T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

GLIFOSAT BAZLI HERBISITE MARUZ BIRAKILAN FARELERDE
KOENZIM Q10’IN TESTIS TOKSISITESi UZERINE KORUYUCU ETKISi

Veteriner Hekim Kader COBAN OZBEK

YUKSEK LiSANS TEZi

HiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANABILIiM DALI

Danmisman

Dog¢. Dr. Duygu MUTLUAY KOSE

BURDUR-2025






T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

GLIFOSAT BAZLI HERBISITE MARUZ BIRAKILAN FARELERDE
KOENZIM Q10’IN TESTIiS TOKSISITESi UZERINE KORUYUCU ETKIiSi

Kader COBAN OZBEK

YUKSEK LiSANS TEZi

HiSTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANABILIiM DALI

Danmisman

Dog¢. Dr. Duygu MUTLUAY KOSE

Bu tez, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan
1002-B Hizli Destek Programi kapsaminda (Proje No: 1240671) ve Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan
(Proje No: 0999-YL-24) desteklenmistir.

BURDUR-2025



KABUL ve ONAY

SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Kader Coban Ozbek tarafindan Do¢. Dr. Duygu Mutluay Kése yonetiminde
hazirlanan “Glifosat Bazli Herbisite Maruz Birakilan Farelerde Koenzim Q10’in
Testis Toksisitesi Uzerine Koruyucu Etkisi” baslikli tez calismasi jiiri iiyeleri olarak
tarafimizdan okunmus; kapsami ve niteligi agisindan Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligi ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Sinavi Tarihi: 21/07/2025

Dog. Dr. Gozde YUCEL TENEKECI
Ankara Universitesi

Baskan
Dog. Dr. Duygu MUTLUAY Dr. Ogr. Uyesi Seda YAKUT
KOSE Burdur Mehmet Akif Ersoy
Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Universitesi Jiiri
Jiiri
ONAY

Bu tez, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Lisans Ustii Egitim-Ogretim
Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun
goriilmiis ve Enstitii Yonetim Kurulu / /2025 Tarih ve sayil1 karar1 ile kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Ramazan ADANIR
Midiir
Saghk Bilimleri Enstitiisii



TESEKKUR

Yiiksek lisans siirecim boyunca yalnizca bilgi ve deneyimiyle degil; anlayisi,
sabr1 ve icten destegiyle de her zaman yanimda olan ¢ok kiymetli danigmanim Dog.
Dr. Duygu Mutluay’a en igten tesekkiirlerimi sunarim. Akademik gelisimime yon
veren katkilarinin yani sira, bu siireci zorlastirmak yerine kolaylastiran yaklagimi,
yapict, destekleyici ve sahiplenici tutumu benim i¢in paha bi¢ilmezdi. Annelik
sorumluluklartyla birlikte yiiriitmek zorunda oldugum bu yogun donemde, bana
yalnizca akademik degil, insani anlamda da gii¢ veren; varligiyla yolumu aydinlatan
bir danigmandan ¢ok daha fazlasiydi. Kendisine hem bir akademisyen hem de bir
insan olarak duydugum derin minnettarlig1 ifade etmek isterim.

Tez ¢alismam boyunca akademik bilgi ve deneyimleriyle bana destek olan
Dog. Dr. Gozde Yiicel Tenekeci’ye, Dog. Dr. Siikrii Giingér’e, Dr. Ogr. Uyesi Seda
Yakut’a ve Aras. Gor. Riiveyda Hilal Ak1’ya; yol gostericilikleri, samimi yaklasimlar:
ve sabirlar1 i¢in goniilden tesekkiir ederim.

Varligin1 her an yanimda hissettiren, iy1 giinde kotii giinde destegini higbir
zaman esirgemeyen canim esim, Veteriner Hekim Burak Mert Ozbek’e sonsuz goniil
bagimla tesekkiir ederim.

Ve bu yolculuga en giizel silirpriz olarak katilan, varlifiyla hayatima
bambaska bir anlam katan camim oglum Kutay Han Ozbek... Hayatimda yeni bir
sayfa agarak bu siireci daha da 6zel kildigin i¢in minnettarim. Senden aldigim giic,
umut ve sevgi sayesinde bu siireci tamamlamak miimkiin oldu.

Hepinize kalpten tesekkiir ederim.



ETIiK BEYAN

“Glifosat Bazli Herbisite Maruz Birakilan Farelerde Koenzim Q10’in Testis
Toksisitesi Uzerine Koruyucu Etkisi” baslikli tez calismamdaki biitiin bilgi ve
belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tim
bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu kullandigim
verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gdsterilen durumlar
disinda 6zgiin oldugunu, Dog. Dr. Duygu Mutluay KOSE danismanhginda Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kilavuzuna
gore yazildigini beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi:  Kader COBAN OZBEK
Tarih: 21/07/2025

Imza:



ICINDEKILER

IC KAPAK
KABUL ve ONAY
TESEKKUR
ETIK BEYAN
ICINDEKILER
SEKILLER
TABLOLAR
SIMGELER ve KISALTMALAR
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
2.GENEL BILGILER
2.1.Ureme Sistemi
2.1.1. Erkek Genital Sistem
2.1.2. Testisin Yapisi (Anatomisi)
2.1.3. Testisin Histolojisi
2.1.3.1. Tubulus Seminiferis Kontortus
2.1.3.2. Kan-Testis Bariyeri
2.1.3.3. Spermatogenezis
2.1.3.3.1.Spermatogenik Siklus Donemleri
2.1.3.3.2. Proliferasyon (Mitoz / Spermatositogenezis)
2.1.3.3.3. Mayoz
2.1.3.3.4. Farkhlasma (Spermiyogenezis)
2.1.4. intersitisyel Doku
2.1.5. Leydig Hiicreleri
2.1.5.1. Testosteron
2.1.6. Spermatogenezisin Hormonal Kontrolii
2.1.7. Spermatozoonun Yapisi (Anatomisi)
2.1.7.1. Sperm Sekil (Morfoloji) Bozukluklar
2.1.7.2. Bas Yapisi Bozukluklar
2.1.7.3. Govde Yapisi Bozukluklar
2.1.7.4. Kuyruk Yapis1 Bozukluklar
2.1.8. Esey Hiicrelerini fleten Yollar
2.1.8.1. Tubulus Seminiferus Rektus
2.1.8.2. Rete Testis
2.1.8.3. Epididimis
2.1.8.4. Duktus Deferens
2.1.9. ilk Spermatogenik Dalga
2.1.10. Sperm Hareket (Motilite) Bozukluklar
2.2. Glifosat’in Kimyasal Yapisi, Kaynaklan ve Farmakolojik
Ozellikleri
2.2.1.Roundup
2.2.2. Glifosat’in Etki Sekli
2.2.3. Glifosat’in Erkek Genital Sistem Uzerine Etkileri
2.2.4. Glifosat’in Oksidatif Stres Uzerine Etkileri
2.3. Koenzim Q10 (C0oQ10)’in Kimyasal Yapisi, Kaynaklan ve

ii
iii
iv

vii
viii

33
34
35
36



Farmakolojik Ozellikleri
2.4 NF-kB /TLR4 Yolaklarinin Histolojik Etkileri
2.5. Nrf2/HO-1/Keap1 Yolaginin Testikiiler Oksidatif Stres
Uzerindeki Etkileri
3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerecler
3.1.1. Kullamilan Hayvan Materyali
3.1.2.Cahismada Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi, Doz
Secimi ve Uygulama Gruplan
3.1.2.1. Glifosat Maddesinin Hazirlanmasi ve Doz Secimi
3.1.2.2 Koenzim Q10 (CoQ10) Maddesinin Hazirlanmasi
ve Doz secimi
3.1.2.3 Uygulama Gruplar ve Doz Secimi
3.2. Yontemler
3.2.1. Viicut ve Testis Agirhiklar fle Histolojik ve
Histopatolojik inceleme Prosediirleri
3.2.2. immiinohistokimya
3.2.3. Biyokimyasal Analizler Icin Testikiiler Doku
Homojenizasyonu

3.2.4.Testikiiler Dokuda Lipid Peroksidasyonu, Oksidatif Stres

ve Antioksidan Kapasite Olciimleri
3.2.5 Western Blot Analiz Yontemi
3.2.6. Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi ve Akim
(Flow) Sitometrisi Analizleri
3.2.7. Serum Hormonlarinin Kantitatif Analizi
3.2.8. Istatistiksel Analizler
4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirlg1, Mutlak ve Relatif Testis Agirhgi
Bulgulan
4.2. Histopatolojik Degisikliklere Iliskin Bulgular
4.3. Oksidatif Stres Belirtecleri Iliskin Bulgular
4.4. Nrf2/Keap1/HO-1 Sinyal Yolagina Ait Bulgular
4.5. NF-kB/TLR4 Sinyal Yolagina Ait Bulgular
4.6. Apoptoz Belirteclerine Iliskin Bulgular
4.7. Serum LH ve Testosteron Degerlerine Ait Bulgular
4.8. Sperm Parametreleriyle iliskili Bulgular
5. TARTISMA
6. SONUC ve ONERILER
7. KAYNAKCA
OZGECMIS

Vi

39
41
43

46
46
46
47

47
48

49
49
49

51
51

52

52
53

54
54
55
55

56
61
62
66
66
66
67
71
75
76
94



Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

SEKILLER

Memeli testis ve epididimisin kesitsel anatomik yapisi
Spermatogenezisin fazlari

Spermatogenez dongiisii

Normal morfolojiye sahip fare spermlerinin mikroskobik
goruntusu

Sperm yap1 bozukluklari

Normal ve anormal sperm yapilari

Sperm yap1 bozukluklar1 goriiniimleri

Glifosat’in etki sekli

Glifosat’in mikrobiyal mekanizmasi

Testikiiler histopatolojik bulgular

Testis dokusunda immiinohistokimyasal yontemle belirlenmis
olan ki-67 ekspresyonu ve histopatolojik degisiklikler

Deney gruplar1 arasinda oksidatif denge ile tireme hormonu
diizeylerinin karsilagtirilmasi

Deney gruplarinda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozla
iliskili proteinlerin ekspresyon diizeyleri

Testis dokusunda immiinohistokimyasal boyama yontemiyle
belirlenmis olan nrf2 ekspresyonu

Glifosat grubu fare spermalarinda goriilen anomaliler
Glifosat grubundaki farelerden alinan sperm 6rneklerinde canli
ve 6lii spermatozoonlarin mikroskobik gdriiniimii, eosin-nigrosin
boyasi

Vil

10
15
22

23
24
26
31
32
58
60

62

63

65

68
69



Tablo 3.1.

Tablo 3.2.
Tablo 4.1.
Tablo 4.2.
Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

TABLOLAR

Deney gruplarma ait uygulama protokolii ve deneysel islem
basamaklari.
Cosentino histolojik skorlama sistemi.

Gruplara gore testis ve viicut agirligi parametreleri.

Deney gruplarma gore cosentino histolojik skorlama dagilimi.

CoQ10 uygulamasinin sperm konsantrasyonu, plazma zar1
biitlinliigii ve sperm morfolojisi lizerine etkileri.

CoQ10 uygulamasimin mitokondriyal ros seviyeleri, akrozom
biitlinliigii, sperm canlilig1 ve motilitesi tizerine etkileri

viii

48

51
56
57
69

70



SIMGELER ve KISALTMALAR

%0

Hg

uL

um
uM
AB
ABD
ABP
ADI
AMH
AMPA
AOEL
ATP
KAT
CoQ10
DNA
E2
EDC
EDCs
EFSA
EPA
EPSPS
FAO
FSH
GBH
GDO
GLY
GNRH
GPx
GR
GSH
H&E
HDL
HOST
HPG
IARC
Insl3
10Y

Yiizde

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Mikromolar

Avrupa birligi

Amerika birlesik devletleri
Androjen baglayic1 hormon

Kabul edilebilir giinliik alim miktar1
Anti-miillerian hormon
Aminometil-fosfonik asit

Kabul edilebilir maruz kalma diizeyi
Adenozin trifosfat

Katalaz

Koenzim q10

Deoksiriboniikleik asit

Endokrin hormonu

Endokrin bozucu kimyasallar
Endokrin sistemi bozan kimyasallar
Avrupa gida giivenligi otoritesi
Amerika ¢evre koruma ajansi
5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat sentetaz
Birlesmis milletler gida ve tarim orgiitii
Folikiil uyarict hormon

Glifosat bazli herbisitler

Genetigi degistirilmis organizma
Glifosat

Gonadotropin-releasing hormon
Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Glutatyon

Hematoksilin-eozin

Yiiksek yogunluklu lipoprotein
Hipo-ozmotik sisme testi
Hipotalamus-hipofiz-gonad
Uluslarasi kanser aragtirmalar ajansi
Insiilin benzeri 3 hormon

Intravendz



Kg Kilogram

L Litre

LD50 Ortalama 0ldiiriicii doz

LDL Diisiik yogunluklu lipoprotein

LH Liiteinlestirici hormon

LPO Lipid peroksidasyonu

MAKU Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Mg Magnezyum

mg Miligram

MitoSOX Mitokondriye ¢zgii siiperoksit belirteci
MRL Maksimum kalint1 limiti

m-RNA Mesajci ribonukleik asit

MTA Mutlak testis agirlig1

NMDA  N-metil-d-aspartat

NOAEL Hicbir yan etkinin gozlenmedigi diizey
NR1D1 Niikleer reseptor geni

OSI Oksidatif stres indeksi

PAH Polisiklik aromatik hidrokarbonlar
PAS Periodik asit schiff

Pg Progesteron

PMAI  Sperm plazma membrani ve akrozom biitiinliigii
POEA  Polioksietilen donyagi amini

ppm Milyonda bir

R Roundup

RNA Riboniikleik asit

ROS Reaktif oksijen tiirleri

SD Sprague dawley sicani

SKOV-3 Overian kanser hiicresi

SOD Siiperoksit dismutaz

SVA Son viicut agirligi

TAS Toplam antioksidan seviyesi
TNF-a  Timor nekroz faktor alfa

TOB T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1
TOS Toplam oksidan seviyesi

TUIK Tiirkiye istatistik kurumu

WHO Diinya saglik orgiitii



OZET

Farelerde Glifosat Bazli Herbisit Maruziyeti: Koenzim Q10'un Testis Toksisitesi
Uzerindeki Koruyucu Etkisi

En yaygin kullanilan glifosat bazli herbisit (GBH) olan Roundup, etkin bileseni
olarak glifosat (GLY) icerir ve bu ¢alismada GBH’ye bagl ilireme toksisitesini
modellemek amactyla kullanilmistir. Bu ¢aligmanin amaci, GLY kaynakl testikiiler
ve sperm hasarma karsi Koenzim Q10’un (CoQ10) koruyucu roliinii arastirmak;
ozellikle oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz yollar1 iizerine etkilerini
incelemektir. Kirk iki adet eriskin erkek ICR fare bes gruba ayrildi: kontrol (herhangi
bir uygulama yapilmadi), sham, CoQ10 (200 mg/kg-VA/giin), GLY (Roundup—500
mg/kg-VA/giin) ve GLY+CoQI10 (Roundup—500 mg/kg-VA/giin + CoQ10-200
mg/kg-VA/glin). Tim uygulamalar oral yolla 35 giin boyunca gergeklestirildi.
Histopatolojik, immiinohistokimyasal (Ki-67, Nrf2), biyokimyasal (MDA, GSH,
TAS, TOS, OSI), hormonal (testosteron, LH) ve molekiiler (Western blot: Nrf2,
Keapl, HO-1, TLR4, NF-«xB, Bax, Bcl-2) analizler yapildi. Ayrica konvansiyonel ve
fonksiyonel sperm parametreleri de degerlendirildi. GLY'nin testis agirliginda
azalmaya ve histolojik hasara neden oldugu, ancak bu olumsuz etkilerin CoQ10
uygulamasiyla iyilesme gosterdigi belirlenmistir. GLY uygulamasi, oksidatif stres
belirteglerini artrmis (MDA, TOS, OSI; |GSH, TAS), buna karsilik CoQ10
tedavisi redoks dengesini anlamli sekilde yeniden saglamistir. GLY,
Nrf2/Keap1/HO-1 antioksidan yolunu baskilarken, CoQ10 bu yolu yeniden aktive
etmistir. GLY ile uyarilan TLR4/NF-xB aracili inflamatuar sinyal yolu CoQ10
uygulamasiyla baskilanmistir. Ayrica, GLY apoptozu tetiklemis (1Bax, |Bcl-2),
CoQ10 ise bu siireci tersine g¢evirmistir. GLY, sperm motilitesi, canlilig1 ve zar
biitiinliigiinii azaltirken, CoQ10 bu parametreler iizerinde 1iyilestirici etkiler
gostermistir. Hormon analizlerinde, GLY grubunda testosteron seviyeleri diiserken,
LH seviyelerinde artis gozlenmis; CoQ10 ise testosteron seviyelerini normale
yaklastrmis ve LH diizeylerini kismen dengelemistir. Sonug olarak, CoQ10’un,
GLY kaynakli testikiiler toksisiteyi oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz
mekanizmalarmi1 modiile ederek hafiflettigi ve erkek iireme sagliginin korunmasinda
terapotik bir potansiyele sahip oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Glifosat, Koenzim Q10, Nrf2/Keap1/HO-1 Yolagi, Oksidatif
Stres, Sperm Kalitesi, Testis Toksisitesi
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ABSTRACT

Glyphosate-based herbicide exposure in rats: protective effect of coenzyme q10 on
testicular toxicity

Roundup, the most widely used glyphosate-based herbicide (GBH), contains
glyphosate (GLY) as its main active ingredient and was used in this study to model
GBH-induced reproductive toxicity. This study aimed to investigate the protective
role of Coenzyme Q10 (CoQ10) against GLY -related testicular and sperm damage,
focusing on oxidative stress, inflammation, and apoptosis pathways. Forty-two adult
male ICR mice were divided into five groups: control (no treatment), sham, CoQ10
(200 mg/kg-BW/day), GLY (Roundup-500 mg/kg-BW/day), and GLY+CoQ10
(Roundup-500 mg/kg-BW/day + CoQ10-200 mg/kg-BW/day). All treatments were
administered orally for 35 days. Histopathological, immunohistochemical (Ki-67,
Nrf2), biochemical (MDA, GSH, TAS, TOS, OSI), hormonal (testosterone, LH), and
molecular (Western blot: Nrf2, Keapl, HO-1, TLR4, NF-xB, Bax, Bcl-2) analyses
were conducted. Conventional and functional sperm parameters were also assessed.
GLY reduced testicular weight and disrupted histoarchitecture, which was
ameliorated by CoQ10. GLY increased oxidative stress markers (MDA, TOS, OSI;
1GSH, TAS), while CoQ10 significantly restored redox balance. GLY suppressed the
Nrf2/Keapl/HO-1 antioxidant pathway; CoQ10 reactivated it. TLR4/NF-kxB
inflammatory signaling was upregulated by GLY and downregulated by CoQ10. GLY
induced apoptosis (1Bax, |Bcl-2), which was reversed by CoQ10. Sperm motility,
viability, and membrane integrity declined with GLY but improved with CoQ]10.
Hormonal analysis showed reduced testosterone and elevated LH in the GLY group;
CoQ10 normalized testosterone and partially corrected LH levels. In conclusion,
CoQ10 mitigated GLY-induced testicular toxicity by modulating oxidative stress,
inflammation, and apoptosis, highlighting its therapeutic potential for male
reproductive protection.

Keywords: Glyphosate, Coenzyme Q10, Testicular toxicity, Oxidative stress, Sperm
quality, Nrf2/Keap1/HO-1 pathway
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1. GIRIS

Ulkemizde yetistirilen tarim {iriinlerini ekonomik agidan olumsuz etkileyen
yaklasik bes yliz hastalik etmeni olusturabilen zararli ve yabanci otlar bulunmaktadir.
Bu yabanci otlar, kiiltiir bitkileriyle rekabet edip verim kayiplarina neden olmaktadir.
Verim kayiplarini minimize etmek i¢in yaygin olarak kullanilan zirai miicadele
yontemi tarim ilaglarmin, yani pestisitlerin kullanimidir. Pestisitler, genel olarak
tarim iirlinlerinin veya hayvansal gidalarm {iretimi, hasati, depolanmas1 ve taginmasi
sirasinda tirlinlere zarar veren bocekleri, yabanci otlari, mikroorganizmalar1 ve diger
zararlilar1 kontrol etmek veya bu zararlarin Onlenmesine yardimci olmak i¢in

kullanilan kimyasal maddeler veya madde karisimini ifade eder (Kurtoglu, 2020).

Son yillarda, tarimda kullanilan genis spektrumlu bir herbisit olan ve N-
(fosfonometil) glisin olarak da bilinen Glifosat (GLY) yaklasik 100 yabanci ot tiiriine
ve yaklasik 60 tiir cok yillik ot tiiriine karsi etkili olmas1 sebebiyle yaygin sekilde
kullanilmaktadir. GLY ilk kez kimyager Henry Martin tarafindan 1950'de aminoasit
glisin tlireviden sentezlenmis olup, sadece yirmi yil sonra John Franz (Monsanto)
tarafindan herbisit formiilasyonlarinda kullanilmigtir (Mufioz ve ark., 2021). Glifosat
bazli herbisitler (GBH) arasinda en bilineni, Monsanto tarafindan {iretilen Roundup®
(R)'tir (Serra ve ark., 2021). Bu bilesikler Amerika Birlesik Devletleri basta olmak
iizere uzun yillar boyunca giivenli oldugu varsayilarak kullanilmistir (EFSA, 1993).
GLY ’nin bitkiler iizerinde kullanildiktan sonra toprakta ve suda bulunmaya devam
etmektedir (Mufioz ve ark., 2021). Bircok ¢alisma, R gibi GBH’lerin uygulandig1
topraklarda yetistirilen bitkilerde (Shumilina ve ark., 2020; Singh ve ark., 2020),
suda birikme yetenegi oldugunu ve buradan gida zinciri araciligiyla hayvan
dokularma gecisini gostermistir (van Bruggen ve ark., 2018; Carles ve ark., 2019).
Glifosat, insan idrar 6rneklerinde (genellikle 4 pg/L'den daha az) bulunmus, 6rnegin
ABD gibi tarimda daha yaygin kullanildig: iilkelerde yasayan popiilasyonlarda daha
yiiksek (7,6 pg/L) konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Gida yoluyla veya mesleki
maruziyet yoluyla insanlar disinda, ¢iftlik hayvanlari, baliklar, vahsi yasam da GLY
tehditi ile kars1 karsiyadir. (Verderame ve ark., 2022).



Koenzim Q10 (CoQ10), tim dokularda sentezlenen bir 1,4-benzoquinone
bilesigidir (Crane ve ark., 2001). CoQ10, oOkaryot hiicrelerin mitokondrisinde
yogunlagmis bir bilesiktir ve burada elektron tagima zincirinde anahtar bir element
olarak islev gorerek enerji iiretiminde rol oynayan Onemli bir faktordiir. CoQ10
takviyesinin, kalp hastalig1 ve kanser gibi bir¢ok hastaligin tedavisi ve dnlenmesinde
faydalar1 oldugu gosterilmistir (El-Khadragy ve ark., 2020). Ayrica, CoQ10, oksijen
bazli radikallerle etkilesime girerek lipid peroksidasyonunun baglamasini ve
bimolekiiler hasar1 dnleyerek antioksidan etkiler gosterdigi bildirilmistir (Bonakdar
ve Guarneri, 2005). Bu faydalar, CoQI10'un belgelenmis antioksidan ve anti-
enflamatuar 6zellikleri ile iliskilidir. CoQ10, dogal olarak seminal sivida bulunur ve
semenin birkac¢ temel 6zelligini artrmada merkezi bir rol oynar. CoQ10 eksikligi,
bozulmus sperm parametreleri ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, infertil erkeklerde
tedavi amach birkac calismada kullanilmistir. Sperm yogunlugunu, sperm
motilitesini, sperm morfolojisini ve sperm sayismi artirmaktadir. Idiopatik
oligoastenoteratozoospermia hastaligina sahip bireylerde yapilan bir c¢alisma,
CoQ10un sperm konsantrasyonunu ve motilitesini artirma yetenegini ve bunun
antioksidan kapasite ve enzimatik antioksidan aktivite artis1 ile iligkili oldugunu
gostermistir (El-Khadragy ve ark., 2020). Ayrica, arastirmacilar CoQ10'in erkek
iireme sistemleri iizerinde antiapoptotik bir etkisi olabilecegini bildirmislerdir (Erol

ve ark., 2010).

Bu projede, glifosat maruziyetinin erkek iireme sistemi iizerindeki zararl
etkileri deneysel olarak degerlendirilmis; bu baglamda testis dokusu, sperm
parametreleri, hormonal denge, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz
mekanizmalart ¢ok yOnlii analizlerle incelenmistir. Ayni1 zamanda, gii¢lii bir
antioksidan bilesik olan CoQ10, glifosat kaynakli bu olumsuz biyolojik siire¢leri ne
Ol¢tide modiile edebilecegi arastirilmistir. Calisma kapsaminda, Nrf2/Keapl/HO-1
antioksidan savunma yolu ile TLR4/NF-«xB inflamatuar sinyal yolunun Glifosat ve
CoQ10 etkilesimleriyle nasil diizenlendigi, histopatolojik, immiinohistokimyasal,
biyokimyasal, hormonal ve molekiiler diizeyde ayrintili olarak ortaya konmustur.
Elde edilen sonuglar, CoQ10’un glifosat kaynakli testikiiler hasar1 anlamli 6lciide

hafiflettigini ve sperm kalitesi ile hormonal denge iizerinde koruyucu etkiler



gosterdigini ortaya koyarak, bu maddenin erkek iireme sagligimin korunmasinda
potansiyel bir ajan olabilecegini gostermistir. Bu arastirma, yiiksek lisans tezinin
temelini olusturan testikiiler toksisite, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz iizerine
kurulu hipotezimin dogrulandigmi ortaya koymakta; ayni zamanda CoQ10’un

terapotik etkilerinin anlagilmasina katki sunmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ureme Sistemi

2.1.1. Erkek Genital Sistem

Erkek iireme sistemi, i¢ yapilar (testisler, epididimis, vas deferens, prostat) ve
dis yapilar (skrotum ve penis) olmak tizere iki ana gruba ayrilir. Bu yapilar, spermin
olusumu, depolanmast ve ddllenme i¢in ejakiilasyonu desteklemek amaciyla yogun
damar agma, bircok beze ve kanala sahiptir. Ayrica erkek gelisimi i¢cin 6nemli

androjenlerin tiretilmesine katkida bulunurlar (Tiwana ve Leslie, 2023).

Erkek tiireme sistemi, sperm iireterek bu spermleri disi iireme kanalina
transfer etme islevini yerine getirir. Her iki testiste de olduk¢a kivrimli ve kiigiik
yapidaki sperm kanalciklari, yani seminifer tiibiiller bulunur. Bu kanalciklar,
beyindeki hipofiz bezinden salgilanan Folikiil Uyarici Hormonun (FSH) etkisiyle

sperm hiicrelerini iiretir.

FSH, o6zellikle seminifer tiibiillerde bulunan Sertoli hiicrelerini uyararak
sperm hiicrelerinin gelisimini ve olgunlagsmasini destekler. Ancak sperm iiretimi
yalnizca FSH etkisiyle gerceklesmez. Bu siire¢ i¢in ayrica Luteinize Edici Hormonun

(LH) da gerekli oldugu bilinmektedir.

LH, testislerdeki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron salgilanmasmi saglar ve
testosteron, spermatogenezin devami i¢in temel bir hormon olarak gorev yapar.
Sonug olarak, spermatogenez siireci FSH ve LH'nin esgiidiimlii etkileriyle diizenlenir
(Kantarci ve ark., 2012). Spermatozoonlar, diiz kas hiicrelerinin kasilmas1 ve genital
kanal bezlerinin salgilanmasiyla disar1 iletilir. Genital kanal ve yardimci bezlerin

salgilar1 ayn1 zamanda spermatozoonlar1 beslemektedir (Junqueira ve ark., 2006).



2.1.2. Testisin Yapis1 (Anatomisi)

Testislerin sekli, tiirler arasinda degisiklik gostermektedir. Fare, rat, tavsan ve
kobaylarda testisler genel olarak oval bir yapiya sahiptir. Bu yapmin tavsanlarda
yanlardan basik, kobaylarda dolgun ve fare ile ratlarda ise yuvarlaga yakimn oldugu
bildirilmistir (Gren, 1966; Cooper ve Schiller 1976). Fare ve ratlarda dogum
sirasinda karm boslugunda bulunan testisler, dogumdan 4 ila 6 hafta sonra skrotal
keseye iner. Skrotum, preputium ile aniis arasinda yer almakta olup, bu tiirlerde
canalis inguinalis odmiir boyu acik kaldigindan testisler genellikle viicut boslugunun
arka kismma ve idrar kesesinin iki yanina ¢ekilmis durumdadir. Testislerin konumu,
cevresel sicaklik, hayvanin yatma pozisyonu ve iireme islevi gibi faktorlere baglh
olarak karin, kasik veya skrotal bolgede olabilir (Gren 1963; Chiasson 1994).
Tavsanlarda ise testis, dogumdan yaklasik 10 ila 12 hafta sonra penisin Oniinde yer
alan skrotuma iner. Skrotum, penisin her iki yaninda ve bacaklarm arasinda bulunur.
Bu tiirde testisin uzun ekseni viicut eksenine hafif bir egim gdosterir (McLaughlin ve
Chiasson 1990). Kobaylarda ise testis, bacaklar arasinda, penisin 6n-dig kisminda ve

tavsanlara gore daha 6nde konumlanir (Cooper ve Schiller 1976).

Testis, anatomik olarak iki yiiz ve iki kenardan olusur. Disa bakan yiize facies
lateralis, ice bakan yiize facies medialis denir. Testisin kenarlarindan biri digbiikey
olup "margo liber" olarak adlandirilirken, epididimis korpusunun yapistigr kenar
"margo epididymalis" olarak bilinir. Testisin iki ucu bulunur; epididimisin kuyruguna
temas eden uca "extremitas caudata", bas kismina temas eden uca ise "extremitas

capitata" adi verilir (Dursun, 2005; Konig ve Liebich, 2018).

Testis agirligi, hayvanin tiirii, rki, gelisim donemi ve ¢evresel faktorlere bagl
olarak degiskenlik gostermektedir. Ornegin, tavsanlarda testis agwrhgmin viicut
agirhigma orant 1/1700, insanlarda 1/1500 ve sicanlarda 1/100°diir. Testis agirligi
genellikle farelerde 0,06 gram, sicanlarda 3-5 gram, tavsanlarda ise 8-10 gram

arasinda degisir (Kalkan ,2001; Ogbuewu ve ark., 2009).

Testisin kan dolagimi, aorta abdominalis'ten ayrilan arteria testicularis ile

saglanir. Bu arter, canalis inguinalis’e girdikten sonra funiculus spermaticus



icerisinde kivrilarak ilerler. Arteria testicularis, rami ductus deferentis ve rami
epididymales dallarin1 verdikten sonra tunica albuginea'dan gecerek tunica
vasculosa’da dagilir. Testisin toplardamar1 ise vena testicularis’tir. Testis ve
epididimisten gelen damarlar, plexus pampiniformis’i olusturduktan sonra birleserek
vena testicularis’i olusturur. Bu toplardamar, funiculus spermaticus iginde arteria
testicularis ile arteriovendz anastomoz yaparak viicut bosluguna girer ve vena cavae

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

Lenf dolasimi agisindan bakildiginda, testisin lenf damarlar1 Inn. lumbales
aortici ve Inn. iliaci mediales'e agilir. Testisin lenf sivisinda hormonlar da bulunur.
Sinirsel uyarimlar agisindan testis, sempatik liflerini plexus mesentricus caudalis ve
plexus pelvinus’tan, parasempatik liflerini ise n. vagus ve plexus pelvinus’tan alir

(Ko6nig ve Liebich, 2018).

2.1.3. Testisin Histolojisi

Testis, cinsiyet hormonlarinin {iretiminden sorumlu olan intersitisyel Leydig
hiicreleri sayesinde endokrin bir organ olmasinin yani sira, spermatozoon iiretimi ile
de ekzokrin bir bez olarak gorev yapar (Fietz ve Bergmann, 2017). Testislerin temel
islevleri, sperm ve testosteron iiretimini saglamaktir (Szmelskyj ve ark., 2015).
Testis, tunika albuginea olarak bilinen kalin bir bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir. Bu
kapsiil, testisin arka kisminda kalinlagarak mediastinum testisi olusturur ve testis
icine dogru uzanir. Mediastinum testis, bag dokusu septumlari ile testis dokusunu
yaklasik 250 bdlmeye ayirir. Bu bolmelere testikiiler lobiiller denir ve her bir lobiil,
icinde 1 ila 4 adet seminifer tiibiil bulundurur (O'Donnell ve ark., 2017; Jiménez-

Reina ve ark., 2016).

Seminifer tiibiiller, ¢ok katmanli bir germinal epitel ile gevrilidir ve bu
epitelde spermatogenik (germ) hiicreler, proliferatif olmayan destek hiicreleri ve
Sertoli hiicreleri bulunur. Seminifer tiibiiller, sperm hiicrelerinin bdliinmesi,
olgunlasmas1 ve spermatozoonlara donilisimii icin ana islevsel alanlardir
(Eroschenko, 2017). Kivrimli yapidaki bu seminifer tiibiiller, tubuli seminifer recti

olarak devam eder ve mediastinum testiste yer alan rete testise acilir. Bu yapi, testisin



iist kismindan alt kismma kadar uzanan tamamlanmamis bir dikey septum meydana
getirir. Ayrica, mezonefrik kanaldan gelisen 12 ila 14 elastik kanal, rete testisi

epididimisin bas kismindaki epididimal kanal ile baglar (Fietz ve Bergmann, 2017).

Ligamentus Remnant Vas Deferens

(Processus Vaginalis)

Seminifer Tibiil

Pariyetal Tabaka

Caput Epididimis
Eferent Tibiiller

Bogluk Rete Testis

Visseral Tabaka Corpus Epididimis

Tunica Albugmea Cauda Epididimis

Sekil 2.1. Memeli testis ve epididimisin kesitsel anatomik yapisi.

2.1.3.1. Tubulus Seminiferus Kontortus

Testis lobcuklari, kor ugla baslayan 2 ila 5 adet kanalcik igerir. Bu kanalciklar,
tunika albuginea'dan baslayarak testisin merkezine dogru uzanan kivrimli yapiya
sahip olup, tubuli seminiferi contorti olarak adlandirilir. Her bir testiste bu
kanalciklardan yaklasik 250 ila 1000 adet bulunur. Tubuli seminiferi kontorti'nin
duvarlari, ¢cok katmanli ve karmasik bir yapiya sahip epitel hiicrelerden olusur

(Junqueira ve Carneiro, 2003; Konig ve Liebich, 2018).

Testisin merkezine yaklastikca, bu kanalciklarin liimenleri daralir ve
kivrimlarini kaybederek diizlesir. Bu noktadan sonra bu yapilar tubuli seminiferi recti
olarak adlandirilir. Tubuli seminiferi recti, testisin merkezinde bulunan mediastinum
testis'e acilir. Mediastinum testiste bu kanalciklar birbirleriyle birleserek rete testis
ad1 verilen bir ag olusturur. Bu agdan ¢ikan ductuli efferentes testis adli kanallar,

tunika albuginea'y1 gecerek epididimise ulasir (Junqueira ve Carneiro, 2003).



Tubuli seminiferilerin i¢ kismi, germinal epitel ile kaplanmistir. Bu epitel
tabakasi icinde Sertoli hiicreleri ile spermatogenik hiicreler yer alir. Kanal duvarinin
dis kisminda, fibréz yapida bazal membran olan tunika propria ile cevrilidir.
Kemirgenlerde bu membranin ¢evresinde tek katl kasilabilir peritiibiiler myoid hiicre
tabakasit bulunur. Myoid hiicreler, hareketsiz spermatozoonlarin rete testise
ilerlemesine yardimci olan dnemli bir mekanik islev goriir (Clermont ve ark., 1957;

Junqueira ve Carneiro, 2003).

Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri olarak gorev yapar ve lateral ile apikal
uzantilar1 sayesinde spermatogenik hiicreleri c¢evreler. Isik mikroskobu ile
incelendiginde, Sertoli hiicrelerinin ve spermatogenik hiicrelerin sinirlarinin net bir
sekilde ayrilamadig1 goriiliir. Sertoli hiicreleri, olgunlasmamis spermatozoonlarin
korunmasini, beslenmesini ve desteklenmesini saglar. Ayrica, dejenere olan esey
hiicrelerini veya olgunlasan hiicrelerin atik maddelerini fagosite eder. Bu hiicreler,
aktin aracili kasilmalar ile olgun spermatozoonlarin tiibiil liimenine salinmasini
saglar. Sekresyonlari, spermatozoonlarn tasmmasina yardimci olurken, kan-testis
bariyerinin olusumunda da gorev alirlar. Sertoli hiicrelerinin bu fonksiyonlarma ek
olarak, Ostrojen salgiladigi da bildirilmektedir (Junqueira ve Carneiro, 2003;

Bremner, 1994).

2.1.3.2. Kan-Testis Bariyeri

Sertoli hiicrelerinin alt ve yan yiizeyleri arasinda siki baglantilar olusur ve bu
baglantilar, belirli molekiillerin ge¢isini engelleyen bir yapt meydana getirir. Bu
yapiya "kan-testis bariyeri" denir. Sertoli hiicrelerinin birbirine baglanmasiyla tubuli
seminiferi iki bolgeye ayrilir: bazal kompartiman ve adliiminal kompartiman. Bazal
kompartiman, erken asamada bulunan esey hiicrelerini barindirirken, adliiminal
kompartiman daha gelismis esey hiicrelerini igerir. Bu iki bdlge, fiziksel ve fizyolojik
acidan diger bolgelerden tamamen izole edilmistir (Junqueira ve Carneiro, 2003;

Dym ve Fawcett, 1970).

Normal sartlarda, biiyiik molekiiller testis kilcallarindan disar1 ¢ikabilir ve bu

molekiiller, adliiminal kompartimanda bulunan spermatogenik hiicrelere zarar



verebilir. Benzer sekilde, spermatozoonlarin testis dokusundaki bosluklara gecisi,
bagisiklik sisteminde giiclii bir tepkiye neden olabilir. Kan-testis bariyeri, bu tiir
gecislerin kisitlanmasinda 6nemli bir rol oynar (Junqueira ve Carneiro, 2003; Levy
ve ark., 1999). Ancak kan-testis bariyerinin olusumunda yalnizca Sertoli hiicreleri
gorev almaz. Bu bariyer, olduk¢a karmasik bir bagisiklik engelidir ve yalnizca
adliiminal kompartimanda degil, tiim testis dokusu boyunca bagisiklik-secici bir yap1

olarak islev goriir (Mital ve ark., 2011).

2.1.3.3. Spermatogenezis

Spermatogenez, mitotik hiicre boliinmesi, mayoz ve spermiogenez siireclerini
iceren karmasik bir siirectir. Spermatogenez regiilasyonu hem endokrin hem de
parakrin mekanizmalarla saglanir. Endokrin uyarim, FSH ve LH araciligiyla
gerceklesir. LH, etkisini testiste Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron

iizerinden dolayli olarak gosterir.

Germ hiicreleri FSH ve testosteron reseptorlerine sahip olmadigindan,
hormonal sinyaller Sertoli hiicreleri ve peritiibiiler hiicreler araciligiyla heniiz
tanimlanmamig sinyallerin {iretilmesi yoluyla iletilir. Hormonal sinyaller basarili
spermatogenez i¢cin temel Oneme sahip olmakla birlikte, mitozla kok hiicre
yenilenmesi ve iki mayoz boliinmenin karmasik silirecini etkileyen lokal kontrol
mekanizmalarinda ¢ok sayida biiyiime faktorii ve sitokinin rol oynadigina dair

kanitlar giderek artmaktadir.

Yuvarlak bir hiicrenin spermatozoanmn karmasik yapisina doniistiigli son

derece karmagik metamorfoz yapisal diizeyde iyi tanimlanmistir (de Kretser, 1998)

Memelilerde seminifer tiibiillerin epiteli, seminifer epitel dongiisii olarak
bilinen tekrarlayan bir dizi degisiklikten gecer. Bu dongii, "tlibiilin herhangi bir
alaninda goriilen ardisik hiicresel birlikteliklerin tamami" olarak tanimlanmistir
(Leblond ve Clermont, 1957). Kesit alinmig seminifer tiibiiller, cogalan, mayozdan
gecen ve spermatozoa olarak farklilasan bircok germ hiicre tipi igerir. Seminifer

tiiblillerdeki germ hiicrelerinin organizasyonu, ozellikle kemirgenler basta olmak



lizere bircok memeli tiirlinde kapsamli bir sekilde incelenmistir (Leblond ve

Clermont, 1957; Russell ve ark., 1990).
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Sekil 2.2. Spermatogenezisin fazlari: 1- Spermatogonial faz, 2- Spermatosit fazi, 3-
Spermatit faz1 (Lamkin J, 2011).

Oakberg, fare seminifer epitel dongiisiinii, spermatidlerin ilk 12 gelisim
adimina (spermiogenez olarak adlandirilan siire¢) dayanarak 12 asamaya ayirmay1
onermistir (Oakberg, 1956). Oakberg, ayrica seminifer epitel dongiisiiniin siiresini
8,6 giin olarak belirlemis ve bu dongiiyii olusturan agamalarimn siirelerinin degiskenlik
gosterdigini ifade etmistir. Russell ve arkadaslar1 ise sigan, fare ve kdpek testislerinin

histolojik degerlendirilmesine yonelik pratik bir kilavuz yayimlamistir (Russell ve
ark., 1990).

Spermatogenez donglisii siiresi, fare ve hamsterlerde yaklasik 35 giin,

sicanlarda 50 giin, baz1 primatlarda 45-65 giin ve insanlarda ise 70 giin civarindadir

(Franca ve ark., 2005; Bergmann, 2006; Sharma, 2007; Amann, 2008; de Kretser ve
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ark., 2016). Bu siireg, testislerdeki Leydig hiicrelerinin, FSH ve LH etkisiyle
androjen iretimine baslamasiyla, ergenlik doneminde baslar. FSH ve LH

hormonlarinin eksikligi durumunda ise bu siire¢ durma noktasmna gelir (Szmelskyj ve

ark., 2015).

Ergin erkek memelilerde spermatogenezis iic temel evreden olusur:
spermatogoniyal hiicrelerin ¢ogalmasi, spermatositlerin mayoz boliinmesi ve haploid
spermatidlerin olgunlasarak farklilasmasi (Zhang ve ark., 2011; Gunes ve ark.,
2015). Bu siireg, yetiskin testislerinde diploid kok hiicrelerden (SSC) baglar ve bu
hiicreler adim adim spermatozoaya doniigiir. Bu doniisiim sirasinda erkek iireme
hiicreleri belirli bir diizen igerisinde degisim gecirerek olgunlasir ve sonunda dis
iireme kanalina salinir (Evans ve Ganjam, 2017). Siganlarda spermatogenezis siiresi
ise su sekilde gergeklesir: spermatogoniyal hiicrelerin boliinmesi yaklasik iki hafta,
spermatositlerin gelisimi ii¢ hafta ve spermiogenezis evresi ii¢ hafta siirerek

toplamda yaklasik sekiz haftada tamamlanar.

2.1.3.3.1.Spermatogenik Siklus Donemleri

Spermatogenezis lic faza ayrilir: spermatogonial faz, spermatosit fazi ve

spermatid fazi.

Spermatogonial Faz; spermatogonyalar, kok hiicrelerden primer spermler
olusmasmi saglamak i¢in mitoz boliinme gecirirler. Bu siiregte A tipi
spermatogonyalar, tekrarlanan mitotik bdliinmeler sayesinde birden fazla klon
olusturabilir. Ancak bu boliinmeler sirasinda sitokinez tamamlanmaz ve kok hiicreler,
plazmodyal yap1 olusturan sitoplazmik kopriiler araciligiyla birbirine baglh kalir
(Zhou ve ark., 2012). Bu sitoplazmik baglantilar, hiicrelerin es zamanli olarak
gelismesini saglar. Fazin sonunda, A tipi spermatogonyalar B tipi spermatogonyalara

doniisiir (Perdrix, 2013).

Spermatosit Fazi; primer spermler, haploid spermatidlerin olusabilmesi i¢in
iki mayoz boliinme gegirir. Bu fazda, her bir B tipi spermatogonyanin mitoz

bdliinmesi, seminifer tiibiiliin liimen bolgesine dogru hareket eden iki kardes primer
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sperm tretir (Nozawa ve ark., 2014). Mayoz-1 baslamadan &nce, bu hiicreler
DNA’larin1 kopyalar ve kromatit sayist iki katina ¢ikar. Mayoz-1’in sonunda, iki
sekonder spermatozit (2n, 1d) meydana gelir, buadaki n kormozom sayisini, d bir
hiicrenin niikleotid bazinda sahip oldugu toplam DNA miktarmi ifade eder (Gorgiili,
2019). Sekonder spermatositler, interfaz asamasi olmadan dogrudan mayoz-2’ye
geger ve bu siire¢ sonucunda spermatidler (1n, 0.5d) olusur (Lachance ve Leclere,

2011).

Spermatid Fazi; bu asamada spermatidler, genellikle sertoli hiicrelerine bagl

olarak gelisimlerini spermatozoa haline gelerek tamamlar (Liu ve ark., 2015).

Erkek germ hiicreleri {i¢ ana tiire ayrilabilir. 1k olarak, kok hiicreleri de
iceren ve yaklasitk 10 mitotik boliinme gegiren spermatogonyumlar yer alir.
Spermatogonyumlarm c¢ogu c¢ekirdeklerinde heterokromatin gdstermez ve "A"
spermatogonyumu olarak adlandirilir.  Bu hiicreler arasinda, "A-tek" (As)
spermatogonyum adi verilen spermatogonyal kok hiicreler bulunur. Son
spermatogonyum jenerasyonlarmda ¢ekirdek heterokromatini gozlemlenir ve bu

n

hiicreler, heterokromatin  miktarma baghi olarak "ara" (In) veya "B"
spermatogonyumlar1 olarak adlandirilir (De Rooij, 1973; de Rooij, 2001). Son
spermatogonyum boliinmesi, ikinci tip germ hiicreleri olan spermatositleri tlretir.
Spermatositler hiicre dongiisiiniin G1 ve S fazlarindan gegtikten sonra ilk mayotik
boliinmenin profaz evresine girer (de Rooij, 1973). Mayotik profaz, leptoten, zigoten,
pakiten ve diploten asamalarina ayrilabilir. Leptoten asamasina girmeden dnce bu
hiicrelere pre-leptoten spermatosit adi verilir. Spermatositler iki mayotik boliinmeyi
gerceklestirir ve uzun bir silire¢ olan spermiogenez ile yuvarlak spermatidlerden
uzamis spermatidlere doniisiirler. Spermiogenez, Oakberg'in fare epitel dongiisiinii

12 agamaya aymrmak i¢in kullandig ilk 12 adimi igeren 16 ardisik adima boliinebilir

(Tegelenbosch ve de Rooij, 1993; de Rooij, 2001).

Epitel asamalarinmn dogru bir sekilde tanimlanmasi, 6rnegin, germ hiicre
gelisimi sirasinda protein/fmRNA ekspresyonunu izlemek veya mutant farelerde
spermatogenik durmay1 analiz etmek i¢in dnemlidir. Epitel asamalarin1 tanimlayan

calismalarin ¢cogu, Periodik Asit Schiff (PAS) ve hematoksilinle boyanmis kesitlere
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ve gen¢ spermatid neslinin akrozom ve niikleer morfolojisindeki degisimlere
dayanmaktadir. Ancak, immiinohistokimya uygulandiginda veya geng farelerde ve
bazi mutant farelerde oldugu gibi karakteristik germ hiicre tiplerinin eksik oldugu
durumlarda, PAS-hematoksilin boyali kesitler mevcut olmayabilir ve asama

tanimlama daha zor hale gelebilir (Oakberg, 1956).

Oakberg'in 12 asamali siniflandirma semasina gore; (Oakberg, 1956)

Asama [: Bir spermatosit nesli ve iki spermatid nesli bulunur. En yash
spermatidler elongasyon (uzama) asamasina gelmisken, en geng spermatid nesli hala
yuvarlak olup, Onceki asama olan XII. asamadaki sekonder spermatositlerin
boliinmesiyle yeni olusmustur. Asama I yuvarlak spermatidleri, gelisimlerinin 1.
adiminda olduklarindan tanimlanabilir ve sekonder spermatositlerden daha kiiclik
boyutlartyla ayirt edilebilir. 1. adim spermatidleri, akrozomal vezikiiliin ilk
goriiniimiinii gosterir, ancak heniiz PAS-pozitif akrozom graniilleri mevcut degildir.

Ayrica, erken pakiten spermatositleri ve birkag A spermatogonyumu bulunur.

Asama II: Bu asama, daha geng spermatid neslinde, akrozomal vezikiilde iki
veya ti¢ kiigiik PAS-pozitif akrozomal graniiliin goriilmesiyle karakterizedir Pakiten
spermatositlerinde, hala bazal membran yakininda olan seks cismi olusur. A4
spermatogonyumlari, ovoid c¢ekirdekleri ve i¢ c¢ekirdek zarma yakm belirgin
heterokromatin kenar1 bulunan ara spermatogonyumlara (In) boliinlir. Bu asamada,
spermatogonyumlarla ilgili olarak biliyilk A spermatogonyumlari, ge¢ G2 fazinda

olanlar, spermatogonial mitozlar ve erken In spermatogonyumlar1 gézlemlenebilir.

Asama III: Asama II spermatidlerinde goriilen PAS-pozitif akrozomal
graniillerinin birleserek tek bir yuvarlak graniil halini aldig1 anda epitel, Asama

[I’tedir.

Asama IV: Asama III'teki yuvarlak akrozomal graniil, spermatidlerin niikleer
zar1 yoniine dogru hareket eder ve niikleer zarla temas ettigi yerden diizlesir.
Spermatogonyumlar acisindan, biiytik In spermatogonyumlari, B

spermatogonyumlarima bolinmeye yakm olanlar, In spermatogonyumlarmin
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mitozlar1 ve/veya (kiicik) erken B spermatogonyumlar1 tanimlanabilir. B
spermatogonyumlari, In spermatogonyumlarindan daha fazla heterokromatin
gosterir. Orta pakiten spermatositleri, belirgin seks cisimleri gosterir ve bu asamadan
itibaren bazal membrandan uzaklasarak tiibiillerin imenine dogru hareket etmeye

baslarlar.

Asama V: yuvarlak spermatidlerin akrozomal graniilii, ¢evresinde diiz bir

kenar olusturur ve bu asamada bu kenar diiz kalir.

Asama VI: Akrozomal kenar, yuvarlak spermatidlerin niikleer yiizeyinin iigte
birini kaplayacak sekilde yayilir. Kenar, niikleer yiizeyi takip etmek i¢in biikiilerek
bir kapsiil olusturur. B spermatogonyumlari, preleptoten spermatositlere boliniir. Bu
nedenle, biiylik premitotik B spermatogonyumlari, mitotik B spermatogonyumlar1 ve
kiigiik, yeni olusan preleptotenler Asama VI'da bulunabilir. Ayrica, Asama V'te
uzamig spermatidlerin hala seminifer epitelde derinlemesine gomiilii oldugu, ancak
Asama VI'da tiibiil Himenine dogru hareket ettikleri ancak heniiz salinmadiklar1

goriiliir.

Asama VII: spermatid niikleer yiizeyinin iigte birinden fazlasi akrozomal
kapsiille kaplanmistir. Yuvarlak spermatidlerin ¢ogu, akrozomal kapsiillerini bazal

membrana yonlendirecek sekilde heniiz konumlanmamuistur.

Asama VIII: Asama VII'ye gore Asama VIII, bu asamada c¢ogu yuvarlak
spermatidlerin akrozomal kapsiillerinin tiibiil bazal membranina yoneldigi gercegiyle
ayirt edilir. Ayrica, Asama VIII srasmnda spermiasyon gergeklesir ve uzamis
spermatidler, spermatozoa olarak tiibiil limenine salinir. Asama VIII'de, preleptoten
spermatositleri S fazindan geger ve Asama VIII'in sonunda bu hiicreler mayotik
profazin leptoten fazina girerler. Bu gegis, ince kromatin ipliklerinin ortaya
cikmasiyla karakterizedir. Bu noktadan itibaren, Asama XII'ye kadar, iki nesil profaz

spermatositleri bulunur.

Asama IX: Asama VIII'in yuvarlak spermatidlerinin uzamaya baslayip artik
yuvarlak olmamaya bagladig1 anda bagslar. Cekirdek daha fazla yassilagir.
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Asama X: Spermatidler uzamaya devam eder ve iki tarafli yassilasir. Ancak,
spermatid cekirdekleri heniiz yogunlasmaz. Spermatositlerdeki kromatin iplikleri,

leptoten fazindan zigoten fazina gegerken kalinlasir ve koyu boyanir.

Asama XI: Uzamig spermatidlerin ¢ekirdekleri yogunlagsmaya baslar ve daha

koyu boyanir. Uzama daha da ileri seviyeye gelir.

Asama XII: Birinci veya ikinci mayotik bolinme asamasindaki

spermatositlerin ve/veya sekonder spermatositlerin varligi ile karakterizedir.

Mouse
St
. “ﬂz

Spermiogenesis

Mitosis Meiosis

Vil

vu X X X Xl

Mlddle

Sekil 2.3. Spermatogenez dongiisii: Fare Seminifer epitel dongiisiindeki asamalar (I-
XII). Hiicresel iliskileri tasvir eden katmanlar, her asamay1 ayiran Sertoli hiicreleri ile
gosterilmigtir. Taban boyunca, PAS reaksiyonu ve hematoksilin ile boyanmis erken,
orta ve ge¢ spermatid ¢ekirdeklerinin fotograflar1 yer almaktadir. Spermatogonyum
(A, In, B); spermatositler (Pl: preleptoten, L: leptoten, Z: zigoten, P: pakiten, D:
diakinezi, Mi: mayotik boliinme); yuvarlak spermatidler (1-8); uzun spermatidler (9-
16) (Douglas ve ark., 2013).

2.1.3.3.2. Proliferasyon (Mitoz / Spermatositogenezis)

Spermatogonyumlar, bodrum membrani {izerinde yer alan diploid germ
hiicreleridir. Farkli spermatogonyum tipleri, A tipi, ara (Intermediate) ve B tipi olarak

tanimlanir. Fare ve sigan gibi iyi calisilmig laboratuvar kemirgenlerinde dort siif
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spermatogonyum bulunur: farklilagmamig A tipi [A-single (As), A-paired (Apr), A-
aligned (Aal)]; farkhilasmis A tipi (Al, A2, A3, A4); ara (In); ve B tipi
spermatogonyumlar (Russell ve ark., 1990). Bu simiflar, 151k ve transmisyon elektron
mikroskobu ile heterokromatin varligina ve dagilimmma gore karakterize edilebilir
(Chiarini-Garcia ve ark., 2001; Chiarini-Garcia ve Russell, 2001). Sertoli hiicreleri
tarafindan diizenlenen seminifer epitel niglerinde yer alan As tipi spermatogonyumlar

kok hiicre olarak kabul edilir (Chiarini-Garcia ve ark., 2001; Ryu ark., 2006).

2.1.3.3.3. Mayoz

B tipi spermatogonyumlar mitozla boliinerek mayotik profazin baslangicini
temsil eden iki preleptoten spermatosit olusturur. Bu kiigiik hiicreler bodrum
membraninda bulunur, ancak leptoten ve zigoten spermatositler, Sertoli-Sertoli
bariyerinden gecerek hareket eder (Russell, 1977; Russell, 1980). Mayoz siireci,
yaklasik 14 giin siiren uzun bir siire¢ olup, farede Asama XII'de tamamlanir ve

hiicreler haploid spermatidleri olusturur (Hess, 1998).

2.1.3.3.4. Farkhlasma (Spermiyogenezis)

Haploid spermatidlerin olgun spermatozoalara doniisiimii spermiogenez
olarak adlandirilir ve Golgi, kaplama, akrozomal ve olgunlasma olmak tizere dort ana
asamaya ayrilir. Golgi aygiti, akrozomun olusumu i¢in énemlidir ve PAS boyama ile
tanimlanabilir. Spermiogenez sirasinda, yuvarlak spermatidler uzun, yogun ve olgun

spermatozoalara doniigerek tiibiil [limenine salinir (Hess, 1998).

Bu boliimlerin tamami, spermatogenez siirecini daha iyi anlamak ve

degerlendirmek i¢in 6nemli bilgiler sunmaktadir (Hess, 1998).

Golgi; bu evrede, spermatidlerin kutuplar1 belirginlesmeye baglar. Trans-
Golgi agmdan koken alan proakrozomal vezikiiller, ¢ekirdegin zarmna ve proksimal
bolgesine yonelerek akrozomal graniillerle birlesir ve akrozomal bosluk olusumunu
baslatir. Bu siirecin ardindan, sentrioller flagellum gelisimini baslatmak amaciyla zit

kutba hareket eder (Kuo ve ark., 2012).
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Cap; spermatid farklilasmasi ilerledik¢e, akrozomal vezikiil yassilagarak
cekirdegin ylizeyine yayilir ve bu sirada Golgi aygiti, gelisen kolum kismina dogru
yer degistirir (Chen ve ark., 2017). Ayn1 zamanda, dairesel yapidaki spermatidler
yalnizca tiire 6zgli olan 200’den fazla transkripti (geni) aktarir (Bottrel ve ark.,
2018). Akrozom olusumundaki en 6nemli diizenleyici agsamalardan biri, cap fazindan
uzama fazma gegistir. Bu nedenle, spermiogenez siireci bu geciste gen susturma
(6rnegin Herb ve GOPC genleri) yoluyla kolaylikla sekteye ugrayabilir. Bu tiir
mutasyonlarda, Golgi kaynakli vezikiiller birlesemez ve spermatidlerin gelisimiyle

birlikte akrozomal graniiller ¢ekirdekten tamamen ayrilir (Gorgiilii, 2019).

Akrozomal; akrozomal evreler 9-14, uzayan spermatid ¢ekirdeginin ventral
ylizeyi boyunca akrozomal sistemin gogiinii icerir. Bu gog, yaklasik olarak 14.
adimdaki spermatid tarafindan tamamlanir ancak histolojik kesitlerde tanimlanmasi
zordur; ¢linkii bu yapi, kesitlerin farkli diizlemlerinde ve agilarinda bulunabilir. Bu
nedenle, spermatogenez  asamalarmin  belirlenmesi  genellikle  yuvarlak
spermatidlerde gozlemlenen akrozomal sisteme dayanir, uzamis hiicrelerde degil. Bu
spermatid evrelerinde ayrica, kromatin yogunlagmasi gerceklesir; kromozomlar daha
sik1 paketlenir ve hematoksilin ile daha yogun boyanir (Hess ve ark.,1993; Franca ve

ark., 1995).

Olgunlagma; olgunlagma evreleri 15-16, Asamalar III-VIII arasinda goriiliir
ve c¢ekirdek sekli ile akrozomal gocte daha az degisiklik gosterir. Cekirdek
yogunlagmaya devam eder ve akrozom, ince bir PAS-pozitif yapiya doniiserek
niikleusun tepesinde ¢ikint1 yapar, ancak kuyrukla baglantili kistm hari¢ neredeyse
tiim ¢ekirdegi kaplar. Asamalar VII-VIII sirasinda fazla sitoplazma uzaklastirilir ve
bu, kullanilmayan mitokondri, ribozom, lipidler, vezikiiller ve diger sitoplazmik
bilesenleri iceren belirgin sitoplazmik loblar ve artik cisimlerin olusumuyla

sonuglanir (Russell ve ark., 1990; Hess ve ark., 1993; Francave ark., 1995).

2.1.4. Intersitisyel Doku

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi agisindan Onemli bir role

sahiptir. Seminifer tiibiiller arasmmda yer alan bag dokusu, sinirler, lenf ve kan
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damarlar1 bu bolgede bulunur. Testis dokusundaki kapiller damarlar pencereli bir
yapidadir, bu da makromolekiiller, 6rnegin kan proteinleri, i¢in gecisi kolaylastirir
(Junqueira, 2006). interstisyel doku olarak adlandirilan bu gevsek bag dokusu,
testikiiler parankim hacminin yaklasik %40’1n1 olusturur (Kerr, 1991).

Interstisyel kompartiman, birincil cinsiyet steroidlerinin {iretiminden sorumlu
olan Leydig hiicrelerinin kiimelerini igerir. Bunun yani sira, bu bdlge makrofajlar1 da
barindirir. Makrofajlar, sitokin salinimiyla Leydig hiicrelerinin steroidogenezini
diizenler ve ayrica dejenerasyona ugramis hiicreler ile nekrotik kalintilar1 fagosite

etme gorevini listlenir (Haider, 2004).

Interstisyel doku, testosteron ve diger hormonlarm dolasima salmmasini
saglayan zengin bir kapiller ag ve arteriyollere sahiptir. Ayrica, testis
fonksiyonlarmin ana endokrin diizenleyicileri olan FSH ve LH gibi

gonadotropinlerin salgilanmasina da olanak tanir (Matsumoto ve Bremner, 2016).

2.1.5. Leydig Hiicreleri

Kemirgenlerde, progenitér Leydig hiicrelerinin dogum sonras1 10-14. giinler
arasinda kok Leydig hiicrelerinden farklilagmasi, Leydig hiicre soyunun baslangicini
ifade etmektedir. Dogumdan yaklasik 28 giin sonra, progenitdr Leydig hiicreleri
olgunlasmamis Leydig hiicrelerine doniisiir. Bu hiicreler birkag kez boliindiikten
sonra testosteron salgilayan olgun Leydig hiicreleri haline gelir (Zirkin ve ark.,

2009).

Interstisyel hiicreler, seminifer tiibiiller arasindaki gevsek bag dokusu i¢inde
tek tek veya kiimeler halinde bulunur. Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 eozinofilik,
sekilleri ise biiyiikk, yuvarlak ya da poligonal yapidadir. Cekirdekleri ise
sitoplazmalarinin sekline uygun bir yap1 gosterir. Leydig hiicreleri, iyi gelismis Golgi
kompleksi, mitokondriler ve graniilsiiz endoplazmik retikulum agisindan zengindir

(Ergtin, 2016).
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Testosteron iiretiminin ana kaynagi olan Leydig hiicreleri, bu islevlerini
biiyiik 6lctide hipofizden salgilanan LH hormonu aracilifiyla gerceklestirir. Leydig
hiicreleri bol miktarda LH reseptorii igerir ve bu reseptorler araciliiyla steroid
iiretimi yaparak spermatogenezi, sekonder cinsiyet 6zelliklerini ve libidoyu destekler.
Ayrica, hipofiz geri bildirim mekanizmalarmi da diizenler. Testis mikrodolagimindaki
testosteron seviyeleri, sistemik dolagimdakilerden en az on kat daha yiksektir

(Johnson ve Thompson Jr., 1986; Schnobrich, 2018).

2.1.5.1. Testosteron

Testosteron, testislerdeki intertubuler bosluklarda bulunan Leydig hiicreleri
tarafindan salgilanan temel androjen hormondur (O'Donnell ve ark., 2017). Leydig
hiicreleri tarafindan {iretilen testosteron, testislerdeki kilcal damarlar araciligiyla
genel dolasima katilir ve viicuttaki hedef androjen organlarinda endokrin sinyal

olarak iglev goriir (Matsumoto ve Bremner, 2016).

Testosteron, spermatogenezi kontrol eden bir hormon oldugu i¢in yiiksek
seviyeleri, hipotalamustan GnRH salgisini baskilar. Bu durum, 6n hipofiz bezinden
daha az LH salgilanmasina yol agar ve diisik LH seviyeleri, Leydig hiicreleri
tarafindan tiretilen testosteron miktarinin azalmasina neden olur. Ergenlik doneminde
testosteron, erkek cinsel gelisimini diizenleyen temel hormon olarak goérev yapar

(Szmelskyj ve ark., 2015).

Testosteronun spermatogenezi desteklemedeki temel etkileri arasinda, Sertoli
hiicreleri tarafindan seminifer tiibiil sivisinin {iretimini tesvik etmek, olgun
spermatidlerin Sertoli hiicrelerinden serbest birakilmasini (spermiasyon) diizenlemek
ve spermatogenik dongiiniin VII evresinde ge¢ germ hiicreleri ile pakiten

spermatositlerin gelisimini desteklemek yer alir (Creasy ve Chapin, 2018).

2.1.6. Spermatogenezisin Hormonal Kontrolii

Sertoli hiicreleri, LH ve FSH etkilerine aracilik eder. FSH'nin primatlarda

spermatogenezin baslatilmasi, siirdiiriilmesi ve yeniden baglatilmasinda onemli bir
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rol oynadig1 one siiriilse de diger memelilerde testosteronun kantitatif olarak normal
spermatogenezi siirdiirmede daha Onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Sharpe,
1994). Seminifer tubullerde, beyindeki hipofiz bezinden salgilanan FSH etkisiyle
sperm hiicrelerini lretir. FSH, 0Ozellikle seminifer tiibiillerde bulunan Sertoli
hiicrelerini uyararak sperm hiicrelerinin gelisimini ve olgunlasmasini destekler.
Ancak sperm tiretimi yalnizca FSH etkisiyle gerceklesmez. Bu siire¢ i¢in ayrica LH
da gerekli oldugu bilinmektedir. LH, testislerdeki Leydig hiicrelerini uyararak
testosteron salgilanmasini saglar ve testosteron, spermatogenezin devamai i¢in temel
bir hormon olarak gorev yapar. Sonug olarak, spermatogenez siireci FSH ve LH'nin
esgidiimlii etkileriyle diizenlenir (Kantarci ve ark., 2012). Aynm1 zaman da,
spermatogenik hiicrelere gerekli besinsel ve fiziksel destegi saglamakta; ayrica bu
hiicrelerden kaynaklanan sitoplazmik artiklar1 fagosite etmektedir. Fruktoz agisindan
zengin bir sivi sentezleyip salgilayarak sperm gelisimini desteklerler (Wang ve ark.,
2017). Sertoli hiicreleri arasinda bulunan siki baglantilar sayesinde, spermatogenik
hiicreler testis kan-bariyerinin i¢inde korunur ve sistemik dolasimdaki immiin
hiicrelerin olusturabilecegi olas1 otoimmiin yanitlarin 6niine geg¢ilmis olur. Ayrica,
androjen baglayici protein (ABP) ve inhibin salgilayarak hormonal diizenlemede
gorev alirlar. Testikiiler transferrin araciligiyla demir tasinmasin saglarlar. Gelisim
doneminde ise Anti-Miillerian Hormon (AMH) salgilayarak embriyogenez sirasinda
Miiller kanallarinin regresyonuna neden olur ve ovaryum gelisimini engeller

(Kierszenbaum, 2006; Esrefoglu, 2016).

Sertoli hiicresine 0zgii androjen reseptor eksikligi (SCARKO) fare
modellerinde, spermatogenezin diploten spermatosit asamasinin Stesine gegmedigi
gbzlemlenmistir. Bu, androjelerin 6zellikle ge¢ mayoz ve spermiogenez i¢in kritik
oldugunu gostermektedir. Sertoli hiicreleri, ayn1 zamanda olgun spermatidlerin tiibiil
limenine serbest birakilmasindan (spermiation) sorumludur ve germ hiicrelerinin

diizgiin sekilde ilerlemesi icin gerekli faktorleri salgilar (De Gendt ve ark., 2005).

2.1.7. Spermatozoonun Yapisi (Anatomisi)

Sperm hiicresi yaklasik 0,005 mm uzunlugundadir ve farkli anatomik

boliimlerden olugur. Kuyruk kismi, protein liflerinden olusan yapisiyla hareketi
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saglar. Orta parcada ise enerji iiretiminde gorevli mitokondriler bulunur. Bas
bdlgesinde ise spermin genetik materyalini tastyan niikleus (¢ekirdek) yer alir (Ross
ve Pawlina, 2013). DNA, bu bas kismin i¢inde yogun sekilde paketlenmis halde
bulunur. Saglikli bir spermin basi oval formda, kuyrugu ise uzun ve diizgiin yapida
olmalidir. Genellikle ideal bir sperm hiicresinin boyu 5—6 um, eni ise 2,5-3,5 um
arasinda olmalidir. Spermin yapisal olarak normal formda olmasi, yumurtay1
dollenme ihtimalini artiran kritik bir 6zelliktir (Auger ve ark., 2016). Spermin bas1
ayni zamanda en genis kismidir ve bu bolge genetik bilgiyi tasir. Bas ucunda ise,
yumurtanin dis zarmm ¢ézerek dollenmeyi miimkiin kilan cesitli enzimler yer alir
(Chang ve ark., 2017). Spermin boyun kisminda ise sentrozom bulunur. Sentrozom,
kuyrugun olusumunda gorev alan ve dollenme sonrasi embriyonik hiicre boliinmeleri
icin gerekli olan mikrotiibiil organizasyon merkezidir. Déllenme sonrasi, yumurtaya
ait sentrozomun erimesi nedeniyle sperm sentrozomu biiyiikk 6nem tasir (Aydin ve
ark., 2013). Orta kisimda bulunan mitokondriler, hiicrenin enerji ihtiyacini karsilayan
yapilardir. Bu enerji, spermin hareket etmesini saglar. Mitokondride olusan yapisal
ya da fonksiyonel bozukluklar, sperm hareketliliginde azalmaya yol agabilir ve bu
durum erkek infertilitesine neden olabilir (Belloc ve ark., 2014). Diinya Saglk
Orgiitii’niin (WHO) 2021 yilinda yaymmladig kriterlere gore, normal bir semen
analizinde toplam sperm sayisinin en az 39 milyon (mililitrede >15 milyon), ileri
hareketliligin en az %32, pH degerinin 7,2’nin iizerinde, hacmin ise 2 ml’den fazla
olmas1 gerekir. Ayrica, normal morfoloji orani1 %4'lin iizerinde olmali, 16kosit sayis1 1
milyon/ml’yi asmamali ve sivilasma siliresi de maksimum 1 saat olmalidir (WHO,
2021). Spermin kuyrugu, hiicrenin yumurtaya dogru yiizmesini saglayan temel
yapidir. Kuyruktaki yapisal bozukluklar dogal yollarla dollenmeyi engelleyebilir ve
infertiliteye neden olabilir. Ancak bu tiir bozukluklar tiip bebek gibi yardimci iireme
teknikleri ile asilabilir ve basarili dollenme saglanabilir (Chemes ve Alvarez Sedo,

2012).
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Sekil 2.4. Normal morfolojiye sahip fare spermlerinin mikroskobik goriintiisii.

2.1.7.1. Sperm Sekil (Morfoloji) Bozukluklar

Spermdeki sekil bozukluklari, 6nemli islevsel sorunlara neden olmaktadir. Bu
anomaliler, spermin boyutunda, yapisinda veya sekil Ozelliklerinde goriilebilir.
Ortaya ¢ikan bu tiir bozukluklar kisirlik gibi tireme problemlerine yol agabilir (Singh
ve Rajender, 2015). Morfolojik bozukluklar bas, gdvde ve kuyruk bolgesi olmak

tizere li¢ farkli kategoride incelenmektedir.
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Sekil 2.5. Sperm yap1 bozukluklar1 (Issi, 2025).

2.1.7.2. Bas Yapisi Bozukluklan

Spermin bas yapisindaki anomaliler, bas ve akrozomun boyut ve sekil
farkliliklar1 ile bas bolgesinde bulunan vakuollerden kaynaklanabilir. Makrosefali,
sperm basmin normalden biiyiik oldugu durumu ifade eder ve bu genellikle
kromozom sayisindaki fazlaliktan kaynaklanir (Menkveld, 2013). Mikrosefali ise
sperm baginin normalden kii¢iik olmasi durumudur ve bu tip spermler genellikle
yetersiz genetik materyal igermektedir. Konik bas, sperm basinin oval yerine konik
bi¢imde olmasidir (Ray ve ark., 2017). igne bas, sperm basinm ¢ok kiiciik ve sivri
ucglu bir goriiniim sergiledigi bir bozukluktur ve bu durum genellikle diyabetle
iliskilendirilir. Ince bas, konik bas anomalisinin bir varyasyonudur ve genellikle
DNA yapisindaki problemlerden kaynaklanir. Yuvarlak bas ise mutasyon sonucu
ortaya ¢ikan bir sekil bozuklugudur ve bu tiir spermler dollenme yetenegine sahip
degildir (WHO, 2021). Bassiz sperm, yalnizca bir iplik benzeri goriiniime sahiptir ve
bu anomali, sentriol ile kuyruk arasindaki baglant1 hatasindan kaynaklanir. Sonug
olarak, bas ve kuyruk ayrilir, bas kisimlar1 ise sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilir (Auger ve ark., 2016). Cift bagh spermler ise toksik maddeler veya agir

metallerle temas sonucu olusabilir (Ray ve ark., 2017).

Akrozom anomalileri, spermin gelisim ve farklilagsma siirecinde meydana
gelen sorunlar1 ifade eder. Bu anomaliler, akrozomun yanlis formasyonu, hatali

dagilimi veya sperm basma yanlis baglanma gibi sekillerde goriilebilir (Ray ve ark.,
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2017). Boyun bolgesindeki sitoplazmik damlaciklar ise spermin tam olarak
olgunlagsmadigini ve immatiir bir yapiya sahip oldugunu gosterir. Bu damlaciklar,
testikiiler spermlerde sik¢a goriiliir ve boyut olarak basin yarisindan biiyiik
olmamalar1 gerekir (WHO, 2021). Sperm boyun anomalileri, basin normalden biiyiik,

diizensiz ve cogunlukla c¢ok cekirdekli (miiltiniikleer) oldugu durumlar olarak

tanimlanmaktadir (WHO, 2021).

Normal Stoplazmik Inkomplet Spermatid Duplikasyon
Droplet Seperasyonu

Sekil 2.6. Normal ve anormal sperm yapilari.

2.1.7.3. Govde Yapisi Bozukluklar

Spermin govde kismindaki bozukluklar genellikle mitokondri, sentrioller,
biiyiik sitoplazmik damlaciklar ve mikrotiibiillerle iliskilidir. Bu tiir bozukluklar,
bazen bas ve kuyruk bolgelerindeki anomalilerle kendini gosterebilir (Knez ve ark.,
2012). Govde yapisindaki anomaliler, spermatid niikleusu ile sentriol arasmdaki
iliski bozukluklarindan da kaynaklanabilmektedir. Biiyilk ve siskin orta kisim
anomalisi, spermlerde enerji iiretiminin gergeklestiZi bu bdlgelerdeki hatali
mitokondri ya da enerji iiretim merkezinden kaynaklanmaktadir ve anormal

morfolojiye yol acar (Kovac ve ark., 2017).
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Niikleer vakuoller, spermde birden fazla kist benzeri kabarcigm varlig: ile
tanimlanir. ~ Sitoplazmik damlaciklar ise spermin olgunlagmadigint gosterir.
Globozospermi, akrozomun eksikligi ile karakterize edilen bir durumdur ve bu

anomalili spermler dollenme yetenegine sahip degildir (Li ve ark., 2014).

2.1.7.4. Kuyruk Yapis1 Bozukluklan

Kuyrugun sekli, uzunlugu ve sayisindaki degisiklikler, spermin anormal
morfolojik yapisim1 olusturan faktorlerdir. Kuyruksuz spermler, en belirgin
morfolojik bozukluklardan biridir ve bu durumdaki spermlerin ¢ogu cansizdir, bu

nedenle dollenme yetenekleri bulunmamaktadir (Chang ve ark., 2017).

Sarmal kuyruk anomalisi, kuyrugun hasar gormesi nedeniyle spermin ylizme
kabiliyetini kaybetmesine neden olur. Bu durum, genellikle bakteriyel
enfeksiyonlarin veya hatali seminal sivi kosullarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar
(Berker ve ark., 2012). Kisa kuyruklu spermler, anormal kromozomlarin olugsmasina
neden olabilir ve bu bozukluk spermin olusumu sirasinda meydana gelir (Amaral,

2013).

Coklu (¢ift) kuyruk anomalisi, tek bir basa bagli birden fazla kuyrugun
varligiyla karakterizedir. Bu tiir spermler dollenme yetenegine sahip degildir (WHO,
2021).
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G H J | J
Sekil 2.7. Sperm yap1 bozukluklari: Tiim spermatozoalar standart morfolojik
degerlendirmeye gore smiflandirilmistir. Normal spermatozoan (A); yaygin kuyruk

defektleri (B—E); akrozom defekti (F); sekilsiz bas (G); govde defektleri (H, I) ve
dekapite sperm (J).

2.1.8. Esey Hiicrelerini ileten Yollar
2.1.8.1. Tubulus Seminiferus Rektus

Tubulus seminiferus kontortus, mediastinum testise dogru ilerleyen diiz, kisa
ve dar yapida bir boru segmentine doniiserek tubulus rektus adini alir. Tubulus
rektusun duvar yapisi, tek kath prizmatik epitel hiicrelerinden olusur (Tanyolag,
1999). Bu kisa boliimde spermatogenik hiicreler bulunmadigi ig¢in yalnizca Sertoli
hiicreleri yer alir. Sertoli hiicreleri, bazal laminanin {izerinde tek kath prizmatik epitel
olusturur ve bu epitel kanali doser. Kanalin duvari ise, dis kisminda diiz kas

hiicrelerini barmdiran gevsek bag dokusu ile ¢evrilidir (Ergiin, 2016).
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2.1.8.2. Rete Testis

Rete testis, testisin kraniyal kutbunda, Tunika albuginea’nin hemen altinda
yer alan genislemis intratestikiiler bir yapidir. Ayni1 zamanda, testisin arteriyel
kaynagi olan testis arterine yakin bir konumda bulunur. Testikiiler arter, kivrimli bir
yaptya sahiptir ve ¢evresinde vendz pampiniform pleksus bulunur; bu diizenleme, 1s1
degisimini saglamak i¢in 6nemlidir. Kemirgenlerde rete testis, diizlestirilmis kiibik

epitel ile cevrelenmistir (Knoblaugh ve ark., 2018).

2.1.8.3. Epididimis

Epididimisin bag dokusuyla g¢evrili uzun ve kivrimli kanali, testisin list ve
arka kisminda, skrotum boyunca uzanir. Epididimis, duktulus efferentese baglanan
bas (kaput), govde (korpus) ve duktus deferense acilan kuyruk (kavda) olmak iizere
lic ana boliimden olusur (Junqueira ve Mescher, 2013). Epididimisin duvari, bazal
lamina iizerine yerlesmis yalanci ¢ok kath prizmatik epitel hiicreleri ile kaphdir. Bu
hiicrelerin liimene bakan yiizeyleri stereosilyum ile donatilmis olup hem salgi hem de
absorbsiyon islevlerini yerine getirir. Testisten ¢ikan sivinin biiyiik bir kismi ve
Sertoli hiicrelerinden salgilanan androjen baglayici protein ile inhibin, epididimis
kanalinin proksimal kisminda yeniden emilirken, spermatozoonlara hareketlilik

kazandiran salgilar burada tretilir (Ergiin, 2016).

Epididimis kanali i¢inde spermlerin gecis siireci zaman alir ve bu siirecte
spermler olgunlasarak ddllenme yetenegi kazanir. Bu sirada, bagimsiz hareketlilik
gelistirilir, akrozom olgunlasir ve hiicre membraninda biyokimyasal degisiklikler
meydana gelir (Junqueira ve Mescher, 2013). Epididimis tarafindan iiretilen salgilar,
spermlerin canliligini, hareketliligini ve fertilizasyon kapasitesini artirmada 6nemli
bir role sahiptir. Epididimis kanali, spermleri tasiyan, konsantre eden ve depolayan
bir yapidir (Arrotéia ve ark., 2012). Spermatozoonlarin dollenme yetenegi
kazanmasi, epididimiste meydana gelen olgunlagma siireci boyunca gerceklesir. Bu
slirecte, sperm hiicrelerinde morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve fonksiyonel

degisiklikler olusur (Gatti ve ark., 2004).
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2.1.8.4. Duktus Deferens

Duktus deferens, kalin bir kas tabakasiyla ¢evrili, dar limenli boru seklinde
bir yapidir (Alm, 1982). Onceki boliim olan duktus epididimiste epitel dokusu,
duktus deferenste kas dokusuna (tunika muskularis) islevsel 6nem kazandirir. Duktus
deferens, tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisya olmak iizere ii¢
katmandan olusur (Tanyolag, 1999). Mukozanin lamina epiteliyalisi, yalanci ¢ok
katli prizmatik hiicrelerden olusur ve liimene bakan yilizeyindeki stereosilyumlar,
epididimisten daha kisadir ve ilerleyen boliimlerde kaybolur. Tunika muskularis, icte
ve dista uzunlamasina, ortada ise sirkiiler yerlesimli gii¢lii diiz kaslardan olusur. Bu
kas tabakasi, ejakiilasyon sirasinda spermatozoonlarin atilmasini saglayan peristaltik
hareketlerle islev goriir. Kanalin disin1 saran tunika adventisya, gevsek bag

dokusundan olusur ve damar ile sinir agisindan zengindir (Ergiin, 2016).

2.1.9. ilk Spermatogenik Dalga

Spermatogenez dongiisiiniin  ilk dalgasinin, yetiskin seminifer epitel
dongiisiinden daha hizli ilerledigi bilinmektedir (Kluin ve ark., 1982; Oakberg, 1956;
van Haaster ve de Rooij, 1993). Ornegin, farelerde ve sicanlarda, ilk dalganin
ortalama siiresi, yetiskinlerdeki dongliden yaklasik bir giin daha kisadir. GFP
farelerinden alman germ hiicrelerinin transplantasyonunda, ilk iki ay boyunca
biliylime hiz1 ii¢lincii aydakine gore iki kat daha hizli olmustur (Ventela ark., 2002).
Bu durum, hiicre dongiisiiniin hizlanmasiyla baglantili olabilecegi gibi, ilk dalganin
klonal nislerin doldurulmasma ve epitel dalgasnin kurulmasina baglh farkl bir

diizenlemeye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Vilela ve ark., 2003).

[Ik dalganm, Ngn3-negatif bir subpopiilasyona bagli olarak diizenlendigi
gosterilmistir. Bu hiicreler, ilk dalgada farklilagarak germ hiicrelerini olustururken,
Ngn3-pozitif hiicreler kok hiicre olarak korunur ve sonraki dalgalar i¢in kullanilir

(Yoshida ve ark., 2004).
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2.1.10. Sperm Hareket (Motilite) Bozukluklar

Bir organizmanin ya da sivinin hareket edebilme kapasitesine "hareketlilik
(motilite)" adi verilmektedir (Garolla ve ark., 2015). Embriyo olusumunun
gerceklesmesi i¢in, spermin kadin vajinasina birakildiktan sonra rahim boyunca
ilerleyerek fallop tiiplerinin ampulla bdlgesinde yumurta ile birlesmesi gereklidir
(Alp ve ark., 2012). Bu siiregte spermin hareket kabiliyeti, yumurtaya ulagsmak ve
birlesmeyi gerceklestirmek i¢in kritik bir rol oynamaktadir (Abbasoglu ve ark.,
2012).

Spermin hareket sekilleri farkli kategorilere ayrilabilir. Ilerleyici (progressif)
hareketlilikte spermler, diiz bir ¢izgi lizerinde veya genis daireler ¢izerek ileriye
dogru hareket eder (Hussein ve ark., 2012). Ilerleyici olmayan (non-progressif)
hareketlilikte ise spermler, kivrimli kuyruk yapilari ile ¢ok kiiciik daireler ¢izerek
ilerleme saglar (Hussein ve ark., 2012; Katib, 2015). Spermlerin yumurtay1
dolleyebilmek i¢in rahimde ilerlerken saniyede en az 25 mikrometre hizla hareket

etmeleri gerekmektedir (Hosseini ve ark., 2014).

Sperm hareketliligi, erkek kaynakli kisirlik durumlarinda sik¢a incelenir ve
bu hareketliliin tiirii embriyo olusumunu etkileyen énemli bir faktordiir. Ornegin,
yalnizca yerinde titresim hareketi yapan spermler hareketli kabul edilse de, bu
hareket tiirii genellikle yumurtaya ulasmay1 engeller (Engin Ustiin, 2011). Bu
nedenle embriyo olusumu i¢in ilerleyici hareket yetenegi olan ve mayoz-2 evresini
tamamlamig spermlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Cooper ve ark., 2012). Tiim spermler
icinde diizgiin bir sekilde hareket edenlerin oraninin %32’nin altinda olmasi durumu

"astenozoospermi" olarak tanimlanmaktadir (Guo ve ark., 2014).

Sperm say1si, semen i¢indeki toplam sperm hiicresi miktarini ifade eder ve bir
mililitrede 15 milyonun altindaki degerler idealin diginda kabul edilir. Ayrica,
hareketli sperm oranmim 15 milyondan az olmasi "oligospermi”, ejakulatta sperm
bulunmamas1 "azospermi", normal morfolojiye sahip spermlerin oraninin %4’lin
altinda olmasi ise "teratozoospermi" olarak adlandirilir (Gatimel ve ark., 2017).

Sperm hareketliliginde azalma durumunda, spermlerin fallop tiiplerinin ampulla

29



bolgesine ulasarak dollenmeyi gerceklestirme olasiligt 6nemli oOlgiide diiser

(Kutluyer ve ark., 2016).

Sperm hareketliligindeki azalma bir¢ok faktére baglh olarak ortaya cikabilir.
Genetik yatkinliklar, hormonal bozukluklar, ¢evresel faktorler, yasam tarzi tercihleri,
asir1 alkol tiikketimi, pelvik bolgeye alman darbeler, kronik hastaliklar, asir1 stres,
obezite ve varikosel gibi durumlar sperm motilitesini olumsuz etkileyebilmektedir

(Kutluyer ve ark., 2016).
2.2. Glifosat’in Kimyasal Yapisi, Kaynaklari ve Farmakolojik Ozellikleri

Pestisitler; endiistriyel tarimda yetistirilen bitkileri, zararli bocekler, yabanci
otlar ve ¢esitli hastalik etmenlerine kars1 korumak amaciyla kullanilan kimyasal veya
mikrobiyal kokenli maddelerdir. Bu bilesikler genellikle bir ya da birden fazla aktif
etken madde igerir; ayrica ¢Oziicli, emiilgatér ve yapigsmayr artirict yardimci
maddelerle formiile edilirler. Tarim ilac1 ya da bitki koruma {iriinii olarak adlandirilan
bu preparatlarin aktif bilesenlerinin 6nemli bir kismi toksik 6zellik gdstermekte, yani
canlilar tizerinde zehirli etkilere sahip olmaktadir. Pestisitlerin kullanimi tarih
boyunca zararli organizmalarla miicadelede 6nemli bir yer tutmustur. ik pestisitlerin
kiikiirt gibi dogal elementlerden iiretildigi ve daha sonra bakir, civa ve arsenik gibi
bilesiklerle zenginlestirildigi bilinmektedir (Altikat ve ark., 2009; Abubakar ve ark.,
2020). Giiniimiizde pestisitler etki mekanizmalari, hedef organizmalara giris yollari,
biyolojik aktivite diizeyleri, c¢evresel etkileri ve toksisite seviyelerine gore
smiflandirilmaktadir. Pestisitlerin tagimasi gereken temel 6zellikler arasinda etkinlik,
cevresel normlara uyumluluk, kalint1 birakmama, kararlilik ve kullanic1 giivenligi 6n

plana ¢ikmaktadir (TOB, 2019).

Diinya genelinde pestisitlerin pazar hacmi yillar iginde Onemli olgiide
artmustir. Tirkiye pesitist kullaniminda 12. sirada yer almaktadir. Tiirkiye'de pestisit
kullanim miktari, zararli organizmalarin yogunlugu ve iklimsel degisikliklere bagh
olarak yillara gore dalgalanmaktadir. Ancak, bitkisel iiretimin artmasma ragmen

pestisit kullanim oranlarinm ayni hizda artmadigi goriilmektedir. 2020 yilinda
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Tiirkiye’de pestisit kullaniminin %38,4’linii fungusitler, %?24,7’sini herbisitler ve

%23 linii insektisitler olusturmustur (TOB, 2019).

Glifosat, 1970’lerde kesfedilmis, genis spektrumlu, segici olmayan bir
herbisit olarak pestisit endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir. Bitkilerde sikimat
yolunu hedef alarak fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik amino asitlerin
sentezini engellemekte, bu nedenle etkisini se¢ici olmayan bir sekilde
gostermektedir. Omurgali canlilarda sikimat yolu bulunmadig: icin, glifosat’in bu
mekanizma iizerinden dogrudan bir toksisite riski olusturmadigi diisiiniilmiis, uzun
yillar boyunca giivenli kabul edilmistir. Ancak, ¢evresel kaliciligi, biyolojik birikimi
ve potansiyel genotoksik etkileri nedeniyle son yillarda tartigmalara konu

olmustur(Brake ve Evenson, 2004; EPA, 1993).

Shikimic Acid
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Sekil 2.8. Glifosat’in etki mekanizmasi (Gerald ve ark., 2015).

Glifosat, 6zellikle tarim alanlarinda, genis yaprakli yabanci otlar ve yillik
bitkiler tizerinde etkili bir herbisit olarak kullanilmaktadir. 1996 yilinda genetigi
degistirilmis, glifosat’a direngli bitkilerin ticari {iretime baslamasi, glifosat

kullaniminda ciddi bir artisa yol agmustir. 2009 yilina kadar ABD’de herbisit
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kullaniminin %53,5’ini glifosat olusturmus, 2014 yilinda bu oran 108,8 milyon kg’a
ulagmistir (Livingston ve Fernandez-Cornejo, 2013). 2017 yilinda diinya genelinde
yaklasik 1,35 milyon ton glifosat kullanilmisti. Ozellikle Amerika Birlesik
Devletleri ve Cin gibi tarimsal iiretimin yogun oldugu iilkelerde, glifosatin kullanim

oranlar1 olduke¢a yiiksektir (Laura Carretta, 2019).

Fizikokimyasal 6zellikleri a¢isindan glifosat, yiiksek ¢oziiniirliik kapasitesine
sahip polar bir bilesiktir. Zwitter iyon yapisi, molekiil i¢inde hem katyonik hem de
anyonik alanlar olusturmasima olanak tanir, bu nedenle amino asitlerle benzerlik
gosterir. Glifosat formiilasyonlarinda genellikle glifosat tuzlari, yardimci1 maddeler
ve yiizey aktif bilesenler bir arada kullanilir. Bu yardimci maddeler, herbisidal
etkinligi artirmakla birlikte toksisite diizeyini de etkileyebilir (Saraltin ve Coban,

2017).

o “ o Mikroorganizmalar 0
1] 1}
H'\N o ™
HO g OH OH
Glifosat Aminometilfosfonik asit

Sekil 2.9. Glifosat’in mikrobiyal mekanizmasi (Sarialtin ve Coban, 2016).

Glifosat metabolize edildiginde aminometilfosfonik asit (AMPA) gibi tlirevler
olusturur; bu maddelerin de ¢evresel ve biyolojik kalicilig1 yiiksek diizeydedir.

Glifosat’in c¢evresel etkileri ve toksikolojik sonuglari {izerine yapilan
calismalarda, toprak mikroorganizmalar1 tarafindan metabolize edilerek toksik
olmayan {rlinlere doniistiiriilebildigi, ancak wuzun siireli maruziyetin ¢esitli
ekosistemlerde birikime yol acabilecegi belirtilmistir (Kanissery ve ark., 2019).
Bunun yani sira, insan ve hayvan c¢aligmalarinda, glifosat kalintilarinmn tiroid,
karaciger, dalak ve kemik iligi gibi organlarda birikebildigi gozlenmistir. Malezya’da
yapilan bir ¢aligmada, Glifosat maruziyetinin ¢ocuklarda kan kolinesteraz

diizeylerinde azalma ve DNA hasar1 ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Bolognesi ve
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ark., 1997). Ayrica, folik asit sentezini etkileyerek DNA sentezi ve onarim
mekanizmalarin1 bozdugu, dolayisiyla kanserojen potansiyele sahip oldugu ileri

stirtilmiistiir (Duthie, 1999).

Glifosat’in genotoksisite olusturma potansiyeli hem in vivo hem de in vitro
calismalarla gosterilmistir. insan lenfosit hiicrelerinde yapilan calismalar, doza
bagimli olarak kardes kromatit degisimleri ve DNA zincir kiriklar:1 gibi hasarlari
ortaya koymustur (Shehata ve ark., 2013). Folik asit metabolizmasinin bozulmasi,
ozellikle proto-onkogenlerin aktivasyonuna ve malignite gelisimine yol acabilir
(Livingston ve Fernandez-Cornejo, 2013). Ayrica, glifosat’m  bagirsak
mikrobiyotasinda faydali bakterilerin gelisimini inhibe ettigi ve bu durumun
bagisiklik sistemi iizerindeki olumsuz etkileri ile iligskili olabilecegi belirtilmistir

(Rossi ve ark., 2011).

Sonug¢ olarak, glifosat’mm genis tarmmsal kullannmmma ragmen, cevresel
kaliciligi, biyolojik birikimi ve genotoksisite potansiyeli gibi olumsuz etkileri,
pestisit yonetiminde dikkatle degerlendirilmesi gereken kritik unsurlardir. Bu durum
hem cevresel hem de insan saglig1 agisindan pestisitlerin kullanirminda siirdiiriilebilir

ve giivenli uygulamalarm 6nemini vurgulamaktadir (Rossi ve ark., 2011).

2.2.1.Roundup

Ticari triinler arasinda en yaygin tercih edilen tarim ilaci, 1970'lerde
Monsanto firmasi tarafindan tiretilen Roundup®'tir. Bu tarim ilacinin aktif maddesi
Glifosat ad1 verilen bir herbisittir. Glifosat, yillik ve ¢ok yillik otlar1, genis yaprakli
bitkileri se¢ici olmayan bir sekilde 6ldiiren, genis spektrumlu bir ¢imlenme sonrasi
organofosfor, N-fosfonometil glisin yapisinda bir herbisittir (Brake ve Evenson,
2004). Ayrica, diinya c¢apinda en ¢ok kullanilan pestisitlerden biri olarak
bilinmektedir. 2017 yilinda diinya ¢apinda 1.35 metrik ton kullanildigi tahmin
edilmektedir (Laura Carretta ve ark., 2019).
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2.2.2. Glifosat’in Etki Sekli

Glifosat, suda c¢oziiniirligii yiiksek (12 g/L), polar, organik c¢doziiciilerde
¢oziinmeyen bir pestisittir (Veiga ve ark., 2001). Glifosatin biyotransformasyon
iriini olan aminometilfosfonik asit (AMPA) de polaritesi yiiksek bir maddedir.
Glifosat icerikli ticari tirlinler, genellikle glifosatin tuzlar1 ile formiile edilerek ve
membran gecirgenligini arttrmak i¢in ylizey aktif maddeler eklenerek piyasaya
stiriilmektedir. Roundup Star® ‘in icerigi 441 g/L glifosatin potasyum tuzu ve eter

amin etoksilat’tan olugsmaktadir (Mitchell ve ark., 1987).

Glifosatin oral veya intravendz (IV) yolla viicuda alinmasinin ardindan kisa
stire i¢cinde, idrar ve kan gibi biyolojik 6rneklerde hem kendisi hem de metabolitleri
cesitli analitik yontemlerle tespit edilebilmektedir. Metabolizma siirecinde baslica
aminometilfosfonik asit olmak iizere, metilaminometilfosfonik asit, N-formilglifosat,
N-asetilgliosat ve N-nitrosoglifosat gibi farkli tiirevler olugsmaktadir. Sprague Dawley
(SD) cinsi siganlarla yapilan radyoaktif izleme c¢alismalarinda, glifosat kalintilarinin
tiroid, testis, over gibi endokrin bezlerin yani sira kemik, kemik iligi, kan, kalp,
karaciger, akciger, dalak ve mide gibi bir¢ok major organda birikebildigi
gosterilmistir.  Toprakta bulunan glifosat, mikroorganizmalar araciligiyla

aminometilfosfonik aside (AMPA) dontismektedir (Mitchell ve ark., 1987).

Glifosatin temel etki mekanizmasi, mantarlar, bakteriler, arkebakteriler ve
bitkilerde bulunan sikimat yolunda gorevli 5-enolpiriivil sikimik asit-3-fosfat sentaz
(EPSPS) enzimini inhibe etmesidir. Bu inhibisyon, fenilalanin, tirozin ve triptofan
gibi aromatik amino asitlerin biyosentezini engelleyerek bitkilerde dliimle sonuglanir.
Uygulama sonrasinda glifosat ¢evrede kalic1 hale gelebilmekte; toprakta 2 ila 197
giin, suda ise ortalama 91 giin siiresince varhigini siirdiirebilmektedir. Glifosat,
oksidorediiktaz enzimi araciligiyla glisolat ve AMPA’ya parcalanmaktadir. Bu siirec,
aromatik amino asitlerin Uretimini sekteye ugratwr; ancak bu yolak omurgali
canlilarda bulunmamaktadir (Serra ve ark., 2021). Malezya’da piring tarlalarmna
yakin yerlesim alanlarinda yasayan cocuklar {izerinde yiiriitiilen bir g¢aliymada,
glifosata maruz kalan bireylerde kolinesteraz enzim diizeylerinde diisiis, kromozomal

kiriklarm artist ve  DNA hasarmin belirginlestigi tespit edilmistir. Glifosatin
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genotoksik etki potansiyeli, hem in vivo hem de in vitro modellerde ortaya
konmustur. Hayvan deneylerinde cesitli doku ve organlarda DNA iplik¢iklerinin
kirildigr gozlemlenmis; insan lenfosit hiicrelerinde ise doza bagh kardes kromatid
degisimleri bildirilmistir (Bolognesi ve ark.,, 1997). Folik asit, bagirsak
mikrobiyotasinda yer alan Lactobacillus reuteri ve Bifidobacterium tiirleri gibi
bakteriler tarafindan sentezlenen hayati bir B vitamini tiirevidir (Rossi ve ark., 2011).
Ancak glifosat maruziyeti, bu bakterilerin c¢ogalmasini engelleyerek folik asit
iretimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Shehata ve ark., 2013). Bu durum,
glifosatin sikimat yolunu baskilamasi nedeniyle, folik asidin 6nciil maddesi olan
korizmatin sentezini sekteye ugratmasiyla iligkilendirilmistir (Lu ve ark., 2013).
Folik asidin, DNA sentezi ve tamirinde hayati rol oynadigi; eksikligi durumunda
DNA'da urasil birikimi gibi sentez bozukluklarina yol actig1 bilinmektedir (Duthie,
1999).

2.2.3. Glifosatin Erkek Genital Sistem Uzerine Etkileri

Glifosatin testis dokusu ve sperm parametreleri iizerine etkileri ile ilgili yapilan
calismalarda maruziyetin gebelik ve erken postnatal asamalarda gerceklestiginde
serum testosteron konsantrasyonlarinda artis gosterirken, peripubertal asamalarda
gerceklestiginde azalma goriilmiistiir, sonug¢ olarak etkilerin kullanilan GBH
¢esitinin, gelisim agamasimin ve maruziyet siiresinin, testosteron saliniminda farklilik
meydana getirdigi saptanmistir (Serra vd., 2021). Teleken vd. (2020) yaptigi
calismada gebelik ve laktasyon sirasmda Roundup'a maruz kalmanin, F1
yavrularinda spermatogenezin azalmasma ve hipotalamus-hipofiz-testis ekseni
diizenlemesinde bozulmalara yol acabilecegini gostermektedir. Nerozzi vd. (2020)
GLY tizerine yaptig1 calismada spermler, farkli konsantrasyonlarda (0-360 pg/mL)
glifosat veya Roundup’a maruz birakilmiglardir. Glifosatin 360 pg/mL'de sperm
motilitesini, canliligini, mitokondriyal aktiviteyi ve akrozom biitiinliigiinii 6nemli
Olglide azalttig1 ancak daha diisiik dozlarda zararli bir etkisinin olmadig1 tespit
edilmigtir. Diger taraftan, Roundup, > 5 pg/mL GLY esdeger konsantrasyonda sperm
motilitesini; > 25 pg/mL GLY esdeger konsantrasyonda mitokondriyal aktiviteyi ve >
100 pg/mL GLY esdeger konsantrasyonda sperm canliligini ve akrozom biitlinliigiinii

anlamli bir sekilde azalttig1 ancak GLY ve Roundup’in, sperm DNA biitiinligii
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iizerinde zararl bir etki yapmadig1 belirtilmistir. Roundup'in erkek gametler {izerinde
olumsuz bir etki yaptigini ve ana bileseni olan glifosattan daha toksik oldugunu rapor
etmislerdir. Cassault-Meyer vd. (2014) 60 giinliik ratlar1 sekiz giin boyunca Roundup
uygulamasina maruz biraktiktan sonra uygulamanin bitis giinii, bir spermiyogenezis
sonrast (d87) ve bir spermatogenez siklusu sonrasinda (d122) endokrin ve testis
fonksiyonlar1 bakimmdan inceleme yapmislardir. Deney grubunda aromataz mRNA
seviyelerinde ve aromataz proteininde artis goriilmiistiir. Ayrica, Gperl
ekspresyonunda 122. giinde benzer bir artis ve kan-testis bariyer belirteclerinde hafif
bir degisiklik gozlemlemislerdir. Normal sperm konsantrasyonu ve motilitelerine
ragmen, epididimal spermde anormal sperm morfolojisinin arttig1 ve protamin 1 ile

histon 1’in testis de ekspresyonunun azaldigini belirtmislerdir.

Pham vd. (2019) farkli dozlarda GLY veya GBH’leri farelerin gebeliginin E10.5.
giiniinden 20 giin sonrasina kadar icme suyu igerisinde vermistir. Sonugta, GLY a
maruziyetin, (GBH'in degil) testis morfolojisini 20 gilin'de etkiledigi ve 35 giinliik
erkeklerde serum testosteron konsantrasyonlarinin ve spermatozoa sayisinin,
azaldigin1 belirtmiglerdir. Ayrica, 5 mg/kg/giin glifosat grubunda, germ hiicresi
diferansiyasyonunda rol alan Sall4 ve Nano3 gibi genlerin ekspresyonundaki
degisiklikler ve Bax ve Bcl2 gibi apoptozla iligkili genler nedeniyle farklilasmamais
spermatogonia sayisinin da azaldigi ve 8 aylik hayvanlarda, GBH gruplarinda
azalmig testosteron seviyesi gozlenmistir. Boylece, GLY i ve GBH'lerin diisiik
dozlarda erkek iireme sistemi iizerinde endokrin bozucu etkilere neden olabilecegi
gosterilmistir. Anifandis ve arkadaslar1 (2018) insanlarda yaptig1 calismada glifosatin
sperm motilitesi ve sperm DNA parcalanmasi (SDF) iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Glifosat uygulanan 6rneklerin sperm progresif motilitesi, uygulama sonrasi 1 saatte,
ilgili kontrollerle karsilastirildiginda anlamli bir sekilde azaldigi, buna karsilik
glifosat ile tedavi edilen 6rneklerin SDF'si, ilgili kontrollerle benzer seviyede oldugu

goriilmiistiir (Anifandis ve ark., 2018).

2.2.4. Glifosat’in Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Erkeklerde goriilen infertilitenin %25'i idiyopatiktir, ¢evresel toksikantlar gibi

cevresel faktorler, sigara, alkol ve uyusturucu madde kullanimi, kétii beslenme,
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psikolojik stres, radyasyon, metal alimi idiopatik infertilite nedenleri icerisinde yer
almaktadir (Kumar ve ark., 2015). Idiyopatik erkek kisirlig1 tanisi, agiklanamayan
sperm anormallikleri oldugunda ve kadindan kaynakli meydana gelen bir kisirlik
olmadiginda konur. idiyopatik erkek kisirligma neden olan ana mekanizmalarindan
biri olarak oksidatif stress (OS) tanimlanmistir. OS iligkili mekanizmalar, vakalarin
yaklasik %40 ila %50'sinde erkek {lireme parametrelerinin bozulmasindan sorumlu
tutulmaktadir (Dutta ve ark., 2020; Selvam ve ark., 2020). Oksidatif stres, oksidan
olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar yOniinde
bozulmasidir. Meydana gelen bu bozulma sonucunda serbest radikaller adi1 verilen
hiicre yap1 ve fonksiyonunda bozulmaya sebep olan oksijen bilesikleri meydana gelir.
Bu durumu 6nleyen antioksidan savunma sisteminin yeterli olmadig1 durumlarda
viicutta serbest radikallerin artmasi ile oksidatif stres meydana gelir (Sorg ve ark.,
2004). Oksidatif stres indiiklendiginde, endojen testikiiler antioksidan savunma
mekanizmalar1 asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) zararh etkilerini nétralize etmek
icin yetersiz kalir (Dutta ve ark., 2020). ROS'lar (6rnegin siiperoksit anyonu, O2e-,
hidroksil radikal, OHe ve hidrojen peroksit, H202) yogun reaktif metabolizma
kaynakli oksitleyici molekiillerdir (Selvam vd., 2020). Normal, fizyolojik seviyelerde
ROS, spermatogenez, sperm canlilifim stirdiirmek, olgunlasma, hiperaktivasyon ve
kapasitasyonu saglamak, sperm hareketliligini ve akrozom reaksiyonunu (AR)
aracilik etmek gibi erkek tireme fonksiyonlari i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Dutta
ve ark., 2020). OS indiiklendiginde, endojen testikiiler antioksidan savunma
mekanizmalar1 ROS’un zararh etkilerini notralize etmek i¢in yetersiz kalir. ROS’ un
ve metabolitlerinin fizyolojik degerlerin iistiinde olan konsantrasyonlar1 lipidleri,
proteinleri ve DNA'y1 hasara ugratir, apoptosisi tetikler, enzim aktivitesini degistirir

ve dollenme i¢in 6nkosul olan sperm parametrelerini etkiler (Dutta ve ark., 2020).

Organizmalar siirekli olarak ROS ve diger serbest radikalleri tiretmektedir.
ROS’lar, mitokondriyal solunum zincirinin yan {irlinleri olarak endojen sekilde
iiretilebildigi gibi, duman, radyasyon, ultraviyole (UV) 1smlar1 ve ¢evresel kirleticiler
gibi eksojen kaynaklardan da organizmalara ulasabilir (Sodergren, 2000). Hiicreler
acisindan ROS diizeylerinin saglikli smirlar i¢inde tutulabilmesi i¢in, organizmalar

birbirini tamamlayan antioksidan savunma mekanizmalarmma sahiptir: glutatyon
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(GSH), C ve E vitaminleri, karotenoidler gibi antioksidan molekiiller ile katalaz
(KAT), siiperoksit dismutaz (SOD), GSH rediiktaz, GSH peroksidaz (GPx) ve
glutatyon-S-transferaz gibi antioksidan enzimler bu savunmayr olusturur. ROS
iiretimi ile biyolojik sistemlerin bu reaktif ara iirlinleri ortadan kaldirma ya da hasar1
Onleme kapasitesi arasindaki olumsuz dengesizlik ise OS olarak tanimlanmaktadir

(Limén-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).

Pestisitlerin, ROS iiretimi yoluyla proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi
biyomolekiillerde oksidatif hasara neden olan yiiksek reaktiviteye sahip bilesikler
olduklar1 bilinmektedir. Bu maddeler ¢esitli dokularda pro-oksidan olarak islev
gorebilir; ROS birikimine, DNA hasarina, antioksidan savunma sistemlerinde
bozulmaya ve lipid peroksidasyonuna yol acgarak hiicre i¢ci ve hiicreler arasi

homeostazda ciddi bozulmalara neden olurlar (Halliwell, 2012).

Roundup formiilasyonunda bulunan yardimc1 maddeler, 6zellikle polietoksile
tallow amin (POEA) glifosatin hiicre zarindan gegisini artirarak toksisitesini
yiikseltmektedir (Mesnage ve ark., 2012; Benachour ve Séralini, 2007). Roundup’un
erkek {lireme sistemi iizerindeki etkileri, Ozellikle oksidatif stres yoluyla
ger¢eklesmektedir. Bu formiilasyon, testislerde ve Sertoli hiicrelerinde ROS asir1
tiretimine neden olarak GSH diizeylerinin azalmasina, lipid peroksidasyonu ve
protein karbonilasyonunun artmasina yol acar (Cavalli ve ark., 2013; Clair ve ark.,
2012). Hiicre i¢i kalsiyum dengesinin bozulmasi ve endoplazmik retikulumdan
kalsiyum salinimi, mitokondriyal fonksiyon bozukluklarima ve dolayisiyla hiicre
Oliimiine (nekroz ve apoptoz) zemin hazirlar (Benachour ve Séralini, 2008; Richard
ve ark., 2005). Ayrica, Roundup’un sinyal yolaklar1 iizerindeki etkileri protein
kinazlarmin aktivasyonuyla hiicresel stres yanitlarini tetikler (Clair ve ark., 2012). Bu
mekanizmalar, testosteron seviyelerinde azalma, aromataz enzimi aktivitesinin
bozulmas1 ve sperm iiretiminde diisilis gibi endokrin bozucu etkilerle birleserek erkek
fertilitesinin azalmasma neden olur. Roundup’un erkek ilireme sistemi iizerindeki
toksisitesi, oksidatif stresin tetikledigi hiicresel ve molekiiler bozukluklar araciligiyla
gerceklesmekte olup, bu durum erkek fertilitesinde azalmaya yol agmaktadir.

(Romano ve ark., 2010; Dallegrave ve ark., 2007).
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2.3. Koenzim Q10’in Kimyasal Yapisi, Kaynaklar1 ve Farmakolojik Ozellikleri

CoQ10, biyolojik islevleri bakimindan vitamin benzeri bir bilesiktir; ancak
tanim geregi bir vitamin olarak kabul edilmez c¢iinkii insan hiicreleri tarafindan
sentezlenebilmektedir. CoQ10, tiim hiicrelere enerji saglanmasinda hayati bir rol
oynar (Crane ve ark., 2001). Ozellikle mitokondriyal solunum zincirinde kompleks I
ve II'den kompleks Ill'e elektron tasiyarak enerji iiretiminde yer alir. Bu nedenle,
CoQI10 elektron tasima zincirinde ATP {liretimine katki saglayan bir enerji transfer
molekiiliidiir (Crane ve ark., 2001). Bunun yan1 sira, CoQ10 hiicre zarlarin1 serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif hasardan koruyan onemli bir antioksidan islevi
goriir (Crane ve ark., 2001). Viicut tarafindan dogal olarak sentezlenen tek lipid
¢Oziinlir antioksidan olan CoQ10, sadece lipid peroksidasyonunu 6nlemekle kalmaz,
aynt zamanda C ve E vitaminlerini aktif ve indirgenmis formlarma geri
doniistiirebilir. CoQ10’un bu antioksidan fonksiyonu, indirgenmis formu olan
ubikinol ile iliskilidir ve bu formun, oksitlenmis ubikinon formundan siirekli olarak

yenilenmesi gereklidir (Crane ve ark., 2001).

Mitokondrilerde enerji {iretimi i¢in temel bir rol oynayan CoQ10, besinlerin
hiicresel enerji birimi olan adenozin trifosfata (ATP) doniistiiriilmesini kolaylastirir
(Crane, 2001; Zozina ve ark., 2018). Viicut CoQI10’u dogal olarak
sentezleyebilmekte olup esas olarak karacigerde iiretilmektedir. Bununla birlikte,
somon ve ton balig1 gibi yagli baliklar, sakatatlar basta olmak {izere et iiriinleri ve
tam tahillar gibi bazi gidalarda diisiik miktarlarda bulunmaktadir (Pravst ve Zmitek,

2011).

Cesitli toksik ajanlar tarafindan indiiklenen kardiyotoksisite, hepatotoksisite,
ndrotoksisite ve nefrotoksisite gibi bircok toksisiteye karst CoQ10’un koruyucu etki
gosterebildigi ortaya konmustur (Garrido-Maraver ve ark., 2014). CoQ10’un bu
etkilerinin altinda yatan mekanizmalar; LPO ve ROS baskilanmasi, tiimor nekroz
faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1f ve 6 (IL-1p ve IL-6) gibi inflamasyon
belirteclerinin azalmas1 ve GSH diizeyinin yan1 sira SOD, KAT, GR ve GPx gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesinin artirilmasi gibi gesitli yollarla agiklanmaktadir

(Sharma ve ark., 2016).
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CoQ10 takviyesinin, kanser gibi birgok hastaligin tedavisi ve dnlenmesinde
faydalar1 oldugu gosterilmistir (El-Khadragy ve ark., 2020). Ayrica, CoQ10, oksijen
bazli radikallerle etkilesime girerek lipid peroksidasyonunun baglamasint ve
bimolekiiler hasar1 6nleyerek antioksidan etkiler gosterdigi bildirilmistir (Bonakdar
ve Guarneri, 2005). Bu faydalar, CoQI10'un belgelenmis antioksidan ve anti-
enflamatuar ozellikleri ile iliskilidir. CoQ10, dogal olarak seminal sivida bulunur ve
semenin birkac¢ temel 6zelligini artirmada merkezi bir rol oynar. CoQ10 eksikligi,
bozulmus sperm parametreleri ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, infertil erkeklerde
tedavi amacli birka¢ c¢aligmada kullanilmistir. Sperm yogunlugunu, sperm
motilitesini, sperm morfolojisini ve sperm sayisini artirmaktadir. Idiopatik
oligoastenoteratozoospermia hastaligina sahip bireylerde yapilan bir c¢alisma,
CoQI10'un sperm konsantrasyonunu ve motilitesini artrma yetenegini ve bunun
antioksidan kapasite ve enzimatik antioksidan aktivite artisi ile iligkili oldugunu
gostermistir (El-Khadragy ve ark., 2020). Ayrica, arastirmacilar CoQ10'un erkek
iireme sistemleri iizerinde antiapoptotik bir etkisi olabilecegini bildirmislerdir (Erol
ve ark., 2010). Ayrica, FSH ve LH diizeylerini diistirdiigii bildirilmistir (Mancini ve
Balercia, 2011; Safarinejad ve ark., 2023). Yakin tarihli bir caligmada, idiopatik
oligoastenoteratozoospermi tanisi alan erkeklerde yapilan CoQ10 tedavisinin, sperm
konsantrasyonu ve hareketliligini artirdigi; bu iyilesmenin ise antioksidan
kapasitenin ve enzimatik antioksidan aktivitenin artis1 ile iliskili oldugu gosterilmistir
(Alahmar ve ark., 2019). Kursun asetat (PbAc) maruziyeti sonrast CoQI10
takviyesinin rat testisleri iizerindeki koruyucu etkilerini rastiran bir c¢aligmada
testikiiler dokuda tiimor nekroz faktér-o (TNF-o) ve interlokin-1p (IL-1PB) gibi
proinflamatuvar mediyatorlerin artisiyla belirginlesen iltihabi yaniti tetiklemistir.
Ayrica, Bax ve kaspaz-3 ekspresyon diizeylerinde artis ve Bcl-2 diizeyinde azalma
gbzlendigi, PbAc’nin apoptozu indiikledigini gosterilmisti. Bu patolojik
degisikliklere karsilik, CoQ10 takviyesi, testislerdeki kursun birikimini azaltmis,
oksidatif stres, inflamasyon, hiicre oliimii ve histopatolojik bozulmalar1 Snemli
Ol¢lide baskiladigmi ve CoQ10’un PbAc maruziyetine bagl gelisen lireme sistemi
hasarma kars1 koruyucu ve terapotik potansiyele sahip dogal bir ajan olabilecegini

ortaya koymustur (El-Khadragy ve ark., 2020)
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2.4. NF-Kb/TLR4 Yolaklarinin Histolojik Etkileri

Niikleer faktor kappa B (NF-kB), yapisal olarak bes farkli alt birimden (p50,
p65/RelA, RelB, c-Rel, p52) olusan bir transkripsiyon faktorleri ailesidir ve
genellikle sitoplazmada inhibitor Kappa B (IxB) proteinleri (IxkBa, IkBf, IkBe vb.)
ile heterodimerler halinde inaktif durumda bulunur (Oeckinghaus & Ghosh, 2009).
Klasik (kanonik) NF-xB aktivasyon yolu, proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1p),
patojen iligkili molekiiler paternler (PAMP'ler) ve hasar iliskili molekiiler paternler
(DAMP'ler) gibi c¢esitli uyaricilar tarafindan tetiklenir. Bu uyaricilar, hiicre
yiizeyindeki veya sitoplazmadaki reseptorlere (6rnegin, TNF reseptor ailesi, Toll-like
reseptorler- TLR'ler) baglanarak asagi akis sinyal kaskadlarmi baslatir. Sinyal
kaskadi1", hiicrelerde bir sinyalin alinmasindan sonra gerceklesen, birbirini tetikleyen
bir dizi molekiiler olay1 ifade eder. Tipki bir domino tast dizisinin ilk tasin
devrilmesiyle digerlerini de sirayla devirmesi gibi, bir sinyal molekiiliiniin bir
reseptore baglanmasiyla baslayan ilk olay, sonraki molekiilleri aktive eder veya
inhibe eder. Bu aktivasyon veya inhibisyon, bir sonraki molekiilii etkiler ve bu
zincirleme reaksiyon hiicre i¢inde bir sinyal iletim yolu boyunca ilerler. Bu
sinyallerin temel hedefi, IkB kinaz (IKK) kompleksidir. Klasik IKK kompleksi,
katalitik alt birimler olan IKKa ve IKKp ile diizenleyici alt birim NEMO/IKKy'dan
olugsur. Aktive olan IKK kompleksi, IkB proteinlerini serin kalintilar1 iizerinde
fosforile eder. Fosforile IkB proteinleri, E3 ubikitin ligaz kompleksi olan B-TrCP
tarafindan taninir ve poliubikitinasyona ugrar. Ubikitinasyona ugrayan IxB
proteinleri, 26S proteazom tarafindan proteolize edilir. IkBmin yikimi, NF-kB
dimerlerinin serbest kalmasina ve niikleer lokalizasyon sinyallerinin agiga ¢ikmasina
neden olur. Serbest NF-xB dimerleri, niikleer porlardan gecerek cekirdege transloke
olur ve hedef genlerin promoter bolgelerindeki spesifik DNA sekanslarina (kB
bolgeleri) baglanir. Bu baglanma, RNA polimeraz II kompleksinin ve ko-faktorlerin
rekruitmentini saglayarak gen transkripsiyonunu baslatir (Karin ve Lin, 2002).
Histolojik  diizeyde, NF-xB aktivasyonu immiinhistokimya yOntemleriyle
saptanabilir. Ozellikle p65 alt biriminin sitoplazmadan gekirdege translokasyonu,
hiicrenin aktive oldugunu ve gen ekspresyon profilinin degistigini gosterir.

Inflamatuar infiltrasyonun yogun oldugu dokularda, aktive NF-kB pozitif 16kositler
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(notrofiller, makrofajlar, lenfositler) ve dokuya 06zgii yerlesik hiicreler (endotel
hiicreleri, epitel hiicreleri) siklikla gozlemlenir. Kronik inflamatuar hastaliklarda, bu
stirekli NF-kB aktivasyonu doku hasarmin ve hastaligm ilerlemesinin 6nemli bir itici

giicli olabilir (Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

Toll-like reseptor 4 (TLR4), oOzellikle Gram-negatif bakterilerin
lipopolisakkariti (LPS) olmak iizere ¢esitli PAMP'leri ve ayrica endojen DAMP'leri
(6rnegin, HMGBI, 1s1 sok proteinleri) tantyan bir yiizey reseptoriidiir (Akira et al.,
2006). TLR4 sinyali, Toll/IL-1 reseptor (TIR) domaini araciligiyla dort ana adaptor
proteinini (MyD88, TIRAP/Mal, TRIF, TRAM) kullanarak iki temel asag1 akis sinyal
yolunu aktive eder: MyD88-bagimli ve TRIF-bagimli yollar (Takeda & Akira, 2004).
MyD88-bagimli yolak, TLR4 ligandina baglandiginda, TIR domaini MyD88 ve
TIRAP' rekiirte eder. MyD88, IRAK ailesi kinazlarimi1 (IRAK1, IRAK4) aktive eder.
Aktive IRAK'lar, TRAF6'y1 fosforile eder ve bu da TAKI (Transforming growth
factor-B-activated kinase 1) ve TAB1/TAB2/TAB3 kompleksini aktive eder. TAK1,
IKK kompleksini fosforile ederek NF-kB'nin aktivasyonuna yol agar. MyD88 yolu
ayrica MAPK (Mitogen-activated protein kinase) yollarin1 (JNK, p38, ERK) aktive
ederek AP-1 gibi diger transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna da katkida bulunur
ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1p, IL-6) ekspresyonunu indiikler. TRIF-
bagiml yolak ise TLR4 endozomlara internalize oldugunda, TRIF ve TRAM adaptor
proteinlerini kullanir. TRIF, TRAF3'i aktive ederek IRF3 (Interferon regulatory
factor 3) aktivasyonuna ve tip I interferonlarin (IFN-o/B) iiretimine yol acar. TRIF
ayrica RIP1 (Receptor-interacting protein 1) kinazimi aktive ederek NF-kxB'nin ge¢
faz aktivasyonuna da katkida bulunur. Histolojik olarak, TLR4 ekspresyonu
immiinhistokimya ile cesitli hiicre tiplerinde saptanabilir. Ozellikle makrofajlar ve
dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edilir.
Enfeksiyon bolgelerinde, TLR4 pozitif immiin hiicrelerin yogun infiltrasyonu ve bu
hiicrelerde NF-kB aktivasyonunun gostergesi olan niikleer p65 birikimi tipiktir.
Kronik inflamatuar hastaliklarda, anormal TLR4 ekspresyonu ve aktivasyonu,
inflamatuar dongiiniin siirekli hale gelmesine ve doku hasarmnin ilerlemesine katkida
bulunabilir. Ornegin, romatoid artritli sinoviyal dokuda artmis TLR4 ekspresyonu ve

NF-«kB aktivasyonu gozlemlenir. Benzer sekilde, aterosklerotik plaklarda TLR4
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ekspresyonu artist ve NF-kB aktivasyonu, inflamatuar siiregleri tetikleyerek plak
gelisimini ve instabilitesini destekler. Immiinhistokimyasal analizler, TLR4
ekspresyon seviyelerini ve aktivasyon durumunu degerlendirerek hastalik

patogenezine yonelik dnemli bilgiler sunar (Takeda ve Akira, 2004).

TLR4, NF-xB'nin giiclii bir yukar1 akis aktivatoriidiir ve bircok inflamatuar
durumda bu 1ki molekiiliin aktivasyonu yakindan iligkilidir. TLR4 tarafindan taninan
PAMP'ler ve DAMP'ler, MyD88-bagimli yolak iizerinden IKK kompleksini aktive
ederek NF-kB'nin ¢ekirdege translokasyonunu ve proinflamatuar genlerin
ekspresyonunu tetikler (Medzhitov, 2010). Bu sinyalizasyon, lokositlerin
inflamasyon bolgesine gociinii, sitokin ve kemokin salgilanmasmi ve dolayisiyla
inflamatuar yanitin baglatilmasini ve siirdiiriilmesini saglar. Histolojik incelemelerde,
TLR4 ekspresyonunun arttigi dokularda siklikla es zamanli NF-xB aktivasyonu
gbzlemlenir (Kawasaki ve Kawai, 2014). Ornegin, bir bakteriyel pndmoni vakasinda
akciger dokusunda yogun nétrofil infiltrasyonu ve bu nétrofillerde hem yiiksek
TLR4 ekspresyonu hem de niikleer NF-kB pozitifligi saptanabilir. Bu durum,
bakteriyel LPS'nin TLR4'i aktive ederek NF-xB araciligiyla giiclii bir inflamatuar
yanit1 tetikledigini gosterir. Ancak, NF-kB ve TLR4 arasindaki iliski sadece dogrusal
degildir. NF-xB tarafindan transkripsiyonu diizenlenen genler arasinda TLR4'{in
kendisi de bulunabilir. Bu durum, pozitif veya negatif geri bildirim dongiilerine yol
acarak inflamatuar yanitin amplifikasyonunu veya c¢oziiniirliigiinii etkileyebilir.
Ayrica, TLR4 sinyali sadece NF-kB'yi degil, ayn1 zamanda IRF3 gibi diger
transkripsiyon faktorlerini de aktive ederek tip I interferonlar gibi farkli efektor
molekiillerin {iretimine katkida bulunur. Bu nedenle, histolojik analizlerde TLR4
aktivasyonunun sadece NF-kB aktivasyonu ile degil, ayn1 zamanda interferon yaniti
ve diger immiinolojik belirteclerle birlikte degerlendirilmesi, inflamatuar siireglerin

karmasikligini anlamak i¢in 6nemlidir (Kawasaki ve Kawai, 2014).

2.5. Nrf2/HO-1/Keap1 Yolaginin Testikiiler Oksidatif Stres Uzerindeki Etkileri

Testikiiler disfonksiyon, infertiliteye sebep olan 6nemli bir faktordiir ve son
yillarda biiyiik ilgi gérmektedir. Proje 6nerimizde belirttigimiz gibi bir¢cok caligma,

anormal sperm fonksiyonu ve morfolojisinin ROS ve oksidatif stresle
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iligkilendirildigini gostermistir. Niikleer faktor eritroid tiiretilmis 2 (Nrf2), oksidatif
durumu, mitokondriyal disfonksiyonu, inflamasyonu ve proteostazi diizenleyen,
hiicresel streslere (igsel veya digsal) karsi transkripsiyonel yanit olarak ortaya ¢ikan
bir faktordir (Rotimi ve ark., 2022). Yapilan ¢aligmalarda Nrf2’nin
spermatogeneziste oksidatif hasarin Onlenmesinde Onemli bir faktér oldugu
belirtilmistir (Wajda ve ark., 2016). Testikiiler OS, Nrf2 geninin downregiilasyonuna
sebep olarak, artmis testikiiler lipid peroksidasyonuna, germ hiicre 6liimiinde artis ve
antioksidan seviyelerinde azalmaya yol acar (Moreno-Fernandez ve ark., 2019).
Nrf2, hiicresel antioksidan savunmada kritik bir rol oynayarak testisi OS’I korur
(Wajda ve ark., 2016). Nrf2, antioksidan yanit yoluyla antioksidan genlerin
promotorlerinde antioksidan yanit elementlerine (AREs) baglanarak c¢alisir. Bu
ARE'ler, cis-aktif gelistirici dizinlerdir. Nrf2, temel 16sin fermuar (bZIP)
proteinlerinin cap-n-collar ailesinin bir liyesidir. Nrf2 genellikle sitoplazmada Kelch-
like ECH-Associated Protein 1 (KEAP1) ile baglanir ve Nrf2'nin parcalanmasini
hedefler. OS veya elektrofil varli§1 nedeniyle KEAP1 {izerinde niikleofilik sistein
silthidril gruplarmin modifikasyonu meydana geldiginde, bu, KEAP bagiml
Nrf2'nin par¢alanmasini ve ayni1 zamanda Nrf2 birikimini ¢ekirdekte azaltan alosterik
bir konformasyonel degisiklige neden olur (Kumar ve ark., 2014). Antioksidan stres
sirasinda, Nrf2 ekspresyonu artar ve Nrf2 sitoplazmadan ¢ekirdege tasinir; bu protein
daha sonra antioksidan stresoriin downstream'unda bulunan iki antioksidan enzim
olan NQO-1 ve HO-1'1 aktive etmek i¢in ARE ile etkilesime girer, boylece burada
koruyucu bir rol oynayarak hiicrelerin antioksidan stres yetenegini artiri. Bu
nedenle, Nrf2 araciligiyla iletim yolu, hiicrelerdeki en 6nemli antioksidan yollarindan

biridir (Feng ve ark., 2020).

Bilindigi kadariyla, glifosatin neden oldugu testikiiler ve sperm hasarina kars1
CoQI10’un koruyucu etkilerini kapsamli sekilde inceleyen bir ¢aligmaya heniiz
rastlanmamistir. Bu dogrultuda, bu ¢alismada CoQ10’un antioksidan, anti-apoptotik
ve anti-inflamatuar 6zellikleri, 6zellikle Nrf2/Keap1/HO-1 sinyal yolaklar1 tizerinden
detayli olarak arastirilmaktadir. Ayrica, konvansiyonel ve fonksiyonel sperm
parametrelerinin birlikte degerlendirilmesiyle, CoQ10’un hem in vivo hem de in

vitro kosullardaki etkileri kapsamli bi¢imde analiz edilmekte; boylece glifosat
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kaynakli iireme toksisitesine karsi terapotik potansiyeline dair yeni bulgular

sunulmasi amaglanmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Kullamlan Hayvan Materyali

Mevcut tez galismasinin gergeklestirilmesi amaciyla, Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi (MAKU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan, protokol
numarasi 1336-2024 ile onay almmustir. Sunulan tez ¢alismasinda Burdur MAKU
Deney Hayvanlar1 Unitesinden saglanan CD1 wkma ait 10-12 haftalik yaklasik
33.73£3.10 gr erkek (n=42) fare hayvan materyeli olarak kullanildi. Gruplarin
belirlenmesinde Basit Rasgele Ornekleme Yontemi ile Tek Korlii Deneme (Single
Blind) Yontemi kullanilmistir. Deney siiresince tiim hayvanlar, Burdur Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde 12 saat aydinhk, 12 saat karanlik
olacak sekilde 20-22 °C oda sicakliginda barindirilarak, ad libitum su ve standart
yem ile beslendi. Otuzbes giinliik deney siiresi sonunda fareler sabah tartilarak viicut
agirliklar1 kaydedilmistir. Tartim sonrasi fareler ksilazin-ketamin (7.5mg mg/kg - 80
mg/kg, 1.p.) ile anesteziye alindi. Anastezi altinda kalplerinden kan alindiktan sonra
servikal dislokasyon yoOntemiyle Otenazi edildi. Biyokimyasal analizlerde
kullanilmak iizere kan 6rnekleri EDTA igeren serum tiiplere alinarak 3000 g’de 10
dakika santrifiij edildi ve elde edilen serum analiz siiresine kadar -80 °C sakland.
Otenazi uygulanan farelerin testisleri ¢ikarildiktan sonra her iki testis ve epididimis
agirliklar1 ayr1 olarak tartildi. Sol testis dokusunun yaris1 oksidatif stress analizleri,
diger yaris1 da Western blot teknigi ile Nrf2/Keapl1/HO-1, TLR4/NF-kB, Bax, Bcl
yogunlugu ve ekspresyonunun belirlenmesinde kullanilmak iizere analiz agsamasina
kadar —80 °C’de olan dondurucuya kaldirildi. Sag testis histolojik ve histopatolojik
analizlerin yapilabilmesi i¢in biitiin olarak % 10 tamponlu nétral formalin ile
hazirlanan tespit solusyonuna konuldu, doku biitiinliigliniin olumsuz etkilenmemesi
icin iki saat tespit soliisyonunda durduktan sonra trimlendi ve trimlenen testis dokusu
toplam 24 saat tespit soliisyonunda bekletildi. Tamponlu ndétral formalin
soliisyonunda tespit siiresini tamamlayan testis doku oOrnekleri, ¢esme suyunda
yikama sonrasi rutin takibe (dereceli alkol serileri takiben ksilol ve parafin

asamalarindan gecirilen) alindi. Rutin takip sonrasi parafine gomiilen dokular
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bloklandi. Spermatolojik analizlerin yapilabilmesi i¢in sag ve sol testise ait kauda
epididymis almip trimlendi ve gereken analizler i¢in sperma hazirlandi. Tez
caligmasmin spermatolojik parametreler ile ilgili kismi Burdur MAKU Veteriner
Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali laboratuvarinda, patolojik
degerlendirmeler Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda, oksidatif stres parametreleri Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda yapilirken, diger tiim analizler
Burdur MAKU Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda
yapilmistir.

3.1.2 Calismada Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi, Doz Secimi ve Uygulama

Gruplan
3.1.2.1 Glifosat Maddesinin Hazirlanmasi ve Doz Se¢imi

Bu ¢alismada, izopropilamin tuzu formunda 486 g/L glifosat (360 g/L glifosat
asidine esdeger) iceren ticari bir GBH olan Roundup® (Monsanto Company, St.
Louis, MO, ABD) kullanilmistir. GLY uygulamasinda kullanilan 500 mg/kg viicut
agirhigit dozu, ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA, 1993) tarafindan fareler igin
bildirilen olumsuz etki gézlenmeyen seviye (NOAEL) temel alinarak belirlenmistir.
Bu doz, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi’nin (EFSA, 2023) 90 giinliik bir ¢alismada
bildirdigi 1.221 mg/kg ve Japonya Gida Giivenligi Komisyonu’nun (FSCJ, 2016)
erkek fareler i¢in bildirdigi 1.630 mg/kg viicut agirligt NOAEL degerlerinin altinda
kalmaktadir. Ayrica, bu doz farelerde yapilmis benzer calismalarla da uyumludur (He
ve ark., 2022; Bali ve ark., 2019).

Roundup, distile su ile seyreltilerek hazirland1 ve giinliikk olarak oral gavaj
yoluyla uygulandi. Arastrma da kullanilan ticari preperat CoQ10 takviyesi (Solgar,
100 mg), kapsiil formunda temin edilmistir ve CoQ10, piring kepegi yaginda
¢coziinmils okside ubiquinone formunda igermektedir. Uygulama i¢in kapsiillerin
icerigi piring kepegi yagina tamamen c¢oziilerek sivi form elde edildi ve CoQ10
giinliik olarak oral gavaj yontemiyle 200 mg/kg viicut agirhgi dozunda verildi

(Nyariki ve ark., 2019). Coziicii etkisini kontrol etmek amaciyla sham kontrol
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grubuna ayni hacimde yalnizca piring kepegi yagi uygulandi. Deney prosediirii Tablo
1 de gosterilmistir. CoQ10 uygulamasi, 6zofagus irritasyonunu ve olasi etkilesimleri
Oonlemek amaciyla her giin glifosat uygulamasindan iki saat once yapildi. Tim
uygulamalar, farelerde spermatogenez dongiisiine karsilik gelen 35 giin boyunca

uygulanmistir (Griswold, 2016).

Bu calismada, GLY'nin testis ve sperm iizerindeki potansiyel zararlarinin
degerlendirilmesi ve CoQ10’un bu =zararlara karsi testikiiler doku ve sperm

parametreleri tizerindeki olasi koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Tablo 3.1. Deney gruplarma ait uygulama protokolii ve deneysel islem basamaklar1

Gruplar Uygulama ve Doz Hayvan Sayis1
(n)
Kontrol Grubu Calisma boyunca hi¢bir uygulama 6
yapilmada.
Sham Grubu 35 gilin boyunca CoQ10 grubuyla 9

ayn1 hacimde piring kepegi yagi oral
gavaj ile uygulandi.

CoQ10 Grubu 35 glin boyunca giinliik 200 mg/kg 9
viicut agirhiginda CoQ10 oral gavaj
ile uygulandi.

GLY Grubu 35 gilin boyunca giinliik 500 mg/kg 9
viicut agirhiginda Roundup oral
gavaj ile uygulandi.

GLY + CoQ10 Grubu 35 gilin boyunca giinliik 500 mg/kg 9
Roundup ve 200 mg/kg CoQ10 oral
gavaj ile birlikte uygulandi.

3.1.2.2 Koenzim Q10 maddesinin hazirlanmasi ve doz se¢imi

Kapsiil formunda satilan CoQ10 maddesi (Solgar-100mg) eczaneden alinarak
temin edilmistir. Caliymada farelere 200mg/kg c.a/giin gavajla oral olarak uygulama
yapilmigti. Hayvanlarin ortalama agirliklarma gore belirtilen dozda CoQ10
soliisyonu verilebilmesi i¢in hemen gavaj Oncesinde piring kepegi yagi iginde
¢oziinmils olarak piyasadan satin alman sivi haldeki CoQ10 maddesi igktan
korunarak porsiyonlanmis ve hayvanlara oral olarak uygulanmistir (Nyariki ve ark.,

2019). Piring kepegi yag1 icinde ¢ozlinmiis olan CoQ10 kullanilmasi sebebiyle piring
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kepegi yagi uygulanan sham kontrol grubu olusturulmus CoQ10 ile ayn1 miktada
gavaj yolu ile hayvanlara giinliik olarak uygulanmistir. GLY art1i CoQ10 grubunda
glifosat maddesi (500mg/kg/c. a/giin gavajla) ve CoQ10 (200mg/kg c.a/gilin gavajla)
ikisinin de ayni uygulama yoluyla uygulanacak olmasi sebebiyle hayvanlarin
Ozefaguslarmin irrite olmamasi1 ve maddelerin birbirleriyle etkilesime girmemesi igin
CoQ10 GLY den 2 saat dnce verilmistir. Proje dnerisinde sham kontrol grubu olarak
CoQ10 maddesinin ¢oziiciisii olarak zeytin yagi kullanilacagi belirtilmisti. Ancak
hayvan uygulamalar1 baglamadan, Solgar firmasimna ait kapsiil seklinde ticari preperat
kullanilmasmin daha uygun olacagina karar verilmistir. Bu preperat iceriginde piring
kepegi yag1 kullanilmasi sebebiyle sham kontrol grubu olarak CoQ10 grubu ile ayn1
miktarda piring kepegi yag1 verilen grup olusturulmustur ve ona gore etik kurul izni

de giincellenmistir
3.1.2.3 Uygulama Gruplari ve Doz Se¢cimi

Fareler, bes farkli gruba dagitilmistir ve deney prosediirii Tablo 1 de
gosterilmistir. Tiim uygulamalar, farelerde spermatogenez dongiisiine karsilik gelen
35 giin (Griswold, 2016) boyunca uygulanmistir. Bu c¢alismada, GLY'in testis
hasarma neden olup olmadigini degerlendirmek, testisin ve epididimisten elde
edilecek olan spermat ozoonlarm GLY uygulamasi sonrasi bir spermatogenez
dongiisiinden gectikten sonra (35 giin) testis dokusunda ve sperm parametrelerinde

ne tlir degisiklik meydana geldigi incelenmistir.
3.2 Yontemler

3.2.1 Viicut ve Testis Agirhiklar ile Histolojik ve Histopatolojik inceleme

Prosediirleri

Deney siiresince farelerin viicut agrliklar1i her giin ve son gavaj
uygulamasindan bir giin sonra (36. giin) olacak sekilde diizenli olarak dl¢lilmiis ve
kaydedilmistir. Calismanin 36. giiniinde, fareler ketamin/xylazin karigimi ile anestezi
altina alinarak 6tenazi edilmistir. Sag ve sol testisler ile epididimler dikkatlice diseke

edilmis, yag dokularindan arindirilmis ve gram cinsinden tartilmigtir. Her bir
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hayvana ait sag ve sol testislerin toplam agirlig1 mutlak cift testikiiler agirlik olarak
kaydedilmistir. Gruplar aras1 karsilagtirmalarin yapilabilmesi amaciyla relatif ¢ift
testikiiler agirlik, mutlak cift testikiiler agirlhigin son viicut agirhigma oraninin yiizde

olarak hesaplanmastyla elde edilmistir.

Histolojik ve histopatolojik incelemeler igin sag testis, %10'luk notr tamponlu
formalin soliisyonunda 24 saat siireyle fikse edilmistir. Sol ve sag cauda epididimis
yapilar1 spermatolojik analizler i¢in ayrilmistir. Sol testis, ileri diizey biyokimyasal

ve molekiiler analizlerde kullanilmak iizere —80 °C'de saklanmustir.

Fiksasyon iglemini takiben rutin doku takip islemleri uygulanmis ve parafin
bloklardan 4-6 um kalinhiginda kesitler alinmistir. Bu kesitlerden bir kismi genel
histolojik ve histopatolojik degerlendirme amaciyla Hematoksilen-Eozin (H&E) ile

boyanirken, diger kesitler immiinohistokimyasal analizlerde kullanilmistur.

Testis dokusunun histolojik yapisi, normal morfolojiden sapmalarin tespiti
amaciyla 151k mikroskobu altinda degerlendirilmis ve kontrol ile deney gruplari

arasinda karsilastirmalar yapilmistir.

Histopatolojik degisiklikler, Cosentino ve ark., (1985) tarafindan tanimlanan
derecelendirme sistemi (Tablo 3.2) kullanilarak degerlendirilmistir. Her grup igin
rastgele segilen 100 seminifer tiibiil skorlama sistemine tabi tutulmus ve dagilima
gore baskin olan derecelendirme belirlenmistir. Ayrica, o6dem, hemoraji ve

inflamasyon gibi ek patolojik bulgular da kaydedilmistir.
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Tablo 3.2. Cosentino histolojik skorlama sistemi

Skor Ozellikler
I Normal testis histolojik yapis1  ve
diizenli dizilmis germ hiicreleri
II Germ hiicrelerinde biitiinliiglin kaybu,
sikica paketlenmis seminifer tiibiiller
1 Diizensiz ve dokiilen germ hiicreleri,

kiiciilmiis piknotik cekirdekler, belirgin
olmayan seminifer tiibiil sinirlar1

v Diizensiz ve hasarli seminifer tibiiller,
germ hiicrelerinin koagiilatif nekrozu ile
dolu tiibiiller

3.2.2 Immiinohistokimya

Immiinsitokimyasal boyama islemi, iiretici firmanmn protokoliine uygun
olarak streptavidin—biotin peroksidaz (StreptABC-P) yontemi (UltraVision Large
Detection  System, Thermo  Scientific, ~ Waltham, @ MA)  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Antijen geri kazanimi, sitrat tamponu (pH 6.0) ile yapilmistir;
Ki67 kesitleri diidiiklii tencerede 15 dakika isleme tabi tutulurken, Nrf2 kesitleri
mikrodalga firinda (iki kez 800 W’de 5 dakika ve bir kez 600 W’de 5 dakika)
isitilarak iglenmistir. Ki67 (klon SP6, Thermo Fisher Scientific, kullanima hazir) ve
Nrf2 (Affinity Biosciences, 1:200 diliisyon) primer antikorlar1 37 °C’de 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Sinyal tespiti AEC substrat kiti kullanilarak saglanmas,
ardindan Gill’in hematoksilini ile kars1 boyama yapilmistir. Negatif kontroller,
primer antikor yerine PBS kullanilarak hazirlanmistir. Boyama degerlendirmesi,
yayginlik (diffusiveness) ve siddet (intensity) skorlarinin ¢arpimi ile hesaplanan bir
histoskor yontemi ile yar1 kantitatif olarak gergeklestirilmistir (Histoskor = yayginlik
x siddet). Mikrofotograf ¢ekimleri Leica mikroskop sistemi ile yapilmistir.

3.2.3 Biyokimyasal Analizler I¢in Testikiiler Doku Homojenizasyonu

Testikiiler doku Ornekleri (0,5 g), buz iizerinde 5 mL potasyum dihidrojen
fosfat tamponu (50 mM, pH 7) icerisinde mekanik olarak homojenize edilmistir

(IKA-T18 Ultra Turrax homojenizatér kullanilarak). Bu islem sonrasinda ultrasonik
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homojenizasyon uygulanmistir (Bandelin Sonopuls, 20 kHz). Elde edilen homojenat

5000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis ve siipernatan kismi analizler i¢in ayrilmistir.

3.2.4 Testikiiler Dokuda Lipid Peroksidasyonu, Oksidatif Stres ve Antioksidan
Kapasite Ol¢iimleri

Lipid peroksidasyonu, Draper ve Hadley (1990) tarafindan tanimlanan
metoda gore malondialdehit (MDA) seviyelerinin belirlenmesiyle degerlendirilmistir.
Tiyobarbitiirik asit ile yapilan reaksiyon sonucunda olusan renkli kompleks, 532
nm’de Ol¢iilmiis ve sonuglar nmol/g yas doku olarak ifade edildi. Glutatyon (GSH)
seviyeleri ise Ellman yontemi (Hilf ve Hissin, 1976) ile belirlenmistir; DTNB ile
gergeklestirilen reaksiyon sonucu olusan sari iirliin 412 nm’de 6lgiildii ve degerler
mg/g yas doku olarak raporlanmistir. Toplam antioksidan kapasite (TAS) ve toplam
oksidan kapasite (TOS), ticari test kitleri kullanilarak belirlendi (TAS: Rel Assay
Diagnostics, Tiirkiye; katalog no: RL0O017; TOS: Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye;
katalog no: RL0024). TAS, ABTS indirgenmesi ile 660 nm’de Ol¢giilerek mmol/L
cinsinden ifade edildi; TOS ise Fe?" oksidasyonu ile 660 nm’de 6l¢iiliip pmol/L
olarak raporlanmigtir. Oksidatif stres indeksi (OSI), Esen ve ark. (2012) tarafindan
tanimlanan formiile gore OSI = TOS / (TAS x 100) hesaplanarak belirlenmistir. Tiim
biyokimyasal analizler, oksidatif stres ve antioksidan savunma mekanizmalarini

degerlendirmek amaciyla standart protokoller dogrultusunda gerceklestirilmistir.
3.2.5 Western Blot Analiz Yontemi

Oksidatif stres, apoptoz ve inflamasyonla iligkili protein diizeylerini
degerlendirmek amaciyla her gruptan testis dokular1 toplanmis ve analiz zamanina
kadar -80 °C’de saklanmistir. Western blot analizinin yapilacagi giin, doku 6rnekleri
tartilmis, sivi azot igerisinde pulverize edilmis ve proteaz ile fosfataz inhibitorleri
iceren RIPA tamponu (Ecotech Bio, Tiirkiye) ile lizlenmistir. Homojenizasyon
islemi, doku ogiitiicii cihaz1 (Qiagen, ABD) kullanilarak 30 Hz’de 20 saniye
sliresince gergeklestirilmistir. Toplam protein konsantrasyonu BCA protein tayin kiti
(Thermo Scientific, ABD) ile belirlenmistir. Esit miktarda protein (30 pug), %10 SDS-
PAGE jelinde ayristirilmis ve PVDF membranlara transfer edilmistir. Membranlar
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%35 BSA ile 90 dakika bloke edildikten sonra, 4 °C’de bir gece boyunca primer
antikorlar, Nrf2 (A-10, sc-365949), HO-1/HMOX1 (A-3, sc-136960), Keapl (F-10,
sc-514914), Bax (B-9, sc-7480), Bcl-2 (C-2, sc-7382), TLR4 (25, sc-293072) ve NF-
kB p65 (F-6, sc-8008) (hepsi Santa Cruz Biotechnology, ABD ; 1:1000 diliisyon)
gece boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. TBST ile yapilan yikama islemlerinin
ardindan, HRP-konjuge sekonder antikorlar (Santa Cruz, sc-2004/sc-2005) 90 dakika
sireyle uygulanmistir. Protein bantlar1 ECL reaktifi (Thermo) kullanilarak
gorsellestirilmis ve Image Lab™ Yazilimi (Bio-Rad) ile kantitatif analizleri

yapilmistir.

3.2.6 Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi ve Akim (Flow) Sitometrisi

Analizleri

Sperm sayisi, Yokoi ve arkadaslarinin (2003) uyarladigi bir yonteme gore analiz
edildi. Cauda epididimis diseke edilip Tris tamponunda ince dograndiktan sonra,
sperm salmimini kolaylastirmak i¢cin 35°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra,
sperm konsantrasyonu 1s1tk mikroskobu altinda (%200 biiyiitme) hemositometre
kullanilarak belirlendi. Sperm motilitesi, Sonmez ve ark. (2005) tarafindan bildirilen
yontemle, en az {i¢ farkli mikroskop alaninda (x400 biiyiitme) incelenerek ortalama
motilite oram1 hesaplandi. Osmotik direng, membran fonksiyonel biitlinligiini
yansitan hiposmotik sisme testi (HOST) ile degerlendirildi. Morfolojik anormallikler,
Hancock c¢ozeltisinde seyreltilen Orneklerde (Hancock, 1952) faz kontrast
mikroskopisi (X100 biiylitme) ile tespit edildi. Akis sitometrik analiz, Beckman
Coulter marka CytoFLEX platformunda gerceklestirildi; 525/40, 585/42 ve 610/20
nm dalga boylarinda emisyon filtreleri ve 488 nm, 50 mW lazer kullanildi. Her
ornekten yaklagik 10.000 olay kaydedildi. Analiz dncesi 6rnekler 37°C’de 5 dakika
inkiibe edildi. Boyama islemleri Yeni ve arkadaslarinin (2022) tarif ettigi sekilde
yapildi. Sperm plazma membran ve akrozom biitlinligii (PMAI), canlilik ve
mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri (MitoSOX) seviyeleri standart protokoller
dogrultusunda degerlendirildi. Ornekler, PBS icinde 5 x 10 sperm/mL olacak sekilde
seyreltilerek kullanildi. PMAI analizi i¢in 10 pL semen 6rnegine 5 pL FITC-PNA ve
3 uL PI, 480 pL PBS icinde eklendi. Canlilik degerlendirmesinde, 492 pL PBS
icindeki sperm Ornegine 5 pL SYBR-14 ve 3 pL PI eklendi. Mitokondriyal ROS
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tespiti i¢in, 492 pL PBS i¢inde 10 pL sperm 6rnegine 5 pL MitoSOX Red (5 mM) ve
3 pL PI eklendi. Tiim o6rnekler 37°C’de karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edilip
CytExpert 2.2 yazilimi1 kullanilarak analiz edildi.

3.2.7 Serum Hormonlarinin Kantitatif Analizi

Eppendorf tiiplerinde —80 °C’de saklanan serum Ornekleri, buz banyosu
icerisinde oda sicakliginda ¢ozdiriilmiistiir. Santrifiijleme isleminin ardindan,
testosteron (BT-EA0017Mo) ve luteinize edici hormon (LH) (BT-E0573Mo)
diizeyleri, Uretici firmanin protokoliine uygun olarak ticari ELISA kitleri (BT Lab,
Cin) kullanilarak Olgiilmiistiir. Absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak okunmustur.

3.2.8 istatistiksel Analizler

Veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade edilmistir. Istatistiksel
analizler GraphPad Prism yazilimi (siiriim 6.0, GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis ve sonrasinda post-hoc analiz i¢in
Tukey c¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. p degeri 0,05’in altinda olan sonuglar

istatistiksel olarak anlamli1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Viicut Agirlg1, Mutlak ve Relatif Testis Agirhig1 Bulgulan

Uygulanan maddelerin erkek iireme sistemi lizerindeki etkilerini degerlendirmek
amactyla viicut ve testis agirliklar1 6l¢iilmiis ve gruplar arasinda karsilastiriimistir.
Deney baslangicinda gruplar arasinda baslangic viicut agirliklar1 benzer bulunmus
olup, bu durum uygulama 6ncesinde gruplarin homojen dagildigmi ve baslangi¢
kosullarinin karsilastirilabilir oldugunu gostermektedir. Otuz bes giinliik uygulama
stresinin sonunda, GLY grubunda viicut agirhginda diger gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (p < 0.05). Bu durum, GBH
maruziyetinin sistemik toksisiteye yol acabilecegini ve genel fiziksel durumu
olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir. CoQ10’un eszamanli uygulanmasi, bu
viicut agirligi kaybini istatistiksel olarak anlamli diizeyde hafifletmis (p < 0.05) ve
degerlerin kontrol, sham ve CoQI10 gruplarina yakin seviyelere donmesini
saglamistir. Bu bulgu, CoQ10’un sistemik koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini

gostermektedir.

Benzer sekilde, GLY grubunda hem mutlak hem de relatif testis agirliklar1 anlamli
sekilde azalmis ve bu azalmalar diger tedavi gruplarina gore istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p < 0.05). Bu sonuglar, GBH’nin testikiiler toksisite
olusturdugunu ve testis hacmini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. GLY +
CoQ10 grubunda ise bu azalmalarin kismen geri dondiigi ve CoQ10’un bu olumsuz

etkileri bir miktar engelledigi belirlenmistir (p < 0.05).

Kontrol, sham ve CoQIl0 gruplar1 arasinda hem viicut hem de testis agirliklar:
bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistir. Bu durum, CoQ10’un tek basma
uygulandiginda herhangi bir zararh etkisinin olmadigin1 ve biyolojik agidan giivenli
bir ajan oldugunu desteklemektedir. Elde edilen veriler, CoQ10’un GBH kaynakl
sistemik ve testikiiler toksisiteyi hafifletme potansiyeline sahip oldugunu ve olas1 bir

terapotik ajan olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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Tablo 4.1. Gruplara gore testis ve viicut agirligi parametreleri

Gruplar Mutlak Testis SonViicut Agirhg1  Relatif Testis
Agirhgr1 (MTA) (g) (SVA) (g) Agirhg (%)
Kontrol 0,176 £ 0,015% 35,33 +2,37¢ 0,562 +0,122%
Sham 0,172 £0,017¢ 35,28 +5,01° 0,558 £0,117¢
CoQ10 0,186 £ 0,02* 36,29 +2,37° 0,579 £0,112%
GLY 0,09 + 0,048° 32,39 +1,75° 0,290 + 0,158°¢
GLY + CoQ10 0,170 +0,05? 35,78 + 1,90? 0,472 + 0,140°

Viicut Agirhgt  (MTA), son viicut agwrhigi (SVA) ve relatif testis agirlig
[(MTA/SVA) x 100].

Veriler ortalama =+ standart sapma (SS) seklinde ifade edilmistir. Grup basmna
orneklem sayilar1 su sekildedir: Kontrol (n = 6), Sam (n=9), CoQ10 (n=9), GLY (n
= 9) ve GLY+CoQI10 (n = 9). Ayni siitun i¢inde farkli iist simge harfler (a, b, ¢)
gruplar arasmdaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p < 0,05;

tek yonlit ANOVA ve ardindan yapilan Tukey post hoc testi).

4.2 Histopatolojik Degisikliklere iliskin Bulgular

Tim deney gruplarma ait testikiiler doku kesitleri hematoksilin-eozin (H&E)
ile boyanarak 151k mikroskobu altinda incelenmis ve kontrol grubu ile
karsilastirilmistir.  Kontrol, sham ve CoQ10 gruplarinda seminifer tiibiiller,
gelismekte olan germ hiicreleri, liimen yapisi, seminifer epitel tabakasi, Sertoli ve
Leydig hiicreleri ile kapiller damar yapist detayli bigimde degerlendirilmis olup, bu
gruplarda testikiiler dokular fizyolojik morfolojik oOzellikler sergilemistir. GLY
grubunda ise belirgin sekilde hidropik dejenerasyon, germinal epitel tabakasinda
incelme ve deskuamasyon gibi patolojik degisiklikler gozlemlenmistir. Bu morfolojik
bozulmalarm daha hafif formu GLY+CoQI10 grubunda da izlenmistir. (Sekil 4.2).
Cosentino yontemine gore yapilan histopatolojik skorlama sonuglari Tablo 4'te

sunulmustur. GLY grubunda agihikli olarak Grade II lezyonlar tespit edilirken,
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kontrol, sham, CoQ10 ve GLY + CoQ10 gruplarinda ise genellikle Grade I olarak
smiflandirilmis testikiiler yapilar goézlemlenmistir. GLY grubunun histopatolojik
incelemesinde hidropik dejenerasyon, germinal epitelyumda incelme ve bazi
hayvanlarda belirgin diizensizlikler tespit edilmistir. Bu belirgin degisiklikler
gosteren seminifer tiibliller Cosentino skorlamasma gore Grade III olarak
smiflandirilmistir.  Ayrica, GLY grubundaki bir hayvanda hemoraji ve 0dem
bulgularina da rastlanmistir (Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Deney gruplarina gore cosentino histolojik skorlama dagilimi.

Gruplar Cosentino skoru
Kontrol I

Sham I

CoQ10 I

GLY II

GLY-CoQ10 I
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Sekil 4.1. Testikiiler histopatolojik bulgular, H&E, bar = 100 pm. a) Testikiiler
yapmin normal histolojik goriiniimii, Cosentino skoru: I, Kontrol grubu; b—c)
Germinal hiicrelerin diizensizligi, seminifer tiibiil siirlarinin belirsizlesmesi (ok),
germinal tabakanin incelmesi (ok baslar1), hidropik dejenerasyon (yildiz), 6dem
(kirmiz1 ok bas1), mikro-hemoraji (daire) ve seminifer tiibiiller arasi mesafede
genisleme ile karakterize hasar, Cosentino skoru: III, GLY grubu; d) Az sayida
incelmis germ tabakasi igeren, normale yakin histolojik yapi, Cosentino skoru: I,
GLY + CoQI10 grubu.

Mitotik  aktivite, hiicresel proliferasyonun bir gostergesi olarak
degerlendirilen bir diger parametre olarak sunulmustur. H&E boyamasi,
GLY+CoQ10 grubunda belirgin mitotik aktiviteyi ortaya koymustur. Hiicre
boliinmesini  degerlendirmek amaciyla immiinohistokimyasal yontemle Ki-67
boyamasi uygulanmis, proliferatif hiicreler niikleer pozitiflik seklinde saptanmuistir.
Kontrol grubunda, seminifer tiibiillerin bazal membran1 {izerinde yer alan
spermatogonyalarda orta diizeyde niikleer Ki-67 ekspresyonu gozlenmistir. GLY
grubunda ise Ki-67 immiinreaktivitesi belirgin sekilde azalmis, yalnizca birkag
dagmik pozitif ¢ekirdek izlenmistir. Buna karsilik, GLY + CoQ10 grubunda daha
fazla sayida germ hiicresinde giiclii niikleer Ki-67 pozitifligi saptanmig, bu durum

proliferatif aktivitedeki artis1 gostermistir. Elde edilen bulgular H&E boyamalariyla
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da dogrulanmis, Ozellikle GLY + CoQIl0 grubunda mitotik figilirlerin varligi
immunohistokimyasal verileri desteklemistir (Sekil 11). Ki-67 proteinine ait
immiinreaktivite, GLY grubunda anlamli diizeyde azalmistir (p < 0,05). Kontrol,
sham ve CoQ10 gruplarinda ise immiinreaktivite diizeyleri orta seviyelerde
seyretmisti. GLY + CoQI10 grubunda, GLY ve diger gruplara kiyasla
immiinreaktivite diizeyinde anlamli bir artig gézlenmis olsa da (p < 0,05), bu artig
kontrol, sham ve CoQ10 gruplarinin altinda kalmistir (p < 0,05) (Sekil 4.2). Bu
sonuglar, CoQ10 wuygulamasinin GLY tarafindan baskilanan testikiiler hiicre
proliferasyonunu kismen iyilestirebildigini ve hiicresel yenilenme siirecine katki

sagladigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.2. Testis dokusunda immiinohistokimyasal yontemle belirlenmis olan Ki-67
ekspresyonu ve histopatolojik degisiklikler (H&E), bar = 50 pum. (a—c) panellerinde
seminifer tiibiillerde proliferasyon gosteren hiicreleri isaret eden Ki-67
immiinboyamasi (niikleer kahverengi boyanma; oklar) yer almaktadir: (a) Kontrol
grubunda orta diizeyde immiinreaktivite, (b) GLY grubunda zayif immiinpozitiflik,
(c) GLY+CoQ10 grubunda giiclii immiinreaktivite. (d) GLY+CoQI10 grubunda
Hematoksilen-eozin (HE) boyasi ile gozlenen mitotik germ hiicreleri (kare iginde).
(e) Ki-67 ekspresyonunun histoskor (yaygmnlk X% yogunluk) yontemiyle kantitatif
degerlendirmesi. p < 0.01, p <0.05; ns: anlaml1 degil.
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4.3 Oksidatif Stres Belirteclerine fliskin Bulgular

GLY ’nin testikiiler hasar1 tizerindeki etkilerinde ROS aracilik edici rolii ve
CoQ10’un oksidatif stres belirtegleri tizerindeki olasi diizenleyici etkileri dikkate

alinarak testikiiler MDA, GSH, TAS, TOS ve OSI diizeyleri degerlendirilmistir.

Sekil 12°de goriildiigi iizere, glifosat uygulamasi testikiiler MDA ve TOS
diizeylerini GLY+CoQ10 ve diger gruplara kiyasla anlamh 6l¢lide artirmis; bu artis
CoQ10 birlikte uygulamasiyla tersine ¢evrilmistir. Ayrica, glifosat uygulamasi GSH

diizeylerini ve TAS aktivitelerini anlamli sekilde azaltmistir.

Kontrol, sham ve CoQ10 gruplar1 benzer MDA, GSH, TAS, TOS ve OSI
diizeylerine sahipken, CoQ10 birlikte uygulamasi, glifosatin neden oldugu
antioksidan parametreler ve enzimatik aktivitelerdeki bozulmalari hafifletmis ve

oksidatif hasara kars1 koruyucu bir etki gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Deney gruplar1 arasinda oksidatif denge ve {ireme hormonu diizeylerinin
karsilagtirilmasi. Sekilde testis veya serum diizeyleri sirasiyla (a) MDA, (b) GSH, (¢)
TAS, (d) TOS, (e) OSI, (f) testosteron ve (g) LH i¢in gosterilmistir. Gruplar
arasindaki istatistiksel olarak anlamli farklar farkl iist simge harflerle belirtilmistir (p
<0,05).

4.4 Nrf2/Keap1/HO-1 Sinyal Yolagina Ait Bulgular

Nrf2, antioksidan regiilasyonda rol oynayan temel bir protein olup, dokunun
antioksidan kapasitesinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Li ve ark., 2014).
Bu nedenle, testis dokusunda antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla
kontrol ve deney gruplarinda Nrf2/Keapl/HO-1 sinyal yolaklarmna ait proteinlerin
ekspresyon diizeyleri Western blot yontemiyle analiz edilmistir (Sekil 13). Western
blot analizleri, GLY grubunda Nrf2 ve HO-1 ekspresyon diizeylerinin diger gruplara
kiyasla anlamlh diizeyde azaldigmmi (p < 0.05) ortaya koymustur. Buna karsilik,
GLY+CoQ10 grubu, GLY grubuna gore anlamli bir artig gostermistir (p < 0.05),

ancak ekspresyon diizeyleri hala kontrol, sham ve CoQ10 gruplarina kiyasla belirgin
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sekilde diisik kalmistir (p < 0.05). Kontrol, sham ve CoQI10 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p > 0.05). Keap1 ekspresyonu ise
GLY grubunda diger tiim gruplara kiyasla anlamli diizeyde artmistir (p < 0.01).
GLY+CoQ10 grubunda Keapl diizeylerinde GLY grubuna gore anlamli bir azalma
izlenmistir (p < 0.05), ancak diizeyler kontrol, sham ve CoQ10 gruplarina gore hala
yiiksek kalmistir. Kontrol ve CoQ10 gruplart arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. Bu bulgular, Nrf2/HO-1 yolunun aktivasyonunun glifosatla
baskilandigini ve CoQ10’un bu baskiy1 kismen tersine ¢evirebildigini gostermektedir

(Sekild.4).
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Sekil 4.4. Deney gruplarinda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozla iligkili
proteinlerin ekspresyon diizeyleri. Western blot analizleri ve kantitatif veriler; TLR4,
NF-kB, Keapl, NRF2, HO-1, BAX ve BCL2 proteinlerinin ifade diizeylerini
gostermektedir. B-actin, yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. Anlamlilik diizeyleri
su sekilde gosterilmistir: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001, ****p < (0.0001.
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Testis dokularinda immiinohistokimyasal analizler de gerceklestirilmis ve
Nrf2 ekspresyonu ile seminifer tiibiiller icerisindeki lokalizasyonu Sekil 14’te
sunulmustur. Tim deney gruplarinda, spermatogonyalar, spermatositler ve
spermatidler gibi farkli germ hiicre tiplerinde, hem sitoplazmada hem de
cekirdeklerde Nrf2 pozitifligi tespit edilmistir. Ayrica, Leydig hiicrelerinde de Nrf2
immiinreaktivitesi gozlemlenmistir. Tiim gruplarda sitoplazmik boyanma ve niikleer
pozitiflik mevcut olmakla birlikte, boyanma yogunlugunun gruplar arasinda
degiskenlik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 14). GLY grubunda Nrf2 protein
ekspresyonu ve immiinreaktivitesi anlamli derecede azalmis olarak tespit edilmistir
(p < 0.05). Buna karsilik, kontrol, sham ve CoQ10 gruplarinda daha yiiksek Nrf2
immiinreaktivite diizeyleri gozlemlenmistir. GLY + CoQ10 grubunda ise, GLY
grubuna kiyasla Nrf2 immiinreaktivitesinde anlamli bir artig saptanmistir (p < 0.05).
Ancak bu artis, kontrol, sham ve CoQ10 gruplarindaki seviyelere ulasmamis ve bu
gruplardan istatistiksel olarak diisiik kalmstir (p < 0.05). Immiinreaktiviteye iliskin
H-skoru sonuglar1 Sekil 4.5’te 6zetlenmistir. Bu bulgular, glifosat maruziyetinin
testis dokusunda Nrf2 ekspresyonunu baskiladigini ve CoQ10 uygulamasiin bu

etkiyi kismen geri ¢evirebildigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Testis dokusunda immunohistokimyasal boyama yontemi ile belirlenmis
olan Nrf2 ekspresyonu. Germ hiicrelerinde (oklar) ve Leydig hiicrelerinde (ok
baglar1) Nrf2 protein immiinreaktivitesi. Gii¢cli boyanma gdosteren gruplarda
sitoplazmik ve niikleer immiinpozitiflik (a, b), zayif boyanma gosteren gruplar (c) ve
orta diizeyde boyanma gosteren gruplar (d). (a: Kontrol, b: CoQ10, c: GLY, d: GLY
+CoQ10), StreptABC-P yontemi. (e¢) Nrf2 immiinreaktivitesine ait yari kantitatif
histoskor analiz sonuglar1. ****p < 0.0001, ns: anlamli degil, bar = 50 pum.
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4.5 NF-kB/TLR4 Sinyal Yolagina Ait Bulgular

NF-kB/TLR4 sinyal yolaklar1 {izerine CoQ10'un etkisini degerlendirmek
amaciyla, protein ekspresyon diizeyleri Western blot yontemi ile analiz edilmistir.
Bulgularimiz, glifosat uygulamasmin NF-kB ve TLR4 protein diizeylerinde diger
gruplara kiyasla anlamli bir artisa yol actigini ortaya koymustur. Buna karsilik, GLY
+ CoQ10 grubunda bu proteinlerin ekspresyon diizeyleri Gly grubuna gore anlamli
diizeyde azalmistir (Sekil 13). Bu sonuglar, CoQ10 uygulamasinin glifosat kaynakli
inflamasyon tizerinde anti-inflamatuar bir etkiye sahip oldugunu ve bu etkinin
muhtemelen NF-kB/TLR4 sinyal yolunun diizenlenmesi yoluyla gerceklestigini

gostermektedir.

4.6 Apoptozla Belirteclerine iliskin Bulgular

Calismamizda, glifosat maruziyetinin testikiiler hiicrelerde apoptozu indiikledigi
belirlenmistir. Bu durum, GLY grubunda Bcl-2 ekspresyonunun anlamli diizeyde
azalmasi (p < 0.0001) ve buna eslik eden Bax ekspresyonundaki anlamli artigla (p <
0.0001) ortaya konmustur. Apoptotik yanitin glifosat maruziyetiyle birlikte belirgin
sekilde arttig1, kontrol, sham ve CoQ10 gruplariyla karsilastirildiginda agikca
gbozlemlenmistir. Bununla birlikte, CoQ10 uygulamasinin bu apoptotik degisiklikleri
anlamli derecede hafiflettigi tespit edilmistir. GLY + CoQ10 grubunda, glifosat
grubuna kiyasla Bcl-2 diizeylerinde belirgin bir iyilesme (p < 0.0001) saglanmis ve
Bax ekspresyonunda anlamli bir azalma (p < 0.0001) gézlemlenmistir (Sekil 4). Elde
edilen bulgular, CoQ10’un glifosatin neden oldugu testikiiler hiicre apoptozunu

azaltma potansiyeline sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

4.7 Serum LH ve Testosteron Degerlerine Ait Bulgular

GLY ile tedavi edilen grupta serum LH diizeyleri anlamli sekilde artarken,
testosteron diizeyleri kontrol ve CoQ10 gruplarma kiyasla anlamli dlglide azalmistur.
GLY + CoQ10 grubunda ise testosteron diizeyleri kontrol ve CoQ10 gruplarma yakin
degerlere ulasarak onemli bir iyilesme gostermistir. Buna karsm, GLY + CoQI10
grubundaki LH diizeyleri GLY grubuna gore anlamli olarak azalmis olsa da kontrol

ve CoQIl0 gruplarma kiyasla hala anlamli diizeyde yiliksek seyretmis ve LH

66



sekresyonunun yalnizca kismen normale dondiiglinii ortaya koymustur (Sekil 12). Bu
sonuglar, CoQIl0’un glifosat kaynakli testosteron eksikligini Onemli olgiide
diizelttigini ve hipotalamus-hipofiz-gonad aksinin yeniden diizenlenmesine bagl
olarak LH diizeylerindeki kompansatuar artist kismen tersine c¢evirdigini

gostermektedir.

4.8 Sperm Parametreleriyle iligkili Bulgular

Morfolojik, fonksiyonel ve oksidatif stres parametrelerini iceren kapsamli
sperm analiz sonucglar1 Tablo 5 ve 6’te sunulmustur. Uygulanan tedavilerin sperm
konsantrasyonu, plazma zar1 biitlinliigii, anormallikler, mitokondriyal ROS diizeyleri,
PMAI, yasama oran1 ve motilite iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla

istatistiksel karsilastirmalar yapilmistir.

GLY grubunda sperm konsantrasyonu, kontrol, sham ve CoQ10 gruplarina
kiyasla anlamh diizeyde azalmistir (p < 0,05). GLY+CoQ10 grubunda sayisal olarak
bir artis gdzlenmis olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamis; bu durum,
CoQ10’un kismi bir koruyucu etki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. GLY
grubunda plazma zar1 biitiinliigli anlaml sekilde bozulmus (p < 0,05), ancak CoQ10
birlikte uygulanmasi bu bozulmayr kismen diizeltmistir. GLY+CoQ10 grubunda
plazma zar1 biitiinliigii kontrol diizeylerinin altinda kalmakla birlikte, GLY grubuna

kiyasla anlamli sekilde iyilesmistir.

Buna ek olarak, sperm morfoloji analizleri, toplam anormalliklerin (bas + orta
par¢a + kuyruk) GLY grubunda diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek
oldugunu ortaya koymustur (p < 0,05) (Sekil 4.6). Toplam anormallik oranlari ile
uyumlu olarak, bas bolgesi kusurlar1 oram1 da GLY grubunda en yiiksek
seviyedeyken, GLY+CoQ10 grubunda anlaml diizeyde azalma gostermistir (Tablo

5).
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Sekil 4.6. Glifosat grubu fare spermalarinda goriilen anomaliler. Tim spermatozoalar
standart morfolojik degerlendirmeye gore smiflandirilmistir. Bas yap1 bozuklugu
olanlar (A, C, E); yaygin kuyruk defektleri (B, E,); sekilsiz bas (C); govde defektleri
(F) ve dekapite sperm (D).

GLY grubunda PMAI, yasama orani ve motilite gibi sperm parametrelerinde
anlamli azalmalar tespit edilmistir (Tablo 6). CoQ10 takviyesi bu parametrelerde
GLY grubuna kiyasla anlamli iyilesmelere yol agcmustir (p < 0,05). Kontrol, sam ve
CoQI10 gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark bulunmamistir. MitoSOX diizeyleri
GLY grubunda en yiiksek seviyede olclilmiis ve diger tiim gruplara kiyasla anlamli
diizeyde artmustir (p < 0,05)(Sekil 16). CoQ10 ile birlikte uygulama bu seviyeleri
belirgin sekilde azaltmis, ancak yine de kontrol, sham ve CoQ10 gruplarmnin {izerinde

kalmistir. Bu ii¢ grup arasinda anlaml fark gézlenmemistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.7. Glifosat grubu farelerden alinan spermlerin 6lii-canli muayenesi; bas kismi
boya alan spermalar 6lii, boya almayanlar spermalar canhdir.

Tablo 4.3. Coq10 uygulamasinin sperm konsantrasyonu, plazma zar1 biitiinligii ve

sperm morfolojisi lizerine etkileri.

Grup Konsantrasyon Plazma Zan Toplam Sperm Basi
(spzx10%/ml) Biitiinliigii Anomaliler Anormalligi
(“o) (“o) (“o)
Kontrol 15,62+1,13° 83,75+1,62%  26,00+1,88°  13,25+1,41°
Sham 17,85+2,40% 86,57+1,88* 29,14+1,22° 18,28+2,06°
CoQ10 17,2242,22% 87,55+1,14% 23,77+2,24° 13,55+1,19°¢
GLY 8,88+1,38° 74,88+1,63°¢ 50,88+2,51* 29,55+1,36°
GLY+ 12,85+1,25° 81,78+0,87°  39,64+1,50°  18,71+0,90
CoQ10
P<0,05 * * * *

Farkli iist simge harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 géstermektedir (p <

0,05).
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Tablo 4.4. Coq10 uygulamasimin mitakondriyal ros seviyeleri, akrozom biitiinliigt,
sperm canlilig1 ve motilitesi iizerine etkileri.

Groups MITOSOX+ PMALI (%) Canhlik (%) Motilite (%)
(%)

Kontrol 5,01+0,56° 85,97+4,93%  91,1542,12° 83,00+1,48°

Sham 6,07+0,26° 91,92+2,38? 91,72+2,14 80,71+1,49

CoQ10 6,90+0,79¢ 89,79+1,75% 85,92+1,55° 84,11+0,88?

GLY 19,86+1,04 77,83+1,62° 63,28+4,64¢ 56,33+6,55"

GLY+ 13,39+0,75" 80,55+3,12%  74,91+2,42° 76,57+2,98°

CoQ10

P<0,05 * * * *

Farkli ist simge harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gostermektedir (p <
0,05)
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5. TARTISMA

Son yillarda, kiiresel gida talebindeki artis ve tath su kaynaklarinin
tikenmesi, tarimsal verimi artwrmak ve kayiplar1 azaltmak amaciyla pestisit
kullaniminin yayginlasmasina neden olmustur (Tilman ve ark., 2011). Bu pestisitler
arasinda glifosat, en yaygimn kullanilan herbisitlerden biri olup insan, hayvan ve ¢evre
saghgr iizerindeki potansiyel toksik etkileri nedeniyle kaygi uyandirmaktadir
(Marino ve ark., 2021). Glifosata artan maruziyetin oksidatif stresle iligkili ireme
toksisitesine neden oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, erkek infertilitesindeki
arti (Takalani ve ark., 2023) bu toksik etkilerle iliskili olabilir. Bu baglamda,
antioksidan o6zelliklere sahip bilesiklerin, 6zellikle koenzim Q10’un (CoQ10), olas1
koruyucu etkilerinin arastirilmast 6nem kazanmaktadir. Giiglii antioksidan, anti-
apoptotik ve anti-inflamatuvar 6zellikleriyle bilinen CoQ10’un, infertil erkeklerin
tedavisinde kullanildigt ve {iireme bozukluklarinin yonetiminde antioksidan
tedavilerin faydal roliinii destekledigi bildirilmektedir (Keshavarzi ve ark., 2025;
Safarinejad ve ark., 2009).

Bu ¢alismada, CoQ10 ile kombine tedavi, GBH kaynakli testikiiler hasar1
belirgin sekilde hafifletmis; bu iyilesme testis histolojisinde, apoptoz belirteglerinin
dengelenmesinde, oksidatif stres parametrelerinde, seks hormon diizeylerinde ve
epididimal sperm parametrelerinde gozlenen olumlu degisikliklerle dogrulanmistir.
Bu koruyucu etkilerin, Nrf2/Keap1/HO-1 yolunun yukar1 regiilasyonu ve TLR4/NF-

kB sinyal yolunun asag1 regiilasyonu yoluyla gerceklestigi anlasilmaktadir.

Elde edilen bulgular, CoQ10 ile birlikte uygulanan tedavinin viicut agirhiginda
artig sagladigini gostermistir. GBH maruziyeti, testislerin hem mutlak hem de relatif
agirhiginda anlamhi bir azalmaya yol acarken, CoQ10 es tedavisi bu diisiisii 6nemli
dlciide azaltmugtir. Onceki bazi ¢aligmalar glifosat ya da GBH maruziyeti sonrasinda
testis agirhiginda belirgin bir degisiklik gozlemlememistir (Cassault-Meyer ve ark.,
2014; Dai ve ark., 2016). Bu tutarsizliklarin, maruz kalma siiresi, doz ve
zamanlamadaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, Pham
ve ark. (2019), perinatal donemde glifosat maruziyeti ile relatif testis agirliginda

azalma bildirmis; ancak GBH ile bu etki gozlemlenmemistir. Bu ¢aligmada ise daha

71



uzun siireli maruziyet ve GBH formiilasyonu kullanilmistir; bu durum, gézlemlenen
toksisiteyi aciklayabilir. Bulgularimiz, antioksidan tedavilerin koruyucu roliinii
vurgulayan onceki calismalarla uyumlu olup, CoQ10’un hiicresel metabolizmay1
koruyarak ve oksidatif hasar1 azaltarak faydali etkiler gosterdigini diistindiirmektedir

(Keshavarzi ve ark., 2025).

Testislerin histopatolojik degerlendirmesinde, GLY maruziyetine bagl olarak
belirgin yapisal bozulmalar saptanmistir. Glifosat grubunda germinal epitelde
diizensizlik, germ hiicre tabakalarinda incelme ve hidropik dejenerasyon
gozlemlenmistir. Bu bulgular, glifosatin oksidatif ve inflamatuvar mekanizmalar
yoluyla testikiiler toksisiteye neden olabilecegini gostermektedir (Astiz ve ark., 2009;
Owagboriaye ve ark., 2021). Hiicre proliferasyonu i¢in giivenilir bir belirte¢ olan Ki-
67, bu calismada GLY grubunda belirgin sekilde azalmis; bu durum seminifer tiibiil
epitelinde proliferatif aktivitenin baskilandigini gostermektedir. Buna karsilik, GLY
+ CoQ10 grubunda CoQ10 tedavisi ile Ki-67 immiinreaktivitesi artmig, bu da hiicre
boliinmesi {izerinde onarict bir etkiyi isaret etmisti. CoQ10’un, mitokondri
stabilizasyonu ve antioksidan etkileri sayesinde testikiiler hasar1 hafiflettigi ve
spermatogenezi destekledigi bildirilmistir (Kaltsas, 2023; Mazen ve Elnegris, 2013).
Nitekim, Mazen ve Elnegris (2013) akrilamid kaynakli oksidatif stres durumunda
CoQ10 uygulamasiyla testiste hiicre proliferasyonunun arttigmi géstermistir. Ancak
bu artis, kontrol grubunun mitotik aktivitesini asmamistir; bu da CoQ10’un koruyucu

etkisinin uyaricidan ¢ok, yeniden dengeleyici nitelikte oldugunu gostermektedir.

Glifosat kaynakli testikiiler hasarin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
heniiz tam olarak aydmlatilamamistir. Oksidatif stresin, bu toksik etkinin temel
belirleyicilerinden biri oldugu bilinmekle birlikte, ilgili hiicresel hedefler ve sinyal
yollar1 hald arastirilmaktadir. Glifosatin reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini
artirarak lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve testikiiler hiicrelerde apoptoza neden
oldugu gosterilmistir (Avdatek ve ark., 2018). Bu ¢alismada da GLY maruziyeti
testikiiler ROS diizeylerini 6nemli 6l¢lide artrmig; bu durum MDA ve TOS
diizeylerinin yiikselmesi ve GSH ile TAS aktivitelerinin diismesiyle yansitilmistir.

CoQ10 tedavisi ise oksidatif hasar1 azaltarak antioksidan savunma mekanizmalarinin
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yeniden yapilandirilmasmi saglamistir (El-Khadragy ve ark., 2020; Keshavarzi ve
ark., 2025).

Nrf2 transkripsiyon faktorii, hiicresel oksidatif stres durumlarinda antioksidan
yanitlarin  diizenlenmesinde,  mitokondriyal islevlerin  korunmasinda  ve
inflamasyonun baskilanmasinda merkezi bir rol oynamaktadir (Rotimi ve ark., 2022).
Normal kosullarda KEAP1 tarafindan sitoplazmada baskilanan Nrf2, oksidatif stresle
aktive olarak niikleusa tasmmakta ve HO-1 gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu indiiklemektedir (Feng ve ark., 2020). Bu c¢alismada, GLY
maruziyetinin Nrf2 ve HO-1 diizeylerini anlamli bigimde azalttigi, buna karsilik
KEAP1 diizeylerini artirdig1 gosterilmistir. CoQ10 ile kombine tedavi, Nrf2 ve HO-1
ekspresyonlarim1  kismen geri kazandirirken KEAPI diizeylerini = diisiirerek
antioksidan yanit1 aktive etmistir. Bu etki, metotreksat kaynakli testikiiler hasar
modelinde de rapor edilmistir (Arafa ve ark., 2024). Nrf2’nin immunohistokimyasal
diizeyde de baskilandigi, CoQ10 ile ise kismen geri kazanildig1 gosterilmis ve bu

bulgular bat1 blot analizleriyle tutarhlik gostermistir.

Oksidatif stresin inflamatuvar yanitlarin baslaticis1 oldugu bilinmektedir ve
bu siire¢ erkek iireme fonksiyonlariyla da iligkilidir (Takalani ve ark., 2023).
TLR4/NF-kB ve Nrf2/HO-1 yollari, hiicresel stres yanitinda onemli diizenleyici
mekanizmalardir (Akhigbe, 2025). NF-«B’nin asir1 aktivasyonu, IL-1p gibi
proinflamatuvar  sitokinlerin  iiretimiyle inflamasyonu artrmakta, bu da
spermatogenez lizerinde olumsuz etkilere yol a¢cmaktadir (Sayed ve ark., 2021;
Afolabi ve ark., 2022). Buna karsilik, Nrf2/HO-1 yolu, ROS birikimini baskilayarak
inflamasyonu azaltmaktadir (Ganesh Yerra ve ark., 2013). Bu iki yolak arasindaki
cift yonlii etkilesim, testikiiler homeostazin korunmasinda kritik rol oynamaktadir
(Liu ve ark., 2008). Bu calismada GLY, NF-kB ve TLR4 ekspresyonlarini artirarak

inflamatuvar yanit1 tetiklemis; ancak CoQ10 tedavisi bu aktiviteyi azaltmistir.

Apoptoz, Nrf2 baskilanmasinin 6nemli sonuglaridan biridir. Bu siirecte Bcl-
2 diizeyleri azalirken, Bax gibi pro-apoptotik proteinler artmaktadir (Varigh ve ark.,,

2022). Calismamizda, GLY maruziyeti bu paterni gosterirken, CoQ10 tedavisi Bax
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ekspresyonunu diisiirmiis, Bcl-2 diizeylerini artirarak anti-apoptotik bir etki

olusturmustur (Arafa ve ark., 2024).

Sperm analizinde, GLY’nin motilite, canlilik, morfoloji ve PMAI gibi
parametreleri anlamli sekilde bozdugu, bunun mitokondriyal ROS artisiyla iliskili
oldugu goriilmistir (Velasquez vd., 2021). CoQ10 tedavisi bu parametrelerde
tyilesme saglamis, ancak sperm konsantrasyonunda anlamli bir artis gozlenmemistir
(Cakiroglu vd., 2014). Morfolojik bozukluklarin azalmasi, CoQ10’un terapdtik
potansiyelini desteklemektedir (Cassault-Meyer vd., 2014).

GLY maruziyeti serum testosteron diizeylerini diisiiriirken LH diizeylerini artirmistir;
bu da hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) aksinda bir bozulmayi gostermektedir.
Leydig hiicrelerinin islevsel yetersizligi, testosteron sentezini azaltarak LH
diizeylerinin telafi amacl artmasina neden olabilir (Teleken ve ark., 2020). CoQ10
uygulamasi bu hormonal bozukluklar1 diizeltmis, testosteron diizeylerini toparlamis
ve LH seviyelerinde kismi normallesme saglamistir (Allam ve ark., 2022). Bu
tyilesme, CoQ10’un steroidogenez lizerindeki koruyucu etkisini ve spermatogenetik
hat tizerindeki destekleyici roliinii yansitmaktadir. CoQ10’un HPG aksi iizerindeki
diizenleyici rolii, literatiirde de benzer sekilde rapor edilmistir (Safarinejad ve ark.,

2009; Banihani ve ark., 2018).

Insan ¢alismalarinda yiiksek LH diizeylerinin diisiik sperm kalitesiyle iliskili
oldugu bildirilmistir (Kumanov ve ark., 2009; Meeker ve ark., 2012). Bu ¢alismada
da GLY, LH artis1 ile birlikte sperm parametrelerini bozmus, CoQ10 tedavisi ise bu
bozulmay1 diizeltmistir. LH’ nin sperm kalitesindeki diizenleyici rolii bir kez daha

vurgulanirken, testosteronun daha ikincil bir role sahip olabilecegi anlagilmaktadir

(Zhao ve ark., 2020).
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢aligma, erkek farelerde GBH uygulamasmin testikiiler hasara,
spermatogenezde bozulmaya, sperm kalitesinde diisiise ve hormonal dengesizliklere
yol actigini gdstermektedir. Ustelik bu etkiler, kabul edilen NOAEL seviyelerinin
altinda kalan dozlarda dahi ortaya c¢ikmistir. S6z konusu hasarin  temel
mekanizmalari; asir1 oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozdur. Nrf2/Keapl/HO-1,
NF-kB/TLR4 ve Bax/Bcl-2 sinyal yollarindaki bozulmalar bu etkilerin molekiiler
temellerini olusturmaktadir. Calisma ayrica, CoQI10’un, histopatolojik hasar1
hafifletme, antioksidan savunmay1 giiclendirme, inflamasyonu azaltma ve sperm
parametrelerini iyilestirme yoluyla daha gii¢lii koruyucu ve tedavi edici etkilere sahip
oldugunu ortaya koymakta; boylece CoQ10’un glifosat kaynakli iireme toksisitesine

kars1 potansiyel bir terapdtik ajan olabilecegini dnermektedir.

Bununla birlikte, calismada tek bir sabit GLY ve CoQ10 dozu kullanilmistir;
bu, doz-cevap iliskilerinin degerlendirilmesini smirlamaktadir. Gelecek c¢alismalarda
farkli dozlarin kullanilmasi, mekanizmanin daha iyi anlasilmasimi saglayacaktir.
Ayrica, uzun donem lireme sonuglar1 ve yavru sagligi degerlendirilmemistir. Gelecek
arastirmalarm, GBH maruziyetinin uzun donem ve transgenerasyonel etkilerini, GLY
ve CoQ10 i¢cin doz-cevap iliskilerini ve CoQ10’un diger antioksidan veya toksinlerle

etkilesimini incelemesi onerilmektedir.

75



KAYNAKLAR

Abbasoglu L, Kalaz EB, Soluk Tekkesin M, Olgac V, Dogru Abbasoglu S, Uysal
M (2012). Beneficial effects of taurine ve carnosine in experimental
ischemia/reperfusion injury in testis. Pediatr. Surg. Int., 28(11), 1125-31.

Abubakar Y, Tijjam H, Egbuna C, Adetunji1 CO, Kala S, Kryeziu T, Ifemeje JC,
Iwuanyanwu KCP (2020). Pesticides, History, and Classification. In: Egbuna C,
Sawicka B (Eds) Natural Remedies for Pest, Disease and Weed Control. Amerika:
Elsevier Inc, p: 29-42.

Afolabi AO, Akhigbe TM, Odetayo AF, Anyogu DC, Hamed MA, Akhigbe RE
(2022). Restoration of hepatic and intestinal integrity by Phyllanthus amarus is
dependent on Bax/Caspase 3 modulation in intestinal ischemia—reperfusion—induced
injury. Molecules, 27(16), 5073.

Akhigbe TM, Fidelis FB, Adekunle AO, Akhighe RE (2025). Does coenzyme Q10
improve semen quality and circulating testosterone level? A systematic review and
meta-analysis of randomized controlled trials. Front. Pharmacol., 15, 1497930.

Akira S, Uematsu S, Takeuchi O (2006). Pathogen recognition and innate
immunity. Cell, 124(4), 783-801.

Alahmar AT (2019). Role of oxidative stress in male infertility: an updated review.
J. Hum. Reprod. Sci., 12, 4-18.

Alahmar AT (2019). The impact of two doses of coenzyme Q10 on semen
parameters and antioxidant status in men with idiopathic
oligoasthenoteratozoospermia. Clin. Exp. Reprod. Med., 46(3), 112-118.

Allam EA, Ibrahim HF, Abdulmalek SA, Abdelmeniem IM, Basta M (2022).
Coenzyme Q10 alleviates testicular endocrine and spermatogenic dysfunction
induced by high-fat diet in male Wistar rats: Role of adipokines, oxidative stress and
MAPK/ERK/INK pathway. Andrologia, 54(10), e14544.

Alm P (1982). On the autonomic innervation of the human vas deferens. Brain Res.
Bull., 9(1-6), 673-677.

Alp H, Cirit U, Tas M, Rifaioglu MM, Hatipoglu NK, Aytekin I, Yucel M, Firat
U, Ozmen MF, Seker U, Eren LB. (2012). Effects of sildenafil citrate, isoniazid, ve
streptomycin on testicular tissue ve epididymal semen quality in rats. Urology, 80(4),
953.€9-953.¢14.

Altikat A, Turan, T, Ekmekyapar Torun F, Bingiil Z. (2009). Turkiye’de Pestisit
Kullanimi ve Cevreye Olan Etkileri. Atatiirk Univ. Ziraat Fak. Derg., 40(2), 87-92.

Amann RP (2008). The cycle of the seminiferous epithelium in humans: a need to
revisit? J. Androl., 29(5), 469-487.

76



Amaral A, Lourenco B, Marques M, Ramalho-Santos J (2013). Mitochondria
functionality and sperm quality. Reproduction, 146(5), R163—R174.

Arafa EA, Hassanein EHM, Ibrahim NA, Buabeid MA, Mohamed WR (2024).
Involvement of Nrf2-PPAR-y signaling in coenzyme Q10 protecting effect against
methotrexate-induced testicular oxidative damage. Int. Immunopharmacol., 129,
111566.

Arrotéia KF, Garcia PV, Barbieri MF, Justino ML, Pereira LAV (2012). The
epididymis: embryology, structure, function and its role in fertilization and infertility.
In: Pereira LA (Eds), Embryology Updates and Highlights on Classic Topics. Crotia:
IntechOpen, p: 41-66.

Astiz M, de Alaniz MJ, Marra CA (2009). Antioxidant defense system in rats
simultaneously intoxicated with agrochemicals. Environ. Toxicol. Pharmacol., 28(3),
465-473.

Auger J, Jouannet P, Eustache F (2016). Another look at human sperm
morphology. Hum. Reprod., 31(1), 10-23

Avdatek F, Birdane YO, Tiirkmen R, Demirel HH (2018). Ameliorative effect of
resveratrol on testicular oxidative stress, spermatological parameters and DNA
damage in glyphosate-based herbicide-exposed rats. Andrologia, 50, €¢13036.

Avdatek F, Tiirkmen R, Demirel HH, Birdane YO (2018). Protective effect of N-
acetylcysteine on testicular oxidative damage, spermatological parameters and DNA
damage in glyphosate-based herbicide-exposed rats. Kocatepe Vet. J., 11(3), 292—
300.

Aydin MS, Senturk GE ve Ercan F (2013). Cryopreservation increases DNA
fragmentation in spermatozoa of smokers. Acta. Histochem., 115(4), 394-400

Bali YA, Kaikai NE, Ba-M'hamed S, Bennis M (2019). Learning and memory
impairments associated to acetylcholinesterase inhibition and oxidative stress
following glyphosate based-herbicide exposure in mice. Toxicology, 415, 18-25.

Banihani, SA (2018). Effect of coenzyme Q10 supplementation on testosterone.
Biomolecules, 8(4), 172.

Belloc S, Cohen-Bacrie M, Amar E, Izard V, Benkhalifa M, Dalléac A, de
Mouzon J (2014). High body mass index has a deleterious effect on semen
parameters except morphology: Results from a large cohort study. Fertil. Steril.,
102(5), 1268—-1273.

Benachour N, Séralini GE (2007). Glyphosate formulations induce apoptosis and
necrosis in human umbilical, embryonic, and placental cells. Chem. Res. Toxicol.,
21(1), 97-105.

77



Bentinger M, Brismar K, Dallner G (2007). The antioxidant role of coenzyme Q.
Mitochondrion, 7, 41-50.

Bergmann M (2006). Physiology of spermatogenesis. In: Schill WB, Comhaire F,
Hargreave TB (eds), Andrology for the Clinician. Berlin: Springer, p: 272-281.

Berker B, Siikiir YE, Kahraman K, Atabekoglu CS, Sonmezer M, Ozmen B,
Ates C (2012). Absence of rapid and linear progressive motile spermatozoa “grade
A” in semen specimens: Does it change intrauterine insemination outcomes?
Urology, 80(6), 1262—1266.

Birben E, Sahiner UM, Sackesen C, Erzurum S, Kalayci O (2012). Oxidative
stress and antioxidant defense. World Allergy Organ. J., 5(1), 9-19.

Bolognesi C, Bonatti S, Degan P, Gallerani E, Peluso M, Rabboni R (1997).
Genotoxic activity of glyphosate and its technical formulation Roundup. J. Agric.
Food Chem., 45(5), 1957-1962.

Bonakdar RA, Guarneri E (2005). Coenzyme Q10. Am. Fam. Physician, 72(6),
1065-1070.

Bonanno O, Romeo G, Asero P, Pezzino FM, Castiglione R, Burrello N, Sidoti
G, Frajese GV, Vicari E, D’Agata R (2016). Sperm of patients with severe
asthenozoospermia show biochemical, molecular and genomic alterations.
Reproduction, 152(6), 695-704.

Brake DG, Evenson DP (2004). A generational study of glyphosate-tolerant
soybeans on mouse fetal, postnatal, pubertal, and adult testicular development. Food
Chem. Toxicol., 42(1), 29-36. https://doi.org/10.1016/j.fct.2003.08.003

Bremner WJ, Millar MR, Sharpe RM, Saunders PTK (1994).
Immunohistochemical localization of androgen receptors in the rat tissue: evidence
for stage-dependent expression and regulation by androgen. Endocrinology, 135(3),
1227-1234.

Cakiroglu B, Eyyupoglu SE, Gozukucuk R, Uyanik BS (2014). Ubiquinol effect
on sperm parameters in subfertile men who have astheno-teratozoospermia with
normal sperm concentration. Nephro-Urol. Mon., 6(3), e16870.

Carles L, Gardon H, Joseph L, Sanchis J, Farré M, Artigas J (2019). Meta-
analysis of glyphosate contamination in surface waters and dissipation by biofilms.
Environ. Int., 124, 284-293.

Carrell DT, Aston KI (2013). Spermatogenesis: Methods and Protocols (cilt 927,
1. bask1), Springer Science+Business Media,

Carretta L (2019). A new rapid procedure for simultaneous determination of
glyphosate and AMPA in water at sub ug/L level. J. Chromatogr. A, 1600, 65-72.

78



Cassault-Meyer E, Gress S, Séralini GE, Galeraud-Denis I (2014). An acute
exposure to glyphosate-based herbicide alters aromatase levels in testis and sperm
nuclear quality. Environ. Toxicol. Pharmacol., 38(1), 131-140.

Chang V, Heutte L, Petitjean C, Hartel S, Hitschfeld N (2017). Automatic
classification of human sperm head morphology. Biol. Medicine, 84, 205-216.

Chemes HE, Alvarez Sedo C (2012). Tales of the tail and sperm head aches:
changing concepts on the prognostic significance of sperm pathologies affecting the
head, neck and tail. Asian J. Androl., 14(1), 14-23.

Chen J, Saili KS, Liu Y, Li L, Zhao Y, Jia Y, Bai C, Tanguay RL, Dong Q,
Huang C (2017). Developmental bisphenol A exposure impairs sperm function ve
reproduction in zebrafish. Chemosphere, 169, 262-70.

Chiarini-Garcia H, Hornick JR, Griswold MD, Russell LD (2001). Distribution
of type A spermatogonia in the mouse is not random. Biol. Reprod., 65(4), 1179-
1185.

Chiarini-Garcia H, Russell LD (2001). High-resolution light microscopic
characterization of Mouse spermatogonia. Biol. Reprod., 65(4), 1170-1178.

Chiasson, R.B. (1994). Laboratory Anatomy of the White Rat (5thed.). Boston,
MA: WCB McGraw-Hill

Clair E, Mesnage R, Travert C, Séralini GE (2012). A glyphosate-based herbicide
induces necrosis and apoptosis in mature rat testicular cells in vitro, and testosterone
decrease at lower levels. Toxicol. in Vitro, 26(2), 269-279.

Clermont Y, Perey B (1957). The stages of the cycle of the seminiferous epithelium
of the rat: practical definitions in PA-Schiff-hematoxylin stained sections. Rev.
Canad. Biol., 16, 451-462.

Cooper G, Schiller AL (1976). Anatomy of the Guinea Pig. Massachusetts: Harvard
university press.

Cooper TG, Noonan E, von Eckardstein S, Auger J, Baker HWG, Behre HM
(2012). World Health Organization reference values for human semen characteristics.
Hum. Reprod. Update, (16), 231-245.

Cosentino M J, Nishida M, Rabinowitz R, Cockett A T (1985). Histological
changes occurring in the contralateral testes of prepubertal rats subjected to various
durations of unilateral spermatic cord torsion. J. Urol., 133, 906-911

Crane FL (2001). Biochemical functions of coenzyme QI10. J. Am. Coll. Nutr,
20(6), 591-598.

Creasy DM, Chapin RE (2018). Male Reproductive System. In: Wallig MA,
Haschek WM, Rousseaux CG, Bolon B (eds), Fundamentals of Toxicologic
Pathology (3 rd ed), Elsevier Inc, Academic Press, 459-516.

79



Cui H, Lépez M, Rahmouni K (2017). The cellular and molecular bases of leptin
and ghrelin resistance in obesity. Nat. Rev. Endocrinol., 13, 338-351

Dai P, Hu P, Tang J, Li Y, Li C (2016). Effect of glyphosate on reproductive organs
in male rat. Acta. Histochem., 118(5), 519-526.

Dallegrave E, Mantese FD, Oliveira RT, Andrade AJ, Dalsenter PR, Langeloh A
(2007). Pre- and postnatal toxicity of the commercial glyphosate formulation in
Wistar rats. Arch. Toxicol., 81(9), 665—673.

Dallegrave E, Mantese FD, Oliveira RT, Andrade AJM, Dalsenter PR, Langeloh
A (2007). Pre- and postnatal toxicity of the commercial glyphosate formulation in
Wistar rats. Arch. Toxicol., 81(9), 665-673

De Gendt K, Atanassova N, Tan KAL, de Franca LR, Parreira GG, McKinnell
C, Sharpe RM, Saunders PTK, Mason JI, Hartung S, Ivell R, Denolet E,
Verhoeven G (2005). Development and function of the adult generation of Leydig
cells in mice with Sertoli cell-selective or total ablation of the androgen receptor.
Endocrinology, 146(9), 4117-4126.

de Kretser DM, Loveland KL, Meinhardt A, Simorangkir D, Wreford N (1998).
Spermatogenesis. Hum. Reprod., 13(Suppl 1), 1-8.

de Liz Oliveira Cavalli VL, Cattani D, Heinz Rieg CE, Pierozan P, Zanatta L,
Benedetti Parisotto E, Wilhelm Filho D, Silva FRMB, Pessoa-Pureur R,
Zamoner A (2013). Roundup disrupts male reproductive functions by triggering
calcium-mediated cell death in rat testis and Sertoli cells. Free Radic. Biol. Med., 65,
335-346

de Rooij DG (1973). Spermatogonial stem cell renewal in the mouse. I. Normal
situation. Cell Tissue Kinet., 6, 281-287.

de Rooij DG (2001). Proliferation and differentiation of spermatogonial stem cells.
Reproduction, 121, 347-354.

de Rooij DG, Russell LD (2000). All you wanted to know about spermatogonia but
were afraid to ask. J. Androl., 21(6), 776—798.

Defarge N, Spiroux de Vendomois J, Séralini GE (2018). Toxicity of formulants
and heavy metals in glyphosate-based herbicides and other pesticides. Toxicol. Rep.,
5, 156-163.

Defarge N, Takacs E, Lozano V, Mesnage R, Spiroux de Vendémois J, Séralini
G-E, Székacs A (2016). Co-formulants in glyphosate-based herbicides disrupt
aromatase activity in human cells below toxic levels. Int. J. Environ. Res. Public
Health, 13(3), 264.

Draper HH, Hadley M (1990). Malondialdehyde determination as index of lipid
peroxidation. Methods Enzymol., 186, 421-431.

80



Duthie SJ (1999). Folic acid deficiency and cancer: mechanisms of DNA instability.
Br. Med. Bull., 55(3), 578-592.

Dym M, Fawcett DW (1970). The blood-testis barrier in the rat and the
physiological compartmentation of the seminiferous epithelium. Biol. Reprod., 3(3),
308-326.

El-Khadragy M, Al-Megrin WA, AlSadhan NA, Metwally DM, El-Hennamy RE,
Salem FEH, Kassab RB, Abdel Moneim AE (2020). Impact of coenzyme Q10
administration on lead acetate-induced testicular damage in rats. Oxid. Med. Cell.
Longev., 2020, Article ID 4981386.

Engin Ustiin Y (2011). Infertil Ciftin Degerlendirilmesi. Celik, O (Ed.), Adana:
Nobel Kitabevi.

Ergiin L (2016). Erkek genital sistem. In: Ozer A (eds), Veteriner Ozel Histoloji,
Dora Basim-Yayin Dagitim Ltd. S$ti. 1. Baski, 251-268.

Erol B, Bozlu M, Hana V (2010). Coenzyme Q10 treatment reduces lipid
peroxidation, inducible and endothelial nitric oxide synthases, and germ cell-specific
apoptosis in a rat model of testicular ischemia/reperfusion injury. Fertil. Steril.,
93(1), 280-282.

Eroschenko VP (2017). Atlas of Histology with Functional Correlations (3 rd ed.),
LWW.

Esen C, Alkan BA, Kirnap M, Akgiil O, Isikoglu S, Erel O (2012). The effects of
chronic periodontitis and rheumatoid arthritis on serum and gingival crevicular fluid

total antioxidant/oxidant status and oxidative stress index. .J. Periodontol., 83(6),
773-779.

European Food Safety Authority (2023). Peer review of the pesticide risk
assessment of the active substance glyphosate. EFSA Journal, 21(7), 8164.
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2023.8164

Evans TJ, Ganjam VK (2017). Reproductive Anatomy and Physiology. In: Gupta
RC (eds), Reproductive and Developmental Toxicology (2 nd ed), Academic Press,
p:7-37.

Feng J, He Y, Shen Y, Zhang G, Ma S, Zhao X, Zhang Y (2020). Protective effects
of nuclear factor erythroid 2-related factor on oxidative stress and apoptosis in the
testis of mice before adulthood. Theriogenology, 148, 112—121.

Fietz D, Bergmann M (2017). Functional Anatomy and Histology of the Testis. In:
Simoni M, Huhtaniemi IT (eds), Endocrinology of the Testis and Male Reproduction
Cham: Springer International Publishing, p:313-341

Food Safety Commission of Japan (2016). Risk assessment report: Glyphosate
(Pesticide).

81



https://www.fsc.go.jp/english/evaluationreports/agrichemicalsl el.data/kya01006224
49b 202.pdf (Erisim Tarihi: 12.01.2025)

Franca LR, Avelar GF, Almeida FFL (2005). Spermatogenesis and sperm transit
through the epididymis in mammals with emphasis on pigs. Theriogenology, 63(2),
300-318.

Franca LR, Ye SJ, Ying L, Sandberg M, Russell LD. (1995). Morphometry of rat
germ cells during spermatogenesis. Anat. Rec., 241(2), 181-204.

Garolla A, Torino M, Miola P, Caretta N, Pizzol D, Menegazzo M, Bertoldo A,
Foresta C (2015). Twenty-four-hour monitoring of scrotal temperature in obese men

ve men with a varicocele as mirror of spermatogenic function. Hum. Reprod., 30,
1006-1013.

Garrido Maraver J, Cordero MD, Oropesa Avila M, Fernandez Vega A, de la
Mata M, Delgado Pavéon A, de Miguel M, Pérez Calero C, Villanueva Paz M,
Cotan D, Sanchez Alcazar JA (2014). Coenzyme Qio therapy. Mol. Syndromol.,
5(3-4), 187-197

Gatimel N, Moreau J, Parinaud J, Leandri RD (2017). Sperm morphology:
assessment, pathophysiology, clinical relevance, and state of the art in 2017.
Andrology, 5(5), 845-862.

Gatti JL, Castella S, Dacheux F, Ecroyd H, Metayer S, Thimon V, Dacheux JL
(2004). Posttesticular sperm environment and fertility. Anim. Reprod. Sci., 82, 321-
3309.

Gigante P, Berni M, Bussolati S, Grasselli F, Grolli S, Ramoni R, Basini G
(2018). Glyphosate affects swine ovarian and adipose stromal cell functions. Anim.
Reprod. Sci., 195, 185-196.

Gorga A, Rindone GM, Centola CL, Sobarzo CM, Pellizzari EH, Del Carmen
Camberos M, Marin-Briggiler CI, Cohen DJ, Riera MF, Galardo MN, Meroni
SB (2021). Low doses of glyphosate/Roundup alter blood—testis barrier integrity in
juvenile rats. Front. Endocrinol., 12, 615678.

Gorgiilii N (2019). Odarant ve Progesteron Uygulanmus Kiiltiir Ortamlarinda Sperm
Kalsiyum Kanallart ve Olfaktor Reseptorlerinin  Cesitli  Infertil Olgularda
Incelenmesi. Biruni Universitesi, Egitim Enstitiisii, [stanbul/Tiirkiye.

Gren EC (1963). Anatomy of the rat. New York: Hafner Publishing Company.

Gren EL (1966). Biology of the Laboratory Mouse. New York: Dover Publications,
Inc.

Griswold MD (2016). Spermatogenesis: the commitment to meiosis. Physiol. Rev.,
96(1), 1-17.

82



Gunes S, Al-Sadaan M, Agarwal A (2015). Spermatogenesis, DNA damage and
DNA repair mechanisms in male infertility. Reprod. Biomed. Online, 31(3), 309-319.

Guo J, Zhao Y, Huang W, Hu W, Gu J, Chen C, Zhou J, Peng Y, Gong M, Wang
7. (2014). Sperm motility inversely correlates with seminal leptin levels in idiopathic
asthenozoospermia. Int. J. Clin. Exp. Medicine, 7(10), 3550-3555.

Guo Y, Jiang W, Yu W, Niu X, Liu F, Zhou T, Zhang H, Li Y, Zhu H, Zhou Z,
Sha J, Guo X, Chen D (2019). Proteomics analysis of asthenozoospermia and
identification of glucose-6-phosphate isomerase as an important enzyme for sperm
motility. J. Proteomics, 208, 103478.

Haider SG (2004). Cell biology of Leydig cells in the testis. Int. Rev. Cytol., 233(4),
181-241

Halliwell B (2012). Free radicals and antioxidants: updating a personal view. Nutr.
Rev., 70, 257-265.

Halliwell, B. (2007). Biochemistry of Oxidative Stress. Biochem. Soc. Trans., 35 (Pt
5), 1147-1150. doi:10.1042/BST0351147

Hancock JL (1952). The Morphology of Bull Spermatozoa. J. Exp. Biol., 29(3),
445-453.

He Y, Xiong F, Qian Y, Xu K, Pu Y, Huang J, Liu M, Yin L, Zhang J, Pu Y, Sun
R (2022). Hematological effects of glyphosate in mice revealed by traditional
toxicology and transcriptome sequencing. Environ. Toxicol. Pharmacol., 92, 103866.

Hess RA (1990). Quantitative and qualitative characteristics of the stages and
transitions in the cycle of the rat seminiferous epithelium: light microscopic
observations of perfusion-fixed and plastic-embedded testes. Biol. Reprod, 43, 525—
542.

Hess RA (1998). STAGES: Interactive Software on Spermatogenesis 2.2 ed.
Champaign: Vanguard Productions and Cache River Press.

Hess RA, Miller LA, Kirby JD, Margoliash E, Goldberg E (1993).
Immunoelectron microscopic localization of testicular and somatic cytochromes c in
the seminiferous epithelium of the rat. Biol. Reprod., 48(6), 1299—-1308.

Hilf R, Hissin, PJ (1976). A Fluorometric Method for Determination of Oxidized
and Reduced Glutathione in Tissues. Anal. Biochem., 74(1), 214-226.

Hosseini B, Eslamian G (2014). Association of dietary factors with male ve female
infertility: review of current evidence. Thrita, 2014, 3.

Hussein A, Ozgok Y, Ross L, Rao P, Niederberger C (2013). Optimization of
spermatogenesis-regulating hormones in patients with non-obstructive azoospermia
ve its impact on sperm retrieval: a multicentre study. BJU Int, 111(3ptB), E110-114.

83



Isst Y (2025). Sperm  Sekil  Bozuklugu  (Teratospermi)  Nedir?
https://www.yasarissi.com/post/sperm-sekil-bozuklugu-nedir (Erisim Tarihi:
25.02.2025)

Jiménez-Reina L, Maartens PJ, Jimena-Medina I, Agarwal A, du Plessis SS
(2016). Overview of the Male Reproductive System. In: Exercise and Human
Reproduction Springer, p: 1-17.

Johnson L, Thompson Jr DL (1986). Seasonal variation in the total volume of

Leydig cells in stallions is explained by variation in cell number rather than cell size.
Biol. Reprod., 35(4), 971-979.

Junqueira LC, Carneiro J (2003). Basic Histology (Temel Histoloji). Cev: Aytekin
Y, Solakoglu S, Istanbul: Nobel T1ip Kitabevi, s: 431- 443.

Junqueira LC, Carneiro J (2003). Basic Histology (Temel Histoloji). Cev: Aytekin
Y, Solakoglu S, Istanbul: Nobel Tip Kitabevi, s: 299-307.

Kalkan Y (2001). Sicanlarda testisin postnatal gelisimi iizerine histolojik ve
histogimik arastirmalar. Yuziinci Y1l Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Van/Tiirkiye.

Kaltsas A (2023). Oxidative Stress and Male Infertility: The Protective Role of
Antioxidants. Medicina, 59(10), 1769.

Kanissery R, Gairhe B, Kadyampakeni D, Batuman O, Alferez F (2019).
Glyphosate: Its Environmental Persistence and Impact on Crop Health and Nutrition.
Plants, 8, 499.

Kantarci F, Cebi Olgun D, Mihmanli I. (2012). Shear-wave elastography of
segmental infarction of the testis. Korean J. Radiol., 13(6), 820-822.

Karin M, Lin DY (2002). NF-kappa B at the crossroads of life and death. Nat.
Immunol., 3(3), 221-227.

Kawasaki T, Kawai T (2014). Toll-like receptor signaling pathways. Front.
Immunol., 5, 461.

Kerr J (1991). Ultrastructure of the seminiferous epithelium and intertubular tissue
of the human testis. J. Electron Microsc. Tech., 19(2), 215-240.

Keshavarzi M, Naraki K, Razavi BM, Hosseinzadeh H (2025). Ameliorative and
protective effects of coenzyme Q10 against natural and chemical toxicity: A narrative

review. Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol., Advance online publication.

Kluin PM, Kramer MF, de Rooij DG (1982). Spermatogenesis in the immature
mouse proceeds faster than in the adult. Int. J. Androl., 5(3), 282-294.

84



Knez K, Tomazevic T, Zorn B, Vrtacnik-Bokal E, Virant-Klun 1 (2012).
Intracytoplasmic morphologically selected sperm injection improves development
and quality of preimplantation embryos in teratozoospermia patients. Reprod.
Biomed. Online, 25, 168—179.

Knoblaugh SE, True L, Tretiakova M, Hukkanen RR (2018). Male reproductive
system. In: Comparative Anatomy and Histology, Elsevier, pp: 335-363

Kovac JR, Smith RP, Cajipe M, Lamb DJ, Lipshultz LI (2017). Men with total
absence of normal sperm morphology exhibit high success rates with assisted
reproduction. Asian J. Androl., 19, 39-42.

Kumanov P, Nandipati K, Tomova A, Agarwal A (2006). Inhibin B is a better
marker of spermatogenesis than other hormones in the evaluation of male factor
infertility. Fertil. Steril., 86(2), 332—-338.

Kumar H, Kim IS, More SV, Kim BW, Choi DK (2014). Natural product-derived
pharmacological modulators of Nrf2/ARE pathway for chronic diseases. Nat. Prod.
Rep., 31, 109-139.

Kumar N, Singh AK (2015). Trends of male factor infertility, an important cause of
infertility: A review of literature. J. Hum. Reprod. Sci., 8, 191.

Kuo YC, Lin YH, Chen HI, Wang YY, Chiou YW, Lin HH, Pan HA, Wu CM, Su
SM, Hsu CC, Kuo PL (2012). SEPT12 mutations cause male infertility with
defective sperm annulus. Hum. Mutat., 33, 710-719.

Kurtoglu C (2020). Determination of herbicide degradation potentials of bacteria
isolated from glyphosate applied soil. Biological Diversity and Conservation, 13(2),
102-108.

Kutluyer F, Ogretmen F, Inanan BE (2016). Cryopreservation of goldfish
(Carassius auratus) spermatozoa: Effects of extender supplemented with taurine on
sperm motility and DNA damage. Cryo Letters, 37, 41-46.

Lachance C, Leclerc P (2011). Mediators of the Jak/STAT signaling pathway in
human spermatozoa. Biol. Reprod., 85, 1222—1231.

Lamkin J (2011). /nvestigating the Role of p53 in the Germ Cell Apoptotic Pathway
Investigating the Role of p53 in the Germ Cell Apoptotic Pathway (Master’s thesis).
https://scispace.com/pdf/investigating-the-role-of-p53-in-the-germ-cell-apoptotic-
3xyoau8bay.pdf (Erigim Tarihi: 25.05.2025)

Leblond CP, Clermont Y (1952). Definition of the stages of the cycle of the
seminiferous epithelium in the rat. Ann. N. Y. Acad. Sci., 55, 548-573.

85



Levy S, Serre V, Hermo L, Robaire B (1999). The effects of aging on the
seminiferous epithelium and the blood—testis barrier of the Brown Norway rat. J.
Androl, 20, 356-365.

Li B, Ma Y, Huang J, Xiao X, Li L, Liu C, Shi Y, Wang D, Wang X (2014).
Probing the effect of human normal sperm morphology rate on cycle outcomes and
assisted reproductive methods selection. PLoS ONE, 9(11), e113392.

Limoén-Pacheco J, Gonsebatt ME (2009). The role of antioxidants and antioxidant-
related enzymes in protective responses to environmentally induced oxidative stress.
Mutat. Res. Genet. Toxicol. Environ. Mutagen, 674, 137-147.

Liu JB, Li ZF, Lu L, Wang ZY, Wang L (2022). Glyphosate damages blood-testis
barrier via NOXI-triggered oxidative stress in rats: Long-term exposure as a
potential risk for male reproductive health. Environ. Int., 159, 107038

Liu Y, DeBoer K, de Kretser DM, O’Donnell L, O’Connor AE, Merriner DJ,
Okuda H, Whittle B, Jans DA, Efthymiadis A, McLachlan RI, Ormandy CJ,
Goodnow CC, Jamsai D, O’Bryan MK (2015). LRGUK-1 is required for basal
body and manchette function during spermatogenesis and male fertility. PLoS
Genetics, 11(3), €1005090

Livingston M, Fernandez-Cornejo J, Lu W, Li L, Chen M, Zhou Z, Zhang W,
Ping S, Yan Y, Wang J, Lin M (2013). Genome-wide transcriptional responses of
Escherichia coli to glyphosate, a potent inhibitor of the shikimate pathway enzyme
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase. Molecular BioSystems, 9(3), 522-530

Lu W, Li L, Chen M, Zhou Z, Zhang W, Ping S, Yan Y, Wang J, Lin M (2013).
Genome wide transcriptional responses of Escherichia coli to glyphosate, a potent
inhibitor of the shikimate pathway enzyme S5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase. Molecular Biosystems, 9(3), 522-530.

Mancini A, Balercia G (2011). Coenzyme Q (10) in Male Infertility:
Physiopathology and Therapy. Biofactors, 37(5), 374-380.

Marino M, Mele E, Viggiano A, Nori SL, Meccariello R, Santoro A (2021).
Pleiotropic outcomes of glyphosate exposure: From organ damage to effects on
inflammation, cancer, reproduction and development. Int. J. Mol. Sci., 22(22), 12606

Matsumoto AM, Bremner WJ (2016). Testicular Disorders. In: Melmed S,
Polonsky KS, Larsen PR, Kronenberg HM (eds), Williams Textbook of
Endocrinology (13 th ed), Philadelphia: Content Repository Only! p: 694-784.

Mazen NF, Elnegris HM (2013). Role of coenzyme Q10 in testicular damage
induced by acrylamide in weaned albino rats: A histological and
immunohistochemical study. Egyptian J. Histol., 36(1), 164—174.

McLaughlin CA, Chiasson RB (1990). Laboratory Anatomy of the Rabbit Sth
Edition, lowa; Wm. C. Brown Company Publisher.

86



Medzhitov R (2010). Inflammation 2010: new adventures of an old flame. Cell,
140(6), 771-776.

Meeker JD, Godfrey-Bailey L, Hauser R (2007). Relationships between serum
hormone levels and semen quality among men from an infertility clinic. J. Androl.,
28(3), 397-406.

Menkveld R (2013). Sperm morphology assessment using strict (tygerberg) criteria.
Methods Mol. Biol., 927, 39-50

Mescher AL (2013). Junqueira's basic histology: text and atlas 13th Edition.
Indiana: McGraw-Hill Education.

Mesnage R, Bernay B, Séralini GE (2013). Ethoxylated adjuvants of glyphosate-
based herbicides are active principles of human cell toxicity. Toxicology, 313(2-3),
122-128

Minguez-Alarcéon L, Gaskins AJ, Meeker JD, Braun JM, Chavarro JE (2023).
Endocrine-disrupting chemicals and male reproductive health. Fertil. Steril., 120(6),
1138-1149

Mital P, Hinton BT, Dufour JM (2011). The blood-testis and blood-epididymis
barriers are more than just their tight junctions. Biol. Reprod., 84, 852-858

Mitchell DG, Chapman PM, Long TJ (1987). Acute toxicity of Roundup and
Rodeo herbicides to rainbow trout, chinook, and coho salmon. Bull. Environ. Contam
Toxicol., 39(6), 1028—-1035.

Moreno-Fernandez J, Alferez MJ, Lopez-Aliaga 1, Diaz-Castro J (2019).
Protective effects of fermented goat milk on genomic stability, oxidative stress and
inflammatory signalling in testis during anaemia recovery. Scientific Reports, 9, 1-11

Muiioz JP, Bleak TC, Calaf GM (2021). Glyphosate and the key characteristics of
an endocrine disruptor: A review. Chemosphere, 270, 128619.

Nozawa Y1, Yao E, Gacayan R, Xu SM, Chuang PT (2014). Mammalian Fused is
essential for sperm head shaping and periaxonemal structure formation during
spermatogenesis. Dev. Biol., 388(9), 170-180.

Nyariki JN, Ochola LA, Jillani NE, Nyamweya NO, Amwayi PE, Yole DS, Isaac
AO (2019). Oral administration of coenzyme Q10 protects mice against oxidative

stress and neuro-inflammation during experimental cerebral malaria. Parasitol. Int.,
71, 106-120

Oakberg EF (1956). A description of spermiogenesis in the mouse and its use in
analysis of the cycle of the seminiferous epithelium and germ cell renewal. AM. J.
Anat., 99, 391-413.

87



O'Donnell L, Stanton P, de Kretser DM (2017). Endocrinology of the male
reproductive system and spermatogenesis. In K. R. Feingold, L. J. Anawalt, A.
Boyce, G. Chrousos, W. de Herder, K. Dhatariya, et al. (Eds.), Endotext [Internet].
MDText.com, Inc.

Oeckinghaus A, Ghosh S (2009). The NF-kB family of transcription factors and its
regulation. Cold Spring Harb. Perspect. Biol., 1(6), a000034.

Ogbuewu IP, Okoli IC, Iloeje MU (2009). Semen quality characteristics, reaction
time, testis weight and seminiferous tubule diameter of buck rabbits fed neem
(Azadirachta indica A. Juss) leaf meal based diets. Iranian J. Reprod. Med., 7(1),
23-28.

Owagboriaye FO, Dedeke GA, Ademolu KO, Olujimi OO, Ashidi JS, Adeyinka
AA (2017). Reproductive toxicity of Roundup herbicide exposure in male albino rat.
Exp. Toxicol. Pathol., 69(7), 461-468.

Perdrix A, Travers A, Clatot F, Sibert L, Mitchell V, Jumeau F, Mace B, Rives
N (2013). Modification of chromosomal architecture in human spermatozoa with
large vacuoles. Andrology, 1(1), 57-66.

Pham TH, Derian L, Kervarrec C, Kernanec PY, Jégou B, Smagulova F, Gely-
Pernot A (2019). Perinatal exposure to glyphosate and a glyphosate-based herbicide
affect spermatogenesis in mice. Toxicological Sciences, 169(1), 260-271.

Pham-Huy LA, He H, Pham-Huy C (2008). Free radicals, antioxidants in disease
and health. Int. Med Biol. Sci. 4(2), 89-96.

Pravst I, Zmitek K (2011). The coenzyme Q10 content of food supplements.
Journal fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, 6, 457—463.

Ray PF, Toure A, Metzler-Guillemain C, Mitchell MJ, Arnoult C, Coutton C
(2017). Genetic abnormalities leading to qualitative defects of sperm morphology or
function. Clinical Genetics, 91, 217-232.

Richard S, Moslemi S, Sipahutar H, Benachour N, Seralini GE (2005).
Differential effects of glyphosate and Roundup on human placental cells and
aromatase. Environ. Health Perspect., 113(6), 716-720.

Romano MA, Romano RM, Bernardi MM, de Oliveira RT, Nascimento JM,
Monteiro HP (2010). Glyphosate impairs male fertility in rats. Reprod. Toxicol.,
29(4), 523-530.

Ross MH ve Pawlina W (2017). Histology a text and atlas (Histoloji konu anlatimi
ve atlas). Cev: Baykal B, Ankara: Palme Yayincilik.

Rossi M, Amaretti A, Raimondi S (2011). Folate production by probiotic bacteria.
Nutrients, 3(1), 118—134.

88



Rotimi DE, Ojo OA, Olaolu TD, Adeyemi OS (2022). Exploring Nrf2 as a
therapeutic target in testicular dysfunction. Cell Tissue Res. 390(1), 23-33.

Russell L (1977). Movement of spermatocytes from the basal to the adluminal
compartment of the rat testis. Am. J. Anat., 148(3), 313-328.

Russell LD (1980). Sertoli-germ cell interactions: A review. Gamete Research, 3(2),
179-202

Russell LD, Ettlin RA, Hikim APS, Clegg ED (1990). Histological and
histopathological evaluation of the testis., Clearwater, FL, USA: Cache River Press.

Ryu BY, Orwig KE, Oatley JM, Avarbock MR, Brinster RL (2006). Effects of
aging and niche microenvironment on spermatogonial stem cell self-renewal. Stem
Cells, 24(6), 15051511

Safarinejad MR (2009). Efficacy of Coenzyme Q10 on semen parameters, sperm
function and reproductive hormones in infertile men. J. Urol., 182(1), 237-248.

Sayed AM, Hassanein EHM, Ali FEM, Omar ZMM, Rashwan EK,
Mohammedsaleh ZM, Abd El-Ghafar OAM (2021). Regulation of Keap-
I/Nrf2/AKT and iNOS/NF-kB/TLR4 signals by apocynin abrogated methotrexate-
induced testicular toxicity: Mechanistic insights and computational pharmacological
analysis. Life Sciences, 284, 119911

Schnobrich MR (2018). Disorders of the Reproductive Tract. In: Reed SM, Bayly
WM, Sellon DC (eds), Equine Internal Medicine (4 th ed), W.B. Saunders, p: 1217-
1364.

Serra L, Estienne A, Vasseur C, Froment P, Dupont J (2021). Review:
Mechanisms of glyphosate and glyphosate-based herbicides action in female and
male fertility in humans and animal models. Cells, 10(11), 3079.

Sezen Yilmaz Sarialtin, T, Coban, T (2017). Glifosat ve glifosat bazli herbisit
kullanimmimn insan saghgi agisindan riskleri. Tiirkiye Klinikleri Journal of
Pharmaceutical Sciences, 6(1), 1-14.

Sharma A, Fonarow GC, Butler J, Ezekowitz JA, Felker GM (2016). Coenzyme
Q10 and heart failure: A state-of-the-art review. Circulation: Heart Failure, 9(4),
€002639

Sharma RK (2007). Physiology of male gametogenesis. Clin. Reprod. Med. Surg.,
73-83.

Sharpe R(1994). Regulation of spermatogenesis. In: Knobil E, Neill J (Eds.), The
Physiology of Reproduction. 2nd ed, New York: Raven Press, p: 1363-1434.

89



Shehata AA, Schrodl W, Aldin AA, Hafez HM, Kriiger M (2013). The effect of
glyphosate on potential pathogens and beneficial members of poultry microbiota in
vitro. Current Microbiology, 66(4), 350-358

Shumilina E, Andreasen C, Bitarafan Z, Dikiy A (2020). Determination of
glyphosate in dried wheat by 'H-NMR spectroscopy. Molecules, 25(7), 1546.

Silver MK, Fernandez J, Tang J, McDade A, Sabino J, Rosario Z, Vélez Vega C,
Alshawabkeh A, Cordero JF, Meeker JD (2021). Prenatal exposure to glyphosate
and its environmental degradate, aminomethylphosphonic acid (AMPA), and preterm
birth: A nested case-control study in the PROTECT cohort (Puerto Rico). Environ.
Health Perspect., 129(5), 57011

Singh AP, Rajender S (2015). CatSper channel, sperm function and male fertility.
Reprod. Biomed. Online, 30(1), 28-38.

Singh S, Kumar V, Gill JPK, Datta S, Singh S, Dhaka V, Kapoor D, Wani AB,
Dhanjal DS, Kumar M, Harikumar SL, Singh J (2020). Herbicide glyphosate:
Toxicity and microbial degradation. Int. J. Environ. Res. Public Health, 17(20), 7519

Sodergren E (2000). Lipid peroxidation in vivo: Evaluation and application of
methods for measurement. Uppsala University, Department of Public Health and
Caring Sciences, Uppsala/Sweden.

Sonmez M, Tiirk G, Yiice A (2005). The effect of ascorbic acid supplementation on
sperm quality, lipid peroxidation and testosterone levels of male Wistar rats.
Theriogenology, 63(6), 2063—2072

Szmelskyj I, Aquilina L, Szmelskyj AO (2015). Anatomy and physiology of the
reproductive system: Prerequirements for conception. In: Szmelskyj I, Aquilina L,
Szmelskyj AO (Eds.), Acupuncture for IVF and Assisted Reproduction Churchill
Livingstone (Elsevier), p: 23-58.

T.C. Tarom ve Orman Bakanhg (2019). Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigii
Verileri.  https://cevreselgostergeler.csb.gov.tr/tarim-ilaci-pestisit-kullanimi-i-85834
(Erigim tarihi: 10.12.2023)

Takalani NB, Monageng EM, Mohlala K, Monsees TK, Henkel R, Opuwari CS
(2023). Role of oxidative stress in male infertility. Reprod. Fertil., 4(3), €230024

Takeda K, Akira S (2004). TLR signaling pathways. Semin. Immunol. 16(1), 3-9

Tanyola¢ A (1999). Erkekte genital sistem. Ankara: Yorum Basin Yayn.
Tegelenbosch RA, de Rooij DG (1993). A quantitative study of spermatogonial

multiplication and stem cell renewal in the C3H/101 F1 hybrid mouse. Mutation
Research, 290(3), 193-200

90



Teleken JL, Gomes ECZ, Marmentini C, Moi MB, Ribeiro RA, Balbo SL,
Amorim EMP, Bonfleur ML (2020). Glyphosate-based herbicide exposure during
pregnancy and lactation malprograms the male reproductive morphofunction in F1
offspring. J. Dev. Orig. Health Dis., 11(2), 146—153.

Tilman D, Balzer C, Hill J, Befort BL (2011). Global food demand and the
sustainable intensification of agriculture. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 108(50),
2026020264

Tiwana MS, Leslie SW (2023). Anatomy, abdomen and pelvis: Testes. In StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing.

U.S. Environmental Protection Agency (1993). Glyphosate. Reregistration
Eligibility Decision (RED,).
https://www?3.epa.gov/pesticides/chem_search/reg_actions/reregistration/red PC-
417300 _1-Sep-93.pdf (Erisim Tarihi:22.03.2025)

Uenoyama Y, Inoue N, Maeda K, Tsukamura H (2018). The roles of kisspeptin in
the mechanism underlying reproductive functions in mammals. J. Reprod. Dev., 64,
469-476.

Van Bruggen AHC, He MM, Shin K, Mai V, Jeong KC, Finckh MR, Morris JG
(2018). Environmental and health effects of the herbicide glyphosate. Sci. Total
Environ., 616—617, 255-268

van Haaster LH, de Rooij DG (1993). Spermatogenesis is accelerated in the
immature Djungarian and Chinese hamster and rat. Biol. Reprod., 49(6), 1229-1235.

Vansh B, Caglayan C, Kandemir FM, Kilin¢ K, Yildirnm S, Kucukler S,
Dortbudak MB (2022). The impact of Nrf2/HO-1, Caspase-3/Bax/Bcl2 and
ATF6/IRE1/PERK/GRP78 signaling pathways in the ameliorative effects of morin
against methotrexate-induced testicular toxicity in rats. Mol. Biol. Rep., 49(10),
9641-9649

Velasquez MM, Velasquez Rivera V, Cardona Maya WD (2021). The effect of
glyphosate on human sperm: In vitro approximation. Urologia Colombiana, 30(3),
e194—¢198.

Ventela S, Ohta H, Parvinen M, Nishimune Y (2002). Development of the stages
of the cycle in mouse seminiferous epithelium after transplantation of green

fluorescent protein-labeled spermatogonial stem cells. Biol. Reprod., 66(5), 1422-
1429.

Verderame M, Chianese T, Rosati L, Scudiero R (2022). Molecular and

histological effects of glyphosate on testicular tissue of the lizard Podarcis siculus.
Int. J. Mol. Sci., 23(9), 4850.

91



Vilela DAR, Silva SGB, Peixoto MTD, Godinho HP, Franca LR (2003).
Spermatogenesis in teleost; Insights from the Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
model. Fish Physiol. Biochem., 28, 187—190

Wajda A, Lapczuk J, Grabowska M, Stojewski M, Laszczynska M, Urasinska
E, Drozdzik M (2016). Nuclear factor E2-related factor-2 (Nrf2) expression and
regulation in male reproductive tract. Pharmacol. Rep., 68, 101-108.

Wang EY, Huang Y, Du QY, Yao GD, Sun YP (2017). Body mass index effects
sperm quality: a retrospective study in Northern China. Asian J. Androl, 19, 234

Wold Health Organization (2021). WHO laboratory manual fort he examination

and processing of human semen 6th edition.
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/343208/9789240030787-
eng.pdf?sequence=1 (Erigim Tarihi: 21.12.2024)

Yeni D, Giingor S, Avdatek F, Giilhan MF, Olga¢ KT, inan¢c ME, Denk B,
Tasdemir U (2022). Investigation of changes in spermatozoon characteristics,
chromatin structure, and antioxidant/oxidant parameters after freeze-thawing of
hesperidin (Vitamin P) doses added to ram semen. Life (Basel), 12(11), 1780

Yerra VG, Negi G, Sharma SS, Kumar A (2013). Potential therapeutic effects of
the simultaneous targeting of the Nrf2 and NF-kB pathways in diabetic neuropathy.
Redox Biology, 1(1), 394-397.

Yokoi K, Uthus EO, Nielsen FH (2003). Nickel deficiency diminishes sperm
quantity and movement in rats. Biol. Trace Elem. Res., 93, 141-153.

Yoshida S, Takakura A, Ohbo K, Abe K, Wakabayashi J, Yamamoto M, Suda T,
Nabeshima Y (2004). Neurogenin3 delineates the earliest stages of spermatogenesis
in the mouse testis. Dev. Biol., 269(2), 447-458

Yoshida Y, Umeno A, Akazawa Y, Shichiri M, Murotomi K, Horie M (2015).
Chemistry of lipid peroxidation products and their use as biomarkers in early
detection of diseases. J. Oleo Sci., 64(4), 347-356.

Zhang L, Tang J, Haines CJ, Feng HL, Lai L, Teng X, Han Y (2011). c-kit and
its related genes in spermatogonial differentiation. Spermatogenesis, 1(3), 186—194.

Zhao W, Jing J, Shao Y, Zeng R, Wang C, Yao B, Hang D (2020). Circulating
sex hormone levels in relation to male sperm quality. BMC Urology, 20, Article 101.

Zhou J, Yang F, Leu NA, Wang PJ (2012). MNSI is essential for spermiogenesis
and motile ciliary functions in mice. PLOS Genetics, 8(5), e1002516.

Zirkin BR, Papadopoulos V, Hardy MP (2009). Leydig cell development and
function. In: Niederberger CS, Lipshultz LI, Howards SS (Eds.), Infertility in the
Male (4 th ed), Cambridge: Cambridge University Press, p: 29-47.

92



Zozina VI, Covantev S, Goroshko OA, Krasnykh LM, Kukes VG (2018).
Coenzyme Q10 in cardiovascular and metabolic diseases: current state of the
problem. Curr. Cardiol. Rev., 14(3), 164—174.

93



	4.2 Histopatolojik Değişikliklere İlişkin Bulgular
	4.3 Oksidatif Stres Belirteçlerine İlişkin Bulgular

	4.4 Nrf2/Keap1/HO-1 Sinyal Yolağına Ait Bulgular
	4.5 NF-κB/TLR4 Sinyal Yolağına Ait Bulgular
	4.6 Apoptozla Belirteçlerine İlişkin Bulgular
	Çalışmamızda, glifosat maruziyetinin testiküler hücrelerde apoptozu indüklediği belirlenmiştir. Bu durum, GLY grubunda Bcl-2 ekspresyonunun anlamlı düzeyde azalması (p < 0.0001) ve buna eşlik eden Bax ekspresyonundaki anlamlı artışla (p < 0.0001) orta...
	4.7 Serum LH ve Testosteron Değerlerine Ait Bulgular
	4.8 Sperm Parametreleriyle İlişkili Bulgular

	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ ve ÖNERİLER

