi {lizerine ¢ok fazla olumsuz etkisi bulunmaktadir.
Bu ¢aligmada bendiocarbin LDso dozu 40 mg kg™ olarak belirlenmis olup, 0.8 mg kg™ diisiik doz erkek
ratlara oral yolla verilmistir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA, hiicre zarindaki iyon mekanizmasinin islevini bozarak
membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar. MDA’nin, DNA’daki azotlu bazlar ile
reaksiyona girebilecegi ifade edilmistir (Niki, 1987; Kaur ve Sandhu, 2008). Bu ¢alismada BND ratlarin
testis dokularinda MDA miktarinda artisa neden olmustur. MDA miktarindaki bu artis BND’1n testisteki
zarli yapilarin hasara ugradiginin bir gostergesi olarak yorumlanabilir.

SOD, CAT, GPx ve GST gibi antioksidan enzimlerin, hiicrelerin oksidatif strese karsi
korunmasinda 6nemli bir gorev oynadigi bilinmektedir (Messarah ve ark., 2013). Yapilan bazi
calismalarda cevresel kirletici ajanlarin ¢esitli dokularda SOD, CAT, GPx ve GST enzimlerinin
miktarlarinda degisimlere neden oldugu ve bu degisimlerin sebebi olarak asir1 serbest radikal olusumu
belirtilmistir (Bas ve ark., 2015; Apaydin ve ark., 2019). Bu calismada ratlara uygulanan BND, testis
dokularinda SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktivitelerinin azalmasina neden olmustur. Bu
degisikliklerin artan serbest radikal olusumundan kaynaklanmis olabilecegi ve BND’nin enzimlerin
yapisini bozmus olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 6. a. Kontrol grubu ratlarin seminifer tiipgiikleri (S) ve interstisyal alan (%), b-c. BND muameleli ratlarin seminifer
tiipgiiklerindeki (S) spermatojenik hiicrelerde azalma, interstisyal alanda 6dem (A ) ve bazi seminifer tiipgiiklerinde atrofik
yapilar (7). d. BND+Vit. E, e. BND+Vit. C ve f. BND+Vit. C ve E muameleli gruplarin testislerindeki seminifer tiipgtikleri
(S) interstisyal alanda 6dem (A) ve atrofik yapilar (7). H&E, 200X

Organofosfatli bir insektisit olan diklorvos ratlarin sperm sayisinda ve hareketliliginde azalmaya
neden olmustur (Dirican ve Kalender, 2012). BND’in testis dokusunda ve sperm motilitesi iizerine
etkilerinin verilen doza ve zamana bagli olarak degistigi, seminifer tiibiillerinde atrofi, liimen ¢apinda
artis ve germinal epitelde ve sperm motilitesinde ve sayisinda azalmaya neden oldugu ifade edilmistir
(Krockova ve ark., 2012). Bu ¢alismada BND, sperm parametrelerinde (sperm sayis1 ve hareketliliginde)
azalmaya neden olurken anormal sperm sayisinda artigsa neden olmustur. Bu veriler, karbamatli bir
insektisit olan BND’1n kan-testis bariyerini gegerek testislere ulastigini gostermektedir.

Pestisitler genel olarak iireme hiicreleri lizerinde olumsuz etki yaratmaktadirlar. Bu etki, doz ve
zamana bagl olarak degismektedir (Morais ve ark., 2012). Yapilan ¢aligmalarda testikular dokuda,
seminifer tilibilillerde bozulma ve seminifer epitelyumda vakuolizasyon, spermatitlerde 6dem ve nekroz
gibi birgok durum ortaya ¢ikmistir (Uzun ve ark., 2009). Bu calismada da diisiik doz BND, ratlarin testis
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dokularindaki seminifer tiibiillerde ve spermatojenik epitellerde bozulmalara, spermatojenik hiicre
sayisinda azalmaya, interstisyal dokuda 6deme, atrofiye, bazal lamina yapisinin bozulmasi gibi birgok
onemli patolojik degisikliklere neden olmustur. Bu patolojik bulgular, sperm sayisindaki azalmanin
nedeni olarak gosterilebilir.

Vitamin C ve E’nin birlikte kullanilmasi doku ve hiicrelerde lipid peroksidasyonunu ve oksidatif
stresi azalttigini gostermistir (Venkataramanaiah ve ark., 2022; Ibuki ve ark., 2020). Chlorpyriphos etil
uygulanan deney hayvanlarinin plazmalarinda C ve E vitamini ile melatoninin etkileri arastirildiginda
melatoninin ile vitamin C ve E’nin koruyucu etki gosterdigi ifade edilmistir (Kiling ve ark,
2003).Vitamin E, serbest radikal toplayici 6zelliginden dolayi lipid peroksidasyonu iizerine etki etmekte,
vitamin C, zararli molekiillerin uzaklastirilmasinda goérev almaktadir. BND, ratlarin bobrek, karaciger
ve kaninda toksik etkilere ve histopatolojik degisikliklere neden olmus, vitamin C ve E olusan bu toksik
etkileri azaltmistir (Apaydin ve ark., 2017; Apaydin ve ark., 2018; Bagpinar-Satici, 2019). Bu ¢aligmada
da vitamin C ve E, karbamatl pestisit olan bendiocarb ile ayr1 ayri ratlara verildigi gibi, vitamin C,
vitamin E ve bendiocarb olarak {glii bilesik olarak da uygulanmistir. Vitaminlerin, tek basina
uygulandiginda da, ikisi birlikte uygulandiginda da BND kaynakli testikular toksisiteyi azalttigi
gbzlenmistir.

SONUC

Sonug olarak karbamatl bir insektisit olan BND, ratlara diisiik dozda oral yoldan uygulandiginda,
testisler iizerinde 6nemli derecede toksik etkiler olusturmustur. Vitamin C ve E, meydana gelen bu
etkileri azaltmistir. Bu calisma 28 giinliilk bir ¢aligmadir yani subakut etkiler degerlendirilmistir.
Toksikolojik ¢aligmalarda doz ve zamanin 6nemi dikkate alindiginda, BND’a daha uzun siireli maruz
kalinmas1 halinde bu etkilerin daha fazla artacagi ve kalict hasarlarin meydana gelebilecegi
kaciilmazdir ve bu durum infertiliteye sebep olabilir. Bu nedenle halk sagligi ve cevre saglig1 acisindan
pestisit kullanim1 azaltilmali ve bilin¢li bir sekilde kullanilmali ve zirai miicadelede yeni alternatif
metotlar gelistirilmelidir.
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