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OZET

Sicanlarda Testis Dokusunda Naf Toksisitesine Karsi
Quercetinin Koruyucu Etkisi

Amag: NaF’in dis saghigi icin tedavi edici olarak kullanilmasi sonucu viicuda
alinmasinin yanisira topikal uygulamalar, igme suyuna katilmasi veya tablet gibi
sistemik kullanimlart ile de NaF’e maruziyet olusabilmektedir. Calismamizda, NaF
maruziyeti sonucu testis dokusunda meydana gelebilecek hasar ve bu hasara karsi
quercetinin koruyucu etkinligini histolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelemeyi
amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda kontrol grubu, misir yagi grubu, NaF grubu,
quercetin grubu ve NaF+quercetin grubu sicanlarin testis dokularinda histolojik ve
immunohistokimyasal yontemler, testis dokusu ve serumda ise biyokimyasal yontemler ile
incelemeler yapilmistir.

Bulgular: NaF grubu HE boyamalarda, seminifer tiibiillerin sinirlarinda diizensizlik,
germinatif epitelde dejenerasyon, dokiilme, liimende hiicresel artefaktlar izlendi, bazal
membrandan ayrilma goézlenirken, NaF+Qr grubunda bu bulgularin gézlenmedigi tespit
edildi. NaF+Qr grubunda seminifer tiibiiller genellikle normal histolojik goriiniimde
olmakla birlikte yer yer diizensiz sinirli seminifer tiibiiller ve bazal membranlarinda
incelme, epitelde dokiilme gibi bulgular da izlendi. Kontrol grubuna kiyasla C-3
boyanmada NaF grubunda pozitif boyanmada artis gézlendi. NaF+Qr grubunda ise kontrol
grubuna kiyasla immunoreaktivite artis1 mevecut olup NaF grubuna kiyaslandiginda ise C-3
boyanma daha az olarak izlendi. NaF grubunda kontrol grubundan farkli olan biyokimyasal
parametrelerin  Naf+QR grubunda kontrol grubuna benzer oldugu tespit edildi.
Biyokimyasal olarak oksidatif stres parametreleri NaF grubunda artmis olarak gozlenirken
antioksidan sistem parametreleri ve hormon diizeyleri de azalmis olarak izlendi. NaF+QR
grubunda ise bu degerlerde diizelme gozlendi.

Sonuglar: Bulgular degerlendirildiginde, NaF maruziyeti uyguladigimiz grupta
testis dokusunda histolojik ve biyokimyasal hasarlarin yaninda kan testosteron, LH ve FSH
hormon diizeylerinde azalma izlendi. NaF+QR grubu degerlendirildiginde, quercetin
uygulamasinin, NaF maruziyetine bagli testikiiler hasar1 azaltma ve bozulan hormonal
diizeylerin dengelenmesi yoniinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Testis, Sodyum Floriir, Quercetin, Mikroskopi.



ABSTRACT

Protective Effect of Quercetin Against Naf Toxicity In Testicular Tissue of Rats

Objective: NaF is used as a therapeutic agent for dental health, as well as taken to
body in many ways. NaF exposure may occur as a result of topical applications,
introduction to drinking water or systemic use such as tablets. It has been stated that
damage to various organs and tissues may occur as a result of this exposure. In our study,
we aimed to investigate the protective effect of quercetin with the antioxidative, free radical
scavenging and cytoprotective effects on the testis tissue as a result of NaF exposure and

histological and biochemical methods.

Materials and Methods: In our study, histological and immunohistochemical
methods, and serum biochemical methods were performed in testis tissues of control group,

corn oil group, NaF group, quercetin group and NaF + quercetin group rats.

Results: Hematoxylin-eosin staining showed irregularity at the boundaries of the
seminiferous tubules, degeneration of the germinative epithelium, separation from the
basement membrane. Caspase 3 staining showed an increase in the Naf group whereas it

was nearly normal in Q+Naf group.

Conclusions: When the findings were evaluated, blood testosterone, LH and FSH
hormone levels were decreased in addition to histological and biochemical damages in the
testis tissue in the NaF exposure group. For this reason, it is thought that the use of
quercetin in people with endemic fluorosis due to shaip to source waters containing high
fluoride in our country or due to dental treatment may be contributing to the prevention of
the decrease of testosterone levels in histological and biochemical aspects of testicular

tissue in individuals who have been exposed to NaF exposure.

Key Words: Testis, Sodium Fluoride, Quercetin, Microscopy.
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1. GIRIS

Flor insan viicudunda eser element olarak bulunur. Kalsiyuma karsi olan yiiksek
afinitesi nedeni ile en yogun bulundugu doku kemik ve dislerdir (1). Giiniimiizde Flor dis
curiiklerini engellemek amaciyla tim diinyada yaygin olarak kullanilan, etkinligi ve
giivenilirligi kanitlanmis tek ajan olarak kabul edilmektedir (2). Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan dig clrigi ile miicadelede birgok farkli alanda ve formda kullanilmasi
onerilmektedir (3). Bu amagla sodyum floriir (NaF) en yaygin olarak dis macunlarinin
icerisine eklenerek ve igme suyuna eklemek seklinde kulanilmaktadir (2,4,5). NaF ayrica
dis hastaliklarinin tedavisinde (3), osteoporoz tedavisinde (6) ve medikal goriintiileme (7)
gibi farkli alanlarda yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte asir1 flor alimmin toksik
etkilere sebep oldugu, bagirsak, mide, kalp, beyin, bdbrek, sinir ve kaslarda hasar
olusturdugu, doku ve organlara zarar verdigi gosterilmistir (8,9). Toksik etki mekanizmasi
tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte erkek iireme sistemi iizerinde yapilan
caligmalarda basta sertoli hiicreleri olmak iizere NaF’in, oksidatif strese neden olarak testis
dokusunda hasarlayici etki olusturdugu gosterilmistir (10).

Quercetin (3,3°,4°,5,7-pentahidroksiflavon) 3 halka ve 5 hidroksil grubundan olusan
flavonoidlerin en yaygin olanidir (11). Yagda ¢6ziinebilen quercetin flavonoid adi verilen
bilesikler grubuna dahildir ve bu flavonoidler bitkilerde yaygin sekilde bulunmaktadir.
Quercetin, kirmiz1 sogan, iiziim, elma, ¢ilek, kiraz, brokoli, narenciye (12) ¢ay, kahve,
egreltiotu ve dogal boyalar gibi birgok bitki ve besin iiriiniinde bulunmaktadir (13).
Flavonoid grubu fitokimyasallarin biyosentezinin, bitkilerin kendi ortamlarinda bir
savunma cevabi oldugu bilinmektedir. Bitkilerde iiretilen flavonoidler bitkileri UV giines
1s1gindan ve lipid peroksidasyonundan koruyucu etkiye shaiptir (14). Ayrica quercetinin,
lipid peroksidasyonuna karst koruyucu etkinligi deneysel c¢alismalarla deney
hayvanlarinda, ve insanlarda gosterilmistir. Bununla birlikte quercetinin antihipertansif,
antidepresan, antiaritmik, antihiperaljezik, hipokolesterolemik, antihepatotoksik,
antikanserojenik, antitilser, antiviral, antitrombotik, antiiskemik, antiinflamatuar ve
antialerjik etkileri oldugu da gosterilmistir (15) Giinlimiizde quercetin’in en iyi

tanimlanmis olan etkisi antioksidan 6zelligidir. Quercetin hiicre ve dokular serbest oksijen



radikallerine kars1 korumada en giiglii flavonoidlerden biri oldugu goriilmektedir. Toksik
ajanlara maruziyet ve olagan metabolik siireclerde ortaya ¢ikan serbest radikallerin asiri
artisinin hiicresel fonksiyonlar1 etkilemesi agisindan en onemli olay, hiicre Sliimiine yol
acabilen lipid peroksidasyonudur. Canli organizmalar bu hiicresel 6liimiin gerceklesmesini
engellemek i¢in bazi enzimatik veya enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine
sahiptir. Bu savunmada yer alan enzimlerden en 6nemlileri de siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazdir (GPx). Ayrica diger bir savunma sistemi de
vitamin C, vitamin A ve oksidasyon zincirini kiran quercetin gibi flavonoid grubunda yer
alan fitokimyasallardir (16,17).

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda NaF toksisitesi sonucu erkek sigan testislerinde
meydana gelen degisikliklerin histolojik ve biyokimyasal yontemlerle gosterilmesi ve
Quercetin uygulamasinin bu degisiklikler {iizerine koruyucu etkisin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Flor

Flor, 9 atom numarasi, 19 atom agirlig1 olan, periyodik cetvelde halojenler olarak
isimlendirilen 7A grubunda yer alan, kahverengimsi sar1 renkte bir elementtir. Flor su,
kaya, hava, toprak, bitkiler, hayvan ve insan viicudunda bulunur. Flor viicutta bulunan
temel elementlerden biridir. Iskelet sistemi ve dislerin yapisinda yer alir (1, 18, 19). Flor
tiim elemetler icerisinde elektonegatifligi en yiiksek ve en aktif olan elementtir. Bu 6zelligi
sayesinde dogadaki diger elementlerle bilesikler yaparak tuz formunda bulunur ve bu tuz
formu florid olarak adlandirilir. Bu tuzlarin bagliclari sodyum florid (NaF) ve kalsiyum
floriddir (CaF2) (18) .

Topragin jeokimyasal yapisina, iklime, toprak formuna, yagis miktarina,
buharlagsmaya, topragn floru emme ve siizme kapasitesine bagl olarak sulardaki flor
miktart degiskenlik gosterir (20). Florun % 80-90’1 pasif difiizyonla Gastrointestinal
sistemden’den emilir. Flor bilesiginin ¢esidine, dozuna, ¢O6ziinebilirligine ve
Gastrointestinal sistemin icerigine gore emilen flor miktar1 degisir. Viicuttan bobrek, gis,
ve deri yoluyla atilan flor, diger viicut sivilarinda ¢ok diisiik miktarda bulunur.
Bobreklerden atilan flor, igilen suyun konsantrasyonu <2 ppm iken 0.1 mg/saat olarak
belirlenmistir. Beslenme tarzi, fiziksel aktivite, bulunulan rakim gibi faktorler, idrar
pH’sin1 degistirdigi i¢in, atilan flor miktarint degistirebilmektedir. Asidik idrara neden olan
etkenler flor atilimini azaltirken, bazik idrar pH’1 ise flor atilimimi hizlandirmaktadir.
Viicuda alinan Flor yumusak dokularda ¢ok az bulunur. Florun asil depo edildigi yer
kalsiyuma baglanma istegi nedeniyle iskelet sistemi ve dislerdir ve %95’inden fazlasi
iskelet sisteminde bulunur. Yasa, alinan flor miktarina, kemik c¢esidine gore, kemik
dokudaki flor konsantrasyonlart degismektedir. Kisinin kii¢clik yasta olmasi ve kemik
metabolizma hizi ne kadar yiiksek ise, flor tutulumu o kadar fazla olur. Flor
konsantrasyonlari, uzun kemiklerde periosteal bolgede ve kompakt kemiklere kiyasla
slingerimsi kemiklerde, daha yiiksektir (21). Viicutta bulunan florun %95°i yaklasik 2-3 gr

kadardir ve iskelet sisttemi ile diglerde bulunur. Kanda ise 13 mg kadar flor vardir. (1)



Sodyum Floriir, osteoporoz tedavisi (4), medikal goriintileme (22) gibi farkl
alanlarda yaygin olarak kullanilmakla birlikte en yaygin kullanimi dis ¢iirtiklerini 6nlemek
amaciyla kullanimidir (3). Bu kullanimlar sistemik olarak tablet veya damla seklinde yada
topikal kullanimi seklinde olabilir. Lokal NaF uygulamalari, profesyonel veya bireysel
olabilir. Profesyonel olarak uygulanan lokal NaF uygulamalari; 5000 ve 19.000 ppm
arasinda konsantrasyona sahiptirler. Bunlar floriir soliisyonlari, florlu jeller, florlu
vernikler, iyonoferez ve agiz igi flor salan cihazlar seklinde siralanir. Bireysel uygulamalar
ise kisinin kendi tarafindan alinan iriinlerdir. Bunlar, florlu gargaralar ve dis macunlari
gibi mililitresinde 0,2 ile 1 mg NaF iceren, 200 ile 1000 ppm araliginda NaF
konsantrasyonuna sahiptir (23).

Insanlarda ve hayvanlarda hizlli gelisen flor zehirlenmesinde baslica bagirsak,
mide, bobrek, akciger, kalp, beyin, sinir ve kaslarda hasar medana getirip, cesitli
enzimlerde inhibisyona neden olabilir. Kalsiyum ile baglanmasi sonucu olusan diisiik
kalsiyum seviyesi, yiiksek potasyum seviyesi ve hiicresel oksijen kullanimin azalmasi
sonucu ¢esitli durumlar ortaya cikabilmektedir. Kalsiyum diizeyindeki diigme sonucu
miyokardin kasilma yeteneginde azalma, diizensiz atimlar, sistolde ve diyastolde
bozukluklar bu durumlarin en ciddi olanlaridir. Uzun dénemde meydana gelen flor
zehirlenmesinde bunlara ek olarak, kemik, tiroid bezi, hipofiz, hipotalamus, testis hasari ile
dislerdeki bozukluklar dikkat ¢gekmektedir (24).

Giiney Afrika’da da igcme sularinda yiiksek oranda floride maruz kalan 6-15 yas
cocuklarda kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda artmis guatr insidansina rastlanmistir.
(25)

Michael ve arkadaslarmin Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢aligmada, sularda yiiksek
NaF bulunan boélgelerde yasayanlarin tiroksin diizeylerinin énemli dlglide arttigi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada serum triiyodotironin (T3) ve tiroid stimiile edici hormon (TSH)
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmamustir. Yine bu ¢alismada
serum epinefrin ve norepinefrin diizeylerinebakilmis ve yiikselme saptanmustir (26).

Isparta’da igcme sularinda yiiksek diizeyde bulunan flor, niifusun %69’ununuun
yiikksek miktarda flor almasimna sebep oldugu 1976 yilinda yapilan bir caligmada
gosterilmistir. Aym1 zamanda bolgede dislerde florozis goriilme oraninin yiiksek oldugu

bildirilmistir (27).



Yapilan bir ¢alismada akut flor zehirlenmesinin sonucunda kobaylarda eritrosit
sayisi, hemoglobin ve hematokrit degerlerindeki diisiis tespit edilmis ve bu diisiisiin
istatiksel agidan anlamli diizeyde oldugu gosterilmistir. Akut flor zehirlenmesi vakalarinda
florun enzim inhibitorii etkisi gosterdigi, hiicrelerde aerobik glikoliz ve hiicresel
solunumun bozuldugu, asidoz meydana geldigi, sok, koma ve kardiyak aritmi olusabildigi
bildirilmektedir. (20)

A. K. Susheela and A. Kumar ¢alismalarinda 29 ay boyunca tavsanlara oral yolla 10
mg / kg dozunda NaF verilmislerdir. Calisma sonunda uygulama yapilan tavsanlarda, testis
dokusunda seminifer tiibiillerin spermatozoonlardan yoksun oldugunu ve spermatogenezin
durdugunu tespit etmislerdir. Taramali elektron mikroskobik incelemede spermatogenik
seri hiicrelerinde bozulma ve dejenerasyon, seminifer tiibiiller fibrotik nodiiler yapida
izlenmistir. Histolojik kesitlerde spermatogenik seri hiicrelerinde eozinofilik boyanma
yogunlugunda artis, stoplazmik biiziisme ve piknoz izlenmistir. Ayrica bazi hiicrelerin
niikleus sinirlar1 diizensiz, girintili ¢ikintili olup yogun heterokromatik yapida gorilmiistiir.
Ductuli efferents epitel hiicrelerinde silya kayb1 saptanmistir. (28)

Fizyolojik dozun {izerinde, kronik olarak flor alinmasi, flor toksisitesine sebep
olmaktadir. Kronik flor toksisitesinde dis ve kemiklerde bozukluklar (florozis)
goriilebilmektedir. NaF’iin kemikte birikimiyle iskelet sistemi deformasyonu, biiyiime
geriligi goriilebilirken, yumusak dokuda ancak c¢ok yiiksek miktarlarda alindiginda
birikime bagli zararli etkiler olusabilmektedir

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan galigmalarda kronik flor maruziyetinin oksidatif
stresi arttirdigr gosterilmistir. Oksidatif stresteki artisin glutatyon peroksidaz ve siiperoksid
dismiitaz aktivitelerinin azalmasi ile olustugu bildirilmektedir. Akdogan ve arkadaslar1 da
yaptiklar1 ¢alismada NaF verilen tavsanlarda glutatyon peroksidaz ve siiperoksid dismiitaz
aktivitelerinin azaldigin1 ve bunun miyokard hasarina yol a¢tigin1 gostermislerdir. (25)

NaF kolinesteraz enzim aktivitesindeki azalmaya neden oldugu gosterilmis, yiiksek
NaF ve diisiik iyotun birlikte oldugu durumlarda kolinesteraz enzim aktivitesinde azalma
daha belirgin olmaktadir.

Kronik florozis sonrast néron membranlarinda lipit peroksidasyonuna bagh
degisimler saptanmistir. ROT olusumu, MDA gibi lipit peroksidasyon iirtinleri ve GSH

gibi antioksidan savunma sistem belirteglerinde azalmalar NaF’iin toksik etkisi gosteren



onemli noktalardir. Beyin dokusu ¢oklu doymamis lipitlerden zengin olmasi nedeni ile
oksidatif hasara diger doku ve organlara gore daha duyarlidir. Bu sebeple NaF’ un hasar
mekanizmasinda en 6nemli etken olan oksidatif stres, ciddi norotoksik etki gosterebilir.
(29)

Siganlara 75 giin boyunca igme sulari ile 4.5 ppm ve 9.0 ppm dozunda Naf
uygulanan bir caligmada siganlarda viicut agirliginda kontrol grubu sicanlara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma gozlenmistir. Kontrol grubunda siganlarda,
kauda epididimiste ortalama sperm sayis1 42 + 3,23 milyon/g olarak tespit edilmistir. 4.5
ppm NaF uygulanan sicanlarda kontrol grubuna kiyasla sperm sayisinda % 31.4 oraninda
azalma gozlenmistir (P <0.001). sperm sayisindaki bu azalma, 9.0 ppm NaF uygulanan
sicanlarda % 78.2 olarak tespit edilmistir. Ayn1 calismada NaF uygulanan siganlarin sperm
motilitesinde (P <0.001) ve canliliginda belirgin bir azalma gosterilmistir. Kontrol
sicanlarinda tiim spermlerin morfolojisi normaldi. NaF uygulanan si¢anlarda, kontrol
grubuna kiyasla, spermlerde yaygin olarak morfolojik degisiklikler gézlemlenmistir. Bu
degisikliklerin baslicalar1 ¢ift bash, bas deformiteli, uzun kuyruklu ve c¢ift kuyruklu
spermler seklinde goriilmiistiir (30)

Ruifen Wei ve arkadaglar1 farelere igme suyuna katarak 50 ve 100 mg/L dozunda
uyguladiklar1 NaF maruziyeti ¢calismasinda, spermatozoon anomalilerinde 6nemli Slgiide
artis oldugunu gostermislerdir. NaF uygulanan grupta diizensiz seminifer tiibiil epiteli,
spermatogenik  seri  hiicrelerinde  vakuolizasyon, seminifer tiibil limeninde
spermatozoonlarin yoklugu ve yer yer seminifer tiibiil epitelinde dokiilme ve dejenerasyon
gozlemlemislerdir. Ayrica ayni caligmada kronik NaF maruziyetinin, testislerde interlokin-
17 (IL-17), interlokin-17 reseptorii C (IL-17RC), tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve
transkripsiyonel seviyelerde interlokin-6 (IL-6) ve translasyonel seviyelerde IL-17 ve
TNF-a seviyelerinde artisa neden oldugu tespit edilmistir.

NaF konsantrasyonlarinin artigina bagl olarak sperm kalitesindeki bozulma 6nemli
onemli dl¢iide artmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 50 ve 100 mg/L. NaF uygulanan
farelerde anormal sperm goriilme oranlarinda anlamli olarak artig saptanmigtir (* P <0.05,

** P <0.01). (31)



2.2. Quercetin

Quercetin  (3,3%,4%,5,6- pentahidroksiflavon), flavanoid grubu giiglii bir
antioksidandir (32, 33)

Sekil 2.1: Quercetinin molekiiler yapisi (34)

Antioksidan etkinligi quercetinin kimyasal yapisindaki hidroksil (-OH) ve katekol
tip B halkasinin ve bulundugu bélgeden kaynaklanmaktadir (35, 36). Bir¢ok calismada
quercetin antioksidan 6zellikleri sayesinde, oksidatif stres hasarna karsi kullanilan bir
fenolik bilesiktir (37). Quersetin, bir ya da daha fazla seker grubunun fenolik gruplara
baglanmasiyla olusan bitkilerin temel olarak yapraklarinda tiretilir (38). Quercetin, viicutta
reaktif oksijen tiirlerinin(ROT) meydana getirdigi hasarlara karsi kullanilabilecek, yan
etkisi ¢ok az olan veya olmayan, antioksidan etkisi en giiglii flavonoidlerden birisi olarak
bilinmektedir. Quercetinin antioksidan yetenegi, endojen olark da ROT’nin sebep oldugu
hiicre hasarmni engellemekte etkilidir (39). Quercetinin en iyi tanimlanmis olan etkisi
antioksidan 06zelligi olmakla birlikte bagka bircok yararli 6zelligi de tanimlanmistir. Bu
etkilerini siralamamiz gerekirse; antihipertansif, antidepresan, antihiperaljezik, antiaritmik,
antihepatotoksik, antikanserojenik, hipokolesterolemik, antiiilser, antiviral, antitrombotik,
antiiskemik, antiinflamatuar ve antialerjik etki (40). Hollman ve arkadaslar1 flavonidlerin
23 mg giinliik aliminin oldugunu (41). Bununla birlikte Hollanda’da quercetinin de giinliik
—alim miktarin1 16 mg olarak bildirmislerdir (42). Baska bir ¢alismada da yiyeceklerle26
mg/giin flavonoid aliminin noldugu belirlenirken, baskin olarak bulunan flavonoidin
quersetin oldugu saptanmustir (43, 44).

Quercetin 3-8 saat dagilim yar1 omrii, 8-16 saat eleminasyon yar1 6mrii oldugu
gosterilmistir. Diyetle alinan quercetinin absorbsiyonundan once %90’dan fazlasi

barsaklarda, %3’ti ise karacigerde metabolize olmaktadir. Quercetin lipofilik



antioksidanlardandir. (35) Flavonoidler, yiyeceklerde genellikle glikozid seklinde bulunur
ve molekiilleri biiylik yapidadir. Bundan dolay1 bagirsaklarda emilimleri zordur.
Gastrointestinal sistemde serbest fenolik kisim ayrilir. Cilinki bunlarin bagirsaktan
emilebilmesi i¢in kiiglik molekiil agirlikli formlara doniismeleri gerekir. Bagirsak
florasinda bulunan mikroorganizmalar, flavonoid glikozidlerinin kii¢iikk molekiil agirlikli
formlara dontisiimiinli gerceklestirirler. Yaklasik %1'1 bozulmadan, biiyiik bir kismi ise
¢esitli hidroksiaromatik asitlere doniistiiriilerek bobreklerden atilir. Quercetinin taginmasi
% 98 oranda proteinlere bagli olarak gergeklesir. Plazma seviyesi 20-40 dk’da minimalize
olur, 54 dk’da tespit edilemeyecek seviyeye diiser (43, 45, 46) Insanlarda sindirim
sistemiyle 6nemli miktarlarda quersetinin emiliminin oldugu ve glukoz konjugasyonu ile
absorbsiyonun arttig1 bildirilmistir (43) Quersetinin,en 6nemli 6z serbest radikal siipiiriicii
etkisi olmakla birlikte demir ve bakir gibi metalleri selatlama etkisi de bulunan gii¢lii bir
antioksidandir. Yapilan deneysel ¢alismalarda, quersetinin kardiyovaskiiler sistemde, kan
basincin diistiriicii etkisi oldugu gosterilmistir. Ayrica iskemi/reperfiizyon hasarina maruz
kalan kalp dokusu iizerinde koruyucu etkisinin oldugu kamitlannmstir (35, 36). iskemi
reperfiizyon hasarinda kardiyovaskiiler sistemin diginda testis dokusunda da iskemi-
reperfiizyon hasarina kars1 koruyucu rolii oldugu gosterilmistir (47, 48).

Quercetin, serbest radikal siipiiriiciisii olarak ROT bilesikleri ile reaksiyona girer ve
onlar stabilize eder. Quersetindeki bulunan hidroksil grubu yiiksek reaktiviteye sahiptir ve
bu sayede ROT asagidaki reaksiyona gore inaktive olurlar.

Flavonoid(OH) + R ==> Flavonoid(O )+ RH (49)

Quersetin nitrik-oksit sentaz (iNOS) aktivitesi, iskemi reperfiizyon hasarimi
azalmasi yoniinde etki gosterir. Nitrik oksit (NO) en c¢ok endotel ve makrofajlar olmak
tizere gesitli hiicrelerde tretilir. NO salinimi vasodilatasyonun i¢in gereklidir. Bununla
birlikkte oksidatif hasar sonucu makrofajlarda NO sentazin etkisi ile Yiiksek
konsantrasyonda NO iiretilir. AKtive olmus makrofajlar tarafindan ayn1 zamanda hem NO
hem de siiperoksit anyonu salinir. NO ROT ile reaksiyona girerer toksik etkisi yiiksek bir
madde olan peroksinitrit olusur. Peroksinitrit Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL)’yi
oksitleyerek plazmalemmada irrevesible hasar olusturur. Quercetin antioksidan olarak
kullanildiginda serbest radikalleri azaltir, dolayisiyla NO ile reaksiyona girecek serbest

radikal miktar1 azaldigindan olusacak peroksinitrit ve sonucunda hasar da azalir. Ayrica



NO kendi bagina serbest radikal etkisi de gosterir ve NO’nunu quercetin tarafindan direk
temizlendigi de bildirilmistir (50)

Iskemi reperfiizyon hasarinda, oksidatif yolda, ksantini iirik asit iiretimi meydana
gelen reaksiyonu ksantin dehidrogenaz ve ksantin oksidaz enzimleri katalize eder. Normal
fizyojik durumda enzim ksantin dehidrogenaz seklinde etki gosterirken, iskemi
durumundaki ise ksantin oksidazdir formunda etki gosterir. ROT nin kaynagi iskemi
reperfiizyon durumlarinda Ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz reperfiizyon fazinda
molekiiler oksijenle reaksiyon verir ve ROT olusur. Quersetin, ksantin oksidaz aktivitesini
inhibe ederek de oksidatif hasar1 azaltir (51)

Siklooksijenazlar ve lipooksijenazlar, genel inflamatuar cevabi baslatan arasidonik
asitin salimmini saglarlar. Notrofiller lipooksijenazlar ile arasidonik asitten kemotaktik
bilesiklerin ve sitokinlerin salimmini indiiklerler. Quersetin siklooksijenazlar1 ve
lipooksijenazlar: birlikte inhibe ederek antiinflamatuar etki gosterir (49).

Flavonoidler serbest radikallerle reaksiyona girerek antioksidan etkilerini
gosterirler. Bu reaksiyonlarin 6dnemli 6rnekleri agagidaki gibidir;

Hidroksil radikalini ( OH"), siiperoksit radikali (O2) ve singlet oksijeni temizler
(52,53),

Alkoksil (RO.)’i ve peroksil radikalini (ROO. ) yakalar, lipid peroksit (LOO- )
zincirini kirar (54),

Siklooksigenazlar ve lipooksigenazlari inhibe eder,

Gegis metallerini selatlar (55),

Hiicresel regiilasyonda onemli bir rol oynayan, enzim fonksiyonlarina bagiml
kalsiyum modiilasyonu ile bilinen ve kalmodulin inhibisyonu,

Protein kinaz inhibisyonu,

Laktat transportunun engellenmesi (56).

Serbest radikal hasarmin neden oldugu kanser, inflamasyon, artrit, alerji gibi
durumlarda Quersetinin etkisini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (45,50) Deneysel
olarak toksik maddeler verilen siganlarin testis ve epididimislerinde spermatogenezis,
hormon diizeyleri ve lipid yapisinda bozukluklar meydana geldigi bildirilmektedir. Bu ve
calismalarda ¢esitli antioksidanlar, bozulan spermatogenezisin, ortaya ¢ikan testikiiler doku

hasarmin ve degisen hormon diizeylerinin diizeltilmesi yoOniinde etkileri oldugu



gosterilmis, benzer sekilde quersetinin erkek ilireme islevlerine etkileri incelenmis ve
siganlarda sperm kalitesini artirdig1 goriilmistiir (35, 36, 57).

Quersetinin giiglii antioksidan etkisi ile solunum yollarin1 ve akcigerleri sigara ve
kirli havanin olumsuz etkilerinden korumada yardimci oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte 6zellikle quersetin astim tedavisinde ve alerji tedavisinde onerilmektedi. (58,59).

Stikrii ve ark. yaptiklart “Kangal kopegi spermasinin dondurulmasinda farkl
antioksidanlar ve kriyoprotektanlarin etkisi” konulu ¢alismalarinda TGK50 (Temel
sulandirict + %35 Gliserol + Quersetin 50 pg/ml), TEK50 (Temel sulandirict + %5 Etilen
Glikol + Quersetin 50 pg/ml) ve TEK200 (Temel sulandirici + %5 Etilen Glikol +
Kuersetin 200 pg/ml) gruplarinin DNA biitiinliigii iizerindeki etkilerini incelemisler ve
TGK200 (Temel sulandirict + %5 Gliserol+Kuersetin 200 pg/ml) grubunun koruyucu
etkisinin, istatistiksel olarak diger gruplardan daha iistiin oldugunu bildirmislerdir. Zribi ve
ark. insan spermasinin dondurulmas ile ilgili yapmis olduklar1 bir bagka calismada da
benzer sonuglari elde ettiklerini bildirmislerdir (60,61). Silva ve ark. 48 koca ait
dondurulmus sperma Orneklerinin ¢6ziinme sonrasinda mitokondriyal aktivitesini
arastirdiklar1 calismada, %5 gliserollii temel sulandiriciya 5, 10, 15 ve 20 pg/ml oranlarda
quersetin ekledikleri gruplarda kontrol grubuna kiyasla quercetin konsantrasyonu ile

orantili olarak artan mitokondriyal aktivite tespit etmislerdir (62).

2.3. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genotip olarak cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen spermin genotipik
ozelligine gore fertilizasyonda belirlenir. X kromozomu bulunduran ovumu délleyen
spermin X veya Y kromozomu tasimasina baglidir. Gonadlar gelisirken hangi genotipte
olursa olsunlar, yedinci haftadan once gonadlarin her iki cinste de aynmi sekildedir,
dolayisiyla farklanmamis gonadlar olarak isimlendirilir. Y kromozomu bulunan embriyoda
erkek fenotipi gelisir. Farklanmamis gonadin medullasi {izerinde testis belirleyici etki Y
kromozomu sayesinde saglanir. Cinsiyet belirleyici bolge Y kromozomunun kisa kolunda
SRY genini yer alir ve bu bolge Testis belirleyici faktdr (TBF) igin gerekli bolgedir.
Farklanmamis gonadin testise farklanmasi, Y kromozomunda bulunan TBF’nin primer

seks kordonlarindaki hiicrelerde sentezlenmesi ile meydana gelir. X kromoozu oldugunda
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ise over gelisimiyle sonuglanir. Sonugta fertilizasyonda embriyodaki genotip, gonadin
hangi yonde gelisecegini belirler ve farklanmasini saglar (63).

Gelisimin 4. haftasinda primordial germ hiicreleri, allantoisin baslangi¢ yerine
yakin, vitelliis kesesi duvarinda yerlesimde, endodermal hiicreler ile birlikte gériilmeye
baslarlar. Vitelliis kesesinin dorsal parcasi, embriyonun katlanmasi sirasinda embriyo
icerisine dogru yerlesir. Primordial germ hiicreleri de bu goclerinde sirada son bagirsakta
dorsal mezenter boyunca ameboid hareketlerle gonadal kabartilara dogru gelirler.
Primordial germ hiicreleri altinci haftada, altindaki mezensim igerisine dogru girerek
primer seks kordonlarinin yapisinda yer alirlar (64).

Gonadlar kaynaklari,

- Mezotel epiteli

- Mezensim

- Primordial germ hiicreleridir

Gelisimin 5. Haftasinda mezonefrozun medialinde, saginda ve solundaki mezotel
epitelinde kalinlasma olusur. Mezotel ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile
mezonefrozun medialinde bir gonadal kabarti meydana gelir. Gonadal kabarti, kisa siirede
primer seks kordonlari altindaki mezensim igerisine dogru parmak seklinde biiyiir.
Farklanmamis gonad, yedinci haftadan 6nce her iki cinste benzerdir ve bu sekilde dista yer
alan korteks ve icte medulladan meydana gelmektedir. Eger embriyo XX cinsiyet
kromozomlarini igeriyorsa, korteksi overe farklilasir, medullasi atrofiye olur. Embriyo XY
cinsiyet kromozomlarini icermekteyse, medulla testise differansiye olur, korteks atrofi ve
dejenere olur (63).

Ilerleyen donemlerde testis kordaonlar: yiizey epiteli ile olan iliskilerini kaybeder
ve testisin yiizeyi fibroz bir bag dokusu olan tunika albuginea ile epitelden ayrilir.
Gestasyonun 16-20. haftalar1 arasinda testis kordonlar1 U sekline doniisiir ve bu kordonlar
rete testis olarak devam eder. Bu donemde testis kordonlari, germ hiicreleri ve sertoli
hiicrelerinden meydana gelir. Testis kordonlar1 arasinda yer alan, mezensim kokenkli
leydig hiicreleri gonadal kordonlarin differansiye olmaya baslamasindan sonra ortaya

cikmaktadir. Sekizinci haftada leydig hiicrelerinde testosteron hormonu iiretilmeye baslar

11



ve dis genital organlarin differansiye olmasi yonnde etki gosterir. Pubertede testis
kordonlarinin limenleri agilarak seminifer tiibiilleri olusturur. Seminifer tiibiiller kanalize
olarak rete testis tiibiillerine katilir ve sonrasinda duktuli eferentesler ile devam ederler.

Mezonefrik (Wolffian) kanallar ana genital kanallar1 olustururlar. Mezonefrik
kanallar uzayarak eferent duktuslarin giris yerinin hemen altindan itibaren duktus
epididimi meydana getirirler. Mezonefrik kanal epididimin kuyruk kismindan seminal
vezikul tomurcuguna kadar kalin bir kas kilifi ile sarihidir ve bu kisim duktus deferens
adin1 almaktadir. Duktus deferensin seminal vezikiillerden sonraki uzantisi ise ejekulatuar
kanaldir. Erkekte paramezonefrik kanalin kranial ucundaki kismi disinda tiimii dejenere
olmaktadir. Dejenere olmayan boliimden ise apendiks testis olusur

Testis ve mezonefroz 2. ayin sonunda lirogenital mezenter ile karin arka duvarina
baglanir. Testisin kaudal kutbundan uzanan ekstraselliiler matriksten zengin mezensimal
yapt ise gubernakulumdur. Testisin inferiora inisini tamamlamasindan dnce gubernakulum
inguinal bolgede internal ve eksternal abdominal oblik kaslar arasinda son bulur. Testisin
skrotum i¢ine inmeye baslamasi ile birlikte gubernakulumun ekstraabdominal kismi1 olusur
ve inguinal bolgeden skrotal sislige dogru biiyiir. Testis inguinal kanaldan gegerken
gubernakulum skrotum tabanina tutunmaktadir. Testisin inisini kontrol eden faktorler tam
olarak bilinmemektedir. Testisler fotal donemde glikoprotein bir hormon olan miillerian
inhibe edici faktor (MIF) salgilamaktadir. MIF salgisin1 Sertoli hiicreleri yapar ve
puberteye kadar salgilama devam eder. Puberteden sonra ise seviyesi azalir. MIF,
paramezonefrik duktuslarin gelisimini engeller. Bu donem MIF ve androjen hormonlarin
etkisi altinda gergeklesmektedir. Kolomik bogluga ait periton karin 6n duvarmin her iki
yaninda vaginal proses adi verilen bir peritoneal cep olusturur. Muskiiler ve fasiyal
yapilarla birlikte skrotal sislige dogru ilerleyen vaginal prosesler inguinal kanali meydana
getirirler. Testisler inguinal kanaldan geg¢ip skrotuma inerler ve sonrasinda ise vaginal
prosesin katlantis1 ile sarilirlar. Testisi saran peritonun i¢ kisimda kalan pargasi tunika
vaginalisin viseral yapragi, dis tarafta kalan pargasi ise pariyetal yapragidir. Internal
spermatik fasia fasia transversalisten, kremaster internal oblik kastan ve eksternal

spermatik fasia ise eksternal oblik kastan meydana gelir (64, 65).
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2.4. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi, sperm liretiminden, sentezinden ve androjenlerin salinimindan
sorumlu olan testisler ve spermatozoa transferinden sorumlu olan dis kanallar sistemini
meydana getiren epididimis, duktus deferens, ejekulatuar kanal, salgilar1 semen kitlesini
olusturan ve ejekiile spermatozoaya besinler saglayan ek bezler, seminal vezikiil, prostat
bezi, biilbotiretral bezlerden ve erektil dokudan olusur. Testis deriyle kapli bir kese olan
skrotal i¢ginde yer alir. Bu yerlesim testislerin viicut 1sisindan 2-3°C diisiik 1s1da olmalarini

saglar (66).
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Sekil 2.2: Testis ve genital kanallarin sematik gosterimi (67).

Her bir testis, tunika albuginea ad1 verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir
kapsiil tarafindan ¢evrelenmistir. Tunika albuginea testisin posterior yiizlinde kalinlagir, bu
kalinlasan bolgeye mediastinum testis adi verilir. Bu fibroz septa beze dogru ilerler ve
testikdiler lobiil ad1 verilen yaklagik 250 ila 300 piramidal lobiile bdler. Bu lobiiller arasinda
genellikle iletisim vardir. Her lobiil etrafinda gevsek bag dokusu ile sarili olmak iizere 1 ila
4 arasinda degisen seminifer tiiblil icerir. Her birisi yaklasik olarak 150 ila 250 pm
capinda, 30 ila 70 cm uzunlugunda, ikili veya iclii olarak birbiriyle anastomozlar yapan,
kivrimli seyreden tiibiiler olusumlardir. Her iki testis dokusunda yaklasik olarak 1000 tiibiil
bulunur ve toplam uzunluk yaklasik 500 m kadardir (21). Seminifer tiibiiller dista lamina
propri, i¢ kisimda seminifer epitel katmani1 ve bu ikisi arasinda bazal lamina’dan olusur.

Lamina propria yaklasik 8 -10 um kadardir. Tibiiller arasindaki gevsek bag dokuda, kan
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damarlar1 ve sinirler, Leydig hiicreleri, ince kollajen lifler ve retikiiler lifler, fibroblastlar
bulunur. Seminifer epitelde temel olarak iki hiicre tipi goriiliir. Bunlar Sertoli hiicreleri ve
farkli olgunlagsma seviyelerindeki spermatogenik seri hiicrelerdir. Spermatogenik hiicreler
bazal lamina ile tiibiil liimeni arasim1 doldurmak tiizere 4 ile 8 kat arasi degisen sekinde
diizenlenmislerdir ( 66-69).

Sertoli hiicreleri bazal membranin iizerine yerlesik, uzun ve piramidal bigimli
apikal ve yan yliz 6zellesmeleri bulunan hiicrelerdir. Hiicre lateral yliz membranlar i¢ ice
girintilerden olustugundan hiicrenin lateral sinirlar1 151k mikroskobu ile ayirt edilemez.
Liimene bakan apikal hiicre yiizeyleri de oldukg¢a girintili ¢ikintili olup seminifer tiibiil
liimeni i¢ine dogru ¢ikintilar yapar. Sertoli hiicreleri morfolojik olarak bazalde yerlesik,
acik renkli olup, bir iki ¢entikli oval heterokromatid cekirdek ile merkezi yerlesimli biiyiik
bir ¢ekirdek¢ige sahiptirler (70,71).

Seminifer epiteldeki baglanti kompleksleri; diger baglantilardan farkli olarak bazal
membrana yakin konumu ile kendine 6zgii bir lokalizasyona sahiptir. Testis dokusundaki
sik1 baglantilar, seminifer epitelin ligte bir bazalinde bulunan sertoli hiicrelerinin siki
baglantilariyla olugmaktadir ve bu kisim seminifer epiteli bazal ve abduminal kompartman
olmak tizere iki kompartmana ayirir. Bazal kompartman bolgesinde spermatogonyumlar ve
preleptoten spermatositler bulunurken, adluminal kompartman bolgesinde gelismekte olan
diger germ hiicreleri yer almaktadir. Bu hiicreler arasinda yer alan baglanti kompleksleri
nedeniyle liimen i¢inde bulunan hiicreleri bag dokusunun gesitli etkilerinden koruyan bir
kan-testis bariyeri olusur. Eseysel olgunlagsmanin, immunolojik sistemin gelismesinden
uzun siire sonra ortaya ¢ikmasi nedeniyle farklilasmakta olan sperm hiicreleri rorganizma
tarafindan yabanci madde olarak algilanabilir ve germ hiicrelerinin liimiiyle sonuglanacak
bir immiin yanit1 tetikleyebilirler. Kan testis bariyeri sayesinde gelismekte olan spermler ve
immiin sistem arasinda ortaya ¢ikabilecel herhangi bir etkilesim ortadan kaldirir (67,72).

Sertoli hiicreleri gelismekte olan germ hiicrelerine fiziksel ve besin destegi
saglanmasi, spermiyogenez sirasinda ortaya ¢ikan fazla sitoplazmanin fagositozu, cesitli
molekiillerin sekresyonu, Anti—Miillerian Hormon sentezi gibi énemli fonsiyonlar: vardir.
Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan desteginden kan testis bariyeri ile
izole edildiginden, bu spermatogenik hiicreler, besin maddelerinin ve metabolitlerin alig

verisinde sertoli hiicrelerinin araciliina ihtiya¢ duyarlar. Sertoli hiicrelerinin olusturdugu
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bariyer gelisen sperm hiicrelerini immiinolojik etkilerden korur. Fagositoz fonksiyonu;
spermiyogenez sirasinda ortaya c¢ikan fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler
seklinde dokiiliir. Bu sitoplazmik kalintilar sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve
lizozomlar tarafindan yikilirlar. Sekresyon fonksiyonu; devamli olarak seminifer tiibiillere
genital kanallar yonlinde akan ve spermlerin taginmasi i¢in kullanilan siviyr
salgilamaktadirlar. Androjen baglayic1 protein salgilanmasi, Sertoli hiicreleri tarafindan
FSH ve testosteron etkisi altinda gerceklestirilir. Bu protein, spermatogenez i¢in gereken
testosteronun  yogunlagmasini saglamaktadir. Sertoli hiicreleri ayrica, testosteron
hormonunu &stradiyol formuna c¢evirebilmektedirler. Sertoli hiicreleri ayni zamanda,
adenohipofizden FSH sentez ve salinmasini engelleyen ‘inhibin’ adi verilen bir molekiil
salgilamaktadirlar. Anti-Miillerian Hormon Sentezi: Miillerian inhibe edici hormon olarak
da isimlendirilen bu hormon embriyonik gelisim sirasinda erkek fetusta Miiller kanallarinin
gerilemesini saglayan glikoprotein yapida bir molekiildiir. Testosteron ise Wolf
kanallarindan olusan yapilarin gelismesini saglamaktadir (67,68).

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalari graniilsiiz endoplazmik retikulumdan yogundur
ancak graniillii endoplazmik retikulum azdir. Mitokondriyondan zengin, Golgi kompleksi
1yi gelismistir ve endolizozomlarin olusturdugu ¢ok sayida vezikiile sahiptir. Hiicre iskeleti
gelismekte olan germ hiicrelerine destek islevi yaptiklarindan bol miktardadirlar ve diisiik
molekiil agirlikli sitokeratin 18 ve 19, vimentin, iyi gelismis aktin filamanlari, ara
filamanlar ve mikrotubullerden olusur (68,71).

Seminifer epitelini olusturan hiicreler Sertoli hiicreleri ile birlikte ¢esitli olgunlasma
asamasindaki germ hiicreleridir. Bu hiicreler liimene dogru farklilasma ve olgunlagma
evrelerine gore siralanirlar. Bazalden liimene dogru; spermatogonium, primer spermatosit,
sekonder spermatosit, erken ve ge¢ spermatid ve spermatozoon seklinde dizilirler.
Spermatogenez puberteyle baslar ve yaghiliga kadar siirer. Sperm olgunlagsmasi 70+4
giinliik bir slirecte tamamlanmaktadir. Baz1 liimenlerde serbest spermiyumlara rastlanirken
bazilarinda yanlizca spermatid gdzlenebilir. Boylelikle her bdlgesinde spermatogenezisin
farkli bir evresinin gozlendigi seminifer tiibiillerde diizensiz bir goriiniime yol agar.
Sicanlarda sperm gelisim dongiisii es zamanli olarak gergeklesir. Her canlida
spermatogenezis evrelerinin sayis1 farklidir ve bu say1 farede 12, sicanda 14, insanda ise

6’dir (69,72). Spermatogenezis, spermatogonyumdan baglamak iizere olgun spermiyum
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olusuncaya kadar gecen ¢ogalma, biiyiime, maturasyon ve farklilasma evrelerini igeren bir
gelisim siirecidir. Bu hiicreler arka arkaya gerceklesen birkag¢ boliinmeden sonra farklilagir
ve spermatozoonlar olustururlar.

Spermatogenezis ii¢ fazda gergeklesir;

* Spermatositogenez: olarak adlandirilan evrede, spermatogonyumlarin bdliinmeleri
sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelmektedir.

» Spermatosit evresi: Spermatositlerin ardi ardina iki boliinme gegirerek kromozom
sayllarinin ve DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya disiiriilmesi sonucu
gerceklesen ve spermatidlerin olustugu evre mayoz adin1 almaktadir.

» Spermatogenezis, bazal laminaya oturmus bir germ hiicresi olan,
spermatogonyum ile baslar. Spermatogonyumlar ilkel germ hiicresidir. Yaklagik 12 pm
capinda, soluk boyanan gekirdegi ile diploid germ hiicreleridir. Pubertede testosteronun
etkisi ile hiicre dongiisiine (siklus) girer ve mitozla diger spermatogonyumlar ve primer
spermatositleri olustururlar. Spermatogonyumlarin Koyu ve Ac¢ik A Tipi ve B Tipi olmak
tizere 3 tipi vardir. Koyu A Tipi spermatogonyumlar kiigiik, yuvarlak sekilli, 12 pm
capinda hiicreler olup fazlaca heterokromotin igerirler. Koyu A Tipi spermatogonyumlar
yedek 16 hiicrelerdir, mitozla boliinerek diger Koyu A Tipi spermatogonyumlar: ve Agik A
Tipi spermatogonyumlart meydana getirirler. B tipi spermatogonyumlar primer
spermatositlere doniisen 6nciil hiicrelerdir. Olustuktan hemen sonra bu hiicreler birinci
mayozun profazina girerler. 22 giin siiren uzun bir profaz safthasindan sonra hizlica birinci
mayoz boliinmelerini bitirerek sekonder spermatosit adi verilen ve yalnmizca 23
kromozomdan olusan daha kiigiik hiicrelere boliiniirler. Sayica bu azalma her hiicredeki
DNA miktarmin azalmasiyla birlikte olur. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin
interfazda kisa siire kalmasi1 ve hizli bir sekilde ikinci mayotik bolinmeye girmesinden
dolayr goriilmesi zordur. Yaklagik 8 saatlik bir yasam siireleri vardir. Sekonder
spermatositlerin mayoz boéliinmeyi bitirmesi ile 23 kromozoma sahip spermatidler olusur.
Fertilizasyonla bunlar normal diploid sayiya doniisiirler. Mayoz bdliinme kromozom
sayisinin tiirler igin sabit kalmasini saglar. Yuvarlak spermatidler ortalama 8 um capinda
haploid hiicrelerdir. Tek bir Ac¢ik A Tipi spermatogonyumdan gelisen tiim spermatidler
sitoplazmik kopriilerle birbirlerine tutunmustur (67, 69). Spermatidler bolca graniillii

endoplazmik retikulum ve mitokondriyon ihtiva ederler. Golgi kompleksleri iyi gelismistir.

16



Spernatidler, spermiumlara doniisiirken bolca hidrolitik enzim depolar ve organellerinin
miktarini azaltirlar. Sitoplazmalarinin bir kismi dokiiliir, filagellum ve diiger iskelet yapist
sekillenir. Spermiyogenezis olarak adlandirilan bu asama, li¢ faza ayrilabilir; Golgi Fazi:
Spermatidlerin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda belirgin bir Golgi kompleksi, bir ¢ift
sentriyol, mitokondri, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum (DER) igerir.
Kigiik PAS pozitif proakrozomal graniiller golgi kompleksinde birikir ve hemen
sonrasinda birleserek membranla sinirli bir akrozomal vezikiiliin iginde yer alan tek bir
akrozom graniiliinii olustururlar. Sentriyoller go¢ ederek akrozomun olustugu bdlgenin
kars1 tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya
baslar ve sentriyoller yeniden niikleusa dogru geri donerken harcket ettikce aksonem
komponentlerini c¢evresine sarar. Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiil ve graniil,
yogunlasan ¢ekirdegin 6n yarisim1 kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom
adint alir. Akrozom, hyaluronidaz, ndraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Akrozom bu yiizden lizozomun 6zellesmis bir
tipi gibi i goriir. Hyaluronidaz enziminin, korona radiata hiicrelerini tubal mukozal
enzimler ile birlikte birbirinden ayirdigi ve esteraz, akrozin, nérominidaz enzimlerinin
zona pellusiday1 erittigi bilinmektedir (74). Akrozomal faz sirasinda hiicrenin akrozomu
iceren On kutbu, seminifer tiibiiliin tabanina 17 dogru yonelir. Buna ek olarak niikleus uzar
ve daha yogun bir hale gelir. Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu
olusturur. Mitokondriler de flagellumun proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta parga
ad1 verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bolge spermatozoonlarin hareketlerinin
kaynagini aldig1 yerdir. Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve diynein denilen ATPaz
aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur. Matiirasyon Fazi: Geriye
kalan artik stoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar
tiibiiliin limenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin béliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan
hiicreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik kdopriilerle birbirlerine bagl kalirlar. Hiicreler
arasindaki kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder
spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar. Bu siire¢ yaklasgik 70 giin siirer.
Spermatid spermiyogenezis asamasini Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda

gecirir. Olgun spermiyum spermiasyon denilen olayla tiibiil ltimenine verilir.
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Sekil 2.3: Spermatogenik hiicre serileri ve Sertoli hiicrelerinin sematik gosterimi (67).

Leydig Hiicreleri ¢ok koseli ve 15 um gapinda hiicrelerdir. Bir niikleus ve 1-2
niikleolus igerirler. Reinke kristalleri interstisyel hiicrelere spesifik olarak, sitoplazmada
(69). Mitokondriyonlar tiibiiler kristaya sahiptir, graniilsiiz endoplazmik retikulum (AGER)
sayisi fazla ve iyi gelismis golgi kompleksi bulundurur. Salg: vezikiilleri yer almaz. Leydig
hiicreleri sayis1 tiire gore degiskenlik gosterir. Insanlarda tek tek ya da kiigiik gruplar
halinde damarlara yakin yerlesirler. Leydig hiicreleri, sekonder seks karekterlerinin
gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler. Testosteron sentezi
mitokondriyon ve AGER’ de bulunan enzimlerce gergeklestirilir. Pnterstisyel hiicrelerin

hem aktiviteleri ve hem de miktarlari hormonal uyarimlara baglidir(68, 75)

2.5. Testis Anatomisi

Testis ortalama 15-20 ml hacminde ve 4x3x2,5 cm boyutlarindadir. Siklikla sol
testis sagdakine oranla yaklasik Icm daha asagida bulunmaktadir (76). Testis distan ige
dogru tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa olmak {izere 3 tabakadan
olusan bir kapsiil ile sarilidir. Tunika vaginalis visseral ve parietal olmak iizere 2 tabakadir.
Bu iki tabaka arasindaki boslukta serdz sivi bulunur, bu sivinin artisi ile hidrosel olusur.
Ekstravaginal testis torsiyonu bu boslukta olusur (77, 78).

Tunika albuginea testis igerigini sarar, yapisinda kollajen doku i¢ine dagilmus,
dallanmis diiz kas hiicreleri bulunur. Bu lifler ejekiilasyonda kasilarak sperm hiicrelerinin
efferent duktuslara dogru hareket etmesine yardimci olur. Tunika albuginea septalarla

seminifer tiibiiliisleri 250-300 lobiile boler. Tunika vaskulosa testisin septumlarinin i¢
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yiiziinii 6rter. Her bir septum seminifer tiibiil ve sentrifugal arter igerir. Interstisyel doku,
leydig hiicreleri, mast hiicreleri makrofajlar, sinir, kan ve lenfatik damarlardan meydana
gelir. Seminifer tiibiiller; iki ucu da rete testiste sonlanan ‘V’ seklinde tiibiillerdir. Testisde
yaklasik 600- 1200 seminifer tiibiil bulunur). Rete testis 6-12 efferent kanalin birlesmesi ile
olusur, testikiiler sivi ve spermatazoanin epididim bas kismina aktarilmasini saglar. (68,69)

Erkek iireme bezleri olan testisler bir ¢ift olup, scrotum’da asili durumdadirlar ve
birbirinden septum scroti denen bir bolme ile ayrilirlar. Scrotum’da testislerden baska
epididimis ve funiculus spermaticus’un alt ucu bulunur. Scrotum’un duvarinda; deri,
yiizeyel fascia, m. dartos, m. obliquus externus abdominis’ten koken alan fascia spermatica
externa, m. obliquus internus abdominis’ten koken alan fascia cremastarica, fascia
transversalis’ten koken alan fascia spermatica interna ve en igte de peritoneum’un lamina
parietalis (periorchium) tabakalar1 bulunur. Scrotum’un derisi ince, burusuk ve
pigmentlidir. Scrotum’da her iki yan labioscrotal sigkinlikler orta hatta birleserek c¢ok
belirgin olmayan bir ¢izgi olustururlar. Scrotum’un arterleri; a. pudenda externa
scrotum’un On tarafini, a. pudenda interna ise arka tarafini besler. Bunun yaninda a.
testicularis ve a. cremasterica’dan besleyici dallar alir. Scrotum’un venleri olan v.
scrotalis’ler arterlere eslik eder ve v. pudenda externa’ya katilir. Scrotum’un inervasyonu;
on tarafini, n. ilioinguinalis’ten kdken alan nn. scrotales anteriores ve n. genitofemoralis’in
genital dali inerve eder. Arka tarafini ise, n. perinealis superficialis’in dallar1 olan nn.
scrotales posteriores ve n. cutaneus femoris posterior’un perineal dali inerve eder.

Testis kan akim1 100 mg doku i¢in yaklasik 9 ml/dk’dir. Testikiiler arter abdominal
aortadan renal arterin hemen altindan c¢ikar. Kremasterik ve deferential arterler de
hipogastrik arterin dallaridir ve testisin kanlanmasma katkida bulunur. Testikiiler arter
testise posteriyordan girer. Tunika albugineay:1 gectikten sonra anteriyorda testis parankimi
tizerinden transvers olarak gececek sekilde dallanir, sonra posteriyora ve inferiyora dogru
seyreder. Testisin anterior ve inferior bolgeleri, medial ve lateral bolgelerine oranla daha
¢ok damar igermektedir. Posteriyordan ilerleyen venler, mediastenden gelen kiigiik
venlerle ve vas deferens venleri ile birlesir ve pleksus pampiniformisi olusturur. Pleksus
pampiniformis spermatik kordun icinde inguinal kanaldan gegerek sagda vena kava

inferiora, solda ise renal vene dokuliir.
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Testiste 4-8 lenfatik damar, spermatik kord iginden gegerek paraaortik lenf
nodlarina dokdliirek lenfatik drenaji saglanir. Testisin innervasyonu medulla spinalisin
torakal 10-12 segmentlerinden gelen sempatik lifler ve nervus vagustan gelen parasempatik
liflerden olusan pleksus testikiilaris ile saglanir. Pleksus testikiilaris testiciiler arter ve

deferential arter etrafinda testise ulagir (79-81).

2.6. Testis Fizyolojisi

Spermatogenezin siirecinde sicaklik 6nem arz eder. Spermatogenez 37°C olan viicut
sicakliginin altinda gercgeklesir. Testisin sicakligr yaklasik 35°C’dir. Vendz agdan zengin
olan pampiniform pleksus testis arterlerini ¢evreler. Bu ag testis sicakliginin korunmasinda
onemlidir ve sicaklig1 kontrol etmede ters yonlii akim 6zelligiyle sicaklik degisimini yerine
getirir. Soguk durumunda, refleks olarak kasilan skrotum kasi testisleri yukar1 dogru ¢eker,
testisin viicuda yaklasmasi ile 2°C’lik fark korunmus olur. Bdylece, skrotum, testislere
0zgli sogutucu bir mekanizma gibi gorev yapar. Endokrin faktorler spermatogenez
tizerinde 6nemli bir rola sahiptir. (82-84) Spermatogenez, hipofiz hormonlarindan folikiiler
stimiilan (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) un testis lizerindeki etkilerine baglidir (67).

Luteinlestiricic Hormon (LH): Hipotalamustan salgilanan gonodotropin salgilatici
hormon (GnRH) hipofizin 6n lobundan luteinize edici hormon (LH) un salgilanmasim
uyarir. LH ise Leydig hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak bu hiicrelerde kolesterolden
spermatogenik serinin geligimi i¢in gerekli testosteron sentezini uyarir. Hipofizden LH
salinimi negatif geri besleme ile kontrol edilir. Testosteron hormonunun artis1 LH salimin
inhibe eder.

Folikiil Uyarict Hormon (FSH): Hipotalamustan salgilanan gonodotropin
serbestlestirici hormon (GnRH) hipofizin 6n lobundan follikiil uyarict hormonu (FSH)
salgilatir. FSH sertoli hiicrelerine etki ederek Adenil siklaz sentezini, siklik adenozin
trifosfat (¢CAMP) 1n artisin1 uyarir. Ayrica, Andojen baglayici protein (ABP) ’nin sentez ve
salgilanmasin1 uyarir. Daha sonra testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil
liimenine tasir. Boylece spermatogenez indiiklenmis olur. Spermatogenez Ostrojen ve
progesteronlarla inhibe edilirken testosteron ile uyarilir. Spermatozoonlar epididimise,
testikiiler siv1 i¢inde tasinirlar. Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iiretilen Testikiiler

siv1; proteinler, steroidler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP igerir (67).
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Inhibin: Bu hormon Sertoli hiicrelerinde sentezlenir ve hipofizden FSH salinimini
inhibe eden bir proteindir. Inhibin siirekli salinirsa FSH’1 baskilar. Ureme hiicresi sayist
azalinca da FSH artar (68).

Kaspazlar

Kaspase-3 (C-3) bir enzimdir. Sistein aspartik asit proteaz ailesinden efektdr bir
kaspazdir. inaktif zimojen bir enzim olan C-3 32 kDa agirhi§indadir. Apoptotik sinyal
gelince parcalanarak aspartik asit bolgesinden boliiniir, 17 kDa ve 12 kDa agirliginda iki
alt initeye ayrilir. Bu iki alt iinite kendi i¢inde tetrametrik bir yapiya doniigerek C-3 enzimi
aktiflesir (75).

Kaspazlar, sistein proteazlardir ve aspartik asitten sonraki peptidi kirarlar. Hiicrede
aktif degillerdir, fakat proteolitik yolla birbirlerini aktiflestirirler. Farkli 100 hedef
proteinini pargalayarak apoptoza sebep olurlar. 3 tiptirler:

Baslatici kaspazlar (Kaspaz 2,8,9,10),

- Efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7),

Inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14).

DNA onarimi ve replikasyonu i¢in gerekli olan enzimleri inaktive ederler. Hiicre

iskeleti proteinlerini pargalayarak hiicre membraninin tomurcuklanmasina neden olurlar
(86-88)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirma Tipi

Calisma, Wistar albino sicanlar iizerinde yapilan deneysel bir ¢alisma olup, Inénii
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde “National Institutes of
Health, Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” kurallarina uygun olarak

gerceklestirildi.

3.2. Arastirma Yeri ve Ortam

Bu calismada kullanilan siganlar, indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi Arastirma Unitesi’'nden temin edilmistir. Calismada, ortalama
agirliklar1 250-300 gr, 10-12 aylik, 40 adet Wistar Albino disi sigan kullanildi. Sicanlar
randomize segilerek 5 grup olusturuldu. Sicanlar, deney siiresince optimum laboratuvar
kosullarinda, (%50+10 nemli ortam, 21+2°C oda sicakligi, 12 saatlik aydinlik —12 saat
karanlik periyodu) polikarbon kafeslerde tutuldu, deney siiresince standart kuru pelet sigan

yemi ve ¢esme suyu ile beslendi.

3.3. Deney Gruplan

Bu deneysel calisma icin temin edilen siganlar, rastgele secilen 5 gruba (n=8)
ayrild.

1. Kontrol grubu: Distile su (1 ml, gastrik gavaj)

2. Misiryag grubu: Misir Yagi (1 ml, gastrik gavaj)

3. NaF grubu: 30 mg/kg NaF (1ml ¢ozelti, gastrik gavaj)

4. Quercetin grubu: 50 mg/kg/giin Quercetin (1 ml ¢ozelti, gastrik gavayj)

5. NaF+Quercetin grubu: 30 mg/kg NaF + 50 mg/kg/giin Quercetin (1+1 ml ¢ézelti,
gastrik gavaj)

3.4. Anestezi:

Biitiin sicanlarin anestezisi, 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar® Eczacibasi

Warner-Lambert ila¢ sanayi, Levent, Istanbul) ve 10 mg/kg xylazine hidrokloritin
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(Rompun® Bayer, Sisli, Istanbul) ile aseptik sartlarda intraperitoneal yolla verilerek

saglandi.

3.5. Deneysel Uygulama

Anestezi altindaki siganlarin povidon iyot ile cilt antisepsisi saglandiktan sonra,
ameliyat diizenegine on ve arka bacaklar tesbit edildi. Siganlara laparotomi yapildiktan
sonra testisleri total olarak ¢ikarildi ve siganlar 6tenazi edildi.

Testis ornekleri, tartildiktan sonra histolojik inceleme i¢in aliman Ornekler %10
formaldehit soliisyonuna konuldu. Biyokimyasal isonceleme amaciyla, MDA, GSH, TAS
ve TOS analizleri icin testis doku ornekleri alindi, Testoosteron, LH ve FSH hormon
Olctimleri i¢in alinan kan ornekleri santirfiij edildikten sonra serum toplandi ve -80°C’de

muhafaza edildi.

3.6. Isik Mikroskobik Teknikler

Deney siirecinde alinan testis doku 6rnekleri %10’luk formaldehit i¢erisinde her bir
grup i¢in ayr1 saklama kabinda, 24 saat sonrasinda formaldehit degisimi yapilarak 48 saat
stireyle tespit edildi. Tespit sonunda ¢cesme suyunda yikanan dokular, artan oranda etanol
serileri ile (%50-99.9) dehidrasyon ve ksilen serileri ile parlatma islemlerinden gegirildi.
Sonra parsindaafin bloklar icerisine gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM
2145) yardimiyla 5 pm kalinliginda kesitler lamlar iizerine alindi. Kesitler etiivde 56°C’de
1 saat bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden gecirilen kesitlere
hematoksilen&eozin (HE), periyodik asit schiff (PAS) teknikleri kullanilarak
histokimyasal  olarak  boyandi.  Streptevadin  biotin  yontemi  kullanilarak

immiinohistokimyasal (IHC) Caspase 3 (C-3) isaretlemesi yapildi.

3.6.1. Doku Takibi

Formaldehit ile tespit edilen testis dokular trimlenerek kasetlere yerlestirildikten
sonra otomatik doku takip cihazinda (Tissue-Tek VIP/SAKURA) asagidaki protokole gore
doku takip basamaklarindan gegirildi:
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Tablo 3.1. Histolojik Doku Takip Prosediirii

1.Su 30 dk

2.Su 30 dk

3. %80 alkol 30 dk

4. %96 alkol 1 saat

5. %96 alkol 1 saat

6. Absolii alkol 1 saat

7. Absolii alkol 1.5 saat

8. Ksilen 45 dk

9. Ksilen 45 dk

10. Ksilen 1 saat

11. Parafin | 40 dk (62°C)
12. Parafin II 40 dk (62°C)
13. Parafin 11 40 dk (62°C)
14. Parafin IV 40 dk (62°C)

3.6.2. Mayers’in Hematoxylin&Eosin Metodu

Doku orneklerinden alinan kesitlere otomatik boya cihazi (Leica Autostainer XL)

ile asagidaki prosediirdeki sekilde HE boyamasi uygulandi.
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Tablo 3.2. HE Boyama Prosediirii

1. Inkiibasyon (60°C, 50 dk)
2. Ksilen 5 dk x 3 defa
3. %96 alkol 3dk

4. %96 alkol 3dk

5. Absolii alkol 3dk

6. Cesme suyunda yikama 5 dk

7. Mayer’s Hematoxylin 15 dk
8.Cesme suyunda yikama 5 dk x 4 defa
9. Eosin 5 dk

10. %96 alkol 3 dk x 2 defa
11. Absolii alkol 3 dk x 2 defa
12. Ksilen 5 dk x 3 defa

Uygulanan bu islemlerin ardindan lamlar entellan kullanilarak lamel ile kapatildi.
Hematoksilen Eozin boyama yapilarak incelenen dokularin degerlendirilmesinde,

seminifer tiibiil ¢ap 6l¢iimii ve Johnsen’s testikiiler histolojik hasar skoru (89) kullanilds;

Tablo 3.3. Johnsen’s skoru degerlendirme Kriterleri

Skor  Histolojik Bulgular

10 Komplete spermatogenez, ¢ok sayyda spermatozoa, diizgiin yiikseklikte germinal epitel,
normal ¢apli tubular liimen

Cok sayyda spermatozoa, disorganize germinal epitel, oblitere tubular liimen

Tubular kesit bapyna 5+10'dan daha az spermatozoa

Spermatozoa yok, ¢cok sayyda spermatid, spermatosit ve spermatogonia

Spermatozoa yok, 5+£20 spermatid, ¢ok sayyda spermatosit ve spermatogonia

Spermatozoa ve spermatid yok, ¢ok sayyda spermatosit ve spermatogonia

Spermatozoa ve spermatid yok, spermatosit 5'den az, fakat ¢cok sayida spermatogonia

Sadece spermatogonia

Germinal hiicreler yok, sadece Sertoli hiicreleri var (Sertolicell-only sendromu)

RIN W OO N0 ©

Tibiillerde hi¢ hiicre yok

Seminifer tiibiil ¢aplar1 6lgtimiinde her grupta 6 adet preparatta, her preperattan 100
tiibiil dlgiildii. Olgiim yapilirken 4liik biiyiitmede 2 adet periferlere yakin bogeden; 2 adet
de merkeze yakin bolgeden alan secildi. Her bir tiibiiliin 1 uzun ekseni 1 de kisa ekseni

olmak tizere 2 farkli ¢ap1 6l¢iildii ve ortalamasi alindi.
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3.6.3. Periodic Acid Schiff (PAS) Boyama Metodu

Deparafinizasyonu takiben distile suya alinan kesitlere sirasiyla asagidaki islemler

uygulandi:

Tablo 3.4. PAS Boyama Metodu
Periyodi asit (0.5 g + 100 ml distile su) 5dk

Disitle su 3dk

Schiff 20 dk
Cesme suyu 15-20 dk
Disitle su 3dk
Hematoksilen 10 dk
Cesme suyu 3dk

Alkol %100 3 dk x 3 defa
Ksilen 3 dk x 3 defa

Uygulanan bu islemlerin ardindan lamlar entellan kullanilarak lamel ile kapatildi.

3.6.4. Caspase 3 Immiinohistokimya Boyama Metodu

Caspase 3 (CPP32, Ab-4, Rabbit Polyclonal Antibody, Thermo Scientific)
immiinohistokimya boyama i¢in polilizinli lamlara alinan 5 pm kalinhigindaki kesitlere

deparafinizasyon asamasini takiben sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:
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Tablo 3.5. immiinohistokimya Boyama Metodu

Antijen Retrival (Sitrat tamponu i¢inde, pH=6.0)

121°C, 15 dk

Distile Su 1 kez yikama
PBS 1 kez yikama
Peroksit Blok (Hidrojen Peroksit) 10 dk

PBS 1 kez yikama

Protein Blok (Siiper Blok)

5dk

Primer Antikor (Caspase 3)

30 dk

PBS 1 kez yikama
Sekonder Antikor (Biotinylated Goat

polyvalent) oK

PBS 1 kez yikama
Streptevadin Peroksidaz (HRP) 10 dk

PBS 1 kez yikama
Kromojen (1 damla kromojen + 1 ml tampon) 10 dk

PBS 1 kez yikama
Distile Su 1 kez yikama

Hematoksilen

60 sn

Musluk Suyu

3 kez yikama

Distile Su

1 kez yikama

IHC uygulanan kesitler su bazli kapatici kullanilarak lamel ile kapatildi. Kesitler
Nikon Eclipse Ni-U 1s1k mikroskobu, Nikon DS-Fi2 kamera ve Nikon NIS-Elements
Documentation goriintii analiz programi (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) ile incelenerek
fotograflar alindi.

Testis dokusunda Caspaz-3 pozitif immiinoreaktivitesini 6lgmek i¢in H-Skoru (90)
kullanild1. Bu immiinohistokimyasal, yar1 kantitatif yontemde, pozitif boyanmis hiicrelerin
yiizdesi, boyama yogunlugu ile ¢arpilir:

H Score = Pi (i+1), Pi, her yogunluk kategorisindeki boyanmis alanin yiizdesidir (0—
100%). intensity (i), Spesific boyanmanim yogunlugu (0-3)
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3.7. Biyokimyasal Analiz

Calisma sonunda sivi azot tankina alinan ve daha sonra -80 °C derin dondurucuda
bekletilen testis dokularinda MDA, GSH, TAK ve TOK diizeyleri, serumda ise LH, FSH

ve Testosteron diizeyleri olgiildii.

Dokularin Biyokimyasal analizlere hazirlanmasi

Derin dondurucuda saklanan testis dokular1 calisma giinii ¢ikarilarak tartildi.
%10’luk homojenat olusaturacak sekilde fosfat tamponu (IKA, Germany) eklenerek buz
icinde 1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi. Doku homojenatlar1 5000
rpm’de, +4 derecede, 30 dakika santrifiij edilip siipernatan elde edildi.

Rediikte Glutatyon (GSH) diizeyinin 6l¢iimii

GSH analizi, Ellman’mn tarif ettigi yonteme gore yapildi (91). Analiz tiipiinde
bulunan GSH 1 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sari-yesilimsi renk
vermesi ve olusan rengin 151k siddetinin 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede

bakilarak GSH konsantrasyonunun tayin edilmesi seklinde yapildi.

Malondialdehid (MDA) diizeyinin 6l¢iimii

MDA analizi Uchiyama ve ark. (92) yontemine gore yapildi. MDA konsantrasyonu,
stipernatandaki MDA’nin 95 °C’de tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girmesi sonucu olusan
pembe renkli iirlinlin n-butanol fazindan ekstrakte edilen siipernatanin spektrofotometre ile

535 ve 520 nm de 6l¢iilmesiyle belirlendi.

Total Oksidan Kapasitenin (TOK) o6l¢iimii

Total oksidan kapasitenin 6l¢iimiinde, ticari TOK 6l¢iim kiti (RelAssay Diagnostic,
Tiirkiye) kullanildi. Yontemin prensipi, Ornekteki oksidanlarin ferr6z iyon-selator
kompleksini ferrik iyonlara okside etmesine ve olusan ferrik iyonlarn asidik ortamda
kromojen madde ile renk olusturmasi esasina dayanir (93). TOK o6l¢iimii igin, kitin
prosediiriinde belirtildigi sekilde, ELIZA 25 °C’ye ayarlanarak, 500 uL reaktif 1 (6lgiim
tamponu) ve 75 puL serum karistirilip 530 nm’de absorbansi olgiildii. Karisima 25 pl
reaktif 2 (pro-kromojen soliisyon) ilave edilerek 10 dk. Inkiibasyon sonrasi tekrar 530

nm’de absorbans dl¢iilmesiyle TOK diizeyleri belirlendi.
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Total Antioksidan Kapasitenin (TAK) 6l¢iim

Ticari TAK o6l¢iim kiti (RelAssay Diagnostic, Tiirkiye) kullanildi. YoOntemin
prensipi, Ornekteki antioksidanlarin, koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini, renksiz
ABTS formuna indirgemesine dayanir (94). TAK ol¢imii i¢in, kitin prosediiriinde
belirtildigi sekilde, ELIZA cihazi1 25 ° C’ye ayarlanarak, 500 L reaktif 1 (8l¢iim tamponu)
ve 30 uL serum karistirilip 660 nm’de absorbansi 6l¢iildii. Karisima 75 uL reaktif 2 (renkli
ABTS soliisyonu) eklenerek 10 dk. inkiibasyondan sonra tekrar 660 nm’de absorbans
Ol¢iilmesiyle TAK diizeyleri belirlendi.

Kan serum hormon diizeylerinin (LH, Testosteron, FSH) dl¢ciimii

Kesim sirasinda kalp dokusundan alman kan ornekleri 1000 x g de 10 dakika
santrifiij edilerek serum ve plazma seklinde ayrildi. Serumlar ¢alisma giiniine kadar —80 °C
de derin dondurucuda muhafaza edildi. Calisma giinii serumlarda ELISA 6l¢iim yontemi
ile Sunred marka (95) Rat spesifik ELISA kitleri ile LH, Testesteron ve FSH parametreleri
calisildi.

LH

SunRed marka Rat spesifik 201-11-0180 katolog no’lu LH ELISA kiti ile LH
parametresi bakildi.32 mIU/mL ,16 mIU/mL,8 mIU/mL ,4 mIU/mL ve 2 mIU/mL ‘lik
standart soliisyonlarindan 50uL ve numunelerden 40 pL ve blank 50 pL olmak iizere her
bir plate kuyucuguna pipetlendi. Ardindan sadece numunelerin bulundugu kuyucuklara 10
uL LH-antibody soliisyonundan eklendi. Ardindan Standart ve numunelerin bulundugu her
bir kuyucuga 50 pL Streptavidin-HRP soliisyonundan eklenirken blank’in bulundugu
kuyucuga eklenmedi. Uzeri kapatilan plate 37°C’de 1 saatlik inkiibasyona birakildi. 1saatlik
inkiibasyonun ardindan 350 pL’lik yikama hacmi olacak sekilde 5 kez yikama islemi
yapildi. Yikamanin ardindan blank kuyucuklari da dahil her bir kuyucuga 50 pL
Chromogen A Soliisyonu eklendi ve ardindan Chromogen B Soiisyonu eklenerek plate in
tizeri kapatilip 37°C’de 10 dk inkiibasyon yapildi. 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan stop
soliisyonu 50 pL her bir kuyucuga ilave edilip 450 nm’de nm’de Synergy H1 Microplate
Reader’da okuma yapildi.
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Testosteron

SunRed marka Rat spesifik 201-11-5126 katolog no’lu Testosteron ELISA kiti ile
Testosteron parametresi bakildi.100 pg/mL ,200 pg/mL,400 pg /mL ,800 pg/mL ve 1600
pg/mL ‘lik standart soliisyonlarindan 50uL ve numunelerden 40 puL ve blank 50 uL olmak
tizere her bir plate kuyucuguna pipetlendi. Ardindan sadece numunelerin bulundugu
kuyucuklara 10 pL T-antibody soliisyonundan eklendi. Ardindan Standart ve numunelerin
bulundugu her bir kuyucuga 50 uL Streptavidin-HRP soliisyonundan eklenirken blank’in
bulundugu kuyucuga eklenmedi. Uzeri kapatilan plate 37°C’de 1 saatlik inkiibasyona
birakildi. 1saatlik inkiibasyonun ardindan 350 pL’lik yikama hacmi olacak sekilde 5 kez
yikama islemi yapildi. Yikamanin ardindan blank kuyucuklari da dahil her bir kuyucuga 50
uL Chromogen A Soliisyonu eklendi ve ardindan Chromogen B Soliisyonu eklenerek plate
in lzeri kapatilip 37°C’de 10 dk inkiibasyon yapildi. 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan stop
sollisyonu 50 pL her bir kuyucuga ilave edilip 450 nm’de nm’de Synergy H1 Microplate
Reader’da okuma yapildi.

FSH

SunRed marka Rat spesifik 201-12-1002 katalog no’ lu FSH ELISA kiti ile FSH
parametresi bakildi. 50 mIU/mL, 25 mIU/mL, 10 mIU/mL, 5 mIU/mL ve 2.5 mIU/mL’
lik standart soliisyonlarindan 50uL. ve numunelerden 40 pL ve blank 50 puL olmak iizere
her bir plate kuyucuguna pipetlendi. Ardindan sadece numunelerin bulundugu kuyucuklara
10 pL FSH-antibody soliisyonundan eklendi. Ardindan Standart ve numunelerin
bulundugu her bir kuyucuga 50 pL Streptavidin-HRP soliisyonundan eklenirken blank’in
bulundugu kuyucuga eklenmedi. Uzeri kapatilan plate 37°C’de 1 saatlik inkiibasyona
birakildi. 1saatlik inkiibasyonun ardindan 350 pL’lik yikama hacmi olacak sekilde 5 kez
yikama islemi yapildi. Yikamanin ardindan blank kuyucuklari da dahil her bir kuyucuga 50
uL Chromogen A Soliisyonu eklendi ve ardindan Chromogen B Soliisyonu eklenerek plate
in lizeri kapatilip 37°C’de 10 dk inkiibasyon yapildi. 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan stop
soliisyonu 50 pL her bir kuyucuga ilave edilip 450 nm’de nm’de Synergy H1 Microplate
Reader’da okuma yapildi.
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3.8. Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi, grup varyanslarin
homojenligi Levene testi ile incelendi. Grup karsilastirmalarinda varyanslar homojen
oldugunda tek yonlii varyans analizi ve Tukey ikili karsilastirma yOntemi, varyanslar
homojen olmadiginda Welch testi ve Tamhane’s T2 ikili karsilagtirma yontemi kullanildu.
Skor verilerinin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda Conover ikili

karsilastirma yontemi uygulandi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Distile Su, Misir Yagi ve Quercetin gruplarinda Hematoksilen Eozin ile boyanmis
kesitlerde seminifer tiibiillerin konturlarinin diizgiin oldugu, seminifer tiibiil epitelinin
diizenli, spermatogenetik seriye ait hiicre gruplarimi igerdigi goriildi. Seminifer tiibiil
epiteli bazalinde spermatagonyumlara ait hiicre niikleuslar: tek tabaka seklinde siralanmis
olup, heterokromatik niikleus goriiniimleri ile belirgin sekilde ayirt edilebiliyordu. Primer
spermatositler, iri, 6kromatik niikleuslar ile seminifer tiibiil epitelinde spermatogonyum
hiicre tabakas iizerinde birkag sirali olarak izlendi. Prmer spermatositlerden sonra liiminal
yonde daha iist seviyede erken ve ge¢ spermatidler, normal yapida ve yogunlukta izlendi.
Seminifer tiibiillerin ¢ogunlugunda liimende ¢ok sayida spermatozoon izlenmekle birlikte
bazi seminifer tiibiillerin liimenlerinde spermatozoon yogunlugunun az oldugu, bazilarinda
da spermatozoon bulunmadigi izlendi. Seminifer tiibiil liimeninde spermatogonyum
niikleuslar1 seviyesinde, belirgin niikleoluslu, piramidal - poligonal sekilli niikleuslar
sertoli hiicre niikleuslar1 olarak degerlendirildi. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik sinirlar
secilemiyordu. Seminifer tiibiiller arasinda ince-kit peritiibiiler bag dokusu izlendi. Bu bag
dokusu igerisinde yuvarlak, Okromatik niikleuslu, vakuoler sitoplazmali, iri hiicreler
normal histolojik goriinlimde leydig hiicreleri olarak degerlendirildi. Seminifer tiibiiller
arasindaki seffaf alanlarin histolojik teknik sirasinda intertiibiiler alanlarin genislemesine

bagli oldugu diisiiniildii.
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Sekil 4. 1: Kontrol grubu, Normal histolojik goriiniimde seminfer tiibiiller (0k). H-E, x4
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Sekil 4. 2:Kontrol grubu, normal histolojik goriiniimde seminfer tiibiiller (ok). H
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Sekil 4. 3: Kontrol grubu, normal histolojik goriiniimdeki seminfer tiibiil liimeninde
spermatozoonlar (yildiz), ve interstisiyel bag dokusu(ok). H-E, x20
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Sekil 4. 4: Kontrol grubu, peritﬁbiiler alanda Leydig hiicreleri (ok). H-E, x40
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Distile Su, Misir Yagi ve Quercetin gruplarinda Periyodik asit schiff (PAS) ile
boyanmis kesitlerde seminifer tiibiil bazal membranlar1 olagan kalinlikta ve diizgiin olarak
menekse renginde boyanmis olarak izlendi. Peritiibiiler bag dokusu icerisindeki leydig
hiicreleri PAS pozitif boyanma gosteriyordu. Pas pozitif boyanan preparatlardaki yapilar

normal histolojik ve histokimyasal goriiniimde degerlendirildi.

e e
I re

g *q by,
Wil X, N :r’f‘
b o

Sekil 4. 5: Kontrol grubu, peritiibiiler bazal membran normal yapida (ok). PAS, x40
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Distile Su, Misir Yag ve Quercetin gruplarinda Caspase-3 (C-3) Immuno
histokimyasal (IHC) boyama uygulanan kesitlerin degerlendirilmesinde seminifer
tiibiillerde diffiiz, minimal yogunlukta, C-3 immun reaktivite pozitifligi  saptandi.
Interstisyel bag dokusu igerisinde seyrek olarak, orta derece yogunlukta, C-3 immun
reaktivite pozitifligi gosteren hiicrelerin leydig hiicreleri oldugu degerlendirildi. Bu
gruplarin C-3 immun reaktivite pozitifligi H skoru ortalamalari; Kontrol Grubu(80), Misir
Yag1 Grubu (80), Quercetin Grubu (80) olarak tespit edildi. Gruplar arasinda C-3 immun

reaktivite pozitifligi istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi.

-

Sekil 4. 6: Kontrol grubu, seminifer tiibiillerde diisiik yogunlukta, diffiiz C-3
immiinoreaktivite pozitifligi (y1ldiz). C-3, x10
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Sekil 4. 8: Miusir yagi grubu, normal histolojik goriiniim

de seminfer
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Sekil 4. 10: Misir yag1 grubu, peritiibiiler alanda Leydig hiicresi (ok), damar (ok basi).
H-E, x40

38



W el |

Sekil 4. 11: Masir yagi grubu, peritiibiiler bazal membran normal yapida (ok). PAAS, x40

Sekil 4. 12: Misir yagi grubu, seminifer tiibiillerde diisiik yogunlukta, diffiiz C-3
immiinoreaktivite pozitifligi (yildiz). C-3, x10
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Sekil 4. 15: Quercetin grubu, normal histolojik goriiniimdeki seminfer tiibiil limeninde
spermatozoonlar (yildiz), ve interstisiyel bag dokusu(ok). H-E, x20

o

H-E, x40
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Sekil 4. 17: Quercetin grubu, peritiibiiler bazal membran normal yapida (ok).

PAS, x40
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Sekil 4. 18: Quercetin grubii, serhinifer tiibiillerde diisiik yogunlukta, diffiiz C-3
immiinoreaktivite pozitifligi (yildiz). C-3, x10
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NaF grubu sicanlarra ait testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerin sinirlarinda
diizensizlik, germinatif epitelde dejenerasyon, dokiilme, bazal membrandan ayrilma
goriildli. Baz1 seminifer tiibiillerde seminifer epitelin tamamen kayboldugu izlendi. Yine
bazi seminifer tiibiil limenlerinde hiicresel artefaktlar izlendi. Peritiibiiler alanda, hafif
eozinofilik boyanan aselliiler materyal birikim alanlar1 6dem yoniinde degerlendirildi.
Peritiibiiler bag dokusunda minimal diizeyde inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlendi.
Leydig hiicrelerinde piknotik niikleus yapisi ve sitoplazmik biiziisme dikkati ¢ekti. Bu
grubun Jansen skoru (5,05) olarak tespit edildi. Kontrol grubuyla arasinda istatiksel fark
goriildii. Pas boyama uygulanan kesitlerde seminifer tiibiil bazal membranlarinda girinti ve
cikintililar seklinde diizensizlik, yer yer bazal membranda incelme ve odaklar seklinde pas
pozitif boyanma yogunlugunda azalma izlendi. Peritiibiiler alanlarda kuvvetli pas pozitif
boyanan aseliiler alanlar interstisyel 6ddem yoniinde degerlendirldi. Leydig hiicreleri

vakuoler sitoplazmali, zayif pas pozitif boyanmis olarak izlendi.
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Sekil 4. 19: NaF grubu, seminifer epitelin tamamen yoklgu (yi1ldiz), seminifer tiibiillerde
hasar(ok), seminifer tiibiil sinirlarinda ondiilasyon (ok basi). H-E, x4
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Sekll 4 20 NaF grubu, semlnlfer tiibiillerde total germinatif hiicre kaybl (yudiz),
interstisyel alanda 6dem (ok). H-E, x10

\.. ‘f“-r . b b
Sekil 4. 21: NaF grubu, seminifer tubullerde total germmatlf hiicre kaybl (yldiz),
interstisyel alanda 6dem (ok). H-E, x20
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Sekil 4. 22: NaF grubu, seminifer tiiiillefde total germinatif hiicre kaybli (yudiz),
interstisyel alanda 6dem (ok), seminifer tiibiil limeninde dejenere hiicre artiklar1 (ok

bag1). H-E, x40
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NaF grubunda Periyodik asit schiff (PAS) ile boyanmis kesitlerde seminifer tiibiil
bazal membranlarinda incelme, ondulasyon ve yer yer kesintiye ugradig: alanlar izlendi.
Interstisyel bag dokusu igerisinde PAS pozitif boyanma gosteren ddematdz materyal

birikimi, ve piknotik niikleuslu Leydig hiicreleri izlendi.

. 1] ‘
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Sekil 4. 23: NaF grubu, peritiibiiller bazal membraninda incelme ve ondiilasyon (ok),

seminifer tiibiillerde germinatif epitel dejenerasyon (yildiz. PAS, x40
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NaF grubunun C-3 IHK boyama uygulanan kesitlerin degerlendirilmesinde
seminifer tiibiillerde diffiiz, cogunlukla orta dereceli, yer yer kuvvetli boyanma
yogunluguna sahip, C-3 immun reaktivite pozitifligi saptandi. Interstisyel bag dokusu
icerisinde, leydig hiicrelerinde orta ve kuvvetli derecede boyanma yogunlugunda, C-3
immun reaktivite pozitifligi saptandi. Bu grubun C-3 immun reaktivite pozitifligi H skoru
(200) olarak tespit edildi. Kontrol grubu kiyaslandiginda C-3 immun reaktivite

pozitifliginin istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 goriildi.

Sekil 4. 24: NaF grubu, seminifer tiibiillerde orta ve kuvvetli derece boyanma
yogunlugunda diffiiz C-3 immiinorektivite pozitifligi (yildiz). C-3, x10
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NaF + Quercetin grubundaki sicanlara ait testis kesitlerinde, seminifer tiibiillerin
siirlar1 genel olarak diizgiin olup, transvers kesitlerde dairesel goriinimde izlendi.
Seminifer tiibiillerin ¢ogunda, seminifer epitel, normal histolojik gériiniimde ve kalinlikta
izlenmekle birlikte bazi tiibiillerde seminifer epitelin tiibiil bazal membranindan ayrildig
ve kalinliginin azaldig: goriildii. Liimeninde farkli yogunluklarda spermatozoa topluluklari
olan tiibiiller oldugu gibi liimeni bos goziiken tiibiiller de izlendi. Baz: tiibiillerde seminifer
epitel normal yapida izlenmekle birlikte tiibiil liimeninde dejeneratif hiicresel artiklar tespit
edildiPeritiibiiler alanlarin genisleme gosterdigi ve bu seffaf alanlar icerisinde interstisyel
bag dokusu alanlar1 izlendi. Interstisyel bag dokusu alanlaridaki genisleme boyanan bir
materyal izlenmemesinedeni ile histolojik teknige bagli oldugu yoniinde degerlendirildi.
Bununla birlikte yer yer interstisyel alanlarda minimal diizeyde 6dem izlendi. Leydig
hiicreleri kontrol, misir yag1 ve quercetin gruplarindakine benzer sekilde normal histolojik
goriinimde degerlendirildi.. Naf + Q grubun Jansen skoru (6,44) olarak tespit edildi.
Johnsen’s skoru kontrol grubu ile karsilastirildiginda NaF+quercetin grubunda anlamli
derece diisiik olup, NaF grubuna kiyasla bir miktar yiiksek olsa da istatistiksel olarak fark
goriilmedi. Seminifer tiibiil ¢aplar1 ortalamasi degerlendirildiginde de gruplar aras1 anlamli

fark goriilmedi.
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Sekil 4. 25: NaF + Quercetin grub
seminifer tiibiil limeninde dejenere hiicreler(ok basi. H-E, x4

seminifer tiibiilde germinatif epitel dejenerasyonu(yildiz). H-E, x10
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Sekil 4. 27: NaF + Quercetin grubu, normal histolojik goriiniimde seminfer tiibiiller
(y1ldiz), normal histolojik yapida interstisyel bag dokusu alan (ok). H-E, x20

NN o :
Sekil 4. 28: NaF + Quercetin grubu, peritiibiiler alanda Leydig hiicresi (ok), damar (ok
basi). H-E, x40
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Pas boyama uygulanan kesitlerde seminifer tiibiil bazal membranlarinin diizgiin,
olagan kalinlikta ve PAS pozitif boyanma yogunlugunda oldug goriildii. Baz1 seminifer
tiibiillerin epitelleri icerisinde, farkli seviyelerde, nadir olarak, heterokromatik niikleuslu
PAS pozitif boyanan hiicreler goriildii. Bu hiicreler dejenerasyona giden spermatogenik
seri hiicreleri olarak degerlendirildi. Peritiibliler bag dokusu alanlar ve Leydig hiicreleri

genel olarak normal histolojik goriiniimde degerlendirildi.
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Sekil 4. 29: NaF + Quercetin grubu, peritiibiiler bazal membran normal yapida (ok).
PAS, x40
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NaF + Q grubunun C-3 IHK boyama uygulanan kesitlerinin degerlendirilmesinde
seminifer tiibiillerde diffiiz, minimal ve yer yer orta dereceli, boyanma yogunlugu tespit
edildi. Interstisyel bag dokusu igerisinde nadir olarak orta diizeyde boyanma yogunluguna
sahip C-3 immun reaktivite pozitifligi gosteren Leydig hiicreleri izlendi. Bu grubun C-3
immun reaktivite pozitifligi H skoru (100) olarak belirlendi. Gruplar arasinda C-3 immun
reaktivite pozitifligi NaF grubuna gore istatistiksel olarah anlamli diizeyde diisiik olmakla
birlikte kontrol grubuna goére de istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu

goriildii.
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Sekil 4. 30: NaF + quercetin grubu, seminifer tiibiillerde hafif ve orta derece boyanma
yogunlugunda diffiiz C-3 immiinorektivite pozitifligi (yildiz). C-3, x10
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Seminifer tiibil c¢aplar1 ortalamalar1 karsilastirildiginda guruplar arasindda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir.

Tablo 4.1. Tiibiil ¢aplari

Tubul ¢capi
Kontrol (n=6) 137,9945,69
Misir yagi(n=6) 147,79+12,15
Quercetin (n=6) 139,59+6,54
NaF (n=6) 140,54+3,53
Quercetin+NaF (n=6) 140,32+8,59
p degeri 0,264

Johnsen’s hasar skoru ortalama degerleri karsilastirildiginda kontrol (9,67), misir
yagi (9,61) ve quercetin (9,73) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemis olup, NaF (5,05) ve NaF+quercetin (6,35) gruplarinin skor ortalamasi kontrol
grubunda gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur. NaF grubunun
Johnsen’s skor ortalamas1 NaF+quercetin grubunun skor ortalamasindan daha diisiik olsa
da bu iki grubun skor ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anllamli bir fark
goriilmemistir.

H skoru ortalama degerleri karsilastirildiginda ise, kontrol (80), misir yag:1 (80) ve
quercetin (80) gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmayip, NaF (200) ve
NaF+quercetin (100) gruplarinin skor ortalamasi kontrol grubunda gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiikksek bulunmustur. Ayrica NaF grubunun H skor ortalamasi
NaF+quercetin grubunun skor ortalamasindan istatistiksel olarak anllamli derecede daha

yiiksek oldugu da tespit edilmistir.
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Tablo 4.2. Johnsen ve H Skor tablolar1

Johnsen’s skor H skoru
Kontrol (n=7) 9,67(9,39-9,76) * 80(50-100) ®
Misir yagi (n=7) 9,61(9,47-9,71) ® 80(50-100) ®
Quercetin (n=7) 9,73(9,5-9,88) @ 80(50-100) ®
NaF (n=6) 5,05(2,71-7,11)®  200(200-300) °
NaF + Quercetin (n=6) 6,35(5,96-6,98) ° 100(80-160) ©
p degerleri <0,001 <0,001

*Qrtalama (minimum-maximum)

Johnsen Skoru

12

10

Skor
[#2]

Kontrol Misir Yagi QR NaF NaF+QR
Gruplar

Sekil 4. 31: Johnsen skoru grafigi. Kontrol grubu, msir yag grubu, quercetin grubu farksiz, NaF ve
NaF+Quercetin grubu aralarinda farksiz.

4.2. Biyokimyasal Bulgular

MDA ortalama degerleri karsilagtirildiginda kontrol (847,16), misir yag1 (848,30)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemis olup, quercetin grubu (568,58)

MDA istatistiksel olarak anlamdi diizeyde distigii gozlenmistir. NaF (1101,18) ve
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NaF+quercetin (961,33) gruplarinin MDA ortalama degerleri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir. Ayrica NaF grubunun MDA deger
ortalamas1 NaF+quercetin grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli derecce yiiksek

bulunmustur.

Benzer sekilde TOS ortalama degerleri karsilastirildiginda kontrol grubu (10,71),
misir yagi grubu (10,71) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemis olup,
quercetin grubu (7,80), kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamdi
diizeyde distiigii gozlenmistir. NaF (13,57) ve NaF+quercetin (11,66) gruplarmin TOS
ortalama degerleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmis olup,
NaF grubunun MDA deger ortalamasi NaF+quercetin grubuna gore de istatistiksel olarak

anlamli derecce yliksek bulunmustur.

GSH degerleri ortalamasi kontrol (1711,07) grubu ile misir yagi (1727,70) grubu
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Quercetin grubu GSH
ortalama degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml diizeyde
artis tesbit edildi. NaF ve NaF+quercetin gruplarinda GSH ortalama degerleri kontrol
grubuna oranda azalma mevcut olup NaF grubundaki azalma NaF+querecetin grubu ile

karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamdi diizeyde oldugu goriildii.

TAS ortalama degerleri de GSH’da oldugu gibi kontrol (2,88), misir yag: (2,86)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemis olup, quercetin grubu (6,51),
kontrol geubu 1ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamdi diizeyde arttig1
gozlenmistir. NaF (1,56) ve NaF+quercetin (2,40) gruplarinin TAS ortalama degerleri,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede artmis olup, NaF grubunun
TAS deger ortalamas1 NaF+quercetin grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli derecce

diisiik bulunmustur.
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Tablo 4.3. Oksidatif stres parametreleri
MDA GSH TAS

nmol/g wet tissue  nmol/g wet tissue mmol/L TOS

umol/L
Kontrol 847,16£21,69° 1711,07£38,09%  2.88+0,14%  10,71%0,28°
Misir Yagi 848,30+14,91% 1727,70£84.47%  2.86+0,14%  10,71%0,44°
Quercetin 568,58+21,69° 2146,56221.29°  6,51+0,19°  7,80+0,19°
NaF 1101,18+39,90°  1246,91+49,45°  1,56+0,18°  13,57+0,27°
Quercetin+NaF 961,33+21,17¢ 1522,65+48,65°  2,40+0.24%  11,66+0,34

p degerleri <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

*ortalamaztstandart sapma

Tim degigkenler icin kontrol ve musir yagi farksiz, ikisi disinda tim gruplar
birbirinden farklidir.

Tablo 4.4. Serum hormon diizeyleri

LH (mIU/mL) Testosteron (pg/mL) FSH (mIU/mL)
Kontrol 2,91+0,10° 76,58+1,26° 3,57+0,07°
Misir Yagi 2,91+0,10° 76,79+0,98° 3,56+0,08°
Quercetin 4,73+0,28° 102,82+4,59° 5,73+0,08°
NaF 1,71+0,09° 56,68+1,44° 2,45+0,08°
Quercetin+NaF 2,55+0,09¢ 67,12+1,66" 3,01+0,04°
p degerleri <0,001 <0,001 <0,001

*ortalama + standart sapma

Tiim degiskenler i¢in kontrol ve misir yag1 farksiz, ikisi disinda tiim gruplar birbirinden
