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OZET

Eriskin erkek sicanlarda CCl, ile olusturulan testis hasari Uzerine
kuersetinin etkisi.

Karbon tetraklortir (CCl,), endistride sogutucu floroklorokarbonlarin
dretiminde kullanilan organik bir bilesiktir. CCl, testikller hucrelere hasar
vererek erkek Ureme fonksiyonlarini olumsuz yoénde etkiler. Kuersetin,
antioksidan o6zellikleri iyi bilinen bir flavonoiddir. Bu calismada CCl,
uygulanmis erkek sicanlarin testisleri Gzerinde CCl,” Un olusturdugu
hasarda kuersetinin etkisini incelemeyi amacladik.

Bu calismada toplam 28 adet eriskin Spraque-Dawley tlrl erkek
sican kullanildi. Deney hayvanlari; Kontrol grubu, CCl, grubu, kuersetin,
CCly + kuersetin grubu olmak Uzere toplam 4 gruba ayrildi. Bu deney
hayvanlarindan; kontrol grubuna 7 gin boyunca glnde bir kez belirlenen
dozda zeytinyadi, CCl, grubuna 7 gin boyunca ginde bir 0.5 ml/kg CCl,,
kuersetin grubuna 7 gun boyunca ginde bir tek dozda 20 mg/kg
kuersetin, CCl, + kuersetin grubuna ise 7 gun boyunca gunde bir kez 0.5
mil/kg CCl, ve 7 gin boyunca gunde bir 20 mg/kg kuersetin
intraperitoneal yolla uygulandi. Deney hayvanlari deney suresi sonunda
anestezik madde ile uyutuldu ve testis dokusu 6rnekleri Bouin sollisyonu
icerisine alindi. Ornekler rutin histolojik islemlerin ardindan bloklandi. Her
bir bloktan 3 pm kesit alinarak Hematoksilen-Eozin ve Periyodik Asit-Schiff
+ Hematoksilen boyalariyla boyandi ve mikroskobik incelemeleri yapildi.

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara goére, kontrol grubundaki
sicanlarin testislerinde normal histolojik yapi, CCl, uygulanmis siganlarin
testislerinde yogun spermatogenetik hiicre hasari, CCl, + kuersetin verilen
grupta ise azalmis hlcre hasari gézlendi.

Sonugta, CCl,” Un erkek siganlarin testisleri Gzerinde toksisiteye yol
actigi, kuersetinin ise CCl,” Un testislerde olusturdugu bu hasari azalttigi
goéralda.

Anahtar Sozciikler: Karbon tetraklorir, Kuersetin, Sican, Testis



SUMMARY

Effect of quercetin on CCl, induced testicular injury in adult male rats.

Carbon tetrachloride (CCl,), the industry refrigerant is an organic
compound used in the production of chlorofluorocarbon. Damage to
testicular cells by CCIl, adversely affect male reproductive functions.
Quercetin is a flavonoid antioxidant properties are well known. In this
study, the testes of male rats on applied CCl, damage caused by CCl,
aimed to investigate the effect of quercetin.

In this study, a total of 28 adult male Spraque Dawley rats were
used. Laboratory animals; Control group, CCl, group, quercetin group,
including CCl, + quercetin group was divided into 4 groups. This
experimental animals; control group for 7 days, once daily determined
dose of olive oil, CCl, group daily for 7 days of a 0.5 ml/kg CCl,, quercetin
group daily for 7 days in a single dose of 20 mg/kg of quercetin, CCl, +
quercetin group for 7 days once a day 0.5 ml/kg daily for 7 days CCl, 20
mg/kg were injected with quercetin. Experimental animals were
anesthetized with anesthetic agent at the end of test period, and testis
tissue samples taken up in Bouin solution. After the staining process was
blocked. 3 mm sections taken from each block hematoxylin and eosin and
periodic acid-Schiff + were stained with hematoxylin and microscopic
examinations were performed.

According to the findings obtained from the study, the normal
histological structure of the testis of rats in the control group, intense
spermatogenic cells in the testes of rats by CCl, injury, CCl, + quercetin
decreased cell damage was observed in the group.

As a result, the testes of male rats on CCl,-induced toxicity, quercetin
is formed in the testes of CCl, was found to reduce this damage.

Key words: Carbon tetrachlorid, Quercetin, Rat, Testes
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1.GIRIS VE AMAC

Karbon tetraklortr, kimyada formuli CCl, olup, tetraklor metan gibi
bir cok sekilde de isimlendirilen organik bir bilesiktir. DisUk seviyelerde
tespit edilebilen tath kokulu ve renksiz bir sividir. CCl, ilk olarak 1839
yilinda klor ile kloroform reaksiyonu sonucu Fransiz kimyager Henri Viktor
Regnault tarafindan sentez edilmistir. Fakat glnimuizde esas olarak
metandan sentezlenir. CCl,, ozon gazina zarar veren bir sera gazidir.

CCl,, glnumuizde endistride sogutucu floroklorokarbonlarin
Uretiminde dolayisiyla, klima ve soguk hava deposu makinalarinda, yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. CCl,, yliksek oranda toksik bir madde olarak
insan ve hayvanlarda potansiyel kanserojenik bir etkiye sahiptir. CCl,,
kolay buharlastigi icin kullanimi ve Uretimi esnasinda cevreye yayilabilir.
Ayrica kimyasal atik olarak havaya, topraga ve suya gecisini kontrol
etmek mimkin degildir. CCl,’t imal eden ya da bu maddeyi kullanan
calisanlar ve de bu maddenin kullanildigi kimya fabrikalarina yakin
yerlerde ikamet eden kisiler en blUylUk risk grubundadir. Dinya capinda
sliregelen toksikolojik calismalar isiginda, bu maddelerin yerine cevreye
daha az zarar veren alternatif maddelerin arastiriilmasina hizli bir bicimde
devam edilmektedir. Bu tir kimyasal maddeler, buglinkli cagdas yasamin
vazgecilmez gereksinimleridir; fakat, bu maddelerin faydalarinin yaninda,
cesitli nedenlerle gerek dogrudan maruz kalma gerekse kullanimlari
sonucu insanlar Gizerinde olumsuz etkileri oldugu goridlmustdar.

Karbon tetrakloriiriin basta karaciger olmak lizere bobrek, testis, kalp,
akciger, beyin ve diger dokularda da toksik etkisinin oldugu gesitli
calismalarla gdsterilmistir (Tirkey, Pilkhwa, Kuhad & Chopra, 2005).

CCl,” Un, sperm motilitesi ve konsantrasyonunda azalmaya sebep
olurken, anormal sperm sayisinda da artis meydana getirdigi gérilmustar.
Germinal hucrelerde dejenerasyon, interstisyel alanda ise &dem ve
konjesyona sebep olmaktadir (Tark vd., 2013).

CCl, spermatogenik seri hlcrelerinde dejenerasyon, bazal membran
ayrilmasi, seminifer tlibul atrofisi, interstisyel alanda genisleme ve sperm
sayisinda azalma meydana getirmektedir (Khan & Ahmed, 2009).

Bu sonuglara goére, CCl, testis dokusunda ciddi histopatolojik
hasarlara neden olmaktadir.

Bu maddenin, dokularda hasar olusturma mekanizmasi, CCIl,'ln
sitokrom P450 enzimi araciliiyla oldukga toksik triklorometil (CCl;) ve
triklorometil peroksil (CCl;0,) serbest radikallerine dénlsimui sonrasi
baslayan lipit peroksidasyonu ile ortaya cikan oksidatif hasar olarak
aciklanmistir (Rao, Mangipudy & Mehendale, 1997). Vicutta, fizyolojik
ortamda veya herhangi bir patolojik olay sonucunda olusan serbest
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radikaller ile bunlarin koruyucusu olan antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymasi oksidatif stresi
gbsterir. Organizma, oksidatif hasara karsi enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan sistem ve molekillerle korunur (Gilcen vd., 2012).

Deneysel olarak gergeklestirilmis daha oOnceki arastirmalarda, CCl,
maruziyetinin testislerde oksidatif doku hasarina ve lipid
peroksidasyonuna yol actigi bildirilmistir. Ayrica, daha dnce yapilmis olan
benzer calismalarda, CCI, toksisitesine bagh olarak testis dokusunda
histopatolojik degisikliklerin de meydana geldigi ortaya konmustur (Gllcen
vd., 2012).

Kuersetin, glikozidik badlarla fenolik gruplara bir ya da daha fazla
seker grubunun baglanmasiyla olusan glikozitler ya da aglikonlar seklinde
bitkinin temel olarak yapraklarinda ve diger bélimlerinde meydana gelir.

Gunumuzde cesitli bitki caylarinin igerisinde bulunan kuersetin;
biyokimya, gida kimyasi, boya kimyasi, tip kimyasi, boya endustrisi ve
kozmetik alanlarinda kullaniimaktadir. Genellikle birgok bitkinin kdk, gdvde
ve ciceklerinde farkl flavonoidlerle birlikte bulunur (Ergtizel, 2006).

Kuersetin, antioksidan o6zellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu
pigment, LDL (duslik yodunluklu lipoprotein) kolesterolliin okside olmasini
Onleyebilir ve hucrelerin kansere ddnldsmesini geciktirebilir. Ayrica
kuersetin adli madde c¢ok gulgli bir antioksidan olup kolesteroll
distrmekte, kalp hastaliklari ve akciger kanseri riskini azaltmaktadir
(Erglizel, 2006).

Kuersetin, serbest radikalleri yakalama 06zelliginden dolay! glgli bir
antioksidandir (Cengiz, 2011).

Bu bilgiler i1siginda bu calismanin amaci; erkek sicanlara verilen CCl,
etken maddesinin, testisler Gizerinde olusturdugu hasarin tespit edilmesi
ve bu sidre boyunca verilen kuersetinin bu hasar Uzerindeki koruyucu
etkilerinin arastiriimasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

Erkek genital sistemi bir cift testis, genital bosaltim vyollar (tubuli
rekti, rete testis, duktuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens,
duktus ejakulatoryus ve dretra), bu yollara acilan yardimci bezler
(vezikula seminalis, prostat, bulbotlretral bezler) ve dis genital organ olan
penisten olusur (Ozdamar & Sorkun, 2002), (Sekil 2.1), (Sekil 2.2)
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Sekil 2.1. Erkek Genital Sistemi (Marieb, 2001)

Testisler, funiculus spermaticus'u olusturan yapilarla birlikte scrotum
icinde asili duran, oval sekilli, esey hulcresi (spermium) ve erkeklik
hormonu (testesteron) Ureten bir cift bezdir. 4-5 cm ylksekliginde, 2,5-3
cm eninde ve 2-3 cm kalinhgindadir. Agirhidi yalnizca 10-14 gr'dir. Ic ve
dis yuzleri (facies medialis, facies lateralis); 6n ve arka kenarlari (margo
anterior, margo posterior); Ust ve alt uclan vardir (extremitas superior,
extremitas inferior). Scrotum iginde hareketli ve sarkik olarak dururlar.
Tunica vaginalis testis’i olusturan tabakalar arasindaki boslukta
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mesorchium (testisin mesenterium’u) araciligi ile asili haldedirler. Tunica
vaginalis testis, testislerin inmesi sirasinda karin icinden skrotuma tasinan
periton yapraklarini igerir. Dis tabakasi (periorchium-lamina parietalis)
paryetal; i¢c tabakasi (epiorchium-lamina visceralis) visseral peritonu
temsil eder. Sol testis genellikle daha asagida (1 cm kadar) bulunur.
Testisler basinca karsi ¢cok duyarlidirlar ve basi ile fonksiyonlarini yitirirler.
Asirt duzeydeki 1s1 farkhliklarindan da etkilenirler. Normal karin igi
sicakhkta fonksiyon gostermezler. 2-3° C kadar daha duslik isida
spermium uretirler.
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Sekil 2.2. Testisin anatomik yapisi (Marieb, 2001)

Testisler, dogumdan o6nce yasamin ilk iki ayinda (embriyonal
dénemde) karin icinde 3-5. bel omurlarinin iki yaninda, bébreklerin altinda
ve karin arka duvarina asili durumdadirlar. Gelisme evrelerinde (doérdincl
aydan itibaren) asadiya dodru inerler. Yedinci ayda kasik kanall hizasinda
bulunurlar. Dogum déneminde (son iki ay icinde) yer degistirmeleri



hizlanir, kanaldan gecerler ve skrotuma inerler (descensus testis). Karin
boslugundan skrotuma gecme islemi gubernaculum testis adi verilen fotal
doneme ait fibréz bir yapinin onclliginde baslatilir. Peritonun parmak
seklindeki  kuguk bir cikintisini  olusturan  processus vaginalis,
gubernaculum testis’i izleyerek karin 6én duvarindan kese icine kadar
ulasir. Tunica vaginalis testis, processus vaginalis’in kalintisidir. Inme
isleminin gecikmesi sonucunda kanalin dis acikligi yeterince kapanmazsa
dogumsal kasik fitigi (congenital inguinal hernie) olusma riski artar. Bazen
inme islemi tek ya da cift tarafli olarak tamamlanmayabilir. Testisler karin
icinde veya kasik kanalinda kalabilir. Bunun tespiti icin erkek cocuklarin
dogum anindan itibaren muayene edilmeleri ve bdyle bir durum varsa
ergenlik ddénemine kadar cerrahi yontemlerle testislerin indirilmeleri
gerekir. Aksi takdirde testis dokusu ortamin sicak olmasi nedeniyle normal
fonksiyon gdsteremez ve spermiumlari Uretemez. Testisler normal
yerlerine indikleri halde kasik kanali yolu ile buraya kadar ilerleyen ig
organ fitiklarinda da baski nedeniyle fonksiyon gormeyebilirler. Dogum
déneminde testislerin skrotum igindeki yerlerine inmemesi haline
kriptorsizsm adi verilir. Her iki testisin karin boslugunda kalmasina
anorsism, yalniz bir testisin skrotum igine inmesine monorsism, bir testisin
skrotumda digerinin canalis inguinalis icinde kalmasina da ektopik testis
adi verilir. Erken dénemde cerrahi girisim yapilarak kriptorsizm tedavisi
yapilabilir.

Tunica vaginalis’in visseral yapraginin i¢ tarafinda tunica albuginea
denilen saglam bir zar testisleri kusatir. Elastikiyeti ve genisleme 6zelligi
yoktur. Testis’in arka yuzinden girerek 6nce vertikal bir bélme olusturur
(mediastinum testis). Mediastinum testis’den baslayan septula testis isimli
uzantilar dis kenarlara dogru uzanarak her bir testisi yaklasik iki yaz elli-
U¢ ylz kadar loblle (lobulus testis) ayirir. Her bir lobllde testisin
parankim dokusunu olusturan 1-4 adet kanalcik (tubuli seminiferi contorti)
bulunur. Bir kanalcidin uzunlugu ortalama yetmis bes santimetredir. Buna
goOre bir testisteki tubuli seminiferi contorti uzunlugu yedi yltz elli metre;
erkekteki toplam uzunluk 1,5 km kadardir. Testisin yapisi icinde yer alan
Sertoli hicreleri (sustentacular hlcre) spermiumlarin beslenmelerini
saglayan, fagositoz yapan ve inhibin denilen hormonu salgilayan
hicrelerdir. Ayrica Leydig hicreleri adini alan ara hucreler, erkeklik
hormonu olan testosteron ile birlikte 6strojen gibi etki gdsteren dstradiol
hormonunu da sentezlerler. Bu hicrelerin c¢alismasi beyin (hipofiz)
tarafindan denetlenir. Bu hicrelerin calismasi ile pubertal dénemdeki
cinsiyet belirtileri ortaya cikar. Bunlar; yuz, koltuk alti ve pubis killarinin
gelismesi, girtlak ve paranasal sinuslarin genislemesi, kaslarin ve
kemiklerin irilesmesidir.

Kriptorsizm durumunda Ureme hicrelerinin fonksiyonel olmamasina
ragmen Leydig hicreleri calisarak hormon sentezini surdurdrler,
androjenik hormonlarin devamli salinimi nedeniyle de erkek eklenti bezleri
bliyur ve normal calisir. Spermatidlerin gelismesi (spermatogenesis) ve
spermatidlerin spermatozoa’ya olgunlasmasi (spermiogenesis) islemleri iki
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aylk bir slirecte ve tubuli seminiferi contorti'ler icinde gerceklesir. Tubuli
seminiferi contorti‘lerin birlesmesi ile sayisi yirmi kadar olan tubuli
seminiferi recti’ler baslar. Bunlar mediastinum testis’de bir araya gelerek
rete testis’i olustururlar. Rete testis’den baslayarak tunica albuginea’yi
delen ve caput epididymidis’e ulasan on bes-on sekiz kadar kanala da
ductuli efferentes testis adi verilir. (Sekil 2.2)

Tunica albuginea’nin i¢ ylzinde bulunan tabaka tunica vasculosa
adini alir.

Testis’lerin Ust ucunda goérilen kiguk ve yassi olusum appendix testis
adini alir. Embriyonik donemdeki paramesonefrik kanalin bir kalintisidir ve
kadinlardaki tuba uterina’nin abdominal ucunun es dederidir (April, 1998;
Dere, 1999; Moore, 2006; Sancak, 1999).

2.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik acgidan daha fertilizasyon sirasinda
belirlenmis olmasina ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek
veya disi morfolojik 6zelliklerine sahip degildirler (Sadler, 1990). Genital
sistem erken ddénemde her iki cinste de birbirine benzer, bu nedenle
genital sistemin gelisiminin baslangic db6nemine seksuel gelisimin
farklilasmamis evresi adi verilir.

Gonadlar (testisler ve overler) Ug kaynaktan kdken alirlar;

1. Karin arka duvarini déseyen mezotel (mezodermal epitel),

2. Altinda bulunan mezensim (embriyonik bag dokusu),

3. Primordial germ hicreleri (ilkel cinsiyet hlcreleri) (Moore, 2008)



Primordial
germ
hiicreleri

Kloaka
Yolk kesesi

Sekil 2.3. Testisin gelisimi (Park, 2007)

Gonadal gelisimin ilk safhalari 5. haftada ortaya cikar, mezonefrozun
mediyalinde mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve
altindaki mezensimin poliferasyonu ile mezonefrozun mediyalinde bir
kabariklik -gonadal kabarinti- olusur (Sekil 3). Parmak seklindeki epitelyal
kordonlar -gonadal kordonlar- altindaki mezensim igerisine dogru kisa
sirede bdyurler. Farklilasmamis gonad dista yer alan korteks ve icte
bulunan medulladan olusmaktadir. Eder embriyo XX seks kromozom
kompleksine sahip ise, farklilasmamis gonadin korteksi overe differensiye
olur, medullasi geriler. Embriyo XY cinsiyet kromozomu yapisina sahip ise
medulla testise farklilasir, korteks bir takim kalintilar birakarak geriler ve
dejenere olur (Moore, 2008).

Cinsiyetin farklanmasi, bazilari otozomal olan ¢ok sayida genin rol
oynadigi kompleks bir slirectir. Sekstel dimorfizmin anahtari kisa kolunda
(Ypll) SRY genini (sex determining region on Y) tasiyan Y
kromozomudur. Bu genin protein Urdnl rudimenter durumdaki cinsiyet
organlarinin kaderini belirleyen genleri harekete gegiren bir transkripsiyon
faktéradidr. SRY proteini testis belirleyici faktérdir (TBF). Bu faktdridn
varhigiyla fetusun cinsiyeti erkek tipinde, yoklugunda da kiz tipinde gelisir
(Sadler, 1990). TBF, gonadal kordonlari uyararak, onlarin farklilasmamis
gonadin medullasinda derinlerine dogru uzamasina neden olur. Kordonlar
burada dallanarak birbirleriye anastomoz yaparlar ve bodylece rete testis
olusur. Kalin bir fibr6éz kapsul olan tunika albuginea gelistikten sonra,
gonadal kordonlarin yizey epiteli ile olan baglantilari kaybolur. Yodgun bir
yapisi olan tunika albugineanin gelisimi, testikller gelisim icin oldukca
karakteristiktir. Genigleyen testis asamali olarak dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan, mesorkiyum ile asili hale
gecer. Seminifer kordonlar, seminifer tubdlllere, tubuli rekti ve rete testise
farklanirlar (Moore, 2006).



Seminifer tlbduller, interstisyel htcreleri (Leydig hucreleri) olusturan
mezensim ile ayrlirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hicreleri,
androjenik hormonlari (testosteron ve androstenediyon) salgilamaya
baslarlar. Bu hormonlar mezonefroz kanallarin (Wolf) ve dis genitallerin
erkek tipinde farklhlasmasini uyarir. Testosteron Uretimini, insan koryonik
gonadotropin (hCG) hormonu uyarir. Bu hormonun miktari, 8-12 haftalik
donemde en yliksek dederine ulasir. Testosterona ek olarak, fetal testisler,
glikoprotein yapida bir hormon olan antimdudlleriyan hormon (AMH) veya
milleriyan inhibitér madde (MIM) adi verilen bir hormonu da
salgilamaktadir. AMH, Sertoli hucreleri (destek hucreleri) tarafindan
salgilanir. Bu hormonun salinmasi ergenlige kadar devam eder, daha
sonra ise seviyesi azalir. AMH, uterus ve tuba uterinalara farklilasan,
paramezonefroz kanallarinin (Mdller) gelisimini baskilar. Seminifer
tubdller, ergenlige kadar kati halde kalirlar, ergenlikten itibaren limen
gelisir. Seminifer tabul duvarinda germinal ve non germinal olmak Uzere
iki tip hicre bulunur:

Sertoli hiicreleri: Destek hulcreleri olan bu hicreler, testisin ylzey
epitelinden gelisirler. Non-germinal hlcrelerdir.

Spermatogonyum: Sperm hicrelerinin 6nclleri olan bu hicreler,
primordiyal germ hucrelerinden farklilagirlar. Germinal hicrelerdir.

Fetal testiste, Sertoli hucreleri, seminifer tubdlllerdeki hucrelerin
cogunlugunu olusturur. Daha sonraki fetal gelisme sirasinda, testisin
yluzey epiteli duzlesir ve yetiskin testisin dis ylzeyindeki mezoteli
olusturur. Rete testis, efferent kanalciklarn (duktuli efferentes) olusturan,
on bes-yirmi adet mezonefroz tlbll ile devam eder. Bu kanalciklar, duktus
epididimisi olusturan mezonefroz kanal ile baglanirlar (Moore, 2008).

2.3. Testis Histolojisi

Erkek Ureme sistemi; skrotum icerisinde asili halde duran ve bir
septum ile birbirinden ayrilmis testislerden, testis ici genital kanallar
(tabdli rekti, rete testis, duktuli efferentes), genital bosaltim kanallar
(duktus epididimis, duktus (vas) deferens, duktus ejakulatoryus, Uretra),
yardimci genital bezler (vezikula seminalis, prostat, bulbouretral bez) ve
penisten olusur.

Testis, ekzokrin ve endokrin fonksiyonlu bilesik tlbtler bir bezdir
(Arinci & Elhan, 2006). Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag
dokusundan olusan kalin bir bag dokusundan olusan kalin bir kapsil ile
cevrilidir. Daha dis kisimdaki visseral katman olan tunika vajinalis kapsullu
distan sarar. Tunika albuginea testisin arka ylUzinde kalinlasarak
mediastinum testis adi verilen yapiyi olusturur. Buradan bezin igine giren
fibréz uzantilar (septum), bezi testis lopcuklari/bdélmeleri denilen yaklasik



iki yUz elli adet piramidal bélmeye ayirir. Bu uzantilar kesintisiz degildir ve
cogunlukla boélmeler birbirleriyle baglantilidir. Her lobilde gevsek bag
dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tlbill yer alir. Bu bag dokusu bol
miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hicreleri adi verilen
interstisyel hicreleri icerir. Seminifer tubulller erkek Greme hucreleri olan
spermatozoonlar Uretirken, interstisyel hicreler de testis androjenlerini
salgilar.

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak
gelisirler (Arinci & Elhan, 2006).

FetlUslin gelismesi sirasinda goc¢ ederler ve skrotum iginde spermatik
kordonlarin  ucglarinda asii  olarak bulunurlar. Skrotuma dogru
gerceklestirdikleri bu goéc¢ nedeniyle her bir testis kendisiyle birlikte
peritonu, tunika vajinalis adi verilen serdz bir kese seklinde skrotum igine
surdkler. Tunika vajinalis dista parietal, icte ise visseral bir tabakadan
olusur ve testisin 6n ve yan kisimlarinda tunika albugineayi 6rter (Gartner
& Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2005).

2.3.1. Seminifer tiibiiller

Seminifer tlbduller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina
ve karmasik yapidaki ¢ok kath germinal ya da seminifer epitelden olusur
(Junqueira & Carneiro, 2005).

Her testiste yaklasik iki yliz elli-bin kadar seminifer tabul bulunur. Her
seminifer tabdl karmasik yapida c¢ok kath bir epitelyum ile ddseli olup
yaklasik ylz elli-iki ytz elli mikrometre capinda ve otuz-yetmis cm
uzunlugundadir. Bir testisteki tlibidllerin toplam uzunlugu iki yiz elli metre
kadardir. Tubdller kivrimlidir ve uglarina dogru limenleri daralarak diz
tubdller, ya da tubduli rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam
eden kangallar seklinde uzanir. Bu diz tdbulller seminifer tubulleri rete
testis denilen, epitelyum ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente
baglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik on-yirmi adet
duktuli efferentes ile epididimin bas kismina baglanmaktadir.

Seminifer tibdller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina
ve germinal ya da nongerminal hicreler epitelden olusur. Seminifer tibulu
saran fibréz tunika propriya birkag fibroblast katmanindan olusmustur.
Bazal laminaya yapisik olan en icteki katman, diz kas 0&zellikleri de
gbsteren yassilasmis miyoid hcreler icerir. Bu yassi hicreler, her bir
tubdlin cevresinde devamli bir tabaka olustururlar ve diz kas hticrelerinin
ultrastriktir 6ézelliklerini gésterirler. Miyoid hicreler, seminifer tlbullerde
gbézlemlenen ritmik kasiimalardan sorumludur. Ayni zamanda kan-testis
bariyerinin énemli bir bilesenidir. Yasin ilerlemesiyle bu tabaka kalinlagir
(Bloom & Fawcett, 1994; Junqueira & Carneiro, 2005; Ross, Romrell &
Kaye, 1995).



2.3.2. Spermatogenetik Hiicreler

Dulzenli olarak béllinerek matlr spermlere farklanan hiicreler olup, 4-
8 tabaka hiicre igerirler. Bazalden limene dogru hicre tipleri asagidaki
gibidir;

Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, seminifer tlbulin bazal membranina oturmus
olan, araliksiz yenilenen kok hicre toplulugudur. Bunlar capi yaklasik on
iki mikrometre olan ve nispeten bilylk, yuvarlak bir ¢ekidedi bulunan ve
en az olgunlasmis grubu olusturan diploid kék hicrelerdir (Ovalle &
Nahirney, 2009).

Spermatogonyumlar, spermatogonyal kdk hicrelerden kdken alirlar
ve ergenlikte baglayan basarili mitotik hlicre bélinmeleri gegirirler.

Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi gézlenebilir; (1) tip A
spermatogonyum (insan testislerinde A koyu ve A ack
spermatogonyumlar olarak gézlenir); (2) tip B spermatogonyum
(Junqueira & Carneiro, 2005).

Tip A aclkk spermatogonyumlar soluk boyanan, ince grandler
kromatinli oval c¢ekirdek igerirler. Mitotik bdlinmeleri sonucunda
farklanarak tip B spermatogonyumlari olustururlar. Tip B
spermatogonyumlar, merkezi yerlesimli gekirdekgige sahip sferik gekirdek
icerirler. Cekirdek kromatini c¢ekirdekgik cevresinde ve c¢ekirdek kilfi
boyunca yogunlasma gosterir (Ross vd., 1995).

Spermatositler

Basarili mitotik bélinmeler gegirdikten sonra, tip B
spermatogonyumlar, son S fazini (DNA sentezi) tamamladiktan hemen
sonra mayoz bdlinmenin profaz asamasina girerler. Spermatogenik
hicrelerin yasam slresindeki esas DNA sentez aktivitesinin bu son turu,
mayozun profaz I asamasina baslayan bir primer spermatositin
sprematogonyuma gore iki kat DNA miktarina sahip olacagini belirler.
Primer spermatosit 4C DNA miktarina sahiptir ve 1C htcre basina yaklasik
1.5 pg DNA'ya esdegerdir.

Spermatositler, Sertoli hicreleri arasindaki siki baglantilarin hemen
Uzerinde, seminifer tubdlin adluminal béliminde yer alirlar. Bdylece,
mayoz bdlinmeler kan-testis bariyerinin icinde gergeklesir. Sekonder
spermatositler cok hizli bir sekilde interfaz asamasi ve belirgin bir DNA
sentezi olmayan ikinci mayoz bélinmeye giderler. Sekonder
spermatositlerin  bélinmesi, 23 kromozom tasiyan iki hdcrenin,
spermatidlerin olusmasiyla sonuclanir. Béylece mayoz bdlinme slrecinin
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sonunda haploit sayida kromozom iceren spermatidler olusur (Abraham,
2006; Junqueira & Carneiro, 2005; Kierszenbaum, 2006).

Erken ve ge¢c donem spermatidler

Spermatidler, yaklasik 9 um capinda, haploid kromozom sayisina ve
DNA igerigine sahip hicrelerdir. Spermatidler, Sertoli hicrelerinin
girintileri arasina gomilmuis durumdadir. Spermatidler limene dogru yol
alirken sekilleri uzar ve spermiyogenezis adi verilen, mitoz bdélmenin
gerceklesmedigi karmasik bir olgunlasma isleminden gecer (Ovalle &
Nahirney, 2009).

Spermatazoonlar

insanlarda bir spermatogonyumdan olgun bir  spermiyum
spermatogenezis olayi ile yaklasik olarak altmis dért ginde meydana gelir
ve olgun bir spermiyum bas, boyun ve kuyruk bélgelerinden olusur. Bas
bbélgesinde yassi bicimli, yogun kromatin iceren bir gekirdek ve cekirdedin
anterior yarisini orten, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom
bulunur. Akrozom hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve en énemlisi
akrozin denilen tripsin benzeri proteazlar gibi hidrolitik enzimleri igerir.
Boyun bolgesi bas ile kuyruk arasindaki baglantiyi saglayan dar bir
parcadir ve sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan aksonemi olusturan
proksimal sentriol ile distal sentriol olmak Uzere bir gift sentriol bulundurur
(Arinci & Elhan, 2006). Kuyruk bdlgesi ise orta parca, esas parca ve son
parca olmak Uzere ¢ kisimdan olusur. Kuyrugun orta parcasinda sarmal
olarak dizilmis mitokondriler, 9+2 mikrotubdler yapidaki aksonem ve
sperm boynundaki baglanti parcasindan kuyruk boyunca uzanan dokuz
adet dis yogun fibrillerden olusmustur. Esas parca kuyrugun en uzun
parcasidir ve spermin ©6ne hareketi sirasinda mikrotibller kayma ve
kivrilma igin saglam bir iskelet olusturan yedi adet dis yogun fibrille sarili
merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur. Kuyrugun en kisa pargasi
olan son parcada ise yalnizca aksonem bulunur, dis yodun fibriller ve
fibroz kihf bulunmaz (Gartner & Hiatt, 2003; Junqueira & Carneiro, 2005).

2.3.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatozoon Uretiminin son asamasli ve
spermatidlerin, erkek DNA’sini ovuma aktarmak igin son derece 6zellesmis
hicreler olan spermatozoona doénusme slrecidir. Bu suregte hicre
bélinmesi gerceklesmez.

Spermiyogenez (¢ faza ayrilabilir:

2.3.3.1. Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, c¢ekirdegin
yakininda belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol,
serbest ribozomlar ve diz endoplazmik retikulum tdbdlleri igerir. Klguk
PAS-pozitif proakrozomal grantller Golgi kompleksinde birikirler ve bunun
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hemen sonrasinda birleserek membranla sinirlanmis bir akrozomal
vezikllin icinde yer alan tek bir akrozomal granali olustururlar.
Sentriyoller go¢ ederek akrozomun olustugu bdlgenin karsi tarafinda hicre
ylzeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya baslar ve
sentriyoller yeniden nlkleusa dogru geri donerken hareket ettikce
aksonem komponentleri cevresine sarilir (Sekil 2.4).

Akrozomal granul Akrozomal vezikul Akrozomal baslik (kep) Akrozom

Sentriyoller Mitokondri

,/Kalmtl govdeler

Mitokondri Akrozom

5 um 50 um 5 um TSN 5um

Son parca Esas parca Orta parca Bas

Sekil 2.4. Spermiyogenezin asamalari ve olgun spermin yapisi (Junqueira &
Carneiro, 2005)

2.3.3.2. Akrozomal Faz: Akrozomal vezikll ve granill, yogunlasan
cekirdegin 6n yarisini kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom
adini alir. Akrozom, hyaluronidaz, ndéraminidaz, asit fosfataz ve etkisi
tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozom bu
yuzden lizozomun 6zellesmis bir tipi gibi is gorir. Bu enzimlerin, korona
radiata hlcrelerini birbirinden ayirdigi ve zona pellusidayl sindirdigi
bilinmektedir. Bunlar henliz ovulasyona ugramis yumurtay! cevreleyen
yapilardir. Spermatozoonlar ovumla karsilastiginda akrozomun dis
membrani bircok bdlgede plazma membrani ile kaynasarak akrozomal
enzimlerin bosalmasina yol acar. Bu islem akrozomal reaksiyon olarak
bilinir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan biridir.

Akrozomal faz sirasinda hlcrenin akrozomu iceren ©6n kutbu,
seminifer tibulin tabanina dogru yonelir. Buna ek olarak nikleus uzar ve
daha yodun bir hale gelir. Ayni zamanda sentriyollerden bir tanesi
geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de flagellumun proksimal
parcas! etrafinda toplanarak orta parca adi verilen kalinlasmis bdlgeyi
olusturur. Bu bolge spermatozoonlarin hareketlerinin kaynagini aldigi
yerdir (Sekil 2.5).
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Mitokondrilerin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hlicre hareketi
ve yluksek enerji tuketimi ile ilgili olan bdlgelerde toplanmasina baska bir
ornek teskil eder. Flagellum hareketi, mikrotubduller, ATP ve dinein denilen
ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur.

2.3.3.3. Matiirasyon Fazi: Geriye kalan artik sitoplazma, Sertoli
hucreleri tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar tubulin IGmenine
dogru salinirlar (Junqueira & Carneiro, 2005) (Sekil 2.5).

2.3.4. Sertoli hiicreleri

Sertoli hicreleri ergenlige kadar seminifer epitelin dominant hicre
tipidir. Ergenlikten sonra, tubdllleri déseyen hicrelerin yaklasik %10'unu
olusturur. Daha ileri yastaki erkeklerde spermatogenik hlicre populasyonu
distiigl zaman, Sertoli hiicreleri tekrar epitelin ana elemani haline gelir.

Sertoli hucreleri testislerin islevi agisindan g¢ok &nemlidir. Bu
hicreler spermatogenez serisindeki hucreleri saran uzun, piramidal
hicrelerdir. Sertoli hlcrelerinin tabanlar bazal laminaya tutunur, tepe
kisimlari ise cogunlukla seminifer tibilin IGmenine uzanir (Sekil 5).

Germ Cells ¢ ./ W R e
A % # i ~
LB Sertoli Cells

ammee— B1

. A/ — Peritubular Cells

sekil 2.5. Seminifer tibiilde Sertoli hiicresi (Senger, 2011)

Sertoli hiicrelerinin iglevleri :

1. Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesinin dizenlenmesi.

2. Fagositoz. Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi
artik cisimcikler seklinde atiir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli
hicrelerindeki lizozomlar tarafindan fagosite edilir.

3. Salgilama. Sertoli hicreleri sirekli olarak seminifer tubdllere
genital kanallar yéninde akan ve spermlerin tasinmasi igin kullanilan bir
sivi salgilar. Androjen-badlayici protein Uretimi folikil uyarici hormon
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(FSH) ve testosteron kontroli altinda Sertoli hicreleri tarafindan
gerceklestirilir ve seminifer tibul icinde spermatogenez icin gerekli olan
testosteronunun yodunlastiriimasini saglar. Sertoli hiicreleri testosteronu
Ostradiole cevirebilir. Bu htlicreler ayni zamanda, 6n hipofiz bezinden FSH
sentezini ve salgilanmasini énleyen inhibin adi verilen bir peptid salgilar.

4. Anti-Miillerian hormon iiretimi. Ayrica Mlller kanalini baskilayici
hormon olarak da adlandirilan ve doénudstlrict buylime faktdérl ailesine
Uye bir glikoprotein olan bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek
fetusta Mdiller kanallarinin  (paramezonefrik) gerilemesini saglar.
Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallarindan kéken alan yapilarin
gelismesini sadlar.

5. Kan-testis bariyeri. Seminifer tibdullerin i¢c kismiyla kan arasinda
bir bariyerin bulunmasi, testis sivisinda kandan gelen ¢ok az madde
bulunmasina yol acar. Testis kapilleri pencereli tiptedir ve bilyuk
molekdllerin gegisine izin verir. Spermatogonyumlarin kanda bulunan
maddelere kolayca ulasilabilir. Ancak, Sertoli hicreleri arasinda bulunan
engelleyici baglantilar, bir bariyer olusturarak blyidk molekdillerin Sertoli
hicreleri arasindaki bosluga tasinmasini engeller. Bdylece
spermatogenezin daha ileri asamalarindaki germ hucreleri, kandaki zararl
maddelere karsi korunmus olur.

6. Inhibin B iiretimi: Inhibin B hipofizdeki FSH uretimini engeller
(Junqueira vd., 2005).

2.3.5. Interstisyel doku

Testisin interstisyel dokusu, androjen Uretimi acisindan &énemlidir.
Testislerde seminifer tlbdlller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler,
pencereli kapilerler ve lenf damarlari ile doludur. Bag dokusu dedisik tipte
hlcreler igerir; bunlar arasinda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hicreleri, mast hlcreleri ve makrofajlar bulunur. Ergenlikte (puberte ile
birlikte) bir hicre tipi daha islevsel olarak belirgin hale gelir. Bu hucreler,
testisin interstisyel ya da Leydig hucreleridir (Alici, Kbsem, Calka, Kotan &
Mercan, 2003).

2.3.6. Leydig Hiicresi

Leydig veya testisin interstisyel hicreleri, yuvarlak ya da poligonal
sekilli olup, eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptir. Merkezi yerlesimli
cekirdek kaba kromatin granulleri ve belirgin ¢ekirdekcik icerir. Steroid
sentez eden hicre 6&zellikleri tasiyan sitoplazma, yaygin agrantler
endoplazmik retikulum, kigluk lipid damlaciklar, tabuler kristali
mitokondriyonlar, lipofuksin grantlleri ile Reinke kristali ve prekursdrlerine
sahiptir. Leydig hicreleri, sekonder seks karekterlerinin gelismesinden
sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu Uretirler. Testosteron sentezi
mitokondriyon ve agranuler endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce
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gerceklestirilir. Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de
miktarlari hormonal uyarimlara baghdir. Insanda gebelik sirasinda iretilen
plasental gonadotropik hormon, maternal kandan fetusa gecer ve
androjenik hormonlari Ureten, fetal testikller interstisyel hicreleri uyarir.
Androjenik hormonlar, gelisim sirasinda, erkek genital organlarin
farklilasmasi icin gereklidir (Abraham, 2006; Sadler, 1990).

2.3.7. Testis histofizyolojisi

Vicut ici sicakhginin  (37°C) altindaki sicakliklarda olusan
spermatogenezin regulasyonunda isi ¢cok 6énemlidir. Testikller 1s1 yaklasik
35 oC’dir, bu birkag mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus
(pampiniform pleksus) her bir testikller arterin etrafini sarar, testikller
Isinin  sUrdUrdlmesinde 6nemli olan bir karsi 1si akimi saglar. Diger
faktorler ise skrotumdaki terin buharlagsmasi ile i1s1 kaybi ve spermatik
kordondaki kremaster kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha ylUksek bir
Isida kalabilecedi inguinal kanallara gekilmesidir.

Spermatogenez Uzerinde en ©Onemli etkiyi endokrin faktérler
olusturur. Spermatogenez, hipofizin foliktler stimulan (FSH) ve lGteinizan
hormonlarinin (LH) testikller htcreler Gzerindeki etkilerine baghdir. LH
intertisyel hucreler Gzerine etki ederek spermatogenik seri hilcrelerinin
normal gelisimi igin gerekli olan testosteron yapimini stimule eder. FSH'In
ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimile ettigi ve
sonugta cAMP’nin artisina yol actigi ve ayni zamanda ABP’nin sentez ve
salgilanmasini sagladigi bilinmektedir. Bu protein testosteron ile baglanir
ve testosteronu seminifer tibdllerin limenine tasir. Spermatogenez
testosteron ile uyanlir, O6strojen ve progesteronlarla inhibe edilir.
Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan testiktler sivi iginde
tasinirlar. Testikller sivi Sertoli hicreleri ve rete testis tarafindan uretilir;
bu sivi steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP igerir
(Junqgueira vd., 2005).

2.4. Karbon tetrakloriir (CClL,):
2.4.1. Karbon tetrakloriiriin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Karbon tetraklorir (CCl,) saydam, yanici olmayan ve Kkolayca
buharlasabilen renksiz bir sividir ( Karaca vd., 2011).

CCl,, -23°C'de katilasir ve kaynama sicakhgr 77°C'dir. Yogunlugu
1,585 g/cm3 olan CCl, ' Un molekller yapisi dlzgln tetrahedron olup
merkezinde karbon atomu bulunur. Apolar yapiya sahiptir, suda
¢bzinmez. Fakat alkol gibi apolar c¢ézuculerde c¢ézunur. CCl, deneysel
olarak karaciger hasari olusturulmasinda yaygin kullanilan  bir
ksenobiyotiktir (49).
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CCl, kararh kimyasal yapisi nedeniyle cok yavas bozunur. Tahmini
atmosferik yari dmri otuz-yuz yildir (Pope & Rall, 1995).

2.4.2. Karbon tetrakloriiriin absorbsiyonu, dagilimi, atilimi

CCl, viicuda solunum, sindirim ve deri yoluyla alinabilir. Insanlarda
CCl,'in toksik dozu solunum vyolu ile alindiginda 65 ppm, adizdan
alindiginda ise 4 ml’dir. Emildikten sonra bitliin organ ve dokulara dagilan
CCl, en c¢ok yag dokusunda birikir. 2-6 glin icinde yavasca dokulardan
ayrilarak baslica akcigerler ve az miktarda da bobrekler yoluyla atilir
(Kayaalp, 1991).

2.4.3. Karbon tetrakloriiriin kullanim alanlari

CCl,, klorinatli bir hidrokarbon bilesigidir. Onceleri tiitsii yapiminda,
yangin soéndldrict olarak, kuru temizleme ajani olarak, c¢oézicu ve
dondurucu olarak kullanilmasina ragmen, ginimizde yalnizca sogutucu
(freon) floroklorokarbonlarin Uretiminde ara kimyasal bilesik olarak
kullanilmaktadir (Kitiz, 2011).

2.4.4. Karbon tetrakloriiriin organizmaya etkileri:

Zehirlenme belirtileri deri, solunum veya adiz yoluyla emilimini
takiben hemen ortaya cikar. CCl, zehirlenmesi merkezi sinir sisteminin
baskilanmasina yol acar. Buna bagh olarak gorilen baslica belirtiler;
basadrisi, bas dénmesi, halsizlik, ataksi, gorme bulanikhgdi, uyuma hali ve
biling kaybidir. Ilk giinden itibaren bulanti, kusma ve karin agrisi gérilar.
CCl,'in emilimden birkag glin sonra karaciger yaglanmasi ve hasari ile
ilgili belirtiler ortaya cikar. Karaciger hiicrelerinin nekrozu sonucu aspartat
aminotransferaz (AST) ve aldolaz enzim dulzeyleri artar. Protrombin
zamani uzar (Mayer & Hemmens, 1997). Uzun suireli dlistk miktarda (45-
100 ppm) CCl, solunmasi huzursuzluk, asiri hareketlilik, bagirsaklarda
diizensiz kasllmalara neden olur. Maruz kalma birkag haftayl gectiginde
ciltte kuruma, kabarik kirmizi lekeler, tirnaklarda kirilma ve kuruma ortaya
cikar. Solunmadigi slirece semptomlar azalir ancak tekrarlandiginda
yeniden ortaya cikar (Glner, 2010).

Insan viicudunun cevreden gunlilk ortalama 0.1 pg CCl, girisine
maruz kaldigi bildirilmistir (Gilcen vd., 2012).

CCl,'Uin karacigerde oldugu kadar bobrek, testis, kalp, akciger, beyin
ve kan gibi diger dokularda da toksik etkisinin oldugu cesitli calismalarla
gosterilmistir. CCl,, bobreklerde akut ve kronik zedelenmeye vyol
acmaktadir (Kukner vd., 2010).

CCl, germ hiicre kaybina, germinatif epitelde anormalliklere, mayoz
boélinmede sorunlara, anormal sekil ve konsantrasyonda sperm
gorilmesine neden olmaktadir (Khan, 2012).
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Deneysel olarak yapilan calismalarda CCl,” Un karacigerde, mitotik
aktiviteyi  artirdigi,  hepatositlerde  dejenerasyon, hepatik yagd
dejenerasyonu, mononuklear hicre infiltrasyonu, fibrozis, siroza ve
kansere neden oldugu gosterilmistir (Karaca vd., 2011).

CCl," Gn sitokrom P450 enzimi aracilidiyla serbest radikallere yikilimi
hiicre hasarini baslatir (Ogetirk, Colakoglu, Kus, M.A., Kus, I. &
Sarsilmaz, 2009).

CCl," Un toksik etkilerinden karacigerde biyotransformasyonu sonucu
olusan triklorometil (CCl;) radikali sorumludur. Bu radikal daha sonra
oksijen ile birleserek triklormetil peroksil (CCIl;0;) radikalini olusturur.
Peroksil radikali, hlicrenin zar yapisini bozarak hasarin olusmasinda birincil
mekanizma olarak rol oynayan gucli bir lipid peroksidasyon baslaticisidir
(Cetin & Cetin, 2011).

CCl,, metabolizma Urinlerinden serbest radikaller araciligiyla deney
hayvanlarinin bobrek, akciger ve testis dokularinda oksidatif hasara yol
acan endustriyel bir ¢éziucudur. CCl, 'Un serbest radikalleri spermin hlcre
membraninin ¢coklu doymamis yag asitleriyle baglanarak alkoksi ve redoksi
radikalleri Uretip son derece reaktif lipid peroksitleri olusturur ve sperm
konsantrasyonunu, hormon dizeylerini degistirir ve enzim aktivitesinde
azalmaya ve sonunda hasara veya nekroza sebep olur (Khan, 2012).

2.4.5. Karbon tetrakloriir toksisitesinin serbest radikaller ile
iliskisi

CCl, karacigerde etkisini iki asamali olarak olusturur (Colak, 2011).
Ilk olarak sitokrom P-450 tarafindan reaktif serbest radikal olan
triklorometil (CCl;-)" e déndsturilmesi sonucu CCl,” Un toksik etkisi hlicre
zarl hasari ile iliskili olan lipid peroksidasyonuna sebep olur (Ogetiirk vd.,
2009). Bu hasar su ve sodyum gecirgenligini arttirir. Apolipoprotein
sentezini azaltir ve karaciger yaglanmasi olusur.

Hasar mekanizmasinda ilk olarak CCl,, sitokrom P-450 tarafindan
triklorometil’e (CCl;-); daha sonra triklorometil (CCl;-) oksijen varliginda
hizla triklorometil perokside (CCl;02-) veya hidrojen atomlarini kaybetmis
olan kloroform formuna dénuslr (Sekil 2.6). Olusan bu serbest radikaller
lipidlere, proteinlere ya da nlikleotidlere kovalent olarak baglanir (Ajiboye,
2011; Karadeniz, Yildirnrm, Celebi, 2007; Sahin, 2013). Daha sonra
sekonder olarak olusan konjuge dien, lipidhidroperoksit ve malondialdehit
gibi yapilar ile kisa zincirli karbonhidratlar olusur. Toksik etki sonucu
olusan serbest oksijen radikalleri, hlicre membranlarindaki fosfolipidlerde
bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olarak
karaciger hiicre nekrozuna yol acarlar. Triklorometil (CCls3-) radikalinin
oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen CCI302- radikali de kuvvetli
bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir. Bu olaylar takiben serbest radikal
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Uretimi karacigerde antioksidan savunmalari asar ve bu hicre
membranlarinin oksidatif yikimi ve ciddi doku hasari ile sonuglanir. Ayrica
bu serbest radikalin hedefi sadece karaciger degil ayni zamanda bobrekler,
kalp, akciger, testis, beyin ve kan gibi diger dokularda serbest radikal
olusumuna neden olabilir. (Basu vd., 2003; Lima, Fernandes-Ferreira &
Pereira-Wilson 2007; Orfila vd., 1999; Sahreen, Khan, M. R. & Khan, R.
A., 2013).

CCl, ile olusan hepatotoksisite kismi olarak dokulardaki oksijen
basinci ile de iliskilidir. Duslk oksijen basincinda CCl, metabolizmasinin ilk
basamaginda C-ClI bagi sitokrom p450 monooksijenaz sistemi ile
katalizlenir. Triklorometil (CCl;-) ve CI- radikalleri olusur. Triklorometil
(CCl;3-), hidroksil radikallerde oldugu gibi lipid peroksidasyonunu baslatir.
Lokal olarak meydana gelen serbest radikaller membran fosfolipidlerin
icinde var olan polienik yag asitlerinin otooksidasyonuna neden olur.
Lipidlerin oksidatif yikimi baslar ve oksijen ile reaksiyondan sonra organik
peroksitler meydana gelir. Peroksit radikallerden yeni radikaller meydana
geldigi icin bu reaksiyon otokatalitiktir. Lipidlerin yapisinin bozulmasi
nedeniyle endoplazmik retikulumun yapi ve fonksiyonunda hizli bir yikim
baslar (Lima, 2007; Oztiirk vd., 2009) (Sekil 2.6).

Sitokrom P s,

CCly w CCLL +Cl~
CCly” +Os w CCL;0,~

Sekil 2.6. CCl, 'iin, CCI302- e déniismesi (Sahin, 2011)
2.5. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan dogal polifenolik
bilesikleri iceren blyilk bir gruptur. Dogal olarak bitkilerin govdelerinde,
yapraklarinda, kabuklarinda, ciceklerinde ve kdklerinde bulunurlar.
Yapilarinda C6-C3-C6 iskeleti bulundururlar. Ug¢ karbonlu propan zincirinin
dclncu bir halka olusturmasi, farkli sekiller almasi veya fenil gruplarinin
farkli pozisyonlarda baglanmasi sonucu flavonoidlerin farkh siniflari olusur
(Sekil 2.7). Genellikle bu bilesikler sari renkli bitkisel pigmentlerdir ve
bitkilerde glikozitleri halinde bulunurlar (Merken & Beecher, 2000)
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Sekil 2.7. Bir flavonoidin genel yapisi (Maher, Akaishi & Abe, 2006)

Flavonoidler, antioksidan &zellikleri ile hicrelere zarar veren
radikallerle etkileserek radikalleri zararsiz hale getirirler, antibiyotik etkisi
gostererek virls ve bakterilerin aktivitelerini engellerler. Bagisiklik
sistemini glclendirip C vitamininin vicut tarafindan kullanimina yardimci
olan flavonoidler Ulser ve ishal gibi hastaliklara karsi diren¢ saglayarak
romatizmal hastaliklarda ilag gibi davranirlar. Vicuttaki alerjik
reaksiyonlarin dnlenmesini saglarlar. Ayrica vicut icin 6nemli olan
enzimlerin aktivitelerini dizenleyerek kanserli hicrelerin gogalmasini
engellerler (De Souza, 2008; Spencer, 2007).

Hollman ve arkadaslar flavonol ve flavonlarin ginlik alimini 23 mg
olarak rapor etmislerdir (Hollman vd., 1996). Bununla birlikte Hollanda’da
kuersetin flavonolinin glnlik kullaniminin 16 mg oldugu rapor edilmistir
(Karaca vd., 2011). Ortalama yiyeceklerle flavonoid aliminin 26 mg/gun
oldugu belirlenirken, baskin olarak bulunan flavonoidin kuersetin oldugu
saptanmistir (Burak & Cimen, 1999,; Karakaya & El, 1999).

2.5.1. Flavonoller
Flavonoid alt sinifindan olan flavonoller 3-OH igeren flavonoidlerdir.

Flavonollere 06rnek olarak kamferol, kuersetin, miyrisetin ve
isorhamnetin gibi bilesikler verilebilir (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Bazi flavonol bilesiklerinin molekdul yapilan (Croizer, 2000)

Flavonollerin molekdil yapisinda pozisyon 4'te gift bagli-oksijen atomu
vardir. Bu molekll Kuersetin olarak bilinen yaygin bir flavonol'dir (Sekil
2.9.).

Sekil 2.9. Kuersetin'in yapisi (Casagrande vd., 2005)
Diyet Urunlerinde, bircok bitki ve gida maddesinde en c¢ok bulunan

flavonoldir. Sogan (Basaliye allium cepaonionoignon) 6zellikle kuersetince
cok zengindir. Antioksidan etkileri kanitlanmistir (Ergtizel, 2006).
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2.5.2. Kuersetin
2.5.2.1. Kuersetinin Yapisi ve Genel Ozellikleri

Kuersetin, glikozidik badlarla fenolik gruplara bir ya da daha fazla
seker grubunun baglanmasiyla olusan glikozitler ya da aglikonlar seklinde
bitkinin temel olarak yapraklarinda ve diger bélimlerinde meydana gelir
(Kalender, Kaya, Durak, Uzun & Demir, 2012).

Kuersetin bir biyoflavonoid tlirevi olup daha cok sebze ve meyvelerde
Ozellikle de elma, sodan, brokoli ve kirmizi sarapta bulunmaktadir.
Antioksidan, antitumoral, antiinflamatuar, antiallerjen, antiviral,
antibakteriyel, antitrombotik, antihipertansif, antiaritmik ve antihumoral
aktiviteler ile genis bir klinik etki spektrumuna sahiptir (Formica, 1995).

Kuersetin, serbest radikalleri yakalama 6zelliginden dolayi glgli bir
antioksidandir. Bu 0&zelligiyle kardiyovaskiler hastaliklardan korudugu
bilinmektedir (Cengiz, 2011).

Kuersetin, serbest radikal toplama 06zelliginin yani sira demir ve bakir
gibi metal iyonlarini selatlama 6zelligi olan glgli bir antioksidandir. Bu
Ozelliklerinden dolayi kuersetinin renal iskemi-reperflizyon hasarina karsi
koruyucu roli vardir. Kuersetin renal oksidatif hasari azaltir ve iyilesme
slirecini kolaylastirir (Polat, Tokyol, Kahraman, Sabuncuoglu, Yilmaz,
2006).

Kuersetin vicuttaki serbest radikallerin neden oldugu yikim olaylarini,
serbest radikal toplayici etkisi sayesinde koruyucu, tedavi edici 6zellik
gbsterir. UV isinlarinin hasarina karsi kuersetinin koruyucu roll Uzerine
calisma yapilmistir. UV isini verilen ratlarda MDA seviyelerinde anlaml bir
yukselme ve antioksidan aktivitelerinde azalma gordlmustidr. Koruyucu
olarak kuersetin verilen grup sadece UV verilen grupla karsilastirildiginda
antioksidan enzim seviyelerinde artis, MDA seviyesinde dlsls oldugu
gbzlenmistir. Sonug olarak UV isinina karsi kuersetinin koruyucu roll
oldugu belirlenmistir.

Serbest radikal toplayici aktivitesi oldugu bilenen kuersetin, diyabetus
mellitus ile olusan oksidatif hasari koruyucu etkisine bakmak igin yapilan
calismada, bulgular neticesinde kuersetinin, oksidatif stresi azaltarak
pankreatik B- hiicre bitinliginde koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.

Kuersetinin prostat kanserinde potansiyel koruyucu ajan olabilecedi
gbsterilmistir.

Kuersetin, prostat timor hiicre modelinde doza bagli olarak apoptozu
uyarmaktadir ve hlicre buyumesini inhibe etmektedir. Kanser
baslangicinin, ilerlemesinin ve yayillmasinin engellenmesine ydnelik
yaklasimlardan biri reaktif oksijen tlrlerinin temizlenmesidir. Besinsel
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antioksidan olarak bilinen kuersetinin insan hepatoma hicrelerindeki
reaktif oksijen tlrlerinin konsantrasyonunu azalttigi bulunmustur.

Yapilan bir calismada 10 pM’de kuersetinin  damar endotel
hicrelerinde ve horoz spermatogonial hicrelerinde cesitli kimyasallar ile
uyariimis oksidatif stresi inhibe ettigi gosterilmistir.

Kuersetinin erkek Greme islevlerine etkileri incelenmis ve bu bilesigin
sicanlarda sperm kalitesini artirdigi gorilmustir (Abarikwu, Pant &
Farombi, 2012).

2.5.2.2. Kuersetinin Emilimi ve Atilimi

Insanlarda ®nemli miktarlarda kuersetinin absorbe edildigi ve
absorbsiyonun glukoz konjugasyonu ile arttigi bildirilmistir (Burak &
Cimen, 1999). Kuersetinin baslangigta B-glikozid dizisinin kolonik
mikrofajlar ~ tarafindan  parcalanmasini  takiben ince badirsaktan
absorblandigi disidnidlmektedir. Hollman ve arkadaslari insan viicudunun
kuersetini absorblayabilecedi fakat absorbsiyonun glukozla konjugasyonla
gelistirildigi sonucuna varmislardir (Prior, 2003).

Flavonoidler ve kuersetin gidalarda genellikle glikozid seklinde
bulunan biyilk moleklli yapilardir. Bu 6zelliklerinden dolayi bagirsaklarda
emilmeleri zordur. Gastrointestinal sistemde serbest fenolik kisim ayrilir.
Clnkl bunlarin badirsaktan emilebilmesi icin kiglk molekdl adirlikli
formlara donlismeleri gerekir. Bagirsaklarda bulunan mikroorganizmalar,
flavonoid glikozidlerinin ¢ozllmesini gergeklestirirler. Yaklasik % 1'i
bozulmadan, buUyuk bir kismi ise c¢esitli hidroksiaromatik asitlere
dénustiurilerek bdbreklerden atilir (Burak & Cimen, 1999; Nijveldt vd.,
2001). Calismalar kuersetin ve diger flavonoidlerin karaciger ve dolasima
gecmeden badirsak epitel hicrelerinde emilimi boyunca metabolik
donlsime neden olabilecegini géstermislerdir (Nijveldt vd., 2001).

Kuersetinin driner atihmi alinan miktar ve sure ile artis
gbstermektedir ve atilan fraksiyon % 0,29-0,47 olarak bildiriimektedir.
Kuersetinin distriblsyon yari dmrintn 3.8 saat, eliminasyon yari 6mrinin
16.8 saat oldugu bildirilmistir. Yari émri a fazi icin 8.8 dk, B fazi igin 2,4
saattir. % 98 oraninda proteinlere bagh olarak tasinir. Plazma seviyesi
20-40 dk’da cok azalir, 54 dk’da tespit edilemeyecek seviyeye diser
(Burak & Cimen, 1999; Middleton, Kandaswami & Theoharides, 2000;
Nijveldt vd., 2001).
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2.5.2.3. Kuersetinin Antioksidan Ozellikleri

Kuersetinin en iyi tanimlanan 6zelligi antioksidan kapasiteleridir.
Vicut hicreleri ve dokular serbest radikallerin ve ROT'un neden oldugu
hasara surekli maruz kalirlar. Serbest radikallerin hicresel fonksiyonlari
nasll etkiledigi tam bilinmemekle beraber en énemli sebeplerden biri hiicre
membran hasari ile sonuclanan lipid peroksidasyonudur. Bu hicresel hasar
hicrenin dengesinde bozulmaya, osmotik basing degisikligine, hicre
sismesine ve sonucta hlcrenin dlmesine neden olurlar. Serbest radikaller
genel inflamatuar cevap ve doku hasarina neden olan inflamatuar
mediatdrleri arttinir. Yasayan organizmalar ROT'dan korunmak igin cesitli
mekanizmalar gelistirmislerdir. Vicudun antioksidan savunma
mekanizmasini iceren SOD, CAT, GSH-Px, gibi enzimler, GSH, Vit C ve a-
tokoferol gibi nonenzimatik antioksidanlar mevcuttur. ROT’un hasar
esnasinda artmis dretimi endojen supidrict bilesikler ile aditif etkiye
sahiptir. Flavonoidler serbest radikal Uretimini engelleyebilir ve endojen
antioksidanlarin fonksiyonunu arttirabilirler (Kihnau, 1976; Murota &
Terao, 2003).

Kuersetin serbest radikallerin neden oldugu hasarlar gesitli yollarla
onler.

Direkt serbest radikal stpuricist olarak kuersetin ROT bilesikleri ile
reaksiyona girerek onlari stabilize eder. Kuersetindeki hidroksil grubunun
ylksek reaktivitesinden dolayl radikaller asagidaki reaksiyona gore
inaktive olurlar (Kihnau, 1976; Murota & Terao, 2003).

Flavonoid(OH) + R ====Flavonoid(O )+ RH

Kuersetin iceren g¢esitli flavonoidler iskemi reperflizyon hasarini
indikleyebilen nitrik-oksit sentaz (iNOS) aktivitesine mudahale ederek
azaltirlar. NO endotelial hiicre ve makrofajlari da iceren cesitli hicrelerde
dretilir. NO salinlmi kan damarlarindaki genislemenin devami igin
gereklidir. Yuksek konsantrasyonda NO dretimi oksidatif hasar sonucu
makrofajlardaki induklenebilen NO sentazin etkisi ile olur. Aktive
makrofajlarda eszamanl olarak hem NO hem de slUperoksit anyonu artar.
NO serbest radikallerle reaksiyona girer ve oldukga hasar verici
peroksinitrit olusur. Peroksinitrit LDL'yi direk okside eder ve hicre
membraninda irreversible hasar olusur. Flavonoidler antioksidan olarak
kullanildiinda serbest radikaller temizlenir ve bundan dolayr NO ile
reaksiyona giremezler ve daha az hasar olusur. Ilging olarak NO kendi
basina radikal olarak davranir ve NO molekdllerinin flavonoidler tarafindan
direk olarak temizlendigi rapor edilmistir (Kandaswami & Middleton,
1994).

Ksantin oksidaz yolu oksidatif yolda o6zellikle iskemi reperfizyon
hasarinda énemlidir. Hem ksantin dehidrogenaz hemde ksantin oksidaz
ksantini Urik aside cevirir. Enzimin fizyolojik durumlardaki formu ksantin
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dehidrogenaz, iskemi durumundaki formu ise ksantin oksidazdir. Ksantin
oksidaz ROT’un kaynadidir. Reperfiizyon fazinda ksantin oksidaz molekiler
oksijenle reaksiyon verir ve superoksit radikali olusur. Kuersetin, ksantin
oksidaz aktivitesini inhibe eder ve oksidatif hasari azaltir (Ogeturk vd.,
2005).

Antioksidan 0zelliginden dolayi kuersetinin vaskiler sistemde de
onemli etkileri mevcuttur. Oksijen radikalleri okside LDL olusumuna neden
olur ve bu endotelial duvarda hasara neden olarak arterosiklerotik
degisiklikleri baslatir. (Kahraman, Serteser & Koken, 2002; Kihnau,
1976).

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz inflamatuar mediatérler olarak rol
oynar. Bunlar genel inflamatuar cevabi baslatan arasidonik asitin
salinimina neden olurlar. Lipooksijenazi iceren noétrofiller arasidonik asitten
kemotaktik bilesiklerin olusumuna neden olurlar, ayni zamanda sitokin
salinimini saglarlar. Kuersetin hem siklooksijenazi hem de lipooksijenazi
inhibe eder (antiinflamatuar etki). Bu nedenle inflamatuar metabolitlerin
olusumunu azaltir. Flavonoidlerin bir diger inflamatuar etkisi eikasonoid
biyosentezini inhibe etmesidir (Kihnau, 1976; Murota & Terao, 2003).
Reaktif oksijen tlrleri DNA'ya zarar verebilir ve mutasyona neden
olabilirler. Egder dedisiklikler onkogen veya timoér supresér gen gibi kritik
genlerde ortaya cikarsa baslangic veya progresyonla sonuglanir. ROT
direkt htcre iletimini ve buyUmesini etkiler. Reaktif oksijen urtnlerinin
sebep oldugu hiicresel hasar mitozu indikleyebilir ve hasarli DNA da
mutasyona neden olabilirler. Kuersetin, melanoma bldydmesini inhibe
etmekte ve farelerde potansiyel metastetik ve antitimor etki géstermistir
(Kandaswami & Middleton, 1994).

Kuersetin, kaempferol ve myricetin gibi bazi flavonoidlerin képekler
ve maymunlarda platelet agregasyonunun da etkili inhibitér oldugunu
(antitrombojenik etki) gosterilmistir (Kahraman vd., Kandaswami
& Middleton, 1994,).

Serbest radikal hasarinin neden oldudgu kanser, inflamasyon, artrit,
alerjiler ve gut gibi hastaliklarda kuersetinin etkisini inceleyen ¢ok sayida
calisma yapilmistir (Kandaswami & Middleton, 1994; Nijveldt vd., 2001).

Kuersetin kanserli hicrelere besin ve oksijen akisini engelleyerek
etkili bir sekilde kanseri dnlemeye yardimci olur. Laboratuvar galismalari
kuersetinin ylzde elliye kadar meme kanseri hicrelerinin blydme hizini
azalttigini géstermistir. Buna ek olarak, kuersetin kolon, prostat, meme
ve akciger kanseri hucrelerinin blylmesini engelledigi hayvan
calismalarda gdsterilmistir (Richter, Ebermann & Marian, 1999).

Kuersetin, arterlerde makrofajlarin birikimi onleyerek kalp hastaligi
riskini azaltmaya yardimci olur. Makrofajlar plak icinde sertlesmeye ve
damarlarin tikanmasina yol agan blyldk miktarda kolesterol igerir. Buna ek
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olarak kuersetin, vlcutta kilcallari glglendirerek dolasimini artinr ve
katarakt, diyabetik retinopati gibi gdzlere iletilen kanin zayiflatiimasiyla
ortaya c¢ikan rahatsizliklarin tedavisinde de kullanihr (Xing, Chen, Mitchell
& Young, 2001).

3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizin  yazimi sirasinda kullandigimiz  biyolojik ve tip
terimlerinin yazimi ve Tulrkgelestirimesinde Histoloji ve Embriyoloji
Terimleri S6zIGgu kullanilmistir (Given & Tekelioglu, 2004).

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, 4 ayhk, 250-300 g agirliginda, toplam yirmi sekiz
adet, Spraque-Dawley irki erkek sican kullanildi. Hayvanlar on iki saat
aydinlik on iki saat karanlik ortamda anabilim dalimiz hayvan odasinda,
uygun kafesler iginde barindirilarak serbestce beslenmeleri ve su icmeleri
saglandi. Calismamizda vyapilan tim islemler Eskisehir Osmangazi
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 342/2013 sayili
karari ile onaylanmistir.

Deney hayvanlari, her bir grupta 7 adet sican olacak sekilde Kontrol,
Karbon tetraklortr, Kuersetin ve Karbon tetraklortr+Kuersetin grubu
olarak 4 gruba ayrildi.

1) Kontrol grubu: Bu grubu olusturan erkek sicanlara, 7 gln
boyunca gliinde 1 kez siganlarin vicut adirliklarina gore (ortalama 300
gramlik hayvana 2 ml olacak sekilde) hacmi hesaplanarak belirlenen
dozda zeytinyadi i.p. olarak verildi (Sangai & Verma, 2012)

2) Karbon tetrakloriir grubu: Bu grubu olusturan erkek sicanlara,
7 gln boyunca ginde 1 kez zeytinyaginda ¢ozllmus karbon tetraklorir
0.5 ml/kg CCl, i.p. olarak verildi (Manjrekar vd., 2008)

3) Kuersetin grubu: Bu grubu olusturan erkek sicanlara, 7 gun
boyunca glinde 1 kez, 20 mg/kg kuersetin i.p. olarak verildi (Nabavi, S.F.,
Moghaddam, Nabavi S.M. & Eslami, 2011; Sangai & Verma, 2012)

4) Karbon tetrakloriir + Kuersetin grubu: Bu grubu olusturan
erkek siganlara, 7 gin boyunca ginde 1 kez 20 mg/kg kuersetin ve 7 gln
boyunca ginde 1 kez karbon tetraklorir 0.5 ml/kg i.p. olarak verildi
(Manjrekar vd., 2008; Nabavi, S.F., Moghaddam, Nabavi S.M. & Eslami,
2011; Sangai & Verma, 2012)
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3.2. Kimyasallar

Karbon tetraklorir, Merck firmasindan %99.8 saflikta temin
edilmistir. Kuersetin olarak, Sygma Aldrich firmasindan Quercetin =95%
(HPLC), solid isimli Gran kullaniimistir.

3.3. Viicut Agirliklarinin Ol¢iimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin vicut adirliklari uygulanacak
madde dozlarini belirlemek Uzere ginlik olarak tartildi. Deney sonunda
agirhklar tartilarak kaydedildi.

3.4. Bouin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Dokularin tespitinde kullanilacak Bouin c¢ozeltisi asadidaki sekilde
hazirlandi;

. Doymus pikrik asit ¢ozeltisi 75 ml
. Formaldehit (% 40) 25 ml
. Glasiyal asetik asit 5 ml

Molekll agirhgr kadar tartilan pikrik asit (12.2 g) 1000 ml saf su
icerisinde ¢ozildi. Iyice c¢ézdiriilmesine dikkat edilerek gerekli miktarda
pikrik asit kullanildi. Cézelti kullanilmadan 6nce slzuldi. Bouin ¢dzeltisini
hazirlamak icin 6nce doymus pikrik asit gozeltisi ile formaldehit karistirildi,
daha sonra Uzerine yavasca glasiyal asetik asit ilave edilerek ¢ozelti
karistirildi.

3.5. Dokularin Alinmasi

Hayvanlar 7. glnin sonunda vicut adirliklari ve testis adirliklari
Olcllip kaydedildikten sonra ketamin (ketalar 90 mg/kg)+ksilazin
(alfazyne 10 mg/kg) i.p. olarak verilerek anestezi edildi ve servikal
dislokasyon ile oélduruldd. Hayvanlarin karin bdlgesi acilarak testisleri
cikarildi.

3.6. Testis Agirliklarinin Olgiimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus
(Adventurer Pro AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklari
her sican icin ayri ayri sag ve sol olmak Uzere tartilarak kaydedildikten
sonra, sol testisler Bouin c¢ozeltisine ve sag testisler ise %10’luk
formaldehit icerisine alindi.
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3.7. Isik Mikroskobu Icin Dokularin Hazirlanmasi

Cikarilan sol testislerin Gzerine Bouin ¢ozeltisi, sag testislerin Gzerine
ise %10’luk formaldehit dokuldlikten sonra testislerin uzun eksenlerine dik
olacak sekilde enjektdr ucu ile testislerin kapsillerine karsilikli birkac delik
acildi. Fiksatif icerisindeki testis dokulari sertlestikten sonra testisler enine
olacak sekilde 6nce ortadan iki esit parcaya ve daha sonra bu parcalar da
yeniden ikiye bdlinerek kasetlere alindi ve etiketlenerek kodlandi. Dokular
Bouin fiksatifi icinde 48 saat bekletildi ve daha sonra rutin doku takibi
islemi uygulanarak her hayvana ait parafin bloklar hazirlandi. Her testisten
iki blok elde edildi.

Parafin bloklar hazirlamak icin kullanilan doku takip ydnteminin
basamaklar Tablo 3.1" de go6sterilmistir.

Tablo 3.1. Doku takip yéntemine ait sureler

Kimyasal Uygulama siiresi (saat)
Bouin Cozeltisi 48
%70 Alkol 1
%80 Alkol 1
%90 Alkol 1
%96 Alkol I 1
%96 Alkol II 1
%100 Alkol 30 dk
Ksilol T 10 dk
Ksilol II 10 dk
%50 Parafin - %50 Ksilol 30 dk
Parafin I 45 dk
Parafin II 1
Parafin III 1
Bloklama

3.8. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H)
boyasinin hazirlanisi

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya sollsyonu asadidaki
sekilde hazirlandi:

A- Periyodik asit 1 g
Distile su 200 ml

B- Schiff ¢ozeltisi

Bazik fuksin 1 g
Distile su 200 ml
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C- Potasyum Metabisllfit (K25205) 2 g
D- Hidroklorik asit (HCI) 2 ml
E- Aktif kbmilr 2 g

Schiff ¢bzeltisi boyama yapilmadan bir giin énce hazirlandi. Periyodik
asit saf suda ¢6zdiriuldi ve kaynatildi. Kaynatilan ¢ozeltiye bazik fuksin
eklenerek karistirildi ve 50°C' ye kadar sogutuldu. Daha sonra 2 g
potasyum metabisilfit eklenerek karistirildi. Oda sicakligina geldiginde 2
ml hidroklorik asit eklenerek karistirildi ve 2 g aktif kémur eklenip yeniden
karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda bir gece bekletildi.
Cozelti kullanilmadan 6nce stzulda.

3.9. Kesitlerin AliInmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 60 pm trim aralidi ile 3 ym kalinliginda seri kesitler
alindi. Her lam Uzerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina
gore lamlar numaralandi. Her bloktan alinan 3 pm kalinhdindaki seri
kesitlerden olusan 2 adet lam stk mikroskobunda inceleme igin
Hemotoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS)+Hematoksilen (H)
ile boyandi.

Boyama yodnteminin basamaklari ve uygulama slreleri asagida
gosterilmistir ( Tablo 3.2.), (Tablo 3.3.).
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Tablo 3.2. Hematoksilen & Eozin boyama ydntemi basamaklari sireleri

Kimyasal madde

Uyqgulama siiresi

dk

Ksilol I 15
Ksilol II 15
%96 Alkol I 5
%96 Alkol II 5
%90 Alkol 5
%80 Alkol 5
%70 Alkol 5
Distile Su 5
Hematoksilen 1

Cesme suyunda ylkama

Suyun rengi

seffaf olana kadar

Eozin

%70 Alkol

%80 Alkol

%90 Alkol

%96 Alkol I

%96 Alkol II

Ksilol 1

uf NN N NN ]

Ksilol 1II

Lamlarin kapatilmasi
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Tablo 3.3. PAS+H boyama ydntemi basamaklari sureleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi (dk)
Ksilol I 20
Ksilol II 20

%96 Alkol I 2
%96 Alkol II 3
%90 Alkol 3
%80 Alkol 3
%70 Alkol 3
Saf su 1
Periyodik asit 5
Saf Su 2
Schiff ¢dzeltisi 15
Cesme suyu 2
Hematoksilen 1,5
Cesme suyu 2
%70 Alkol 2
%80 Alkol 2
%90 Alkol 2
%96 Alkol I 2
%96 Alkol II 2
Ksilol 1 5
Ksilol 1II 5

Lamlarin kapatilmasi
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3.10. Histolojik Degerlendirme

PAS+H ve H-E yontemi ile boyanan kesitler histolojik dederlendirme
icin DP 70 dijital kamera ile donatiimis Olympus BX51isik mikroskobunda
(Olympus Corp. Tokyo, Japonya) incelenerek gruplarn temsil eden
goériuntuler elde edildi.

Kesitler incelenirken, interstisyel alanlar, seminifer tibduller, Leydig

hiicre hasari, seminifer tibdl hasar dikkate alinarak degerlendirme
yapildi.

3.11. Istatistiksel Analiz

Tum veri analizleri SPSS 21.0 paket programlarn ile yapimistir.
Surekli nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
Bagimli ve bagimsiz gruplarda olusan ve normal dagiim goésteren sirekli

verilere, Paired Samples T Test ve One Way Anova testleri ile analiz
edilmistir. P<0.05 olasilik degerleri anlamli olarak kabul edilmistir.

4.BULGULAR

4.1. Istatistiksel Bulgular
4.1.1. Gruplara gore viicut agirliklari karsilastirmasi

Calismamizda hayvanlarin ilk 6lgllen vicut adirliklarina iliskin
bulgulari Tablo 4.1 ve Sekil 4.1" da verilmistir.

Hayvanlarin ilk adirhklarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi

sonucunda gruplar arasinda o6nemli bir fark saptanmamistir (p>0,05)
(Sekil 4.1) .
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Tablo 4.1. Gruplara gore ilk agirlik - son adirlik karsilastirmasi

t+Standart P
Gruplar Ortalama Sapma degeri
KONTROL 245,71 35,98942
KUERSETIN 261,42 30,78342
Ilk Agirhk CCl, 267,14 44,23961
p=0,685nS
CCl, +
KUERSETIN 265,71 34,57222
KONTROL 275,43 32,66934
KUERSETIN 280,42 34,47152
Son Agirhik CCl, 257,71 54,01146 p=0,301NS
CCl, +
KUERSETIN
244,86 25,60227

One Way Anowa (*p<0,05 **p<0.01 ***p<0.001 NS: Anlamh degil)

Kontrol

Kuersetin CCl4

Kuersetin +
CCl4

Sekil 4.1. Gruplar arasi ilk adirlik kiyaslamasi

Gruplara gore deney sonu vicut adirhg farki karsilastirildiginda
kontrol grubuna goére CCl, ve CCl,+kuersetin grubunda vicut agirhgi
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farkinda dlsls olmustur ancak bu dlsUsler istatistiksel olarak anlamlh

olmamistir (P>0.05) (Sekil 4.2), (Tablo 4.1).

Kontrol

Kuersetin

ccla

Kuersetin + CCl4

Sekil 4.2. Gruplar arasi son agirlik kiyaslamasi

4.1.2. Deney Oncesi ve Deney Sonrasi Adirlik Kiyaslamasi:

Gruplar arasi

deney oOncesi

agirhk

ile deney

sonrasi

agirlik

kiyaslandiginda kontrol grubu ve Kuersetin grubunda 6nemli dizeyde bir
grubu p<0,001***,
ve CCl, +Kuersetin grubu deney o6ncesi ve deney
sonras! adirliklari kiyaslandiginda vicut agirliginda azalma olmustur fakat

farkhhk goérdlmustir

p=0.007*%*) CCl,

anlamh degildir (CCl,

4.2) (Sekil 4.3).

(Kontrol

p=0.136"s,

Kuersetin

Tablo 4.2. Deney 6ncesi deney sonrasi adirlik kiyaslamasi

grubu

CCl, + Kuersetin p=0.077"ns) (Tablo

Deney oncesi Deney sonrasi
agirhk agirhk
GRUPLAR p
Ortalama | Standart|Ortalama |Standart
sapma sapma
KONTROL 245,7143 | 35,98942 | 275,4286 | 32,66934 | p<0.001***
CCl, 261,4286 | 30,78342 | 280,4286 | 34,47152 | p= 0.007**
KUERSETIN 267,1429 | 44,23961 | 257,7143 | 54,01146 | p= 0.136
CCl, +KUERSETIN | 265,7143 | 34,57222 | 244,8571 | 25,60227 | p= 0.077

(t testi) (*p<0,05 **p<0.01 ***p<0.001 NS: Anlamli degil)
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350,00

300,00

250,00

200,00

150,00

Agirlik (gr)

100,00

50,00

0,00

Fdok

Kontrol

Kuersetin

Kuersetin + CCl4

(*p<0,05 **p<0.01 ***p<0.001)

Sekil 4.3. Deney 6ncesi deney sonrasi adirlik kiyaslamasi

4.1.3. Deney sonrasi testis agirlik kiyaslamasi:

Gruplar arasinda sag ve sol testis adirliklari istatistiksel olarak
dederlendirildiginde bir fark olmadigi gézlenmistir. Kontrol grubunda ve
CCl, grubunda bir farkhlik goéziikiyor olsa da anlamli bir fark olmadigi
goérulmustar (Tablo 4.3),( Sekil 4.4).

Tablo 4.3. Sag testis - sol testis agirlik karsilastirmasi

Gruplar Ortalama Standart p
sapma
KONTROL 1,641429 0,240654
Sag KUERSETIN 1,604286 0,075246 50,7361
Testis CCL, 1,535714 0,166118 !
KUERSETIN+CCL, 1,591429 0,186675
KONTROL 1,611429 0,227261
KUERSETIN 1,597143 0,099115
ool cCL, 1,665714 | 0,32761  |p=0,743"S
KUERSETIN+CCL, 1,53 0,20232

One Way Anowa (*p<0,05 **p<0.01 ***p<0.001 NS: Anlaml degil)
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1,80

1,60

1,40

1,20

P
o
S

Agirlik (g)
o
3

o
(o2}
o

0,40

0,20

0,00

Kontrol Kuersetin CCl4 Kuersetin + CCl4

= Saddaki sttunlar sag testisi, soldaki sttunlar ise sol testisi gostermektedir.

Sekil 4.4. Sag testis sol testis agirlik kiyaslamasi

Sag ve sol testisler arasinda istatistiksel fark bulunmadi (Tim
gruplarda p > 0.05).
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4.2. Histolojik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan sican
testislerinin genel goérinimi saptamak icin Hematoksilen-Eozin (H-E),
Periyodik Asit Schiff (PAS) + Hematoksilen (H) boyasi uygulanmistir.

4.2.1. Kontrol Grubu: Kontrol grubunu olusturan sican testis
orneklerinin 151k mikroskobik incelemeleri sonucunda, seminifer tibdller ve
tabdl duvarindaki spermatogenik hucre serileri, spermatogonyum, primer
spermatosit ve spermatid, Sertoli hicresi ve tubilllerde devam eden
spermatogenez normal yapida gérildi. Interstisyel alan ve Leydig
hicreleri normal yapida gozlendi (Sekil 4.5). PAS+H ile boyadigimiz testis
orneklerinde PAS pozitif boyanmis bazal membran ve tunika albuginea
yapisit normal yapida gozlendi (Sekil 4.6).

4.2.2. CCl, Grubu: CCl, grubuna olusturulan testis drneklerinin 1sik
mikroskobundaki incelemeler sonucunda, seminifer tibul duvarindaki
spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplar ile
birlikte yogun tlbller hasar ve bazi tibdillerde atrofi gorildi (Sekil 4.7-
4.9). Interstisyel alanda ise ayrilmalar ve édem ile damar kongesyonu
dikkat cekti (Sekil 4.7b, 4.8c). Ayrica tubidl duvarindan ayrilmis bazal
membran yapisi gozlendi (Sekil 4.7d). Buna ek olarak PAS+H ile boyanan
orneklerde limende tubdl duvarindan koparak ayrilmis hicre kimeleri
goéruldu (Sekil 4.9d).

4.2.3. Kuersetin Grubu: QE grubunu olusturan sican testis
orneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, normale yakin yapidaki
seminifer tlbulde spermatagonyumlar, primer spermatositler, sekonder
spermatositler, spermatidler, bazal membran, interstisyel alanda Leydig
hicreleri, makrofajlar ve damar yapilari kontrol grubuna benzer yapi
gosterdigi gozlendi. Spermatogenezin normal devam ettigi ve tibul duvari
kalinliginin normal yapida oldugu goérildd. Ayrica normal goérindmli
interstisyel alan gézlendi (Sekil 4.11, 4.12).

4.2.4. CCl, +Kuersetin Grubu : CCl, ile birlikte verilen QE grubunu
olusturan sican testis drneklerinin 15tk mikroskobundaki incelemeleri
sonucunda, bazi tuibulllerde hasar devam etse de genellikle azalmis tubdler
hasar ve normale yakin yapidaki seminifer tibuller ile devam eden -
spermatogenez izlendi. Interstisyel alanda ise azalmis éddem ve normale
yakin gérunimli Leydig htcreleri gézlendi. Ayrica normale yakin yapidaki
PAS pozitif bazal membran yapisi géruldu (Sekil 4.13).
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Sekil 4.5. Kontrol grubunda testis dokusunun histolojik
gorunumii: Kontrol grubunu olusturan sican testislerinin farkh
blyltmelerdeki 15tk mikroskobik goérintisti. Normal yapidaki
seminifer tubulller ve tibidl duvarindaki spermatogenik hiicre serileri;
spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid hucreleri
(rs-st) ve tlblullerde devam eden spermatogenez gérilmekte. Normal
gérinuimld interstisyel alan (*) ve Leydig hucreleri (—) izlenmekte.
Ayrica normal yapidaki tunika albuginea (») yapisi gértlmekte (bar:
200um, bar: 100um, bar: 50.0pm, HE, a-d).
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Sekil 4.6. Kontrol grubunda testis dokusunun histolojik
gorinuimii: Kontrol grubunu olusturan sican testislerinin farkh
blyutmelerdeki 15tk mikroskobik gdérintlisti. Normal yapidaki
seminifer tubdller ve tabdl duvarindaki spermatogenik hiicre serileri
ile tlbullerde devam eden spermatogenez goérilmekte. Normal
gérinuimld interstisyel alan (*) ve Leydig hucreleri (—) izlenmekte.
Ayrica normal yapidaki PAS pozitif bazal membran vyapisi (»)
gorilmekte (bar: 500um, bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0um,
PAS+HE, a-d)
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Sekil 4.7. CCl, grubunda testis dokusunun histolojik
gorunumiu: CCl, grubunu olusturan sican testislerinin farkl
blyltmelerdeki 1stk mikroskobik goéruntisti. Seminifer tabdl
duvarindaki spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve
hicresel kayiplar ile birlikte yodun tlibller hasar (*) ve bazi
tiblllerde atrofi (—) gériilmekte. Interstisyel alanda ise ayrilmalar ve
6dem (e) ile damar kongesyonu (») dikkat cekmekte. Ayrica tlbdul
duvarindan ayrilmis bazal membran yapisi (kalin ok) gdérilmekte
(bar: 500um, bar: 200um bar: 100pm, HE)(a-d).
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Sekil 4.8. CCIl, grubunda testis dokusunun histolojik
gorunumi: CCl, grubunu olusturan sican testislerinin farklh
blyutmelerdeki 15tk mikroskobik goéruntisti. Seminifer tabdl
duvarindaki spermatogenik hiticrelerde dejeneratif degisiklikler ve
hicresel kayiplar (—) ile birlikte yogun tubller hasar goérilmekte.
Interstisyel alanda ise ayrilmalar ve édem (*) dikkat cekmekte.
Ayrica tubul duvarindan ayrilmis bazal membran vyapisi (»)
gorulmekte (bar: 500um, bar: 100um, bar: 200um, bar: 50.0um,
HE)(a-d).
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Sekil 4.9. CCl, grubunda testis dokusunun histolojik
gorunumi: CCl, grubunu olusturan sican testislerinin farkh
blyltmelerdeki 1stk mikroskobik goéruntisti. Seminifer tabdl
duvarindaki spermatogenik hicrelerde dejeneratif degisiklikler ve
hicresel kayiplar (—) goérilmekte. Ayrica limende tibul duvarindan
koparak ayrilmis hiicre kiimeleri dikkat cekmekte (»). Interstisyel
alanda ise ayrilmalar ve édem (*) goézlenmekte (bar: 500um, bar:
200um, bar: 100pm, PAS+HE)(a-d).
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Sekil 4.10. CCl, grubunda testis dokusunun histolojik
goriinimi: CCl, grubunu olusturan sican testislerinin farkl
blyltmelerdeki 1stk mikroskobik goérintisi. Seminifer tabdl
duvarindaki spermatogenik hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve
hiicresel kayiplar (») ile birlikte yogun tibiler hasar gorilmekte.
Interstisyel alanda ise ayrilmalar (*) dikkat cekmekte. Ayrica tiibiil
duvarindan ayrilmis PAS pozitif bazal membran yapisi (—) goérilmekte
(bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0um, PAS+HE)(a-d).
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Sekil 4.11. QE grubunda testis dokusunun histolojik
goriunimii:. QE grubunu olusturan sican testislerinin farkh
blyutmelerdeki 1sitk mikroskobik goérintisd. Normale yakin yapidaki
seminifer tubdller ve tabdl duvarindaki spermatogenik hicre serileri
ile birlikte tiblllerde devam eden spermatogenez (*) gérilmekte.
Ayrica normal gérinimli interstisyel alan izlenmektedir (bar: 200pm,
bar: 100pm, HE, a-b).
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Sekil 4.12. QE grubunda testis dokusunun histolojik
gorinimii: QE grubunu olusturan sican testislerinin farkh
blyltmelerdeki 1stk mikroskobik goérintisid. Normale yakin yapidaki
seminifer tubuller ve tabdl duvarindaki spermatogenik hicre serileri;
spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid hucreleri
(rs-st) ile tlUblllerde devam eden spermatogenez goérilmekte.
Normale yakin gérinimld interstisyel alan ve Leydig hicreleri (L)
izlenmekte. Ayrica normal yapidaki PAS pozitif bazal membran yapisi
(—) goriulmektedir (bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0pm, bar:
20.0pm, PAS+HE, a-d).
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Sekil 4.13. CCl, +QE grubunda testis dokusunun histolojik
gorunumi: CCl, +QE grubunu olusturan sican testislerinin farkh
bliyltmelerdeki 1sik mikroskobik gorintlist. Bazi tlbulllerde hasar
devam etse de (*) genellikle azalmis tibuller hasar ve normale yakin
yapidaki seminifer tubdller ile devam eden spermatogenez
izlenmekte. Interstisyel alanda ise azalmis édem (*) ve normale
yakin gérinimlli Leydig hicreleri (») gbzlenmekte. Ayrica normale
yakin yapidaki PAS pozitif bazal membran yapisi (—) goérilmekte
(bar: 200pum, bar: 50.0pm, HE, a,b, PAS+HE, c-d).
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5. TARTISMA

Karbon tetraklorir, tipik bir toksik ajandir ve toksik etkisi serbest
radikal dretimi ile olmaktadir (Sanzgiri, Srivatsan, Muralidhara, Dallas &
Bruckner, 1997).

Bu maddenin, dokularda hasar olusturma mekanizmasi, CCI,'Un
sitokrom P450 enzimi aracihigiyla oldukca toksik triklorometil (CCl;) ve
triklorometil peroksil (CCI30;) serbest radikallerine dénlsiumi sonrasi
baslayan lipit peroksidasyonu ile ortaya cikan oksidatif hasar olarak
aciklanmistir. Vicutta, fizyolojik ortamda veya herhangi bir patolojik olay
sonucunda olusan serbest radikaller ile bunlarin koruyucusu olan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
kaymas! oksidatif stresi gdsterir. Organizma, oksidatif hasara karsi
enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistem ve molekdullerle korunur.

Cevreden insan vicuduna ginlik ortalama 0,1pg CCl, girisi oldugu
tahmin edilmektedir. Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA)
hayvan deneylerinden elde edilen sonuglara dayanarak CCIl,” U insan igin
olasi kanserojen sinifina (Grup B2) dahil etmistir (Faroon vd., 2005;
Thrall, Vucelick, Gies & Benson, 2000). CCl, solunan hava, su, gida alimi
ve deriden temas yoluyla viicuda girer. Karaciger, beyin, bobrek, kaslar,
yag dokusu ve kanda daha yliksek konsantrasyonlarda olmak Uzere tim
dokulara dagilir (Faroon vd., 2005; Rao, Mangipudy & Mehendale, 1997).

Karbon tetrakloriiriin basta karaciger olmak Uzere bdbrek, testis,
kalp, akciger, beyin ve diger dokularda da toksik etkisinin oldugu cesitli
calismalarla gésterilmistir (Kikner vd., 2010).

Deneysel olarak gerceklestiriimis daha onceki arastirmalarda, CCl,
maruziyetinin testislerde oksidatif = doku hasarina ve lipid
peroksidasyonuna yol actigi bildirilmistir. Ayrica, daha 6nce yapiimis olan
benzer calismalarda, CCl, toksisitesine baglh olarak testis dokusunda
histopatolojik degisikliklerin de meydana geldigi ortaya konmustur (Gllcen
vd., 2012).

CCl, uygulamasinin erkek deney hayvanlarinda oksidatif toksisite ile
Ureme sisteminde, morfolojik, yapisal ve fonksiyonel hasara yol actigi
bildirilmistir (Horn vd., 2006; Khan & Ahmed, 2009; Manjrekar vd., 2008;
Tark, 2013) .

Calismamizda, CCl,” e bagh sican testis hasarinda kuersetinin olasi
etkisi arastinlmistir ve calismamizin sonuglarina goére, CCl, 'Uin testisler
Uzerinde hasara sebep oldugu ve CCl, ile birlikte kuersetin verilmesi
durumunda testislerdeki bu hasarin belli bir 6lgiide diizelme sadgladigi
gdsterilmistir.
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Tlark ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi 10 haftalik bir calismada
haftada bir 0.25 ml/kg CCl, gavaj ile uygulanmistir. Deney sonucuna gore
vicut ve testis adiriginda azalma gorulmustir. Sperm motilitesi ve
konsantrasyonunda azalma gorullirken, anormal sperm sayisinda artis
goérulmuistiur. Germinal hlicrelerde dejenerasyon, interstisyel alanda 6édem
ve konjesyon gdzlenmistir. CCl,, yapilan biyokimyasal calismalarda MDA
seviyesini arttirken GSH-px ve CAT miktarlarini azaltmistir (Turk vd.,
2013). Bizim calismamizda da bu calismaya benzer sonuglar; germinal
hicre kaybi, interstisyel alanda 6dem ve konjesyon gozlenmistir.

Khan ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi 16 haftallk calismada
haftada bir 1ml/kg CCl, i.p olarak uygulanmistir. Kullanilan doz ve slirede
CCl, 'Gn vicut ve testis agirligini azalttigi gértlmustir. Spermatogenik seri
hlcrelerinde dejenerasyon, bazal membran ayrilmasi, seminifer tubdl
atrofisi, interstisyel alanda genisleme ve PMNL artisi ve sperm sayisinda
azalma go6zlenmistir. CAT, SOD, GSH-px miktarlarini azaltmistir.
Testosteron, FSH ve LH seviyelerinde de dusls goézlenmistir (Khan &
Ahmed, 2009). Bizim calismamizda i1sik mikroskobu incelemelerinde bu
calismaya paralel olarak vicut adirhdginda azalma, seminifer tibdlllerde
atrofi, bazal membran ayrilmasi, spermatogenik hilicrelerde dejenerasyon
gorulmastar.

Khan’in sicanlarla yaptidi bir calismada, haftada 2 kere 3ml/kg CCl4
i.p. olarak uygulanmistir. Testosteron, FSH ve LH seviyelerinde de dlsus
gOzlenmistir. Sperm sayisi ve hareketliliginde azalma goridlmustir. Germ
hicrelerinde kayip, anormal germinal epitel, mayozda kesinti, anormal
sekilli spermler goézlenmistir. Seminifer tabull atrofisi, interstisyel alanda
genisleme ve PMNL artisi gérdlmustir. DNA fragmantasyonu gdérialmustar.
CAT ve SOD miktarlan azalmistir (Khan, 2012). Bu calismaya paralel
olarak bizim galismamizda da germinal hiicre kaybi ve seminifer tibdlde
atrofi goérulmauastur.

Horn ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi 10 haftalik bir calismada
haftada bir 0.25 ml/kg CCl, gavaj ile uygulanmistir. Bu calismada germ
hicrelerinde kayip, germinal epitelde vakuolizasyon, mayozun kesintiye
ugramasl sonucunda seminifer tilbulllerde sadece Sertoli hicreleri
gozlemlenmistir (Horn vd., 2006). Yaptigimiz calismada da germinal hicre
kaybi gérulmustar.

Manjrekar ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigr 7 glnlik bir calismada
gunlik 0.5 ml/kg CCl, i.p. olarak uygulanmistir. Deney sonucuna goére,
vlicut ve testis agirhdr azalmistir. MDA degeri artmistir. Spermatozoa
sayisinda azalma ve tubullerde dizensiz yerlesim gortulmustir (Manjrekar
vd., 2008). Bizim calismamizda da bu calismaya paralel olarak vicut
agirhginin ve limen icerisinde spermatozoa sayisinin azaldidi, ayrica
tibdllerin birbirinden ayrildigi, diizensiz yerlesim gosterdigi gozlenmistir.
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Sahreen ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi 8 haftalik bir calismada
haftada 2 kere 0.5 ml/kg CCl, i.p. olarak uygulanmistir. CAT ve SOD
miktarlari azalmistir. Testosteron, FSH ve LH seviyelerinde de dulsus
gbézlenmistir. CCl, intoksikasyonu sebebiyle goérilen dejenerasyonlar ise,
germ hulcre kayiplari, anormal germinal epitel, mayoz kesintisi, sperm
sekil ve konsantrasyonunda anormallikler ve seminifer tubilde
delokalizasyon olarak gézlenmistir (Sahreen vd., 2013)

Flavonoid ailesi icerisindeki kuersetin kuvvetli reaktif oksijen tlrleri ve
reaktif nitrojen tirleri temizleyicisidir. Kuersetin, glikozidik baglarla fenolik
gruplara bir ya da daha fazla seker grubunun baglanmasiyla olusan
glikozitler ya da aglikonlar seklinde bitkinin temel olarak yapraklarinda ve
diger bolimlerinde meydana gelir (Kalender vd., 2012).

Kuersetinin prostat kanserinde potansiyel koruyucu ajan olabilecegi
gOsterilmistir. Kuersetin, prostat timor hiicre modelinde doza bagl olarak
apoptozu uyarmaktadir ve hlicre buylimesini inhibe etmektedir. Kanser
baslangicinin, ilerlemesinin ve yayillmasinin engellenmesine ydnelik
yaklasimlardan biri reaktif oksijen tirlerinin temizlenmesidir.

Kuersetin, sltperoksit ve hidroksil radikallerini temizlemektedir, lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektedir ve lipid peroksil radikallerini
azaltmaktadir. Birgok arastirmaci, kuersetin antioksidan aktivitesi
sayesinde erkek Ureme islev bozuklugu (zerinde iyilestirme etkisi
oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak, kuersetin LPO antioksidan enzim
aktivitesinin artirilmasi ve azaltilmasi ile CCl, ‘n neden oldugu karaciger
fibrozu Uzerine yararli bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Abarikwu vd.,
2012; Abdallah 2011, Kanter vd., 2003; Khaki, 2010; Turk vd., 2013;
Zhang vd., 1996).

Kalender ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi 4 haftalik bir calismada
gunlik 20 mg/kg dozda kuersetin % 0.5'lik dimetil silfoksit iginde
cozllerek gavaj yoluyla verilmistir. Sonug olarak meydana gelen bu
degisiklikler ile klorprifos uygulanan ratlarin testislerinde meydana gelen
degisiklikler karsilastirildiginda, klorprifosun neden oldugu testikler
toksisiteye karsi kuersetinin kismi koruyucu etkinlige sahip oldugu
kanitlanmistir. Dérdinct hafta sonunda klorprifos uygulanan gruptaki
ratlarin seminifer tibullerinde nekroz, dejenerasyon, bazal spermatojenik
hicrelerde kayip, seminifer tUpcguklerin bazal bélgesindeki hicrelerde
ayrilmalar ve interstisyel alanda 6dem  gb6zlenmistir. Fakat
kuersetin+klorprifos uygulanan gruplarin, klorprifos uygulanan grup ile
karsilastirildiginda  histopatolojik  degisikliklerde azalmalarin  oldugu
gbézlenmistir (Kalender, 2012). Bizim calismamizda da testis yapisina
hasar verilen gruptaki kuersetin uygulamasinin testisin histolojik
gorinimundeki bozukluklari azalttigi goézlendi.
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Khaki ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi 4 haftalik bir calismada
gunlik 15 mg/kg dozda i.p. olarak uygulanan kuersetinin, sperm
motilitesi, canlihdinda artis gorilirken, anormal sperm sayisinda azalma
goérulmauastar (Khaki, 2010).

Taepongsorat ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi bir calismada 0, 30,
90 ve 270 mg/kg doz kuersetin her bir gruba 3, 7 ve 14 gin boyunca
subkutan yolla enjekte edilerek verilmistir. Herhangi bir dozun (30, 90 ve
270 mg/kg ) 3 ginliuk tedavi slresinde, testis agirligi ve sperm kalitesi
Uzerinde bir etkisinin bulunmadigi gézlenmistir. Testis agirliklarinda dnemli
artis sadece 14 gin boyunca 270 mg/kg doz kuersetin tedavisinde
gorilmuastir. Testiste histolojik degisiklik ise 270 mg /kg doz kuersetinin 7
glin ve 14 gin boyunca verildiginde goridlmdistir. Kuersetinin sperm
kalitesi (motilite, canlilik, konsantrasyon) lizerine etkisinin, testis agirlik ve
histolojisine goére daha hizli ve fazla oldugu tespit edilmistir. Kuersetin
gruplarinin, kontrol grubuyla karsilastirimasinda vicut adirliklarinda
6nemli bir fark goérilmemistir. 7 gun ve 14 gin boyunca 270 mg/kg
kuersetin verilen gruplarda testis adirliginda artisin seminifer tibullerin
genislemesinin  ve spermatazoa tutma kapasitesinin  artisindan
kaynaklandigi ve bu bulgulara dayanarak kuersetinin sperm {retimini
arttirdidi kabul edilmistir. Sonug olarak kuersetin tedavisinin (subkutan
enjeksiyonu ile) dozlarinin tim parametreleri géz o6nline alindiginda,
sperm kalitesini ve cinsel organ fonksiyonlarini iyilestirme anlaminda
pozitif Ureme etkisi 14 gun boyunca 270 mg/kg ve de kismen 90 mg/kg
doz verilen gruplarda goézlenmistir. Kuersetinin dolayh olarak hlcresel ve
organ duzeyinde, hem de cinsel organlarin uyariimasi ile sperm kalitesini
etkileyebilir oldugu goézlenmistir (Taepongsorat, 2008).

Abdallah ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi bir calismada glinlik tek
doz 50 mg/kg kuersetin i.p. olarak verildi. Sonug olarak kuersetin, sperm
sayisini arttirirken, anormal sperm sayisinda azalma saglamistir. 61.2
mg/kg LTC ve LTC verildikten 12 saat sonra tek doz 50 mg/kg kuersetin
verilen grup karsilastirildiginda ise sperm sayisi, sperm canhligi, sperm
motilitesininin anlamh derecede arttigi ve anormal sperm sayisinin ise
azaldigi goérilmektedir (Abdallah, 2011).

Aldemir ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi bir calismada glnlik 20
mg/kg kuersetin 7 gin boyunca gavaj yoluyla uygulanmistir. Bu ¢calismada
goralmastar ki, I/R h grup ve I/R+kuersetin uygulanmis gruplar
kiyaslandiginda kuersetin seminifer tidbll capini arttirmis, interstisyel
hasari azaltmig, seminifer tubullerdeki 6dem, konjesyon, kanama gibi
hasarlari azaltmistir. Bununla beraber histolojik bulgular incelendiginde,
kuersetin uygulanan gruptaki testikiler hicrelerin normale yakin
gorinimu dikkat gekmistir (Aldemir, 2011). Yaptigimiz calismada da testis
yapisina hasar verilen gruptaki kuersetin uygulamasinin tibller hasari
azaltarak bazi tibullerde ise ortadan kaldirdigi gozlenmistir.
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Abarikwu ve arkadaslarinin sicanlarla yaptigi bir calismada, gtnlik 10
mg/kg kuersetin 5 glin boyunca gavaj yoluyla uygulanmistir. Kadmiyum
ve kadmiyum+kuersetin uygulanan grup karsilastinildiginda, kuersetin
uygulanan grupta vicut ve testis agirliginda 6nemli bir artis gorulirken,
sperm yogunlugu ve motilitesi artmis, anormal sperm sayisinda ise azalma
goérulmaustur (Abarikwu, 2012).

Gerek CCl, gerekse QE'nin farkli maddelerde kombine edildigi birgok
arastirma sonuclarn bizim c¢alismamizda gdézlenen bulgulara benzer
bulgular géstermistir.

Sunulan bu arastirmada CCl, ve QE birlikte calisiimis ve etkileri
arastirilmistir. CCl, uygulanan sicanlarin testislerinde ciddi hicresel hasar
gozlenmekle birlikte CCl, ile beraber QE uygulamasinin bu hasari azalttigi
goriulmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. CCl, , testis lUzerinde oldukca toksik etki gostermektedir. Bazal
membranda kalinlasma, seminifer tlblllerde vakuolizasyon, tiblller ve
spermatojenik hicrelerde yogun hasar, spermatogonyumlarda kromatin
yogunlasmasina baglh piknotik cekirdek, interstisyel alanda 6édem olusumu
ve damarlarda konjesyon ve dilatasyona neden olarak spermatogenezi
olumsuz yénde etkilemektedir.

2. 7 gun boyunca gunde bir 0.5 mg/kg CCl, ile 20 mg/kg QE verilen
grupta, testis adgirhgr ve vicut adirhginda herhangi bir azalma
gézlenmemistir.

3. 7 gun boyunca gunde bir 0.5 mg/kg CCl, ile 20 mg/kg QE verilen
grupta QE, CCl, ‘ln testis lzerinde olusturdugu hasari azaltmaktadir.

4. Kuersetin’in, CCl, 'Un toksitesini nasil 6nlediginin ortaya
konmasinda ileri enzimatik, biyokimyasal ve immunohistokimyasal
dizeyde vyapilacak arastirmalar bu konuda ek bilgiler ve kanitlar
saglayabilir.
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