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Deneysel Calisma / Experimental Study

Sican testisinde subakut deltametrin maruziyetinin etkileri:
Histopatolojik bir calisma

The effects of subacute deltamethrin exposure on rat testis: A histopathological study
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Amag: Bu calismada bir hayvan modelinde deltametrinin toksisitenin testis histolojisi tizerindeki etkileri degerlendirildi.

Gereg ve yontemler: Adirliklari 200-220 gram olan toplam 36 yetiskin erkek Sprague-Dawley albino cinsi sican doért gruba ayrildi. Grup 1 si¢anlara
deltametrin 15 mg/kg/giin, grup 2 sicanlara deltametrin 30 mg/kg/giin, grup 3 si¢anlara deltametrin 60 mg/kg/giin ve grup 4 sicanlara (kontrol grubu)
9%0.9 sodyum kloriir 1 mL/kg/giin 30 giin boyunca oral gavaj yolu ile verildi.

Bulgular: Deltametrin uygulanmis sicanlarin testislerinde; seminifer tiibiillerde ve spermatogenik seri hiicrelerinde hasarlanma tespit edildi. Ozellikle,
seminifer tibdllerde atrofi ve tunika albugineada incelme saptandi. Bu degisiklikler artan doz ile dogrudan baglantili idi.

Sonug: Sicanlarda deltametrin kullanimi doza bagh olarak testis toksisitesine yol agmaktadir.

Anahtar sézciikler: Deltametrin; sican; subakut toksisite; testis.

ABSTRACT

Objectives: This study aims to evaluate the effects of deltamethrin on testis histology in an animal model.

Materials and methods: A total of 36 adult male Sprague-Dawley albino type rats, weighing 200-220 gram, were divided into four groups. Group
1 rats were given 15 mg/kg/day of deltamethrin, group 2 rats were given 30 mg/kg/day of deltamethrin, group 3 rats were given 60 mg/kg/day of
deltamethrin, and group 4 rats (control group) were given 1T mL/kg/day of 0.9% sodium chloride for 30 days by oral gavage.

Results: Deltamethrin ingestion resulted in seminiferous tubule and spermatogenic cell damage in the testis of rats. We observed slimming especially
in the seminiferous tubule atrophy and tunica albuginea. These changes were in direct correlation with the increasing dose.

Conclusion: The use of deltamethrin causes testis toxicity on rats depending on the dose.

Keywords: Deltamethrin; rat; subacute toxicity; testis.

Tarimda verimin artirilmasi amaciyla pestisitler
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gectigimiz yillarda
organofosfatlar da pestisitlerle birlikte tarim, sana-
yi ve tipta yaygin olarak kullanilmaya baslamustir.
Son virmi yilda organofosfat insektisitlerin yasal
satis sinirlamalari nedeniyle, giiclii antiparaziter
ve insektisit etkilere sahip piretroid insektisit
satiglar1 6nemli 6lglide artmistir.!! Piretroidler;

fotostabilitesi, diisiik konsantrasyonlarda giiclii
etkisi, hizli parcalanmasi, kuslar ve memeliler i¢in
diisiik toksisite gostermesi nedeniyle piyasada
organofosfatlarin yerini almistir.”!’ Deltamethrin
(DLM), organoklor ve organofosforlu pestisit-
ler ile karsilastirildiginda nispeten diisiik toksi-
siteli bir alfa-sivano tip-Il sentetik piretroiddir.
Sentetik piretroidler, pirethuma benzer yapiya
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sahiptirler.®4 Bunlar yaygin olarak bitkileri, sebze
ve meyveleri; karincalar, tripsler, akarlar ve arilar-
dan korumak icin kullanihir.® Diger énemli kulla-
nim alanlan ise; 6zellikle Afrika'da sitma miicade-
lesidir.’¥! Insanlar, yiyecek ve su kirliligi aracihgiyla
DLM’ye maruz kalmakta ve bu durum genellikle
oral emilim yoluyla gerceklesmektedir.”® Diinya
Saghk Orgiitii (DSO) raporunda her yil bir milyon
kisinin ciddi kasitsiz zehirlenmeler yasadig: ve iki
milyon kisinin pestisit kullanarak intihar girisimi
nedeniyle hastaneye yatirildigi bildirilmektedir.?!
Ayrica, bu pestisitlerin mutajenik ve karsinojenik
etkileri de bildirilmistir.1%1 Memelilerde DLM
toksisitesi oldukca nadirdir ancak bazi yayinlarda,
laboratuvar ortamlarinda yaban hayati ve meme-
lilere olan toksisite gdsterilmistir.'213 Gelismis
ilkelerde, pestisitlerin zararli etkileri hakkinda
sosyal endiseler artmaktadir, bazi pestisitlerin
sinir sistemine etkileri hakkinda calismalar da
bildirilmistir.'*15  Amerika Birlesik Devletleri
Ulusal Saghk ve Beslenme Inceleme Taramasi
(The National Health and Nutrition Examination
Survey; NHANES) ve biyomonitérizasyon
calismalarinda insanlarin rutin olarak cok fazla
pestisite maruz kaldigi bildirilmistir.'® Kiimiilatif
maruziyet hava, su, gida ve toz yoluyla gerceklesir.
Deltamethrinin norotoksisite, immiinosupresyon
ve alerji gibi cesitli yan etkileri farkli yayinlarda
bildirilmistir.l718 Deltamethrinin yiiksek hidrofo-
bisi nedeniyle biyolojik membranlara afinitesi yiik-
sektir.’ Deltamethrinin diisiik dozlarinin yarattig
testis hasari bazi yayinlarda gosterilmistir.?” Bu
calismada, farkli dozlarda subakut oral DLM
maruziyeti sonrasinda testis dokusundaki histopa-
tolojik degisiklikler degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEMLER
Kimyasallar

Calisma icin ticari olarak temin elde edilebilen
Deltametrin SC 50K G U-WW (Bayer Ttirk Kimya
San. Ltd. Sti. Kocaeli) kullanildi. Cozeltiler, kulla-
nilmadan hemen 6nce taze hazirlandi. Kullanilan
diger tiim bilesenler analitik safliktaydi (Sigma-
Aldrich Corp., St Louis, MO, ABD).

Deney hayvanlari

Bu calismada, agirliklari 200-220 gram ara-
sinda degisen 36 erkek yetiskin Sprague-Dawley
albino cinsi sican kullanildi. Deney hayvanlari
ad libitum beslendi ve sicaklik kontrolii yapi-
lan (22+2 °C) 12 saat gece/giindiiz déngtisii
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olan ortamda kafeslere ciftler halinde yerlestirildi.
Deney protokolii, Gaziosmanpasa Universitesi
tarafindan onaylanmistir. Etik Kurul onayi
Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan Etik Kurulu
tarafindan 2013 HADYEK-19 sayisiyla verilmistir.
Tim hayvan ¢alismalar1 kesinlikle hayvan deney
yonergelerine uygun yapilmistir.

Deney protokolii

Sicanlar her grupta dokuz sican ola-
cak sekilde doért gruba ayrildi. LD50 degeri
sicanlar icin DLM 150 mg/kg olarak kabul
edilmistir.?” Grup 1 sicanlara; 15 mg/kg/giin
(1/10 LD50) (dustik doz), grup 2 sicanlara
30 mg/kg/giin (2/10 LD50) (orta doz), grup 3
sicanlara 60 mg/kg/giin (4/10 LD50) (yiiksek
doz) DLM; grup 4 sicanlara 1 ml/kg/giin %0.9
NaCl 30 giin boyunca oral gavajla verildi. Daha
sonra, hayvanlar anestezi altinda 6tenazi edilerek
histopatolojik deneyler icin iki tarafli orsitektomi
uygulandi.

Histokimyasal ve immiinohistokimyasal
boyama protokolii

Testis dokusu kisa siirede c¢ikarilip,
0.1 mol/L fosfat tamponlu (pH: 7.2-7.4) %4

Tablo 1. Kontrol grubunda ve ii¢ farkli dozda
deltamethrin uygulanan gruplarda seminifer tiibiil caplar:

Say1 Tuibil capr (wm)
© OrtsSS
Kontrol 6 99.74+2.17
Diisiik doz 6 63.91+1.62*
Orta doz 6 34.25+0.84*
Yiiksek doz 6 17.24+0.63*

Ort.+SS: Ortalama + standart sapma; * p<0.001, kontrolden anlamh farkl; #
p<0.001, diger dozlardan anlaml farkl.

Tablo 2. Kontrol grubunda ve ii¢ farkh dozda
deltamethrin uygulanan gruplarda tunika albuginea
kalinligi

Sayi Tunika albuginea kalinligi (um)
Ort.=SS
Kontrol 6 49.08+2.14
Diisiik doz 6 32.25+0.46™
Orta doz 6 16.79+0.12*
Yiiksek doz 6 8.15+0.035"

Ort.+SS: Ortalama + standart sapma; * p<0.001, kontrolden anlaml farkly;
# p<0.001, diger dozlardan anlamh farkl.
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paraformaldehitte fikse edilerek rutin histolo-
jik takip sonrasi parafine gdémiilmesi saglandi.
Parafin bloklar, Leica RM 2145 mikrotom-
da (Leica Microsystems in Nussloch GmbH,
Nussloch, Almanya) 5 pm kalinlikta kesilerek
Hematoksilen ve Eozin (H-E) ve PAS ile boyandi.
Bazi testis kesitlerine ise anti-fibronektin primeri
kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapil-
di. Parafin kesitler ksilolde gece boyu tutuldu
ve ardinda 20 dakika boyunca metanol iceren
%1 H202'de endojen peroksidaz aktivitesini
azaltmak icin inkiibe edildi. Ardindan, Kkesitler
sodyum sitrat icerisinde 90 Watt- 5 dakika ve
360 Watt- 15 dakika olmak {izere mikrodalga
firinda birakildi. Kesitler 0.2 M Tris-HCI iceren
%0.5 Triton X icerisinde yikandi ve fare anti-
fibronektin (Dako A0245) primer antikoruyla
muamele edildi. Kesitler daha sonra fare monok-
lonal PAP kompleksiyle (DAKO Corporation,
Carpenteria, CA, ABD; 1:200 diliisyon) inkiibe
edildi, son olarak da %0.05 diaminobenzidin
(Zymed Histostain Plus Ref/Cat No: 859643 San
Francisco, CA, ABD) ve %0.01’lik H202 ile reak-

! e 0 A e e TN

Sekil 1. (a) Kontrol grubu testis dokusu

H

Ex 2
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siyona sokuldu. Histokimyasal ve immiinohisto-
kimyasal olarak boyanmis preparatlar 1sik mik-
roskobu (Olympus BX-51, Olympus C-5050 diji-
tal kamera) (Olympus optical Co. Ltd., Hatagaya,
Shibuya-ku, Tokyo, Japonya) ile x40 biiyiitmede
degerlendirildi.

BULGULAR

Kontrol grubunda; testislerde tunica albugi-
nea, seminifer tiibiil, interstisyel bag dokusu ve
Leydig hiicreleri normal histolojik gériiniimdedir.
Sertoli hiicreleri ve spermatogoniyumlar nor-
mal konfigiirasyonda saptandi. Ayrica, seminifer
tibtillerindeki spermatogenik hiicrelerin dizilisi
normaldi (Sekil 1, 3). Deltamethrin uygulanmis
sicanlarin testislerinde; seminifer tiibiillerde,
spermatogenik seri hiicrelerinde 6énemli hasarlar
saptandi. Ozellikle, seminifer tiibiillerde atrofi ve
tunika albuginea’da incelmeler gézlendi. Disiik
dozda, seminifer tiibiillerde ve spermatogenik
hiicre sayisinda azalmalara rastlanirken yer yer
normal gelisim gosteren seminifer tiibiiller de

1 ' Bt . 3 g e
0). (b) Disiik doz deltametrin grubu.

(c) Orta doz deltametrin grubu, (d) yiiksek doz deltametrin grubu (H-E x 40). Kiigiik resimler
(H-E x 100). (Biiyiitme bar1 x10= 500 pum, x40= 125 pm, x100= 50 pm).
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gozlemlendi. Deltamethrin maruziyeti arttik¢a
fibronektin diizeylerinin azaldig: gériildii (Sekil 3).
Orta dozda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
tunika albuginea’nin daha ince oldugu goriildii.
Ayrica, interstisyel bag dokusunun da kontrole
gore azalmis oldugu goriildii. Yiiksek dozda,
diger gruplara gore tunika albuginea kalinhgi
oldukca incelmis, spermatojenik hiicrelerde deje-
nerasyonlar ve daha agir histopatolojik hasar
gozlendi (Sekil 1-4).

Seminifer tiibiiller ile ilgili olarak her gruba
ait farkli 20 preparattan 50 rastgele alan secil-
di, bu alanlardaki seminifer tiibiillerde epiteliyal
kahnlklar ¢lcildi. Epiteliyal kalinhklar en yiiksek
kontrol grubunda bulunurken, doz bagimh olarak
bu kalinligin azaldigi saptand: (Sekil 4).

istatistiksel degerlendirme

Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik
Kruskal Wallis testi ile analiz edildi. Anlamlihk
saptandiinda iki bagimsiz grubu kiyaslayan
Mann-Whitney U testiyle post-hoc analizi yapild:.
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TARTISMA

Diinya pestisit pazarinda herbisitler ve insek-
tisitler en yaygin kullanilan formiilasyonlardir.
Bir pestisit olan DLM’nin zararli etkilerinin olup
olmadigi veya ne derece oldugunun anlasilmasi
gida giivenligi, dolayisiyla da insan saghg: icin
6nem arz etmektedir. Bu calismada; DLM’nin
lireme Dbiyolojisi {izerine toksisitesini incelemek
icin sicanlarin testis dokular1 151tk mikroskobu sevi-
yesinde histopatolojik yénden incelendi ve énemli
yapisal deformasyonlar goésterildi. Deltamethrin,
distik dozlarda yiiksek verim ve diistik toksisi-
te profili nedeniyle kiiresel olarak en cok ter-
cih edilen insektisitlerden biridir.?? Ancak, bazi
calismalarda, DLM toksisitesi bildirilmistir.[12:23.24
Fibronektin, normal doku icin gésterge bir glikop-
roteindir. Bu calismada DLM maruziyeti arttikca
fibronektin diizeylerinin azaldigi goriildii.

Bu calismada kullanilan dozlar DLM toksisite-
sini anlamak i¢in 6énemliydi. Bu nedenle her doz
maruziyeti icin toksisite histopatolojik yéntemlerle

Sekil 2. (a) Kontrol grubu testis dokusu. (b). Diisiik doz deltametrin grubu. (c) Orta doz
deltametrin grubu. (d) Yiiksek doz deltametrin grubu. (Anti-Fibronektin x 20). (Biiyiitme bari

x20= 125 pm).
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\ L b
Sekil 3. (a) Kontrol grubu testis dokusu. (b

I.

) Diisiik doz deltametrin grubu. (c) Orta doz
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deltametrin grubu. (d) Yiiksek doz deltametrin grubu (PAS x 100) (Biiyiitme bar1 x100= 50 um).

gosterildi. Histopatolojik degisikliklerdeki farklar
verilen dozla dogru orantih iliski gdsterdi. Bu elde
edilen sonuglarin literatiirdeki diger calismalarla
da uyumlu oldugu goriildii. 2025

60 W Kontrol
M Diisiik doz
50 [ Orta doz
Yiiksek doz

40 1

30

20 1

Epiteliyal kalinlik (um)

10

0- —
Sekil 4. Seminifer tiibiillerinin kalinliklarinin gruplara

gére da@ilimini gésteren istatistiksel grafik. * p<0.001,
kontrolden anlamli farkl;; # p<0.001, diger dozlardan anlaml: farkl.

Insektisit kullamimi, sezonluk tarim ve hava
kosullarina (fotodegredasyon, buharlasma ve
vagmurlar) gore degiskendir. Siirekli bir toksisite
yerine akut veya kronik DLM maruziyeti model-
lerinin olusturulmasi insanlarin maruz kaldig
toksisite ile benzer niteliktedir.?®’ Bu nedenle, bu
calismada LD50 degeri géz éniine alinarak diistik-
orta-yiiksek dozlarin etkileri incelendi.

Sonug¢ olarak, subakut etkisi kesin olarak
bilinmemekle birlikte histopatolojik etkileri cesitli
calismalarla gosterilmis olan DLM’nin daha
kontrollii ve bilingli kullamlmasi, gelecek nesil-
lerde infertilite yasanmamasi acisindan biiyiik
6nem tasimaktadir. Zirai miicadelede kullanilan
DLM, erkek testis dokusu iizerine histopatolo-
jik degisimler olusturabilmektedir. Bu c¢alisma
esliginde ve DLM'nin insanlar {izerindeki etkileri-
nin klinik yansimalari takip edilmeli, iireme biyolo-
jisi ve homeostasis lizerine etkileri arastirilmahdir.

Cikar cakismasi1 beyam

Yazarlar bu yazinin hazirlanmasi ve vyayinlanmasi
asamasinda herhangi bir cikar cakismasi olmadigini beyan
etmislerdir.
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Finansman

Yazarlar bu yazinin arastirma ve vazarlik siirecinde
herhangi bir finansal destek almadiklarini beyan
etmislerdir.
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