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1. GIRIS

1.1. Testis

1.1.1. Testis Anatomisi ve Embriyolojisi

Testisler (orchis) skrotum iginde yer alan erkek ureme organlaridir. Testisler sperm
(spermium, spermatozoa; erkek Ureme hucreleri) ve hormon (6zellikle testosteron)
uretirler. Funiculus spermaticus araciligiyla skrotum iginde asili durumda bulunan testisler,
sagli sollu olmak tizere bir ¢ifttir. Kivrimli bir deri kesesi olan skrotumun i¢ yizu septum
scroti ile iki ayr1 boliime ayrilir. Testisler bu bosluklarda bulunur. Testisler yaklasik olarak
4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinligindadir. Her birinin yaklasik
agirligi 10-14 g’dir. (Moore ve Persaud, 1993; Dere, 1994; Moore ve Dalley, 1999; GOvsa
Gokmen, 2003; Drake ve ark., 2005; Arinci ve Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).
Ratlarda ise testis agirliklar1 viicut agirliginin % 1’1 kadardir (Coven, 1994).

Testisler yanlardan basik, oval sekildedir. Testislerin uzun eksenleri tam vertikal
yonde bulunmaz, skrotum i¢inde oblik pozisyonda durur. Ust ucu éne ve disa, alt ucu ise
arkaya ve ige dogru bakar. Konveks olan 6n kenar1 biraz disa-asagi dogru, daha duz olan
arka kenar1 ise biraz yukari-ice dogru bakar. Buna gdre uzun ekseni yukaridan asagiya,
distan ice ve Oonden arkaya dogru meyilli olarak bulunur. Testislerden sol taraftaki saga
gore genellikle 1 cm daha asagida bulunur. Boylece giinliik hareketlerde rahatsizlik verici
carpigsmalar olmaz (Moore ve Persaud, 1993; Dere, 1994; Moore ve Dalley, 1999; GoOvsa
Gokmen, 2003; Drake ve ark., 2005; Armnci ve Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).

Testisin facies medialis ve facies lateralis olmak Uzere iki yuzl; margo anterior ve
margo posterior olmak lizere iki kenari; extramitas superior ve extramitas inferior olmak
Uzere iki ucu vardir (Govsa Gokmen, 2003; Drake ve ark., 2005; Arinc1 ve Elhan, 2006;
Sancak ve Cumhur, 2008).



Testisin 6n kenari, her iki yiizii ve uglar1 diiz ve konveks olup visseral periton’un
uzantist olan epiorchium ile kaphdir. Periton arka kenarmn sadece lateral kismini Orter.
Peritonsuz olan margo posterior’un orta kisminda testis damar ve sinirleri ile sperm
bosaltim kanallarinin gectigi mediastinum testis denilen yap1 bulunur (Govsa Gokmen,
2003; Drake ve ark., 2005; Armc1 ve Elhan, 2006).

Extremitas inferior, testisin alt ucu olup cauda epididymis ile ortallidir. Extremitas
superior st u¢ olup buraya caput epididymis yerlesmistir. Testislerin tist ucunda appendix
testis adi verilen kiigiik, yassi bir yapi goriiliir. Paramesonephric kanalin iist ucunun
kalintis1 olan bu yapi, kadinlarda tuba uterina’min abdominal ucuna karsilik gelir.
Testislerin arka kenarmin dis kismma baglanmis olarak epididymis bulunur. Funiculus
spermaticus da, epididimin medialinde olmak tizere, margo posterior’da bulunur (Moore ve
Dalley, 1999; GOovsa Gokmen, 2003; Arinci ve Elhan, 2006).

Testisler fotal hayatta karin boslugu i¢inde, iistte posterior abdominal duvarda fascia
transversalis ile periton arasinda gelismeye baslar. Dogumdan 6nce normalde asagi inerek
anterior abdominal duvardaki canalis inguinalis’ten gecerek skrotum igine iner. Testislerin,
inguinal kanallardan skrotuma inisi, genellikle 26. haftada baglar ve 2-3 gun devam eder.
Testisler, periton ve processus vaginalis disindan gegerler. Testisler skrotuma girdikten
sonra, inguinal kanal spermatik kord etrafinda kasilir. Terminde dogmus yeni doganlarin %
97'den fazlasinda, her iki testis de skrotum igerisinde bulunur. Dogumdan sonraki ilk tg¢ ay
icerisinde inmemis testislerin ¢cogu skrotuma iner. Bu inig sirasinda testisler karm 6n duvari
tabakalarimi da siiriikler. Testisler inis sirasinda esas bosalma kanallar1 ductus deferens (vas
deferens) gibi kendi damarlarini, lenfatiklerini ve sinirlerini tasir (Moore ve Persaud, 1993;
Moore ve Dalley, 1999; Arinci ve Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).

Karin boslugundan skrotum igine gecis yolu olan canalis inguinalis, fotal hayatta
testisten skrotumun i¢ yizlne uzanan ve gubernaculum testis ad1 verilen fibréz bir yapi ile
belirlenir. Fotal gelisimin daha sonraki donemlerinde peritonun parmak seklinde bir
¢ikintist olan processus vaginalis, gubernaculum testis’i izleyerek karin 6n duvarindan
gecer ve skrotuma ulasir. Normal durumda testisler dogumdan hemen dnce bu yolu takip

ederek canalis inguinalis’ten geger ve skrotuma iner. Processus vaginalis ise dogumdan



kisa bir siire sonra kapanir. Bu tabakaya tunica vaginalis testis adi verilir (Sancak ve

Cumhur, 2008).

Processus vaginalis, karm 6n duvarindan skrotuma dogru inerken karmn 6n duvari
tabakalarim1 da birlikte siirlikledigi i¢in testislerin dis tarafinda, karmm ©n duvart
tabakalarmin uzantilar1 olan tabakalar yer alir. Bunlar tunica vaginalis’ten disa dogru;
fascia spermatica interna, m. cremaster, fascia cremasterica ve fascia spermatica externa
olarak swralanir. Bunlardan fascia spermatica interna, fascia transversalis’in; fascia
cremasterica, m. obliquus internus abdominis fascia’sinin; m. cremaster, m. obliquus
internus abdominis’in; fascia spermatica externa ise m. obliquus externus abdominis

apondrozunun uzantilaridir (Sancak ve Cumhur, 2008).

Testis distan ige tunica vaginalis’in lamina visceralis’i (epiorchium), tunica
albuginea ve tunica vasculosa olmak iizere {i¢ tabaka ile sarilidir (Fawcett, 1986; Trainer,
1987; Leeson ve ark., 1988; G6vsa Gokmen, 2003).

Tunica vaginalis testis, fascia spermatica interna’nin ig, testisin de dig yiiziini saran
serdz zar olup peritonun uzantisidir. Embriyolojik donemde karin boslugunu doseyen
parietal periton skrotuma dogru cep seklinde bir ¢ikint1 gonderir. Saccus vaginalis denilen
bu ¢ikinti, skrotumun tabakalarindan en igte bulunan fascia spermatica interna’ya gevsek
olarak yapigir. Daha sonra periton kesesinin disinda skrotuma inen testis, saccus
vaginalis’e arka tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir. Boylece saccus vaginalis’in, bir
testisi Orten lamina visceralis (epiorchium) kismi, bir de fascia spermatica interna’ya
yapisan lamina parietalis (periorchium) kismi olusur. Erigkinlerde bu iki yapraga tunica
vaginalis testis denilir. Tunica vaginalis testis’in lamina parietalis ve lamina visceralis’i
arasindaki potansiyel bosluga cavum serosum scroti denilir ve i¢inde eklem sivisina
benzer, bir miktar kaygan serdz sivi bulunur Saccus vaginalis’in testisSin 6n Ust ucundan
anulus inguinalis profundus’a kadar olan boliimii, kapanarak bir kordon seklini alir ve
karin boslugu ile olan baglantis1 kesilir. Saccus vaginalis’in oblitere olan iist boliimii,
genellikle gevsek bag dokusu i¢inde bir kordon seklinde goriiliir. Bazen karin boslugunu
doseyen peritonu tunica vaginalis testis’e baglayan bir bant seklinde goriiliir. Bazen de
yavas yavas kaybolur. Bazen oblitere olmaz ve bunun sonucu olarak, karin boslugu ile

cavum scroti birbirleriyle baglantili olur. Bu gibi durumlarda bir nevi indirekt fitik olusmus



sayilir (Moore ve Dalley, 1999; GOovsa Gokmen, 2003; Arinct ve Elhan, 2006; Sancak ve
Cumhur, 2008).

Tunica vaginalis testis’in lamina visceralis ve lamina parietalis olmak Uzere iki

yapragi vardir (Moore ve Dalley, 1999; Arinci ve Elhan, 2006).

Lamina visceralis, epididimin biiylik kismu ile testisin arka kenarinin medial boliimii
hari¢, 6n kenarmi ve iki ylziinii 6rter. Lamina visceralis testis ve epididimi birbirine
baglar. Testis ve epididimin arka kenarlarmin medial ve lateral taraflarinda ise kendi
iistiine kivrilarak, lamina parietalis olarak fascia spermatica interna’nin i¢ yiiziine geger.
Epididimin bas kismini testisin {ist ucuna baglayan tunica vaginalis boliimiine lig.
epididymis superius, epididimin kuyruk kismini testisin alt ucuna baglayan tunica vaginalis
bolimdane ise lig. epididymis inferius denilir (Govsa Gokmen, 2003; Drake ve ark., 2005;
Armci ve Elhan, 2006).

Lamina parietalis, peritonun fascia spermatica interna’y1 doseyen kismidir. Lamina
parietalis, testisin alt kismindan st kismina dogru, hatta funiculus spermaticus’un 6n ve i¢
tarafin1 da kaplayacak sekilde, bir miktar yukariya dogru uzanwr. Bu nedenle lamina
visceralis’ten daha genistir. Lamina parietalis’in i¢ yiizii diizdiir ve mezotel ile kaphdir
(GOvsa Gokmen, 2003; Arimnci ve Elhan, 2006).

Tunica vaginalis testis’in i¢ tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir.
Bunlar tunica vaginalis testis’ten derine dogru tunica albuginea ve tunica vasculosa olarak

siralanir (Sancak ve Cumhur, 2008).

Tunica albuginea, testisleri 6rten mavimsi-beyaz renkli, siki yapili, kalin, fibroz bir
tabakadir. Bu tabakay1 olusturan beyaz fibroz demetler farkli yonlerde uzanarak birbiri
icine girerler. Tunica albuginea’yr arka kenari hari¢ olmak tizere, distan periton uzantisi
olan tunica vaginalis testis’in lamina visceralis’i orter. Peritonun bulunmadig arka kenara
epididim tutunur ve buradan testisin damar ve sinirleri girip ¢ikar. Elastikiyeti ve
genisleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenarda testisin i¢ine dogru kalin ve vertikal
yarim bir bolme seklinde uzanti gonderir. Bu bolmeye mediastinum testis (corpus
Higmori) adi verilir (Moore ve Dalley, 1999; Govsa GOkmen, 2003; Drake, 2005; Arinci
ve Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).



Mediastinum testis (corpus Higmori) yarim bolme seklindeki yapi olup testis’in
extramitas superior’'undan extramitas inferior yakmina kadar uzanir ve yukari kismi daha
genistir. Mediastinum testis’ten damarlar ve kanallar girip ¢ikar. Mediastinum testis bu
damarlar1 ve kanallar1 destekler. Mediastinum testis’in 6n ve yan kismindan c¢ikan
uzantilara septula testis adi verilir. Bu uzantilar, testis parankiminden gegerek tunica
albuginea’nin i¢ yiiziine ulasir ve boylece testisi koni biciminde lobuluslara boler (lobuli
testis) (Moore ve Dalley, 1999; Govsa Gokmen, 2003; Drake ve ark., 2005; Armnci ve
Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).

Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yiiziinde bulunan kan damar agi
tabakasidir. Damarlar arasinda kalan araliklar1 da gevsek bag dokusu doldurur. Tunica
vasculosa tunica albuginea’nin i¢ yiiziinii ve tiim bdlmelerin ylizlerini doser. Boylece,
testisin i¢indeki tiim lobuli testis’i de sarmis olur (Moore ve Dalley, 1999; Govsa Gokmen,
2003; Drake ve ark., 2005; Arinc1 ve Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).

Her bir testiste sayilar1 200-300 arasinda degisen ve lobuli testis denilen bez
kiimeleri bulunur. Lobuli testis’lerin biyiikliikleri bulunduklar1 yere gore degisir. Testisin
ortasinda bulunanlar daha biiyliik ve uzundurlar. Piramit seklinde olan lobuli testis’lerin
taban kisimlar1 perifere, tepe kisimlari ise mediastinum testis’e yonelmistir. Lobuli testis’te
testis parankimini olusturan ve kivrimli seklinden dolayr tubuli seminiferi contorti ve
tubuli seminiferi recti ad1 verilen tiip (kanal) seklindeki bezler bulunur. Her bir lobcuk, bir
ila G¢ veya daha fazla kiiciik tiipler seklindeki bezden olusur. Kivrintili seyrinden dolay1 bu
tiiplere tubuli seminiferi contorti denilir. Bu tiipler kor bir ugla baglar ve tiipler arasinda
gevsek bag dokusu bulunur. Her bir testis, sayist 400-800 arasinda degisen sikisik, kangal
seklinde tubuli seminiferi contorti icerir. Tubuli seminiferi contorti’nin uzunlugu 70-80
cm, ¢apt 0,1-0,3 mm arasinda degisir. Her bir testisteki tubuli seminiferi contorti’lerin
toplam uzunluklar1 225 m’dir. Lobcuklarin mediastinum testis’e bakan tepe kisimlarinda
bu borularin seyri gittikce diizlesir ve birbirleriyle birleserek sayilar1 20 ila 30’a iner.
Tubuli seminiferi recti denilen bu tiiplerin, ¢aplar1 da genisleyerek 0,5 mm olur. Tubuli
seminiferi recti’ler mediastinum testis’in fibroz dokusu igine girerek arkaya ve yukari
dogru uzanir. Tubuli seminiferi recti yapisindaki kanallar seyri esnasinda mediastinum

testis’e uzanarak ve birbirleriyle anastomoz yaparak rete testis (Haller agi) denilen agi



olustururlar (Moore ve Dalley, 1999; Govsa Gokmen, 2003; Drake ve ark., 2005; Arinc1 ve
Elhan, 2006; Sancak ve Cumhur, 2008).

Rete testis, mediastinum testis’in iist boliimiinde yer alan ve sayilar1 12 ila 15
arasinda degisen kanallara doniistir. Ductuli efferentes testis denilen bu kanallar, testisin
arka kenarmimn st kisminda, tunica albuginea’y1 delerek disar1 ¢ikarlar. Disar1 ¢ikan
kanallar once diiz olarak uzanir, daha sonra kalinlasarak kivrmtili bir seyirle lobcuklar1
olustururlar. Lobuli coni epididymidis denilen bu lobcuklarin yiikseklikleri yaklagik 1
cm’dir. Bunlarin tepe kisimlari testise, taban kisimlar1 ise epididime bakar. Her bir
lobcugun agildig1 zaman boyu 15-20 cm’yi bulan tek bir kanaldan olustugu goriiliir (bazen
bir ila G¢ veya daha fazla kanaldan olusabilir). Ductuli efferentes testis’ler caput
epididymis’te ductus epididymis denilen kanala acilir. Iste caput epididymis’i, sayilar1 12
ila 15 arasinda degisen lobuli coni epididymis ve bunlarm agildig1 ductus epididymis’in
baslangic kismi olusturur. Agildigi zaman yaklastk 6 m uzunlugunda olan ductus
epididymis, testisin arka kenarinda kiimeler olusturacak corpus epididymis’i olusturur.
Epididimin kivrimlarim1 gevsek bag dokusu birbirine baglar. Epididimde, spermiumlar
depo edilir ve olgunlagmasinin son sathasini tamamlarlar (Govsa Gokmen, 2003; Drake ve
ark., 2005; Arinc1 ve Elhan, 2006).
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1.1.2. Testis Histolojisi

Seminifer tlbuller, puberteye kadar solid halde kalirlar. Yani limenleri yoktur. Puberteden
itibaren limen gelisir. Seminifer tibll fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal
lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tubGlu saran
fibroz tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapigik
olan en igteki katman, diiz kas 6zellikleri de gosteren yassilagsmis miyoid hiicreler igerir
(Junqueira ve Carneiro, 2009). Tubuli seminiferi contorti’nin duvar yapist (Seminifer
epitel), sustentakular (Sertoli) ve spermatogenik seri hticreleri olmak Uzere iki tip hicre
iceren germinal doku ile dosenmistir. Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ile tubul
limeni arasinda 4-8 sirali tabaka halinde dizilidirler. Bu hiicre grubu boliinmeler sonunda
farklilagsan ve en sonunda olgun spermi olusturacak olan spermatidleri igerir. Hiicre
bolinmesiyle olusan hiicre farklilasma siirecine spermatogenez denir (Govsa Gokmen,
2003). Spermatogenik serinin en gen¢ hucreleri bazal lamina Uzerine oturan
spermatogonyumlardir. Puberte donemine kadar sadece bu hiicreler vardir. Pubertede
hormonal etki ile mitoz bélinme gegirip cogalirlar ve diger tip hiicreleri olustururlar. ikinci
sirada en iri spermatogenik hiicreler olan primer spermatositler yer alir ve mayoz
bolinmenin birinci evresini gegirerek sekonder spermatositleri olustururlar. Sekonder
spermatositler kisa bir sure i¢inde mayoz bdlinmenin ikinci mitozunu gecirerek
spermatidlere doniisiirler. Spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler ile
spermatidler arasinda madde aligverigini saglayan intersitoplazmik kopriiler vardir. Bu
kopruler ~ spermatositogenezisin ~ tamamlanmasmi  saglar.  Spermatositogenezis
tamamlandiktan sonra spermatidler boliinmeksizin  sekil degisikligi  gegirerek
spermiogenezis ile olgunlasir. Bu iki olay zinciri spermatogenezis olarak adlandirilir (RosS

ve ark., 1995; Gartner ve Hiatt, 1997).
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Sekil 1.5. Seminifer tlibul ve gevresindeki dokunun bir bolumi. Seminifer epitel iki tip hiicreden
olugsmustur: Spermatogenez serisine ait hiicreler ve destek ya da Sertoli hiicreleri (Junqueira ve
Carneiro, 2009).
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Sekil 1.6. Seminifer tiibiil duvarinin bir parcasi. Spermatogenez serisinin ¢esitli hiicreleri
gorllmektedir: bir spermatogonyum, primer spermatositleri olgun ve geng spermatidler.
Spermatidleri iceren Sertoli hiicresinin yaklasik sinirlar1 gosterilmistir. HE boyasi.
(Junqueira ve Carneiro, 2009).
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Sertoli hicreleri bi¢cim olarak dar ve uzun siitunlara benzerler. Tabanlar1 bazal
membrana oturmus, tepeleri ise kanal bosluguna dogru uzanan sustentakular (Sertoli)
hicreleri yuksek boylu piramidal hiicrelerdir. Sayica spermatogenik hiicrelerden azdirlar.
Esey hiicreleri arasinda yer alan Sertoli hiicrelerinin hiicre smnirlar1 belirsizdir ve
mikroskopik incelemelerde hiicre smirlar1 giglikle segilir. Sitoplazmalar1 saydam olan
Sertoli hiicrelerinin gekirdekleri ince uzun, hicrenin uzun eksenine parelel konumlu ve
kromatince fakirdir. Bu nedenle cekirdekgikleri belirgin olarak géze carpar (Leeson ve
ark., 1988). Sertoli hiicreleri aralarindaki zonula okludensler ile tubulus seminiferus
kontortusu g¢epegevre saran bir tabaka olustururlar. Zonula okludensler ekstra tubiler ve
intra tlbuler araliga makro molekiillerin gecgisini Onler. Bdylece Sertoli hiicreleri ve
peritibller doku birlikte kan testis bariyerini olustururlar. Sertoli hiicreleri gelisen
spermatid ve spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesini diizenler ve
spermiohistogenesis igin gerekenleri temin eder (Ross ve ark., 1995; Gartner ve Hiatt,
1997; Govsa GoOkmen, 2003). Ayrica bu hicreler hipofiz bezinden folikil stimilan
hormonun (FSH) salgilanmasini diizenleyen inhibin ve sperm sivismin genital kanallarda
gidigine yardimec1 olan androjen baglayici hormon salgilarlar (Govsa Gokmen, 2003).
Ayrica tubulus seminiferus kontortuslardan kanallara sperm tasinmasi i¢in gerekli siviyi,
spermatogenezisin devami igin gerekli olan testosteronu belirli bir diizeyde tutmaya
yarayan androjen baglayici proteini (ABP), embriyonal donemde de erkekte miller
kanallarinin gerilemesini uyaran anti miillerian hormonu salgilar (Ross ve ark., 1995;

Gartner ve Hiatt, 1997).

Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi agisindan Onemlidir. Gevsek bag
dokusu karakterinde olan interstisyel doku, seminifer tubtller arasinda lokalize olmustur.
Bu alanda, sinir lifleri, kan ve lenf damarlari, farklilagmamis bag dokusu hiicreleri, mast
hicreleri, fibroblastlar, makrofajlar ve Leydig hiicreleri bulunur (Fawcett, 1986; Trainer,
1987; Leeson ve ark., 1988; Ross ve ark., 1995; Junqueira ve Carneiro, 2009).

Tubuli seminiferi contorti yapilar1 arasindaki bag dokusunda damar ve sinir
yapilarinin arasinda tek tek ya da kiime seklinde interstitial endocrinocytes ya da Leydig
hiicreleri ad1 verilen endokrin hiicreler bulunur (Gévsa Gokmen, 2003). Leydig hucreleri

eksantrik yerlesimli iri bir ¢ekirdege ve steroid hormon sentezleyen hiicreye Ozgii
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organellere (granilsiiz endoplazma retikulumu, mitokondri, golgi kompleksi ve lipid
graniilleri) sahiptir. Cesitli trofik hormonlarin etkilerine duyarli, androjenik maddelerin
uretiminde aktif olarak fonksiyon yapan hucrelerdir (Noyan, 1993; Guyton ve Hall, 1996).

Leydig hiicreleri poligonal sekilli ve yaklasik olarak 1fim ¢apinda olan hiicrelerdir.
Bunlar tek nilkleus ve 1-2 nukleolus igerirler. insanlarm interstisyel hiicrelerine spesifik
olarak, sitoplazmalarinda Reinke kristalleri olarak adlandirilan proteinler bulunur. Birgok
steroid Greten htcre gibi, Leydig hucreleri lipid damlaciklari, karakteristik tubiler kristali
mitokondriyonlar ve iyi gelismis diiz endoplazmik retikulum icerirler (Gartner ve Hiatt,
1997). Genellikle komsu Leydig hiicreleri arasinda 150-200 A° kalinliginda plazma
membrant bulunur. Bununla beraber sik sik interselliller alanda 20 A° kalmhigindaki

darliklarda gap junction’lar gozlenir (Christensen, 1975).

1.1.3. Testis Fizyolojisi

Leydig hucreleri testikuler androjen adi verilen erkek seks hormonlar1 salgilarlar. Bunlarin

en 6nemlisi testosteron’dur (Govsa Gokmen, 2003).

Testosteron Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan lipid damlaciklarindaki
kolesterolden sentezlenir. Steroid Ureten hicrelerde bol miktarda bulunan peroksizomlar,
kolesteroliin biyosentezinde ve metabolizmasinda kullanilir. Leydig hicrelerinden
testosteron Uretimi peroksizomlarla pozitif korelasyon gosterir (Haider, 2004). Leydig
hiicre fonksiyonu 6n hipofizin iki hormonu ile ayarlanir: Luteinize edici hormon (LH),
testosteron uretimini uyarirken prolaktin, LH reseptor ekspresyonunu baslatir. Testosteron,
spermatogenezi, erkek libidosunu ve erkek aksesuar bezlerinin (prostat ve seminal vezikil)
fonksiyonlarmi  surdirtr  (Kierszenbaum, 2006). Leydig hicreleri testosteron,
dihidrotestosteron ve ostradiol tretirken LH, growth kormon (GH) (somatotropin-STH),
FSH, 0strojen, prolaktin, human chorionic gonadotropinin (HcG)’nin etkileri ile
uyarilabilirler (Noyan, 1993; Guyton ve Hall, 1996).
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1.2. Etanol

Alkol, organik bir bilesik olup doymus karbon atomlarma bagli hidroksil gruplarindan
meydana gelmektedir. Alkollii iceceklerde etil alkol (etanol) bulunmaktadir. Etanoliin
kimyasal formuli CH3;CH,OH ve molekiiler agirhigr 46,1 g/mol’dir (Sekil 1.7). Etanol

kimyasal olarak, litaratiirde alkol ve alkollii i¢ecekler olarak da adlandirilir (Nordmann,
1994; Ishii ve ark., 1997; Cecen, 2006).

H H
H—C—C—O0—H
H H

Sekil 1.7. Etanoliin kimyasal yapis1 (Wikimedia.org, 2010)

Alkolli igki kiiltiirinde ve klinikte; alman alkollii icki miktar1 Amerikan
literatiirtinde ““i¢ki” (drink) birimi ile ifade edilir. Bir “icki” 13 g (yaklasik 16 ml) saf
etanole esdeger alkollii icki miktaridir. Buna gore, viskinin veya rakinin yaklasik 35 ml’si
veya bir kiigiik sise rakinin 1/10’u, sarabin 120 ml’si veya biranin 360 ml’si bir “igki”

sayilir (Kayaalp, 2005).

Alkol meyve sulari, yas ve kurutulmus meyveler, patates ve hububat taneleri iginde
bulunan seker ile polisakkaritlerin fermantasyonu yolu ile elde edilir. Fermantasyon
esnasinda etil alkolden baska, az sayida molekiiliinde 3-8 karbon iceren yiksek alifatik
alkoller, cesitli aldehit tiirevleri, organik asitler, esterler, ketonlar ve metil alkol de olusur.
Alkollii ickilerin etkileri esas itibari ile etanolden ileri gelmekle birlikte bu maddelerin de

katkilar1 vardir (Vardi, 2000).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e8/Ethanol-structure�
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Icki yapiminda kullanilan etil alkol kafein ve tiitiinden sonra diinyada en yaygin
kotiiye kullanilan psikostimiilandir. Alkol etkilerinin insanlar tarafindan kesfi ve
kullanilmas: ile iliskili ilk kaynaklar M.O. 3000-4000 yillarma kadar uzanir. Eski Misir,
Mezopotamya, Yunan ve Roma uygarliklarinda alkoliin kullanildigi, hatta hastaliklarin
tedavisi igin regete tabletlerine yazildig1 gorilmektedir (Kayaalp, 2005). Orta Cagda alkol
Todd ve Behier tarafindan atesli hastaliklarin tedavisinde tavsiye edilmis, diisiik dozlarda
sagladig1 tonik etkiden yararlanilmistir (Ozfiliz, 2001). Etanoliin, cilt antiseptigi seklinde
kullanilmas: diginda, ila¢ olarak fazla bir 6nemi yoktur. Ancak alkollii igkiler seklinde

alinmasi nedeniyle, bazi kisilerin ilagtan da sik kullandiklar1 bir maddedir (Kayaalp, 2005).

Glinlimiizde, keyif verici ve sakinlestirici olarak kullanilan alkoliin tiiketimi stresli
sehir hayati, yogun mesailer ve psikolojik sebeplere bagli olarak giin gectikge insan
saghgmi tehdit eder Olgiide artrmaktadir (Vardi, 2000). Ayrica alkolizm diye de
adlandirilan alkol bagimliligi, kisi {izerindeki ve ¢evresindeki komplikasyonlar1 nedeniyle

onemli bir halk saglig1 sorunudur (Kayaalp, 2005).

1.2.1. Etanoliin Farmakokinetigi

Alkoliin  farmakokinetigi, kandaki konsantrasyonunun goézlemlenebilme siiresini,
organlarin maruziyet derecelerini ve ortaya ¢ikan etkilerini belirler. Alkoliin absorbsiyonu,
dagilmi ve eliminasyonu alkole karsi gelisen farmokodinamik cevaplari belirleme

acisindan 6nemlidir (Ramchandani ve ark., 2001).

Ince bagirsakta bakteriyel fermantasyondan kaynaklandig diisiiniilen eser miktardaki
alkoliin diginda, viicuttaki alkoliin tamami dis kaynaklidir (Vardi, 2000). Agiz yoluyla
alinan alkol, mide-barsak kanalindan pasif diflizyonla hizli bir sekilde ve tam olarak
absorbe edilir (Kayaalp, 2005; Cecen, 2006). % 90" ince bagirsaklarin iist kismindan
emilir (Nordmann, 1994; Ishii ve ark., 1997). Etanol basit bir molekildur ve vicuttaki
biitiin s1v1 kompartmanlarina basit difiizyonla hizla yayilir, alindiktan kisa bir siire sonrada
etkilerini gostermeye baslar. Absorpsiyon hizinin fazla olmasi, sivi olmasina, molekiiliiniin

ufak olmasma ve iyonize olmamasma baghdwr. Alindiktan 5 dk sonra kanda belirir
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(Kayaalp, 2005). Alkoliin a¢ veya tok karna alinmis olmasma bagh olarak, kanda alkol
konsantrasyonunun pik yapma siiresi 30-90 dk arasinda degisir (Schuckit, 1993). A¢ karna
alindiginda i¢ilen miktarin yaklasik % 20’si mideden, geri kalan1 ince bagirsaktan absorbe
edilir. ince bagirsaktan olan absorpsiyonun hizi, mideden olana gore daha fazladir. Normal
bir kimsede tek bir dozdan sonra maksimum kan konsantrasyonuna 40-60 dk’da eristigi
halde, gastrektomili hastalarda bu siire yaklasik 20 dk’dir. Mide dolu oldugu taktirde,
mideden absorpsiyon yavaslar; ayrica bu durumda midenin bosalma siiresinin uzamast
nedeniyle ince bagirsaga gecis gecikir (Kayaalp, 2005). Yemek gastrik bosaltimi
geciktirdigi icin kan alkol diizeyleri yemekten sonra diisiik pik konsantrasyonlarma ulagir
(Kalant, 2000). ince bagirsaga gelen alkoliin hepsi buradan absorbe edilir; alkol kolona
erigemez. Rektal yoldan uygulandiginda kolon mukozasindan da kolayca absorbe edilir
(Kayaalp, 2005). Sindirilen yiyecegin ¢esidi ve miktar1 alkol absorpsiyonunu etkiler.
Yiksek protein, yag ve karbonhidrat alkol absorpsiyonunu inhibe eder (Geokas ve ark.,
1981).

Alman ickide alkol konsantrasyonu yiiksekse, pasif difiizyonla ilgili konsantrasyon
farkimin fazlaligi nedeniyle absorpsiyon daha hizli olur. Sarap ve bira gibi nisbeten diisiik
konsantrasyonda alkol iceren igkiler i¢inden alkol daha yavas absorbe edilir. I¢kideki alkol
orant oK Yyliksek olursa, pilorospazm gelisir ve alkoliin ince bagirsaga gecisi engellendigi
icin absorpsiyon gecikebilir. Alkol ve alkollii losyonlar koklandiginda, akciger
alveollerinden az da olsa alkol absorbe edilir (Kayaalp, 2005).

Alkol bagirsaklardan emildikten sonra 6nce portal dolagima daha sonra sistemik
dolagima geger (Vardi, 2000). Etanol suda kolay ¢oziinebildigi i¢in hizla kan dolagimina
katilarak tiim dokulara yayilir ve 6zellikle de su orani yiiksek dokulara daha kolay ulasir
(Nordmann, 1994, Ishii ve ark., 1997). Alkol viicutta biitiin sivi kompartmanlarina kolayca
gecer. Alkol hiicre membranlarindan basit diffiizyonla kolaylikla geger. Hizli bir sekilde
kapiller damarlara, ektraselliler ve intraselliler bitun vicut sivilarina dagilir. Plazma
proteinlerine baglanmaz. Alkol anne siitline, plasentaya, fotal dolagima, amniyonik siviya,
humor vitreousa, beyin omurilik sivisma (BOS), safraya, tiikiiriige ve ekspirasyon havasina
gecer (Vardi, 2000; Kayaalp, 2005). Viicut bosluklarindaki sivilarda (BOS ve akéz hiimor
gibi) alkol konsantrasyonu kandakine yaklasik olarak esittir (Kayaalp, 2005). Bobrek,
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karaciger, akciger ve beyin gibi organlar, hizli kan akisi nedeni ile kan alkol diizeyi yuksek
organlardir. Alkoliin beyinden damarlar araciligi ile ilk gegiste orami % 93 olarak
bulunmustur (Geokas, 1984).

Alkol yag dokusunda toplanmaz, yag/su partisyon orani 1/30 kadardir (Kayaalp,
2005). Etanol lipidlerde diisiik ¢oziiniirliige sahip oldugu i¢in, doku lipidlerinde ayni hacim
suda gosterdigi dagilimin ancak % 4’i goriilir. Ayn1 miktarda alkol tiiketen kadinlar
erkeklere gore daha diisik total viicut su hacmine sahip olduklari igin, 6lgiilen kan alkol
dizeyleri daha yuksek olabilir. Vicudun total su hacmi yas ilerledik¢e azalir. Yaslilarda
ayn1 miktarda alkol tiiketildigi halde daha gen¢ bireylere gore daha yuksek kan alkol
konsantrasyonlar1 dlgullr. Etanolin vicutta gosterdigi dagilim organlarin ve dokularin
total su icerigine gore de farklilagir. Alkol tiikketiminden sonra terminal ileum, bagirsak ve
oral boslukta dl¢iilen etanol konsantrasyonlar1 kandakiyle ayn1 olur. Bunun aksine idrarda

Olcllen alkol duzeyi kandakine oranla daha yiiksektir (Cecen, 2006).

Ekspirasyon havasindaki alkol konsantrasyonu, kandaki konsantrasyonu
gecikmeksizin ve diizenli bir sekilde yansitir; aradaki oran 1:1300 kadardir. Bu nedenle
nefesteki alkol kandaki miktarin oldukga iyi bir gostergesidir. Bu 6zellik idrardaki alkol
icin pek gecerli degildir (Kayaalp, 2005).

1.2.2. Etanol Metabolizmasi

Absorbe edilen alkoliin yaklagik % 90-95’1 viicut tarafindan metabolize edilir ve CO, ve su
olarak atilir. Cok az bir kismi ise hi¢ degismeden akcigerlerde alveollerden solunum havast
(% 0,7), ter bezleri tarafindan ter (% 0,1) ve bobreklerden idrarla (% 0,3) atilir. Viicuda
fazla alkol girmigse bu oran % 90’a kadar inebilir (Akkus, 1995; Ramchandani ve ark.,
2001; Kayaalp, 2005).

Alkol esas olarak karacigerde ve daha kiguk Olglide diger dokularda metabolize
edilir (Kayaalp, 2005). Normal kosullar altinda, alkoliin % 75-90’1 karaciger tarafindan
elimine edilir (Cegen, 2006). Genel olarak etanol, karacigerde metabolize edilmesine

ragmen Oncelikle mide olmak (zere beyin, cerebellum, retina, kalp ve bdbrek gibi
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dokularda okside edilmektedir (Akkus, 1995). Diger dokular iginde alkoli en fazla

metabolize eden mide mukozasidir (Kayaalp, 2005).

Karaciger alkoliin metabolizmasindaki primer organdir. Karaciger icinde alkol ii¢
ayr1 enzim sistemi ile okside edilir. Bunlar; alkol dehidrogenazlar (ADH), mikrozomal
etanol oksitleyici sistem (MEOS) ve katalazdir. Katalaz peroksizomlarda ve
mitokondrilerde bulunur ve bu ii¢ sistem i¢inde en az kullanilanidir (Cekin ve Boyacioglu,
2002). Tum bu hepatik enzimler, son iiriin asetaldehit’in olusumuna neden olur.
Asetaldehit daha sonra 0zellikle mitokondride aldehit dehidrogenaz (ALDH) ile asetata
dontisiir (Cecgen, 2006).

Alkolln biyotransformasyonunda birinci basamak, asetaldehide oksitlenmesidir.

1.2.2.1. Alkol Dehidrogenaz (ADH)

Bu enzim esas olarak karaciger hiicrelerinde sitoplazma i¢inde bulunan ve ¢inko igeren
sitozolik bir enzimdir (Kayaalp, 2005). ADH’mn karaciger iginde bircok izoformlari
mevcuttur (Cekin ve Boyacioglu, 2002). Sitoplazmik bir enzim olan ADH, alkoliin,
karaciger hepatositlerinde asetaldehite ¢evrilmesini katalizler ve alkoliin par¢alanmasinda
en etkin rolii oynar. ADH enzimi biiylik oranda karacigerde bulunmakla birlikte, beyin,
beyincik, periferik sinirler, retina, kalp, bobrek ve mide gibi organlarda da az miktarda
bulunabilir (Vardi, 2000). ADH kan ve doku alkol konsantrasyonu diisiik oldugu zaman
alkol metabolizmasindan sorumlu enzimdir (Cekin ve Boyacioglu, 2002). Mutad dozda
alkol alindiginda doniisiim bu yolak iistiinden olur; fazla miktarda alkol alinmissa, biiyiik
kism1 gene bu yolak {izerinden metabolize edilir (Kayaalp, 2005). Doku alkol diizeyi 50
mg/dl ilizerine ¢iktig1 zaman MEOS devreye girer (Cekin ve Boyacioglu, 2002). Enzimin
Michaelis konstanti (Km) degeri olduk¢a diisiiktiir (0,26-2 mM). Reaksiyon asagidaki
denkleme uyar (Kayaalp, 2005).

CH5CH,0OH + NAD" Alkol dehidrogenaz .CH3;CHO + NADH + H*
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Bu sistemde alkoliin oksidasyonu, nikotinamid adenin dinikleotid kofaktéri’nin
(NAD"), nikotinamid adenin dinukleotide (NADH) indirgenmesi olayma kenetlidir
(Kayaalp, 2005).

1.2.2.2. Mikrozomal Etanol Oksitleyici Sistem (MEQOS)

IIk defa Lieber ve De Carli tarafindan tanimlanan bu sistemde, karmasik fonksiyonlu bir
oksidaz gorev yapar. Karacigerde endoplazmik retikulumda yerlesmis olan bu enzimlerin
etil alkoliin oksidasyonunu yapan boliimiine, MEOS adi verilmis ve daha sonra bunun
CYP2E1l enzimi oldugu anlagilmistir. Karacigerde alkole ilave olarak bir¢ok ilacin
oksitlenmesini saglayan oksijenaz sistemi (P-450) endoplazmik retikuluma yerlesmistir
(Kayaalp, 2005). Alkolti oksitleyen mikrozomal oksidazin Km degeri, Onceki
enziminkinden 4-40 kez daha yiiksektir; bundan dolayt CYP2E1’in az veya orta dozda
alinan alkoliin oksidasyonuna katkis1 6nemli degildir; alkol konsantrasyonu yiikseldiginde
ve artan bir 6lgekte devreye girer. Kronik olarak alkol alanlarda bu enzim oto-indiliksiyona
ugrar (Kayaalp, 2005). MEOS icin 6nemli nokta sitokrom P-450 2E1 komponentine sahip
olusudur. Kronik alkol tiiketimi sitokrom P-450 2E1 enzim aktivitesinin 5-10 kat artmasina
sebep olur. Bu aktivite artis1 kronik alkol kullanimi olan kisilerde alkoliin hizli elimine
edilmesinin nedenidir. MEOS, kronik alkol kullanan kisilerdeki alkol metabolizmasinda,

ara sira alkol alan kisilere gore daha fazla rol iistlenmektedir (Cekin ve Boyacioglu, 2002).

Bu yolak tzerinden olan oksitlenmeye, indirgenmis nikotinamid adenin dinlkleotid
fosfatmn (NADPH) nikotinamid adenin diniikleotid fosfata (NADP*)’ye oksitlenmesi eslik
eder ve olay asagidaki denkleme uyar (Kayaalp, 2005):

CH3CH,OH + NADPH + H* + O, CYP2E1 CH3CHO + NADP* + H,0

Cok yiiksek dozlarda etanol alindiginda etanoliin bir kismu endoplazmik
retikulumdaki MEOS tarafindan asetaldehide oksitlenmektedir. Uzun yillar alkol kullanan

kisilerin MEOS sistemi ¢ok aktif sekilde ¢alismakta ve bu kisilerin karacigerinde ve kan
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dolasiminda bulunan asetaldehit dokularda hasar olusturmaktadir (Akkus, 1995; Oktay,
2002)

Etanol oksidasyonunda asetaldehit olusumunun yani sira, MEOS ile siiperoksit
anyon radikali gibi reaktif oksijen tiirevlerinin de olustugu bildirilmistir. Bu durum, lipid
peroksidasyonunu artirabilir ve boylelikle MEOS alkolik karaciger hastaliklarinin
olusumunda bir rol oynayabilir. Bunun yaminda CYP2E1’nin de 80’nin (zerinde
toksikolojik olarak Onemli ksenobiyotigi, potansiyel hepatotoksik veya karsinojenik

tirtinlere aktive etme kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir (Cegen, 2006).

Hepatik etanol metabolizmasi
Etanol
NAD NADP H, 0,
Alkol
dehidrogcnaz h":()g Katalaz
NADH NADPH H:O
A setaldehit
NAD
Aldehit )
dehidrogenaz |
NADH
Asetat

Sekil 1.8. Hepatik etanol metabolizmasi (Caballeria, 2003).

1.2.2.3. Katalaz

Peroksizomlarda bulunur. Katalaz, hidrojen peroksit (H;0;) varhiginda etanolii
asetaldehide okside edebilir (Lieber, 1997; Caballeria, 2003).
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CH3CH,0H + H»0, Katalazl CH3CHO + 2H,0
Enzimatik reaksiyonun incelenmesi sonucu in vivo katalaz aktivitesinin H,O’nin
varligi ile sinirli oldugu sonucuna varimustir. Karacigerde H,O, Uretiminin yavas olmasi

nedeniyle katalazin hepatik etanol metabolizmasinda ¢ok az bir rolii oldugu sdylenebilir

(Lieber, 1997).

A. CH3CH30H + NAD*—— CH3CHO + NADH + H+
ADH

B. CH3CHyOH + NADPH + H' + Og————=4 CH3CHO + NADP" + 2H,0
MEOS

NADPH
+ Oksidaz

C. I— NADPH + H* + Opemmets NADP" + H,0,

L H202 + CH3CH20H—-——D2H30 + CH3CHO

Katalaz

D. '—- Hipoksantin ~ +Hp0 + Og=————epp Ksantin + HoOp
Ksantin
+ Oksidaz

I— H202 + CH3CH2 OH=————p2H20 + CH3CHO
Katalaz

Sekil 1.9. Etanoluin oksidasyonu: A) Alkol dehidrogenaz (ADH) ve nikotinamide adenin
dintkleotid (NAD") tarafindan; B) hepatik mikrozomal etanol oksitleyici sistem (MEOS)
tarafindan (MEOS, sitokrom P450 2E1 ve indirgenmis nikotinamide adenin diniikleotid fosfati
(NADPH) igerir); C) NADPH oksidaz ve katalaz kombinasyonu tarafindan;

D) ksantin oksidaz ve katalaz tarafindan (Lieber, 2004).

Etanol oksidasyonunun ilk metaboliti olan asetaldehit, yapilan hicre kualtura ve
hayvan c¢aligmalarinda da bildirildigi gibi multipl karsinojenik etkilere sahiptir. Etanoliin

neden oldugu kanserlerin baglica nedeni olan asetaldehitin kimyasal formilu CH3;CHO ve
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molekiiler agirligi 44,1 g/mol’dur. Asetaldehit organik kimya endiistrisinde ortaya ¢ikan
bir ara iirlindlir. Motorlu tasitlarin egzoz gazlarinda ve sigara dumaninda da bulunur.
Asetaldehit karaciger, kalp, kan damarlari, adipoz dok uve bey n gibi dig e orga ve

dokularda etanoliin metabolik etkilerinden sorumludur (Cegen, 2006).

Alkoliin oksidasyonunda ikinci basamak, asetaldehidin asetik aside doniistimiidiir.
Asetaldehitin % 90’dan fazlas1 bu reaksiyona girer. Olayt NAD’ye bagimli mitokondriyel
bir enzim olan ALDH Kkataliz eder. Bu olaya karaciger mikrozomal enzimlerinin katkis1
diisiik derecededir. Ikinci basamaktaki doniisiimiin hizi, birinci basamaktakinden ¢ok daha
fazladir. Bundan dolay1 alkol alindiktan sonra viicutta asetaldehit birikmez, bu maddenin
kandaki konsantrasyonu alkol konsantrasyonunun % 1’1 kadardir. Alkoliklerde
muhtemelen mitokondrilerin bozulmasina bagli olarak asetaldehit oksidasyonu yavaslar.
Asetaldehitten olusan asetik asit kismen metabolize edilerek CO; ve suya doniisiir.
Asetaldehitin biiylik kismmin oksitlenmesinden sorumlu ALDH; enzimidir (Kayaalp,
2005).

Alkoliin asetaldehite doniisiimii alkol konsantrasyonuna bagli olarak hizlanir.
Konsantrasyon 100 mg/100 ml dlizeyine eristiginde hiz maksimuma erigir; bundan sonra
konsantrasyon artsa bile alkoliin biyotransformasyon hizi sabit kalir. Bunun nedeni
enzimin doygunluga erismis olmas1 degil, fakat hidrojen akseptérii olarak gerekli NAD"
koenziminin NADH’den rejenerasyon hizinin kisithi olmasidir. Normal bir kiside saatte
ortalama 150 mg/kg alkol metabolize edilir; bu 70 kg agiwrhigindaki bir erigkinde saatte
yaklasik 11 g (veya 2/3 igki) alkol yikildigini gosterir. Alkol metabolizmasmin maksimum
hiz1 bireyler arasinda oldukca fazla farklilik gosterir. Alkoliklerde veya non-adiktif sekilde
kronik alkol alanlarda alkoliin biyotransformasyon hizi, enzim indiksiyonu nedeniyle
fazlalagmistir. intravendz yoldan 1-2 g/kg dozunda verilen fruktoz, alkol yikiminda ¢abuk
baslayan bir artma yapar. A¢lik ve proteinden fakir diyet alkol metabolizmasini yavaslatir

(Kayaalp, 2005).

Diyet a¢isindan herhangi bir kalori degerinin olmadigna inanilan alkoliin 1 graminin
metabolize edilmesi 7 kcal/g enerji olusturur; bunun 2/3’si asetik asidin yikilmasi sirasinda
olur. Bu duruma gore alkoliin kalori degeri karbonhidrat ve proteinlerinkine (4 kcal/g) gore

daha yiiksek, fakat yaginkine gore (9 kcal/g) daha diisiiktiir. Bu agidan alkol besleyici bir
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madde olarak kabul edilebilir. Alkolikler giinde alkol seklinde 1800-2000 kcal alabilirler ki
bu, istirahat halindeki bir insanin bir giinliikk kalori gereksinimine esittir (Oktay, 2002;
Kayaalp, 2005). Gilnde 100-120 g alkol tiiketen bir kisi bazal metabolik enerjisinin
yaklasik yarisini sadece bu kaynaktan elde edebilmektedir. Kalori diginda bir yarar1
olmadig1 i¢in alkoliklerde vitamin ve mineral eksiklikleri gorilmektedir. Etanol fazla

miktarda alindiginda, karbonhidratlarin yerine enerji kaynagi olarak kullanilabilmektedir
(Oktay, 2002).

1.2.3. Etanoltin Etkileri

Tarih boyunca Hipokrattan baglayarak bir¢ok hekim alkolin insan sagligmma olan zararl
etkilerinden s6z etmistir. Alkoliin siirekli kullaniminin yavas yavas aligkanlik olusturarak,
kullanan kisilerin sindirim sistemleri, karaciger ve bobreklerinde rahatsizliklar ile cinsel
guclerinde azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Alkoliin zararli etkileri ¢esitli ¢aligmalarla
ortaya konmus olmasina ragmen alkol giiniimiizde de genclik cagmdan itibaren giderek

artan miktarlarda tiiketilmektedir (Ozfiliz, 2001).

Keyif verici ve sakinlestirici olarak kullanilan alkoliin tiiketiminde; iilkemizde hizli
niifus artigi, ekonomik gelisme, geleneksel aile baskisinin azalmasi, stresli sehir hayati,
yogun mesailer, cagdas yasam bigimlerine 6zenme ve cesitli psikolojik sebeplere bagl
olarak artig goriilmektedir. Alkol, diinyada ve Tiirkiye’de insan sagligini tehdit eden

onemli sorunlardan biri olarak kabul edilmektedir (Vardi, 2000).

Toplum yasantisinda, toplumsal iletigimi arttrmak amaciyla siklikla kullanilan alkol
cagimizin en Onemli saglik sorunlarindan birini olusturmaktadir. Bireyin beden ve ruh
saghgi, aile, toplumsal ve is yasamini tehlikeye diisiirmektedir. Alkol kullanimi biiyiik
captaki saglik sorunlariyla birlikte trafik kazalari, intiharlar, suga yonelme, ailenin
parcalanmasi, is hayatinin bozulmasi, meslek kayiplar1 ve ekonomik problemler gibi,
toplumlara pek ¢ok zarar1 olan ¢ok boyutlu bir bio-psiko-sosyal sorundur (Schuckit, 1993).

Etanoliin tlketilmesi insanlardaki olumsuz biyolojik etkileri biitin organ ve

sistemleri ilgilendirdiginden 6nemli saglik problemlerine neden olmaktadir. Alkol hem
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suda hem de yaglarda ¢ozilinebildigi i¢in viicudun biitiin dokularma yayilir ve birgok
yasamsal fonksiyonu etkiler (Lieber, 1997; Lieber, 2005).

Etanol alindigi miktara ve kandaki konsantrasyonuna bagli olarak santral sinir
sisteminde Oforiden koma ve o6liime kadar degisen etkilere neden olur (Kayaalp, 2005).
Etanoliin diisik dozlarinin davranmigsal stimulasyon, anksiyolitik ve 0Oforik, yiiksek
dozlarinin ise depresyon, sedasyon ve kognitif islevdeki bozukluk olusturucu etkileri rapor
edilmistir (Fadda ve Rossetti, 1998; Fischer, 2004).

Etanol Ozellikle karaciger, pankreas, kalp ve beyin olmak iizere viicutta bircok
organda zararl etki gdsterir. Vitamin ve minerallerin biyolojik fonksiyonlarm azaltir ve
alkol kullanicilarmin beslenmelerinin bozulmasina yol acar (Akpolat, 2000). Alkoliklerde
eser elementler ve farkli vitaminlerin bozulmus beslenme durumlar1 rapor edilmistir

(Kurus ve ark., 2009).

Hiicrenin temel fonksiyonlar1 iizerindeki toksik etkilere neden olan etanol ve
asetaldehittir. Alkoliin yaptig1 ilk hasar biyolojik membranlar seviyesindedir. Etanollin
lipidleri ¢6zme Ozelliginden dolayr membranlarin fiziksel ve kimyasal yapisini bozdugu
gosterilmistir. % 207nin Uzerinde alkol ihtiva eden iceceklerin mukoz membranlar Gzerinde
lokal olarak zararli etkileri bulunmaktadir. Bu durum artan hiicre bdlinmesine ve
rejenerasyona neden olabilir. Kronik alkol tiiketiminde siklikla hiperproliferasyona
rastlanmasinin nedeni de bdylece agiklanabilir. Bu durum devaminda DNA sentezinde
replikasyon hatalarini tetikler. Alkol, karsinojenik bilesiklerin mukozaya penetrasyonunu
artiran bir ¢oziicii olarak rol oynar. Alkol dogrudan etkisiyle hasar gérmiis veya molekiiler
yapist degismis bilesiklere sahip hiicre membranlarindan sigara dumani gibi ¢evresel

karsinojenlerin alimimi kolaylastirir ve hizlandirir (Cegen, 2006).

Alkoliin en 6nemli etkileri santral sinir sistemi (zerinde yaygin depresyon ve bu
arada disinhibisyon yapmasina bagli olarak olusan davranissal etkilerdir. Yiiksek dozda

viicuda girdiginde genel anestezi olusturur; fakat bu amagla kullanilmaz (Kayaalp, 2005).

Etanol, akut alkolizmde, asil etkilerini merkezi sinir sistemi iizerine yapar ve alkol
alimi1 devam etmediginde gerileyen hepatik ve gastrik degisiklikleri baslatabilir. Kronik

alkolizmde, 6zellikle karaciger ve mide olmak iizere, viicudun tiim organ ve dokularinda
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morfolojik degisiklikler olusur (Kumar ve ark., 2000). Ozellikle karacigerde siroz (Kumar
ve ark., 2000), midede Ulser, atrofik gastrit ve gastrik mukozal atrofi (Geokas ve
ark.,1981), beyinde serebral ve serebellar atrofi ve dejenerasyon (Torvik ve Torp, 1986;
Harper ve Kril, 1990), total akson sayisinda, aksonal ¢apta azalma (Stromland ve Pinazo-
Duran, 1994), timus ve dalak atrofisi, kemik iliginde olgun graniilosit sayisinda belirgin
azalma (Todorovic ve ark., 1994), gozde optik noropati (Kumar ve ark., 2000), kalpte
kardiomyopati, iskelet kasinda miyopati (Urbano-Marquez ve ark., 1989; Kumar ve ark.,
2000), pankreasta akut veya kronik pankreatit (Kumar ve ark., 2000), gastrik ddem,
mukozal ve submukozal kanamalar, ince bagirsaklarda emilim bozukluklar1 (Oates ve
Hakkinen, 1988), akut bobrek yetmezlikleri, diare, kilo kayb1 ve multivitamin eksiklikleri
(Geokas ve ark.,1981), tiroid bezinde hiperplazi, periferal sinir dejenerasyonu, klitoral bez
inflamasyonu, lenf bezi pigmentasyonu, meme timord, dil, agiz, larinks, farinks ve
Ozafagus kanserleri gorulmektedir (Kumar ve ark., 2000). Kronik agir etanol alan

sicanlarda, platelet agregasyonu azalmistir (Baysan ve ark., 2005).

Kansere bagli tiim 6liimlerin % 10’undan alkoliin sorumlu oldugu ve kanser tiplerine
iliskin riskin yagam boyu hi¢ alkol almayanlara gore 10 misli daha fazla oldugu
aciklanmistir (Vardi, 2000).

Alkol santral sinir sistemi depresyonu yaparak kognitif yetenekleri azaltmakta,
cesaret hissi vermekte boylece kisinin kendini koruyacak tedbirlerle ilgili muhakeme
yetenegini olumsuz yonde etkilemektedir (Teresinski ve ark., 2005).

Etanol bagisiklik sistemine direkt veya dolayli olarak etkide bulunur. Kronik
alkoliklerde bazi hastaliklar ve infeksiyonlar normal populasyona gore daha sik goriiliir ve
bagisiklik sistemi zayifladig i¢in daha agir seyreder. Etanoliin infeksiyon tedavisindeki
basarisizliga katkida bulundugunu gosteren ¢alismalar yapilmistir (Szabo, 1999; Friedman
ve ark, 2003).
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1.2.4.Etanoliin Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Etanol testis dokusu i¢in toksiktir. Alkoliin kronik kullanimi hem endokrin hem de ilireme

bozukluguna neden olur (Rosenblum ve ark., 1989; EI-Sokkary ve ark., 1999).

Alkol erkeklerde plazmada testosteron diizeyini azaltir. Bunda hipofiz 6n lobundan
LH salgilanmasini inhibe etmesi ve ayrica direkt etkisiyle de testiste steroidojenezi inhibe
etmesi rol oynar. Steroidojenez Uzerinde asetaldehit, alkolden daha gucli bir direkt
inhibisyon yapar. Kanda testosteron diizeyinin azalmasi seks diirtiisiinii azaltir ve impotans
gelismesine yol acar. Alkol bilinmeyen bir mekanizma ile erkeklerde Ostrojen duzeyini
yikseltir. Alkoliin seks hormonlari lizerindeki etkisi, alkoliklerde belirgin derecede ortaya
¢ikar. Akut ve kronik alkol kullanimi yiiksek serum Ostrojen seviyeleri ve diisik androjen
seviyeleri ile sonuclanabilir. Yiiksek oranda alkol kullanimi testosteronun yapimimin
azalmasina ve metabolizmasmin artmasina neden olarak, androjen balansini etkiler. Akut
alkol alim1 erkekte hizli bir testosteron azalmasma ve LH yiikselmesine sebep olmaktadir.

Alkoliklerde sperma sivisinda spermatositlerin sayisi azalir (Kayaalp, 2005).

Alkoliin, afrodizyak etkisi oldugu ileri siiriilmistiir. Moral inhibisyonu ve
cekingenligi kaldirdig1 i¢in cinsel arzuyu artirabilir. Ancak, erkegin seksiiel eylemde

performansim artirmaz, fazlaca miktarda alinmigsa cinsel performansi disiiriir (Kayaalp,

2005).

Kronik etanol alan erkeklerde, hipotalamus-hipofiz-gonad (testis) aksi1 bozulmakta,
ireme bozukluklari, iktidarsizlik, impotans, libido kaybi, erken veya gecikmis ejakulasyon,
hipogonadizm, jinekomasti, killanmanin azalmasi, feminizasyon, seksiiel bozukluklar,
spermatogenez ve fertilite bozukluklari, plazma testosteronu ve testosteron yapim oraninda
azalma, Sertoli hiicrelerinin sekretuvar fonksiyonlarinda olumsuz etkilenme, testiste
oksidatif streste artma, steroidojenik enzim aktivitelerinde azalma, apopitotik
spermatositler ve spermatogonyumlarin sayisinda artma, germ hiicrelerinin sayisinda
azalma, seminifer tiibiil ve liimen ¢aplarinda azalma, testis atrofisi ve bu organ agirliginda
azalma olmaktadir. Etanol kapasitasyon siiresince, kapasitasyon islemini spesifik olarak
etkileyerek spermatozoonlarin dolleme yetenegini azaltmaktadir (Srikanth ve ark., 1999;

Zhu ve ark., 2000; Tigdas, 2006).
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Alkol maruziyetinin laboratuvar hayvanlar1 ve insanlarda erkek lireme aktivitelerini
baskiladig1 bilinmektedir. Etanol testikiler bir toksin olarak erkeklerde diisiik sperm sayis1
ve bozulmus sperm hareketliligi ile birlikte fertilite bozukluklarina neden olmaktadir
(Maneesh ve ark., 2006).

Klinik ve deneysel c¢alismalarin birkagt kronik etanol tiiketimi altinda
spermatogenezisin  bozuldugunu gdstermistir. Alkoliklerde semen 6rnekleri (zerine
caligmalarda sperm sayisinda azalma, ileri hareketi bozulmus normal morfolojiye sahip

sperm hiicresi ve teratozoospermi sayisinda azalma gozlenmistir (Srikanth ve ark., 1999).

Etanol uygulamasi ratlarin gebe kalma sayisint (% 60) ve dogan yavru sayisini (%
50) azaltmustir. Etanol uygulamasinin birakilmasiyla fertilite ve dogurganlikta normallige

dogru geri doniis olmustur (Srikanth ve ark., 1999).

1.2.5. Etanol, Reaktif Oksijen Turleri (Reactive Oxygen Species-ROS) ve Lipid
Peroksidasyonu

Etanol insan organizmasina zararl, yiiksek dozlarda alindiginda toksik olabilecek bir
maddedir. Alkoliin indiikledigi oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) meydana
gelmesi etanol metabolizmasi ile baglantilidir (Nordmann ve ark., 1992; Zima ve ark.,
2001). In vitro olarak, etanol metabolizmas: iiriinii olan asetaldehitin yiiksek
konsantrasyonlarimin ksantin oksidaz veya aldehit oksidaz yolu ile serbest radikalleri agiga
cikarabildigi gosterilmistir. Etanolden tiirevlenen ve ¢esitli hiicre yapilarina zarar veren
serbest radikallerin, ROS iiretimini tetikledigi diisiinilmektedir. Etanol, dokuda
oksidan/antioksidan dengesini bozmaktadir. Antioksidan savunma sisteminin enzimatik ve
enzimatik olmayan bilesenlerinin etkisiyle ROS uzaklagtirabilmektedir. Ancak ROS
indirgenemedigi durumlarda lipid peroksidasyonu siireci baslamaktadir. Etanoliin etkisiyle
artan serbest radikaller, lipid peroksidasyonunun baglamasini tetiklemektedir. Akut veya
kronik etanol alimma bagli lipid peroksidasyonundaki artis oksidatif stres olarak
belirtilmistir (Rouach ve ark., 1987). Calismalar alkol tiiketiminin serbest radikaller ve
lipid peroksidasyonunun olusumuyla birlikte artmis oksidatif stres ile sonug¢landigini

gostermistir (Nordmann, 1994; El-Sokkary ve ark., 1999). Etanol verilmesiyle toksik
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oksijen metabolitleri Gretilmektedir ve bu nedenle redukte glutatyon (GSH) oksidasyonu
gerceklesmektedir (Pihan ve ark., 1987). Lipid peroksidler hiucresel hasara yol agan,
metabolizmay1 degistiren ve dokulardaki kan akimini azaltan giiclii kimyasal maddelerdir.
Lipid peroksidasyonunun hedef organlardaki etkilerinden bu bilesiklerin sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (Akpolat, 2000). Artis durumunda, lipid peroksidasyonunun iiriinlerinden
olan malondialdehit (MDA) artis1 s6z konusudur.

Etanolle indiiklenmis oksidatif stres etanoliin aktif olarak okside edildigi karacigerle
smirli degildir, akut ve kronik etanol intoksikasyonunun rat modellerinden saglanan
deneysel bilgilerde gosterildigi gibi cesitli ekstrahepatik dokular1 da etkilemektedir. Bu
bilgilerin ¢ogu santral sinir sistemi, kalp ve testisle iligkilidir (Nordmann ve ark., 1990;

Nordmann, 1994; Lieber, 1997; Lieber, 2005).
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1.3. Kuersetin

1.3.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkisel kaynakli besinlerde dogal olarak bulunan ve 15 C atomu igeren
polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidler yiiksek organizasyonlu bitkilerdeki en karakteristik
smifi igerirler (Beatty ve ark., 2000; Ross ve Kasum, 2002; Kahraman ve ark., 2002; Giileg
ve ark., 2004; Comalada ve ark., 2005).

Flavonoidlerle ilk kez 1930'lu yillarda ilgilenilmeye baglanmig, 19601 yillarda ise
gida koruyucu olarak kullanilmislardir (Nijveldt ve ark., 2001).

Flavonoidler i¢erdikleri C halkasindaki degisimlere gore alt1 ana alt gruba ayrilabilir:
flavonlar, flavanoller, flavanonlar, katekinler, antosiyanidinler ve isoflavonlar (Ross ve
Kasum, 2002; Prior, 2003)

Flavonoidler dogal olarak bitkilerin govdelerinde, yapraklarinda, kabuklarinda,
koklerinde ve Ozellikle cigeklerinde bulunurlar. Flavonoidler sik tiiketilen yiyeceklerin
cogunda; elma, sogan, ¢ay, kiraz ve ¢ilek gibi yumusak kabuklu meyveler, lahana, brokoli
gibi yesil yaprakli sebzelerde, cogu tohumda, yemislerde, kirmizi iziim ve kirmizi sarapta,
okaliptiste, kakaoda, hatta tibbi bitkiler; ginkgo biloba, hypericum perforatum, sambucus
canadensis’de ve pek cogunda bulunmaktadir. Cogu ciceklerin, meyvelerin rengini
vermektedirler. Flavonoidleri iceren bitkisel ilaglar tim dinyada 6zellikle de Cin’de
kullanilmaktadir (Beatty ve ark., 2000; Ross ve Kasum, 2002; Gile¢ ve ark., 2004;
Comalada ve ark., 2005; Arici, 2006).

In vitro galismalarda antioksidan 6zellikleri ve serbest radikal yakalama ozellikleri
dikkatlerin flavonoidler Uzerinde toplanmasmma neden olmustur (Beatty ve ark., 2000;
Nijveldt ve ark., 2001; Ross ve Kasum, 2002; Gule¢ ve ark., 2004; Comalada ve ark.,
2005).

Flavonoidlerin insan sagligma bircok olumlu tesirleri oldugu belirlenmistir.
Flavonoidlerin serbest radikal yakalayicisi olmalari, enzim aktivitelerini diizenlemeleri,

hiicre cogalmasini inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antidiyareik, antitlser,
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antimikrobiyal, antiviral, antibakteriyel, antimutagenik, kolesterol diistirlicti, antitrombotik,
antiaterosklerotik, antitimoral, antikarsinojenik ve antiinflamatuvar etkileri iceren gesitli
biyolojik 6zellikleri vardir. Bu etkilerin genellikle flavonoidlerin antioksidan 6zelligiyle
ilgili oldugu belirlenmistir (Cimen, 1999; Devi ve Shyamala, 1999; Middleton ve ark.,
2000; Nijveldt ve ark., 2001; Prior, 2003; Coskun, 2005; Ergiizel, 2006).

Flavonoidler ksantin oksidaz (XO), fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz
enzimlerinin inhibisyonu, I6kosit adhezyonunun ve aktivasyonunun azaltilmasi, mast
hicresi degrantlasyonunun inhibisyonu gibi etkileriyle antiinflamatuvar 6zellik gosterirler
(Middleton ve ark., 2000; Nijveldt ve ark., 2001).

Flavonoidler besinlerde glikozit formunda bulunurlar. Kuersetin (quercetin); rutin,

kersetin, isoquercetrin ve hyperoside gibi bir aglikondur, yani glikozit formdadir (Yasar,

2010).

Bitkilerde, flavonoid aglikonlar1 birgok yap1 formlarinda bulunur. Bunlarin
tamaminin temel yapisinda C6-C3-C6 konfigurasyonunda dizilmis 15 C atomu vardir. Bu
konfigurasyonda iki aromatik halka, ti¢iincli bir halka olusacak ya da olusmayacak tarzda
birbirine tiglii bir karbon birimiyle baglanmiglardir. Kolaylik olmasi agisindan halkalar A,
B ve C olarak adlandirilir. Bu karbon atomlarinin herbiri bir numaralandirma sistemiyle
numaralanir. A ve C halkalar1 i¢in normal rakamlar kullanilirken, B halkasi i¢in “0sli”
rakamlar kullamilir. Flavonoidlerin temelini olusturan bir “flavan cekirdegi” Sekil
1.10.’daki gibidir. Tiim flavonoid yapilart bu veya bunun bir varyasyonu seklindedir
(Ergtizel, 2006).
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Sekil 1.10. Flavonoid grubunun genel yapis1 (Ergiizel, 2006).
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1.3.2. Kuersetin

Kuersetin (quercetin) (3,5,7,3,4 -pentahidroksi flavon) polifenol yapida bir maddedir ve
guclii bir antioksidandir (Erden Inal ve Kahraman, 2000; Ikizler ve ark., 2007). Kuersetin
meyvelerde ve sebzelerde bulunan tipik bir flavonol tip flavonoiddir. Diyet kaynaklarinda

toplam flavonoid alimi giinliik birkag yiiz mg olarak tahmin edilir (Kahraman ve ark.,
2002).

Kuersetin insan diyetinde major bioflavonoiddir (Lamson ve Brignall, 2000). Ginlik
besin ile 50-500 mg kadar kuersetin alinabilecegi tahmin edilmektedir (Kahraman ve ark.,
2003a; Ikizler ve ark., 2007). Total almm % 61’ini ¢cayin olusturdugu saptannustir (Cimen,
1999). Bat1 diyeti yaklasik 25 mg/giin flavonoid icerir. Kuersetin 16 mg/giin ile bu diyette
flavonoidlerin en biiylik bilesenini olusturur (Middleton ve ark., 2000; Nijveldt ve ark.,
2001).

Suda eser miktarda cozilebilen bioflavonoidler smifina ait kuersetin, yenebilir
meyve ve sebzeler dahil birgok bitkide bulunmaktadir. Kirmizi sarap, greyfurt, sogan,
elma, siyah cay, elma, ahududu, kirmizi yaban mersini, kiraz, brokoli ve lifleri olan
yesillikler iyi birer kuersetin kaynagidir ve az miktarlarda yaprakli yesil sebzelerde ve
fastilyede bulunur (Erglizel, 2006). Kuersetin soganda bolca bulunur. Ozellikle renkli
sogan cesitleri beyazlardan daha ¢ok flavonoid igerirler. Cay da kuersetinden zengindir
(Ross ve Kasum, 2002).

Kuersetinin meyvelerde oran1 2-250 mg/kg, sebzelerde 0-100 mg/kg ve Ozellikle
soganda 200-600 mg/kg gibi yiiksek degerlerdedir (Kocabasg, 2008).

Flavonoidlerin fenolik hidroksil gruplar1 (elektron donorleri olarak hareket ederler)
serbest radikal toplayici aktivite i¢cin gerekli bilesimlerdir. Bircok in vitro g¢aliymada
kuersetinin farkli biyolojik etkileri a¢iklanmistir. Bunlar; apopitozis indiiksiyonu, protein
kinaz C (PKC) inhibisyonu, hicre siklus modilasyonu, hiicre proliferasyonunun
bastirilmasi, LDL oksidasyonunun korunmasi, platelet agregasyonunun engellenmesi,
trombosit agregasyonunu o©nlenmesi, angiogenez inhibisyonu, anjiotensin konverting

enzim Il (ACEII) inhibisyonu, vazodilatasyon, antihipertansif, antimutajenik, antikanser,
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antiviral, antitrombotik, antiiskemik, antitlser, antiperoksidatif, antiaterojenik,
antiproliferatif, antiinflamatuvar, antiallerjik etkilerdir. Arterosklerozisi ve koroner kalp
hastaliklarin1 6nleyici bir etkisinin oldugu, hiicresel bagisikligi stimule ettigi gesitli
caligmalarla gosterilmistir (Hertog ve ark., 1993a; Hertog ve ark., 1993b; Formica and
Regelson, 1995; Kuo, 1997; Devi ve Shyamala, 1999; Erden inal ve Kahraman, 2000;
Lamson ve Brignal, 2000; Meister ve ark., 2000; Middleton ve ark., 2000; Nijveldt ve ark.,
2001; Hasler, 2002; Kahraman ve ark., 2002; Molina ve ark., 2003; Kahraman ve ark.,
2003a; Kahraman ve ark., 2003b; Yamamoto ve Oue, 2006; ikizler ve ark., 2007; Abdel-
Raheem ve ark., 2009).

Kuersetinin en dnemli gorevi; metabolizmay1 hizlandirmaktir. Bu sayede viicuttaki
yaglar1 yakar ve viicudu toksinlerden arindirir (Erglizel, 2006). Kuersetin cesitli

mekanizmalarla oksidan hasar1 ve hiicre 6liimiinii engeller (Molina ve ark., 2003).

Kuersetinin H,0O; ile olusturulan mezensiyal hiicre apopitozisinde aktivator protein-1

yolag1 araciligiyla apopitozisi 6nledigi bildirilmistir (Ishikawa ve Kitamura, 2000a).

Akciger adenokarsinom hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinda kuersetinin, iINOS’un
translasyon seviyesini baskiladigi, nitrik oksit (NO) iiriinlerini ve protein miktarlarmi
azalttig1 gosterilmistir. iNOS un kuersetin tarafindan inhibisyonu antiinflamatuvar etkiye

cevap olan bir mekanizmadir (Garcia-Mediavilla ve ark., 2007).

Kuersetin hem siklooksijenazi hem de lipooksijenazi inhibe eder (antiinflamatuvar
etki). Bu nedenle inflamatuar metabolitlerin olusumunu azaltir (Nijveldt ve ark., 2001;
Kahraman ve ark., 2002).

Sekil 1.11. Kuersetinin agik formiilii (Ergiizel, 2006).
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1.3.3. Flavonoidler ve Kuersetinin Antioksidan Etkileri

Serbest radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran molekillerdir
(Kahraman ve ark., 2003b). Viicut hiicreleri ve dokular1 serbest radikallerin ve ROS’un
neden oldugu hasara siirekli maruz kalirlar (Vurmaz, 2005). Serbest radikaller yasam igin
gereklidir. Bilim adamlar1 1954'lerden beri serbest radikallerin yaglanma ve dejeneratif

hastaliklara neden oldugunu bilmektedirler (Yasar, 2010).

Eger serbest radikaller notralize edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden

olabilirler. Bu hasara sunlar sebep olmaktadir:

* Hlicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri 6ldiirmek,

* Membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre
fonksiyonunu engellemek,

* Nuklear membrami yararak niikleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1 kirilma
ve mutasyonlara acik hale getirmek,

 Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sistemini zorlamak (Yasar,
2010).

Yaygmn sebze ve meyvelerin antioksidan kapasiteleri ¢esitli ¢aligmalarla analiz
edilmistir (Ou ve ark., 2002). Bu kapasite onlarin fenolik asit, flavonoid ve karotenoid gibi
fenolik iceriklerinden dolayidir (Huang ve ark., 2007). Insan viicudu bir savunma
mekanizmasi olarak bazilar1 diyet kaynakli olan ¢esitli antioksidanlara sahiptir (Catoni ve
ark., 2008).

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini nétralize eden, kanser, kalp hastaliklar1
ve erken yaslanmaya neden olacabilecek zincir reaksiyonlarini engelleyen molekiillerdir.
Antioksidan 6zellik gdsteren flavonoidler, serbest radikal toplayict 6zellik gostermektedir
(Kahraman ve ark., 2003b). Flavonlar ve katesinler viicudu ROS’a kars1 koruyan en giiglii

flavonoidler olarak gordlurler (Vurmaz, 2005).

Flavonoidlerin superoksit (O), lipid alkoksil (RO’) ve peroksil (ROO), NO radikal
temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-tokoferol rejenerasyonu gibi fonksiyonlar1 vardir
(Cimen, 1999).
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Serbest radikallerin iiretim artis1 endojen temizleyici bilesiklerin (stperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimler) kullanilip azalmasmna yol
acar. Flavonoidler, endojen temizleyici bilesikler benzeri etki olusturarak endojen
antioksidan savunma sistemlerini desteklerler. Flavonoidlerin direkt radikal temizleme
ozellikleri vardir (Middleton ve ark., 2000; Nijveldt ve ark., 2001).

Kuersetinin serbest radikalleri temizleme ve antioksidan o6zellikleri, yapilarinda

bulunan ti¢ gruptan ileri gelmektedir (Sekil 1.11).

Bu yapisal gruplar sunlardir:

a) B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu

b) C halkasindaki karbonil grubunun 4-okzo grubu ile 2, 3 ¢ift bagin konjugasyonu
C) A halkasindaki 3 ve 5 hidroksil gruplar1

B halkasindaki hidroksilasyon, antioksidan aktiviteye katkida bulunur. Tim
flavonoidler 3'-4' dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Polifenolik
bilesiklerin antioksidan aktiviteleri molekil igerisindeki hidroksil grubu sayisina baghdir.
Flavonoidlerin elektron verici 6zellikleri yogun bir sekilde arastirilmis ve antioksidan

Ozelliklerinin agiklanmasinda kullanilmistir (Cimen, 1999; Casagrande, 2006).

Kuersetinin antioksidan 6zelligi in vivo Ve in vitro bircok deneysel c¢alisma ile
kanitlanmistir (Hollman ve ark., 1996; Manach ve ark., 1998; Mojzisova ve ark., 2006).

Bir¢ok ¢alismada kuersetinin lipid peroksidasyonunu serbest radikal toplama ve/veya
transisyon metal iyonlarmin selasyonu ile etkili olarak inhibe ettigi gosterilmistir

(Kahraman ve ark., 2002).

Kuersetin hiicrede serbest radikalleri su sekilde temizler:

a) O, ‘radikalinin temizlenmesi

b) OH’ radikalinin temizlenmesi: Bu etkilerini metal iyonlarmn selasyonu
araciligtyla gergeklestirirler.

¢) NO’nin, O, " radikali ile etkilesmesi sonucu ONOQO® meydana gelir.
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Kuersetin, O, ~ radikalini temizleyerek peroksinitrit radikalinin Gretimini
baskilayabilir. NO molekiillerinin flavonoidler tarafindan direkt olarak temizlendikleri de
bildirilmistir.

d) Lipid peroksil radikali (ROQO") ile reaksiyona girerek zincir kirict bir etki ile lipid

peroksidasyonunun inhibisyonunu yaparlar.

Q-OH+ROO" ——» Q-0"+ROOH
Q-0"+ROO" —» ROO-Q (=0)

Kuersetin (Q - OH), lipid peroksil radikali (ROO") ile reaksiyona girerek onu
indirgerken kendisi daha kararh bir radikal yap1 (Q - O°) olusturmaktadir.
e) Kuersetin lipofilik bir antioksidandir ve lipid tabakalarinin arasina yerleserek lipid

hasarmi Onleyici etkiye sahiptir (Arici, 2006).

Antioksidan 6zellikleri fenolik bilesiklerin reaktivitesinden kaynaklanmaktadir. Bu
yolla serbest radikal tiirlerini daha az reaktif olan fenoksi radikallere doniistiirmektedirler

(Lamson ve Brignall, 2000).

Kuersetin, Fe ve Cu aracilig1 ile hidroksil radikali olusumunu 6nleyerek oksidatif
hasara kars1 koruma yapan ¢ok giiclii bir antioksidandir. Serbest oksijen radikallerinden
OH’ ve singlet oksijen O, gibi yapilar1 temizledigi ve XO ve lipid peroksidasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir (Kahraman ve ark., 2003a; Kahraman ve ark., 2003b; ikizler ve
ark., 2007).

Serbest radikaller genel inflamatuar cevap ve doku hasarmna neden olan inflamatuar
mediatorleri arttirir. Yasayan organizmalar ROS’dan korunmak i¢in ¢esitli mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Viicudun antioksidan savunma mekanizmasmi iceren SOD, CAT,
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), gibi enzimler, GSH, C vitamini ve a-tokoferol gibi
nonenzimatik antioksidanlar mevcuttur. ROS’un hasar esnasinda artmis iiretimi endojen

¢copeli bilesikler ile aditif etkiye sahiptir (Vurmaz, 2005).

Kuersetinin serbest radikallerle ilgili etki mekanizmalar1 g¢esitlidir. Kuersetin
hidroksil radikali, peroksil ve siiperoksit anyona karsi diger flavonoidlere kiyasla en

yuksek seviyede antiradikal 6zellik sergiler. Kuersetin, XO araciligtyla siiperoksit anyon
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uretimini inhibe eder, singlet oksijen ve hidroksil radikallerini temizler. Peroksil radikalini
ve alkoksil radikalini yakalar ve lipid peroksil zincirini kirar, siklooksigenaz ve
lipoksigenaz enzim aktivitelerini inhibe eder, Fe ve Cu gibi gegis metallerini selatlar, laktat

transportunu engeller, C vitamini absorbsiyonunu artirir (Kocabasg, 2008).

Serbest radikallerin hiicresel fonksiyonlar1 nasil etkiledigi tam bilinmemekle beraber
en 6nemli sebeplerden biri hiicre membran hasari ile sonuglanan lipid peroksidasyonudur.
Bu hiicresel hasar hiicrenin dengesinde bozulmaya, osmotik basing degisikligine, hiicre

sismesine ve sonugta hiicrenin 6lmesine neden olur (Vurmaz, 2005).

Flavonoidler polifenolik antioksidanlarn genis bir grubu olarak lipid
peroksidasyonunun inhibisyonunu iceren biyolojik aktivitelerin genis bir kismini sergiler
(Ramos ve ark., 2005).

Flavon glikozidler; kuersetin, kempferol ve izorhamnetin bilesiklerinden olusur.
Bunlar ortamda bulunan siiperoksit, hidroksil ve peroksil radikalleri gibi serbest radikalleri

yakalayarak hucreleri lipid ve protein oksidasyonuna karsi korurlar (Giileg ve ark., 2004).

Lipid peroksidasyonunu farkli yollarla engellerler.

» Radikal olusturucu enzimleri inhibe ederler. Ancak bazi flavonoidlerin metal
iyonlartyla etkileserek prooksidan etki yaptiklar1 saptanmustir.

» Peroksidasyonu baglatan radikalleri tutarlar.

« Metal iyonlarini baglarlar (Erden Inal ve ark., 2001; Coskun, 2005).

1.3.4. Emilim ve Konjugasyon

Diyetsel flavonoidler énemli miktarda emilir. Dogal flavonlar aglikon formdan ziyade
glikolize formda daha fazla bulunurlar. Flavonoidlerin formu emilim derecesini etkiler
(Nijveldt ve ark., 2001; Kahraman ve ark., 2002).

Insanlarda 6nemli miktarlarda kuersetinin absorbe edildigi ve absorbsiyonun glukoz
konjugasyonu ile arttigi bildirilmistir (Cimen, 1999). Kuersetinin baslangigta B-glikozid

dizisinin kolonik mikrofajlar tarafindan parcalanmasini takiben ince bagirsaktan
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absorblandig1 diisiiniilmektedir. Hollman ve arkadaslar1 insan vicudunun Kkuersetini

absorblayabilecegi fakat absorbsiyonun glukozla konjugasyonla gelistirildigi sonucuna

varmiglardir (Prior, 2003).

Flavonoidler ve kuersetin gidalarda genellikle glikozid seklinde bulunan buyik
molekiilli yapilardir. Bu 06zelliklerinden dolayr bagirsaklarda emilmeleri zordur.
Gastrointestinal sistemde serbest fenolik kisim ayrilir. Cilinkii bunlarin bagirsaktan
emilebilmesi igin kigik molekiil agirhikli formlara doniismeleri gerekir. Bagirsaklarda
bulunan mikroorganizmalar, flavonoid glikozidlerinin ¢6zllmesini gerceklestirirler.
Yaklasik % 1'1 bozulmadan, biiyikk bir kismi ise ¢esitli hidroksiaromatik asitlere
doniistiiriilerek bobreklerden atilir (Cimen, 1999; Nijveldt ve ark., 2001). Calismalar
kuersetin ve diger flavonoidlerin karaciger ve dolagima geg¢meden bagirsak epitel
hiicrelerinde emilimi boyunca metabolik doniisiime neden olabilecegini gostermislerdir

(Murota ve Terao, 2003).

Kuersetinin Uriner atilimi alinan miktar ve siire ile artig gostermektedir ve atilan
fraksiyon % 0,29-0,47 olarak bildirilmektedir. Kuersetinin distribiisyon yar1 6mriiniin 3,8
saat, eliminasyon yar1 dmriiniin 16,8 saat oldugu bildirilmistir. Yar1 6mriia faz i¢in 8,8
dk, B faz1 i¢in 2,4 saattir. % 98 oraninda proteinlere bagh olarak taginir. Plazma seviyesi
20-40 dk’da ¢ok azalir, 54 dk’da tespit edilemeyecek seviyeye diiser (Cimen, 1999;
Middleton ve ark., 2000).

Flavonoidlerin konjugasyon yolu intestinal hiicrelerde glukronidler ve konjugasyonu
ile baglar. Daha sonra alblimiine baglanarak karacigere tasmirlar. Karacigerde
flavonoidlerin konjugasyonu silfat grubu, metil grubu veya her ikisinin eklenmesi ile
gliclenir. Bu gruplarin eklenmesi dolasimdaki eliminasyon zamanini azaltir. Flavonoid
iskeletinde konjugasyon i¢in c¢esitli lokalizasyonlar vardir. Konjugasyonun tipi ve onun
flavonoid iskeletindeki lokalizasyonu enzim inhibit0r kapasiteyi, antioksidan aktiviteyi
belirlemektedir. Calismalar diizenli olarak flavonoid alinimmi ¢esitli konjugatlarin
olusumundaki baskinlik ve belkide yiiksek aktivite ile sonuglanacagini desteklemektedir.
Konjugat flavonoidlerin yar1 6mrii uzun oldugu i¢in (23-28 saat) diizenli alim birikime

sebep olabilir (Nijveldt ve ark., 2001).
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1.4. Ballk Omega-3 Yag Asitleri

Yaglar, yag asitleri ve gliserolden ibarettir. Yag asitlerinin yapisindaki karbon sayist ve
doymusluk derecesi yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini olusturur (Murray ve ark.,
2003; Wendel ve ark., 2007). Yag asitlerinin genel formili R-COOH’dur. Insan
metabolizmas1 i¢in onemli olan yag asidleri 12 ile 26 karbon atomu uzunlugundadir.
Zincirler doymus veya doymamis olabilirler (Murray ve ark., 2003). Yag asitleri, dogal
kat1 ve siv1 yaglarda esterler halinde, plazmada ise bir transport sekli olan serbest yag asidi
olarak esterlesmemis formda bulunurlar. Dogal yaglarda bulunan yag asitleri genelde duz
zincir turevleri olup 2 karbonlu birimlerden sentezlendikleri igin ¢ift sayida karbon
atomlar1 tagimaktadirlar. Yag asitleri yapilarinda ¢ift bag icermiyorlarsa doymus (satiire)
(saturated fatty acid=SFA), cift bag iceriyorlarsa doymamis (ansatiire) yag asitleri olarak
tanimlanir. Doymamig yag asitleri ¢ift baglarin sayisina gore tekli doymamis yag asitleri
(monoansature, monounsaturated fatty acids=MUFA) ve ¢oklu doymamis yag asitleri
(poliansature, poliunsaturated fatty acids=PUFA) olmak (izere iki ana gruba ayrilirlar
(Murray ve ark., 2003; Das, 2006; Wendel ve ark., 2007).

Diyetteki PUFA’nin nitelik ve miktar1 saglik i¢in 6nemlidir. Yag asidi molekiiliiniin
biri karboksil ve digeri metil karbon iceren iki sonlanma bdélgesi bulunur. Metil karbonuna
omega () karbonu denir. Vicutta metil terminali ya da © karbonuna en yakin ¢ift bag
lokalizasyonuna gore isimlendirilen dort ¢esit doymamis yag asidi vardir. Boylece sirasiyla
oleik, palmitoleik, linoleik ve linolenik asitler, 18: 1 ® 9, 16:1 ® 7, 18:2 ® 6 ve 18:3 ® 3
karsilig1 olmaktadir. Bu yag asitlerinin herbiri, ayni tiir PUFA serisinin Onciisiidiir.

Yalnizca® 9 ve o 7 serileri memelilerde sentez edilebilir (Das, 2006).
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Oleik asit (18:1 ® 9): CH3 - CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2-CH2- CH=
CH- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- COOH

Linoleik asit (18:2 o 6): CH3 - CH2- CH2- CH2- CH2- CH= CH-CH2- CH=
CH- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- COOH

Linolenik asit (18:3 ® 3): CH3 - CH2- CH= CH- CH2- CH= CH-CH2- CH=
CH- CH2- CH2-CH2- CH2- CH2- CH2- CH2- COOH

Arasidonik asit (20:4® 6): CH3-CH2-CH2-CH2-CH2-CH=CH-CH2-CH =
CH-CH2-CH=CH-CH2-CH=CH-CH2-CH2 - CH2 - COOH
(Basgpinar ve Kurtoglu, 2003).

Diyetle alinan PUFA iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar omega-6 (n-6) ve omega-3’tur
(n-3) (Merzouk ve Khan, 2003). n-3 yag asitlerinde ilk ¢ift bag ctinct (3. ve 4. karbonlar
arasinda) karbonda iken, n-6 yag asitlerinde ilk ¢ift bag altinc1 (6. ve 7. karbonlar arasinda)
karbondadir (Sijben ve Calder, 2007).

n-6 PUFA’nin insanlardaki en baskim bileseni linoleik asit (LA)’tir (Sijben ve Calder,
2007). LA, arasidonik asitin (AA) ana maddesidir (First ve Kuhn, 2000). n-6 birtakim
enzimatik reaksiyonlar sonrasi desatiirasyon ve elongasyon islemlerini takiben LA’dan
sentezlenmektedir. Daha ¢ok et ve bitkisel yaglarda bulunmaktadir. En aktif formu AA’dur.
AA ise prostoglandin, tromboksan ve l6kotrienlerin sentezinde substrat olarak kullanilir
(Merzouk ve Khan, 2003). Bir bagka PUFA olan n-3’iin temel yag asidi ise a-linolenik asit
(ALA) (18:3n-3) olup vicutta eikosapentaenoik asit (EPA) (20:5n-3) ve dokosaheksaenoik
aside (DHA) (22:6n-3) doniistiiriilebilir ve bunlarin ana maddesidir. Daha sonra EPA’dan
DHA sentez edilmektedir (Calder, 1997; Furst ve Kuhn, 2000; Alekseeva ve ark., 2000;
Mendez-Sanchez ve ark., 2001; Sijben ve Calder, 2007). Bu ii¢ doymamis yagda, sirasiyla
18, 20 veya 22 karbonlu bir zincirde 3, 5 veya 6 ¢ift bag vardir (Jump, 2002).

Uzun zincirli PUFA’lar, viicuttaki biitiin dokularin fosfolipid membranlarmin temel

yapisal bilesenidir ve ayrica membranin akiciligini ve iyon transferini etkiler (Calder ve

Grimble, 2002; Calder, 2003; Sijben ve Calder, 2007).
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n-3 yag asitleri olarak bilinen DHA, EPA ve ALA hiicre membraninin yapisina
katilan esansiyel yag asitleridir ve hiicrenin normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in
gereklidirler. n-3 ailesi elde edildigi kaynaklar agisindan biiyiik farkliliklar tagimaktadir.
ALA, n-3 ailesinin 6nemli tyesi olmakla beraber genellikle bitkisel kaynaklidir ve dereotu,
semizotu, tere gibi koyu yesil yaprakli sebzelerde bulunur. Yine bazi bitki yaglarinda
ozellikle soya yagi ve keten tohumunda ALA bulunur. EPA ve DHA ise balik yaginda ¢ok
miktarda bulunmaktadir. Derin deniz baliklar1 6zellikle uskumru, yabani somon, ringa
baligi, ton baligi, hamsi, alabalik ve sardalya gibi yagl baliklarin viicutlarinda ve
bunlardan iiretilen balik yaglari ile baz1 yosunlarda bulunur. EPA ve DHA, derin deniz
baliklarinda agirliklarinin % 0,2-2,4’0 oraninda bulunur (Connor, 2000; Jump, 2002;
Burdge ve Calder, 2005). n-3 yag asitlerinden EPA ve DHA, besin zinciri yoluyla deniz
tiriinlerinde birikmektedir. Bu yag asitleri ilk olarak deniz algleri tarafindan sentezlenir,
daha sonra plankton ve diger kii¢lik deniz hayvanlari tarafindan tiiketilerek besin zincirine

katilmis olur (Din ve ark., 2004).

n-3 yag asitleri ALA, n-6 yag asitleri ise LA ile temsil edilmektedir. Karacigerde LA
AA’ya, ALA ise EPA ve ardindan da DHA’ya metabolize edilmektedir (Kurulay, 1997;
Rose ve Connolly, 1999). DHA insan viicudunda hiicre membranlari, retina, beyin ve
sperm membran fosfolipitleri igerisinde yer almaktadir ve bu bolgelerin islevi icin
gereklidir (Hasler, 2002; Merzouk ve Khan, 2003; Din ve ark., 2004; Sarsilmaz ve ark.,
2003a; Sarsilmaz ve ark., 2003b). EPA ise AA’ya benzer bir yolla siklooksijenaz ve
lipooksijenaz enzimatik yollarina dahil olur. Her iki PUFA da desatirasyon yolu ile
metabolize edilir (Merzouk ve Khan, 2003). Insan organizmas: ALA’dan desatiirasyon ve
zincir elongasyonu yoluyla ancak az miktarda EPA sentez edebilecek yetenektedir
(Connor, 2000). n-6 yag asitlerinden AA ve n-3 yag asitlerinden EPA biyolojik olarak
gicli eikosanoidlerin iiretimini saglayarak inflamatuvar reaksiyonlari, immiinolojik
direnci, kardiyovaskiiler hastaliklari, yag metabolizmas: bozukluklarini, trombotik
stiregleri ve neoplastik hastaliklar1 etkiler (Fiirst ve Kuhn, 2000; Calder ve Grimble, 2002;
Wanten ve Calder, 2007; Homafar, 2008). EPA antitrombotik etkiye sahiptir (Harris,
2004).
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n-3 yag asitlerinin besinler aracilifiyla viicudun kullanimi igin saglanilmasi
zorunludur (Jump, 2002). Oral yolla n-3 yag asitleri birkag hafta sureli bir diyetten sonra
hiicre membranina girer ve metabolize edilir (Celik, 2006). n-3 PUFA’lar sindirildikten
sonra neredeyse biitiin hiicrelere yayilirlar ve hiicre zar yapis1 ve iglevi, eikozanoid sentezi,
hiicre sinyal iletimi ve gen ekspresyonu gibi ¢ok sayida islevde gorev alirlar (Jump, 2002).
Diyetle balik yagi alimi artirildiginda bir¢ok hiicrenin membraninda n-3/n-6 yag asidi orani
degigmektedir. Eritrositlerde, noétrofillerde, beyin ve karaciger hucrelerinde n-3 lehine
degisiklik olmaktadir. Parenteral balik yagi verildiginde plazma fosfolipidlerinde,
plateletlerde, kmrmizi kan hiicrelerinde ve I0kositlerde n-3 yag asitlerinde artma
gOrulmektedir. n-3 yag asitlerinin ayrica akciger dokularma, karaciger hiicrelerine ve

intestinal mukozaya girdigi belirlenmistir (Celik, 2006).

n-3 ve n-6 yag asitlerinin metabolizmalarmin bu kadar 6nemli olmasi, bu siireglerde
olusturulan eikosanoidler, tromboksanlar (TB), lokotrienler (LT) gibi hormonal aktivite
gosteren metabolitlerin olusmasindandir. Bu metabolitler viicutta birgok noktada anahtar
rol oynarlar (Calder ve Grimble, 2002; Calder, 2003; Sijben ve Calder, 2007).

n-3/n-6 yag asitlerinin 1/1-1/4 arasinda alinmasinin faydali oldugu bilinmektedir
(Simopoulos ve ark., 2000). n-3 ve n-6 yag asitleri viicutta birbirine doniistirtilemezler ve
metabolik ve fonksiyonel olarak birbirlerinden farklilik gostermektedir. Bunlarin vucuttaki
dengesi biiylime ve gelismede 0nem arz etmektedir (Baskaya, 2007). Balik yagi olarak
bilinen n-3 ile bitkisel yaglarda bulunan n-6 yag asitleri déllenme anindan baslayarak fotal
donemden itibaren yasam boyunca viicuttaki doku hiicrelerinin 6nemli yap1 taslarmni

olustururlar (Thomas ve ark., 2004).

n-3 yag asitlerinden zengin baliklarin haftada 200-300 g alinmasmin (haftada 1-2
0glin) kardiyovaskiiler hastalik riskini azalttigmna inanilmaktadir (Gotto, 1998). Yapilan
caligmalarda diyet enerjisinin % 0,2-0,3’0ntn ALA’dan gelmesi 6nerilmektedir. Bu yag
asidinin metaboliti olan DHA beyin ve retinadaki gorevlerinden dolay1 besinlerle

alimmalidir (Koksal ve Gokmen, 2000).
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1.4.1. PUFA’min Biyolojik Rolleri

3 ana rolii vardir (Calder, 1997).

-Lipid metabolizmasini diizenlemektedir.

-Hiicre membraninin 6nemli bilesenlerinden fosfolipidler igerisinde bulunmaktadir.
Genel olarak hiicre membraninin % 50’sini olusturur. Membran fosfolipidlerindeki yag
asitleri, membran akiskanligina katkida bulunmakta ve membran proteinlerinin aktivitesini
dizenlemektedir.

-Prostoglandin (PG), TB ve LT gibi biyoaktif molekillerin sentezlenmesinde

Onemlidir.

1.4.2. Esansiyel Yag Asitleri

Belirli yag asitlerinin viicut i¢in esansiyel oldugu ilk olarak Evans ve Burr tarafindan 1929
yilinda ortaya atilmistir (Akca, 2008). Bir besin 6gesinin elzem (esansiyel) olmasi demek;
organizmada sentezlenememesi ve disaridan alinmasinin gerekmesi, alinmadigi zaman
yetersizliginin sonucunda spesifik semptomlar olusturmasidir (Aksoy, 2000). Vucudun
tiretemedigi ve mutlaka besinler yoluyla alinmasi gereken yag asitlerine esansiyel yag
asitleri denir (Harris ve ark., 2008). Esansiyel yag asitlerinin disaridan alinma
zorunluluklar1 vardrr (Burdge ve Calder, 2005; Mickleborough, 2005). Insan
beslenmesinde ¢ok 6nemli ve elzem rol oynayan PUFA, LA ve ALA bitkilerde
sentezlenebilirken diyetle alinan diger iki yag asidi tiri olan SFA ve MUFA’dan (n-9)
farkli olarak, insan viicudunda enzim eksikligi sebebiyle sentezlenemezler ve bu nedenle
de esansiyel yag asitleri olarak kabul edilirler (Baskaya, 2007; Sijben ve Calder, 2007;
Wendel ve ark., 2007). Hayvansal organizmalarda C 3-4 ve 6-7 arasindaki ¢ift baglar
sentezlenemediginden n-3 ve n-6 serisi tum yag asitleri esansiyel nitelik tasirlar (Baskaya,
2007). Insanda ve diger memelilerde dzellikle oleik asite kadar gerceklesen desatiirasyon
reaksiyonu (¢ift bag eklenmesi) oleik asitten sonra ger¢eklesmedigi icin LA ve ALA’nin
oleik asitten doniistimleri saglanamamakta ve dolayisiyla disaridan besinlerle alinma

zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir (Burdge ve Calder, 2005; Mickleborough, 2005).
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Esansiyel yag asitleri, organizmada eikozanoid ve friinlerinin Onciistdiir.
Eikozanoidler sindirim, iireme ve bagisiklik sistemlerinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynarlar. Ayrica elzem yag asitlerinin dogrudan biyolojik aktiviteleri de bulunur (Harris ve
ark., 2008). n-3 ve n-6 elzem yag asit grubundan olusan yag asitleri hiicre yapist ve PG
sentezinde kullanilirlar ve membran1 olusturan yapilar ve biyokimyasal siireclerin
modiilatorleri olarak onemli fonksiyonlar1 yerine getirirler. n-3 yag asitleri membran
akiskanlik 6zelliklerini diizenler. Esansiyel yag asitleri eksikligine bagli gelisen membran
sertligi transport fonksiyonlarini, reseptor etkilesimini ve sayisini olumsuz yonde etkiler
(Aksoy, 2000; Alekseeva ve ark., 2000; Furst ve Kuhn, 2000; Mendez-Sanchez ve ark.,
2001).

Esansiyel yag asitleri besinlerle organizmaya alinan antioksidanlar icerisinde genis
bir yer tutar. Esansiyel yag asitleri biyolojik hiicre membranlarinin asil yapisal
bilesenleridir ve saglikli hiicre fonksiyonlar1 i¢in esansiyel yag asitleri olan n-6 ve n-3 yag
asitlerini dengeli bir sekilde tiiketmek gerekmektedir (Simopoulos, 1991). Esansiyel yag
asitleri yetersizliginde ise bu yag asitlerinin yerini oleik asitten sentezlenen eikosatrienoik
asit (20:3 n-9) alir ve hiicre zar yapisi ile fonksiyonlar1 izerine olumsuz etkiler yaratir. Bu
zararh etkiler, 6zellikle mitokondrilerde ve mitokondriye spesifik hiicresel fonksiyonlarda
(oksidatif fosforilasyon gibi) kendini gosterir. n-3 ve n-6 yag asitlerinin dengeli alimu,
organizma icin temel olan ideal kan dolasimini saglar, beynin gelisimine, saglikli

biiyiimeye ve bagisiklik sisteminin giliglenmesine yardimci olur (Baskaya, 2007).

1.4.3. Balik Yag

Degerli bir n-3 kaynagi olan balik yag, ilk kez Dr. Samuel Kay tarafindan romatizmal
agrilar ve kemik hastaliklar1 tedavisinde kullanilmistir. Viktorya doneminde gut, verem,
bronsit, kronik cilt hastaliklar1 ve rasitizm gibi hastaliklarin iyilesmesinde etkili oldugu
saptanmistir. Balikk yagimin A ve D vitaminleri yoniinden zengin bir kaynak oldugu
anlagildiktan sonra bu konuda arastirmalar hizlanmis ve asir1 miktarda hayvansal yagla

beslendikleri halde Gronland Eskimolarmin kan kolesterol diizeylerinin diisiik oldugu,
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koroner kalp hastaliklarinin, kanser, romatoit artrit, ateroskleroz ve tromboza bagh akut
miyokard enfarktusi, tip 1 diyabet gibi otoimmun hastaliklar, bronsiyal astma, allerjik
hastaliklar, psoriazis ve multiple skleroz oranlarmin diger toplumlara gore diisiik oldugu ve
trombosit fonksiyon zayifligi goriilmiistiir. Bu durum Eskimolarin balikla beslenmeleri
nedeniyle fazla miktarda EPA ve DHA gibi n-3 PUFA almalarina baglanmistir.
Eskimolarin beslenme aligkanliklar1 arastirilmis ve giinde ortalama 400 g yagl balik ve

deniz lriinleri ile beslendikleri ortaya konmustur. (Harris, 2004; Besler ve Coskun, 2006).

n-3 PUFA ozellikle, miyokard, retina, beyin ve spermatozoada bol miktarda
bulunurlar ve bu dokularin gelismesi, dogru ve tam c¢aligmasi ve diizenleyicisi olduklar1
bir¢ok fizyolojik siirecin islemesi icin elzemdirler. Genel olarak n-3 yag asitleri bu
islevlerine baglh olarak, inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklar, kalp ve damar hastaliklari,
hipertansiyon, romatoit artrit, astim, glomerulonefrit, alzheimer, bagirsak hastaliklari,
psoriazis, bobrek yetmezligi, sistemik lupus eritematozis, yenidoganlarda elzem yag asidi
yetersizlikleri (retina ve beyin gelisiminde), Crohn hastaligi, meme, kolon ve prostat
kanserleri, osteoporoz, atopik dermatit, psikiyatrik hastaliklar, tip 2 diyabet gibi birgok
hastaligin onlenmesi ve tedavisinde etkin rol oynamaktadirlar. Ayrica bebeklerde sinir
dokusu, retina ve beyin gelisiminde ve yeni doku olusumunda 6nemli bir yer almaktadir
(Connor, 2000; Alekseeva ve ark., 2000; Mendez-Sanchez ve ark., 2001; Calder ve
Grimble, 2002; Hasler, 2002; Calder, 2003; Helland ve ark., 2003; Sarsilmaz ve ark.,
2003b; Harris, 2004; Mac Lean ve ark., 2004; Coskun, 2005; Sijben ve Calder, 2007;
Akca, 2008).

n-3 PUFA’nin viicudun biitlin dokularinda bdyle yaygin olarak bulundugu ve elzem
rol oynadig1 diistinullrse, bu yag asitlerinin insanlarda gorilen hastaliklarin biiylk bir

kisminda etkili olmasi sasirtict degildir (Sijben ve Calder, 2007).

Yapilan arastirmalar sonucunda n-3 PUFA’larin plazma lipid dlzeyi regilasyonu,
instlin etkisi, kalp damar sistemi ve bagigiklik sistemi, sinir gelisimi ve gorme duyusu gibi
normal saglik kosullarindaki ve kronik hastaliklarin mekanizmalarinda rol oynayan gesitli
fizyolojik olaylarda etkisi gosterilmistir. LA, ALA, EPA ve DHA’nin diyette belirli bir

oran i¢inde alinmasi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemlidir (Jump, 2002).
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Daha 6nce yapilmis olan aragtirmalarda, balik yaginda bol miktarda bulunan n-3 yag
asitlerinin  (DHA, EPA, ALA) antioksidan, antienflamatuvar, antihipertansif,
antiapopitotik, yangi giderici, antitrombotik, antiaterotrombojenik, antiaritmik,
antiateratojenik, hipolipemik ve damar genisletici Ozelliklere sahip oldugu, hlcresel
immiin yanitin kontroliinde de roli oldugu ve bu nedenle organizma igin koruyucu oldugu
bildirilmistir (Sarsilmaz ve ark., 2003a; Sarsilmaz ve ark., 2003b; Din ve ark., 2004;
Harris, 2004; Zararsiz ve ark., 2006a; Zararsiz ve ark., 2006b; Kus ve ark., 2008a; Kus ve
ark., 2008b).

n-3 yag asitleri insiilin direncine kars1 koruyucudur, membran akigkanligi, insiilin
reseptorleri ve insiilin aktivasyonunu arttirmaktadir (Feskens ve ark., 1991), davranis
bozukluklari, 6grenme ve uyku problemlerini azaltir, kalp krizi gegirmis erkeklerde 6lim
oranini % 29 azaltir (Harris 2004). Giinde en az 28 g balik yiyen insanlarda kalp krizine

bagli 6liim oramm yar1 yartya azaltir (Simopoulos, 1991).

n-3’ten zengin balik yagmin, hiicresel savunmada ve inflamasyonda yararli etkileri
goriilmiistir (Wanten ve Calder, 2007). AA, EPA ve DHA, ayni1 zamanda lipoksin (LX) ve
resolvin olarak adlandirilan antienflamatuvar molekiillerin de dnciisiidiir ve enflamasyonun
coziilmesine neden olduklar1 i¢in resolvin denir (Hong ve ark., 2003). Balikk yagmin
hematopoezisi uyardigi ve immun sistemi destekledigi gosterilmistir. n-3 yag asitleri

immun yamtta yangiy1 azaltici etkileri vardir (Mitre ve ark., 2005).

n-3 yag asitleri, antienflamatuvar ve antiaterosklerotik 6zellikleri bulunan NO’nun
olusumunda yer alan enzimlerin sentezini uyararak endotelyal NO {iretimini arttirirlar

(Marcheselli ve ark., 2003).

n-3 yag asitlerinin oksidatif stres tizerinde etkisi vardir. Yapilan ¢alismalarda EPA ve
DHA’nin ayr1 ayr1 veya birlikte kullanimmin oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir. Bu
etkinin olasi mekanizmasmin n-3 PUFA’larm immun modulasyon etkisine ve l6kosit

aktivasyonunu azaltmasina bagl oldugu diistiniilmektedir (Von Schacky, 2007).
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Calismamizin amaclari:

Rat testisleri iizerinde etanoliin neden oldugu morfometrik degisikliklerin

saptanmasi,

Rat testisleri iizerinde etanoliin neden oldugu apopitotik degisikliklerin ortaya

cikarilmast,

Rat testisleri Uzerinde etanoliin neden oldugu oksidatif hasarin biyokimyasal

parametrelerle belirlenmesi,

Rat testisleri ilizerinde etanoliin neden oldugu degisiklikler {izerine kuersetinin

etkilerinin tespit edilmesi,

Rat testisleri lizerinde etanoliin neden oldugu degisiklikler {izerine balik n-3 yag

asitlerinin etkilerinin belirlenmesi,

Rat testisleri iizerinde etanoliin neden oldugu degisiklikler ilizerine kuersetin ve balik

n-3 yag asitlerinin birlikte kullanilmasinin etkilerinin ortaya ¢ikarilmasidir.

Calismamizda elde edilen bulgular sayesinde zararl etkileri gesitli ¢alismalar ile

ortaya konmus olmasina ragmen giiniimiizde genclik ¢agindan itibaren giderek artan

miktarlarda tlketilmekte olan ve laboratuvar hayvanlari ile insanlarda erkek Greme

aktivitelerini baskiladigi ve testislerde dejeneratif degisikliklere neden oldugu bilinen

alkoliin zararh etkilerine karsi kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin yer aldig1 tedavi

secenekleri ve yeni deneysel ¢aligmalar i¢in onciiliik yapilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

Arastrmamiz  Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(AKUHADYEK) tarafindan onaylanmistir ve ¢alisma siiresince AKUHADYEK’in
belirledigi etik kurallara uygun olarak ¢ahsilmistir (Sayr: B.30.2.AKU.0.9Z.00.00/154
Tarih: 15.09.2009).

2.1. Deney Hayvanlarimin Bakim

Caligmanmiz Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Uretimi ve Deneysel
Arastirma Laboratuvar’ndan (HUDAL) temin edilen agirlklar1 275-325 g arasinda
degisen 3 aylik 45 adet erigkin Wistar-Albino cinsi erkek rat iizerinde gerceklestirildi.
Deney suresi boyunca tim deneklerimiz 21£2 °C oda 1sisinda, % 60+10 nem ortaminda,
12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutuldu. Ratlar 6zel olarak
yaptirilan kafeslerde barindirildi. Deney siiresince ratlarin beslenmesi igin hazir pellet yem
ve ¢cesme suyu kullanildi. Ratlarin yem ve su tiiketiminde smnirlama yapilmadi. Hergilin

ratlarm kafes temizligi yapilarak yemleri ve igme sular1 degistirildi.

2.2. Gruplann Olusturulmasi ve Uygulamalar

Ratlar caligmaya baslamadan 5 giin 6nce laboratuvara aliarak ortama uyum saglamasi igin
bekletildi. Gruplarin kendi igerisinde homojen olmasma ve gruplardaki rat agirhk
toplamlarinin yaklagik ayni1 degerde olmasmna dikkat edilerek ayni biyolojik ve fizyolojik
Ozelliklere sahip ratlar gruplandirildi. Calismamiz asagida belirtilen 5 grup (zerinde
gerceklestirildi. Herbir grup, rastgele segilen 9 adet rattan olusturuldu. Deneyde kullanilan

tiim ratlarin viicut agirliklar1 deneyin basinda ve sonunda tartildi (Tablo 3.1).
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Grup 1. Kontrol Grubu (n =9):

Kontrol grubu ratlara 3 g/kg serum fizyolojik (SF) (% 0,9’luk NaCl) intragastrik gavaj
yoluyla hergun verildi.

Grup I1. Etanol Grubu (n =9):

Bu gruptaki ratlara distile su ile ¢oziilerek hazirlanmis % 40’lik etanol (Sigma-Aldrich
Absolute Ethyl Alcohol % 99 solution, Steinheim, Germany) solisyonu 3 g/kg dozunda
intragastrik gavaj yoluyla hergtn verildi.

Grup I11. Etanol + Kuersetin Grubu (n =9):

Bu gruba distile su ile ¢oziilerek hazirlanmis % 40°lik etanol soliisyonu 3 g/kg dozunda ve
270 mg/kg dozundaki kuersetin (Quercetin hydrate, Sigma-Aldrich Quercetin Hydrate
>=95%, Steinheim, Germany) intragastrik gavaj yoluyla hergiin uyguland.

Grup IV. Etanol + Balk n-3 Yag Asidi Grubu (n =9):

Bu gruptaki ratlara distile su ile ¢oziilerek hazirlanmis % 40’lik etanol soliisyonu 3 g/kg
dozunda ve 400 mg/kg dozundaki balik n-3 yag asidi (New Life EFA S-1200, Eurocaps
Limited, England) intragastrik gavaj yoluyla hergiin verildi.

Grup V. Etanol + Kuersetin + Balik n-3 Yag Asidi Grubu (n =9):

Bu gruba distile su ile ¢oziilerek hazirlanmis % 40’lik etanol soliisyonu 3 g/kg dozunda,
270 mg/kg dozundaki kuersetin ve 400 mg/kg dozundaki balik n-3 yag asidi intragastrik
gavaj yoluyla herglin verildi.

Sekiz haftalik deney siiresi sonunda tiim ratlar viicut agirhigi tartildiktan sonra derin
ketamin (90 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda sol ventrikiilden kan1 alinarak
sakrifiye edildi. Hayvanlara ait testisler c¢ikartilarak cevre dokulardan temizlendi ve
agirhiklart tartildi (Tablo 3.3). Her rata ait sol testis biyokimyasal, sag testis ise

histopatolojik incelemelerde kullanilmak iizere uygun ortamlara alind1.
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2.3. Histolojik Uygulamalar

Mikroskopik incelemeler i¢in almnan testis doku Ornekleri % 4’lik paraformaldehit
soliisyonunda tespit edilerek trimleme islemi yapildi. Elde edilen doku trimleri 1 gece
cesme suyunda yikandiktan sonra rutin histolojik takip serilerinden gecirilerek parafine
gémuldi (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Histolojik takip basamaklar1

Sira No Kullanilan Madde Stre

1 % 70 Alkol 1 saat
2 % 90 Alkol 1 1 saat
3 % 90 Alkol 11 1 saat
4 % 96 Alkol | 1 saat
5 % 96 Alkol 11 1 saat
6 % 100 Alkol | 45 dk
7 % 100 Alkol Il 45 dk
8 % 100 Alkol 111 45 dk
9 Ksilol | 1 saat
10 Ksilol 11 1 saat
11 Ksilol 111 1 saat
12 Yumusak Parafin 1 saat
13 Y. Parafin + Sert Parafin 1 saat
14 Sert Parafin 3 saat

Histopatolojik inceleme icin mikrotomda 5um kalinliginda kesitler alinarak,
hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi (Tablo 2.2). Hazirlanan preparatlar arastirma
mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) incelenerek 40X biiyiitmede fotograflar gekildi.
Seminifer tlbullerdeki etkilenmeyi saptamak i¢in arastirma mikroskobunda ve mikroskoba
uyarlanan okiiler mikrometre yardimiyla biitiin gruplara ait 100’er seminifer tubilin

caplar1 6l¢iildii. Her tlibulin ¢ap1 dorder defa 6lgiiliip, ortalamasi alindi.
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Tablo 2.2. Hematoksilen - Eozin boyama protokol

Kullanilan Madde Sdre

Ksilen (1) 10 dk

Ksilen (I1) 10 dk

Ksilen (I11) 10 dk

% 100 (Absoli) Alkol 2 dk

% 96 Alkol 2 dk

% 80 Alkol 2 dk

% 70 Alkol 2 dk

Cesme Suyu 2 dk
Hematoksilen 5dk

Cesme Suyu 4 dk

Eozin 30s

% 80 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
% 96 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
% 100 (Absolu) Alkol 5 dk

Ksilen (1) 10 dk

Ksilen (I1) 10 dk

Ksilen (I11) 10 dk

Entellan ile kapat
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2.4. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End
Labeling) Yontemi

Apopitozis rutin histolojik teknikler ile gosterilebilir. H-E boyama yontemi son zamanlarda
apopitozisi tespit etmede daha hassas yontemlerle birlestirilmistir. Bu yontemlerin basinda

TUNEL y6ntemi gelmektedir.

Apopitozisin belirlenmesi amaci ile TUNEL tekniginden yararlanildi; deneylerde
TUNEL kiti (Calbiochem, FragEL™ DNA Fragmentation Detection Kit, Colorimetric-
TdT Enzyme, Cat.No. QIA33, Darmstadt, Germany) kullanild.

2.4.1. TUNEL Yéntemi ile Apopitotik Inceleme

TUNEL tekniginde apopitotik hiicreler su sekilde belirlenir; apopitotik sinyaller DNA
izerinde kiriklar olusturmaktadir. Agiga ¢ikan DNA pargaciklarinin serbest 3'-OH uglarina
terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligi ile biotin ile isaretlenmis ve
isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler,
streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine,
isaretlenmis ornek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat
olusturur. Metil yesili ile ters boyama yapilarak islem sonlandirilir.Boylelikle dokulardaki

apopitotik hiicreler mikroskopik olarak gorinttlenebilir.

2.4.2. TUNEL Boyama Protokolu

Parafin bloklardan polilysin’li lamlar tizerine alinan 6um’lik kesitler , bir gece (12 saat) 37

°C'lik etiivde bekletildikten sonra deparafinizasyona alindi.

Deparafinizasyon ve Rehidratasyon:
1. Lamlar oda 1sisinda 3x5 dk ksilene daldirildi.
2. Lamlar oda 1s1sinda 2x3 dk % 100’lik etanole daldirildi.
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3. Lamlar oda 1sisinda 3 dk % 90°lik etanole daldirildi.
4. Lamlar oda 1sisinda 3 dk % 80’lik etanole daldirildi.
5. Lamlar oda 1sisinda 3 dk % 70’lik etanole daldirildi.
6. 1X TBS (Tris buffer saline) ile kisaca duruland1 ve kesitlerin etrafi dikkatle kurulandi.

Spesimenin Gegirgenliginin Arttirilmasi;
1. 2 mg/ml Proteinaz K 10 mM Tris pH8 i¢inde 1:100 dilie edildi (lam basma 2 mg/ml

Protenaz K’nin 1 pl’si 10 mM Tris’in 99 ul’sine eklenerek karistirildi).

2. Kesitlerin tamami1 20 pg/ml proteinaz K’nin 100 pl’si ile kaplandi. Oda 1sisinda 20 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin asilmamasma dikkat edildi. Kurumasma izin
verilmedi.

3. IX TBS ile durulandi.

Endojen Peroksidaz inaktivasyonu;
1. % 30’luk H20, metanol iginde 1:10 dilue edildi (lam basma 10 pl % 30 H;0; ile 90 pl

metanol karistirildr).
2. 100 pl % 3 H,0; ile kesitler kaplandi. 5 dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin asilmamasina dikkat edildi. Kurumasma izin verilmedi.

3. 1X TBS ile durulandi.

Dengeleme ve isaretleme Reaksivonu;

1. 5X TdT dengeleyici tampon (equilibration buffer) 1:5 oraninda dH,O ile dilue edildi
(lam bagima 20 pl 5X tampon ile 80 pl dH»0 karistirildi).

2. 100 pl 1X TdT dengeleyici tampon ile kesitler kaplandi. 30 dk oda isisinda inkiibe
edildi.

3. Lam bagina 57,0 pl TdT isaretleme reaksiyon karisimi ve 3,0 pl TdT enzimi buzdaki
mikroflj tublne transfer edildi ve hafif¢e karistirildi

4. Kesitlerdeki 1X TdT dengeleyeci tampon aspire edildi. Yikama igslemi uygulanmadan
bir sonraki agsamaya geg¢ildi.

5. Hemen 60 pl TdT isaretleyici reaksiyon karigimi (daha 6nce hazirlanmis olan) herbir
kesitin (zerine uygulandi.

6. Lamlar chamber’da nemli ortama alinarak 37 °C’de 1,5 saat inkiibe edildi.



52

isaretleme Reaksivonunun Sonlandirilmasi;

1. Lamlar 1X TBS ile durulandi.

2. Kesitler 100 pl stop soliisyonu ile kaplandi. Oda 1sisinda 5 dk inkube edildi.
3. 1X TBS ile duruland:.

Tespit;

1. Spesimen 100 pl bloklayict tampon (blocking buffer) ile tamamen kaplandi. Oda
isisinda 10 dk inkibe edildi.

2. 50X konjugat bloklayici tampon i¢inde 1:50 oraninda dilue edildi (lam bagmna 2 pl 50X
konjugat ile 98 pl bloklayici tampon karistirildi).

3. Bloklayict tampon aspire edilerek kesitler 100 pl 1X konjugat ile kaplandi.

4. Lamlar oda 1sisinda 30 dk inkibe edildi.

5. Inkubasyonun bitmesine 5 dk kala DAB soliisyonu hazirland: (her 10 lam igin 1 tablet
DAB ve 1 tablet H,O,/Ure, 1 ml TAP/FAUCET H,0 icinde ¢ozdiruldi).

6. 1X TBS ile durulandi.

7. 100 ul DAB soliisyonu ile kesitler kaplandi. Oda 1sisinda 10-15 dk inkiibe edildi.

8. Lamlar dHO ile duruland.

Zat Boyama;
1. Hemen kesitler 100 pl metil green zit boyasi ile kaplandi.

2. Oda 1s1sinda 3 dk inkube edildi.

3. Lamlar 2-4 defa % 100 etanole daldirilip ¢ikarildi.
4. Tekrar taze % 100 etanole 2-4 kez daldirild1.

5. Lamlar 2-4 defa ksilene daldirildi.

6. Kesitlerin tstl entellan ve lamel ile kapatildi.

Bu islemlerden gecirilerek boyanan testis doku kesitleri Olympus CX31 arastirma
mikroskobu ile degerlendirildi. Gruplardaki TUNEL pozitif hiicre sayilar1 semikantitatif
olarak saptandi. Semikantitatif degerlendirme asagidaki bicimde yapilds;

Yok (-), nadir (x), az (+), orta (++), fazla (+++), cok fazla (++++).
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2.5. Biyokimyasal Olciimler

2.5.1. Dokularin Saklanmasi

Biyokimyasal analizler i¢in alinan testis doku 6rnekleri dncelikle soguk (+4 °C) 0,15 M’lik
potasyum klorur (KCI) ile yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha sonra aliminyum
folyo icerisine sarilarak numaralandirildi ve -25 °C’de homojenizasyon zamanina kadar

muhafaza edildi.

2.5.2. Dokularimn Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmas

2.5.2.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

pH 7,5, 0,2 mM Tris-HCI tamponu; 0,2 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve
hidroklorik asit (HCI) soltisyonu 50/39,9 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlandi (Akkus,
1997). Bu tampon tiim ¢aligmalarda kullanildi.

2.5.2.2. Homojenizasyon ve Numunelerin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan ¢ikarilan testis dokularinin buzu ¢6ziildiikkten sonra soguk distile su
ile yikandi. Bu iglem dokularin {izerine yapismis eritrositlerin uzaklastirilmasini saglamak
icin U¢ defa tekrarlandi. Testis dokularinin yas agirliklar1 tartildiktan sonra soguklugu
muhafaza edilerek cam tlplere aktarildi. Doku tizerine 2 ml Tris-HCI tamponu eklendi. Bir
buz kabinin igerisine yerlestirilen cam tipteki doku homojenizator ile (Ultra Turrax Type
T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 13 500 devir/dk hizda homojenize edildi. Son hacim,
testis dokusunun agirhiginin 5 kat1 olacak sekilde tampon ilave edildi. Tekrar homojenize
edilerek stre 3 dk’ya tamamlandi. Her bir numune igin yas doku agirligi ve ilave edilen

tampon miktarlar1 kaydedildi. Hazirlanan her bir homojenattan 1 ml’lik iki numune Gzeri
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numaralandirilmis ependorf tiiplere alinarak analiz zamanina kadar -40 °C’de saklandu.
Elde edilen homojenatlardan NO, MDA duzeyi ve Lowry metodu ile homojenat protein
tayini yapildi.

Homojenatlardan 1,5 ml’lik 2 6rnek daha ependorf tuplere alinarak, 3200 devir/dk
hizinda 30 dk siireyle +4 °C sogutmali santrifiijde (Nuve NF 800R, Obelis SA, Brusseis,
Belgium) santrifiij edilerek stipernatan elde edildi ve analiz zamanina kadar (1 hafta) —40
°C’de bekletildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, XO, GSH-Px aktivite ve protein
konsantrasyon tayinleri yapildi. Siipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v)
ile vortexlenip cam tupte 3200 devir/dk hizinda 40 dk sireyle +4 °C *de santriftj edildi.

Ustte olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini yapildi.

2.5.3. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizlerden enzim aktiviteleri ve MDA duzeyleri spektrofotometre
(Shimadzu UV-Pharmaspec 1700, Japan) ile 6lculerek belirlendi.

2.5.3.1. Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz Numunelerde Protein Tayini

Tim testis dokularindaki protein 6lgtimleri Lowry ve ark. (1951)’nin belirlemis oldugu
yontemle gergeklestirildi. Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk

olusur. Olusan rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan reaktifler ;
CuSO0,, NasSitrat, Na,CO3, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi.
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2.5.3.2. Malondialdehit (MDA) Duzeylerinin Belirlenmesi

Testis MDA diizeyleri Draper ve Hadley (1990)’in metoduna goére belirlendi. Bu metodda
lipid peroksidasyon Grtini olan MDA, +90 °C’de tiyobarbiturik asit (TBA) ile reaksiyona
girerek 532 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli kompleks olusur.
Spektrofotometrede 6lgiim yapildiktan sonra MDA-TBA kompleksi absorbans katsayisi
(1,56 x 10° cm™ M™) kullamlarak MDA konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar nmol/g
protein olarak ifade edildi.

Kullanilan reaktifler ;

29 mmol/l TBA ¢ozeltisi (pH 2,8), 6 M HCI ve n-Butanol kullanildi.

2.5.3.3. Nitrik Oksit (NO) Duzeyinin Belirlenmesi

Viicutta endojen tiretilen NO, iiretildigi bolgede saniyeler i¢inde okside olarak dnce nitrit
(NO2)’e daha sonra da nitrat (NOsz)’a doniismektedir. Ayrica proteinden zengin
homojenatta NO analizi yapilirken spesifik olmayan reaksiyonlar da meydana
gelebileceginden, Oncelikle numunelerde deproteinizasyon islemleri yapildi. Dokularda
NO; ve NOj seviyeleri deproteinizasyon isleminden sonra Griess reaksiyonu ile 6l¢ildi
(Cortas ve Wakid, 1990). Total nitrit (NO2+NOg"), bakir kapli kadmiyum graniilleri ile
nitrat rediiksiyonu saglanarak spektrofotometrik olarak 545 nm’de degerlendirildi.

Sonuglar pmol/g protein olarak verildi.
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2.5.3.4. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi Sun ve ark. (1988)’nin metoduna ve Durak ve ark. (1993)’nin tarif etmis
oldugu modifikasyona gore belirlendi. Bu metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un
(NBT) slperoksit dreticisi olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan indirgenmesi
esasina dayanmaktadir. Ortamda olusan siiperoksit radikalleri NBT’yi indirgeyerek renkli
bilesik olusturur. Bu renkli kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Bir SOD
iinitesi; NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim aktivitesidir. Sonuglar

U/mg protein olarak ifade edildi.

Kullanilan Reaktifler:
SOD reaktifi [0,3 mmol/l ksantin, 0,6 mmol/l EDTA (2 Na tuzu), 150 pmol/l NBT, 400
mmol/l Na,COgs, 1 g/l bovine serum albumin (BSA)], 167 U/l XO, 0,8 mmol/l CuCl, .

2.5.3.5. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

CAT aktivitesi Aebi (1974) tarafindan tanimlanan metoda gore belirlendi. H,O, 240 nm’de
maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H,O, CAT tarafindan su ve
oksijene parcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi seklinde
gostermektedir. Enzim aktivitesi ile ortamda azalan H,O, dizeyleri spektrofotometrik
olarak 240 nm’de belirlendi. Bu dalga boyunda numune ilavesi ile absorbans azalmasi her
15 s’de bir defa olmak tizere 5 dk siire ile kaydedildi. Lineer absorbans azalmasinin
degerleri alinarak hesaplama yapildi. Aktivite dizeyleri k/g protein olarak ifade edildi.
Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su

sekildedir ;

H,0O, CAT H,O0+% 0,

Kullanilan reaktifler:
Fosfat tamponu (pH 7,50 mM), absorbansi 0,500 nm’ye H,O; ile ayarlanmis olan H,O,’li
fosfat tamponu (H,O, ¢ozeltisi).
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2.5.3.6. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Belirlenmesi

GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentina (1967)’nin metodu ile 6l¢iildu. GSH-Px enzimi,
H»0; varliginda GSH’1n okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. H,O,’nin
bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardim1
ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’m NADP"’ya yiikseltgenmesi
sirasindaki absorbans azalmasmin 340 nm’de okunmasiyla hesaplandi. Sonuglar U/g

protein seklinde belirtildi.

Kullanilan Reaktifler:
150 mM redukte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaNs, enzim [1,5 ml 3,2 M (NH,4)2SO,4 +50 pl
GSH reduktaz], 2 mM H,0,, fosfat tamponu (pH=7,50 mM).

2.5.3.7. Ksantin Oksidaz (XO) Aktivitesinin Belirlenmesi

Doku XO aktivitesi Prajda ve Weber (1975)’in metoduna gore 6lcildi. Numunede bulunan
XO enzimi ortamdaki ksantini {irik asite ¢evirmektedir. Olusan iirik asit miktari, % 100’lik
triklorasetik asit ilavesi ile sabitlenerek spektrofotometrede 293 nm dalga boyunda 6lgald.

Sonuglar U/g protein olarak verildi.

2.6. Total Testosteron Tayini

Kuru, jelli vakumlu tiipe alinan ratlarin kanlari, 2750xg rcf’de 10 dk santrifuj edilerek
serum elde edildi. Yontem olarak, imminoassey yontemlerden olan kemiliiminesans
kullamldi. Serum total testosteron seviyesinin belirlenmesi icin total testosteron Kiti
kullanildi (Cayman Chemical Company, Testosterone EIA Kit, Catalog No. 582701,
USA). Sonuclar pg/ml olarak ifade edildi.
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2.7. istatistiksel Analiz

Verilerin istatiksel olarak degerlendirilmesinde “SPSS 16.0 for Windows” istatistik paket
programi kullanildi. Gruplarin dagilimi (homojenitesi) Shapiro Wilk testi, karsilastirilmast
One-way ANOVA (homojen gruplarda) ve Kruskal Wallis H testi (heterojen gruplarda),
ikili karsilastirmalar ise Student-t testi (homojen grup ve parametrik degerlerde) ve Mann
Whitney U Testi (heterojen grup ve non-parametrik degerlerde) ile yapildi. Elde edilen “p”
degerinin <0,05 olmas1 istatistiksel olarak anlamlilik ifadesi olarak kabul edildi. Elde
edilen sayisal degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak tabloya gegirildi.



3. BULGULAR

3.1. Morfometrik Bulgular

3.1.1. Viicut Agirhklan ve Agirhk Kazanclan

Kontrol ve deney gruplarmna ait deneklerin baslangic ve bitis viicut agirliklar: ile agirlik
kazanclar1 Tablo 3.1°de, viicut agirlik kazanglarinin istatistiksel karsilagtirilmasit Tablo

3.2’de gosterilmistir.

Gruplar viicut agirlik kazanglar1 bakimindan karsilastirildiginda etanol verilen
grubun agirlik kazancinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde az
oldugu bulundu (p<0,05). Yine kontrol grubunun agirlik kazanci degeri etanol + kuersetin,
etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi gruplarinin agirhik
kazanci degerlerinden istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla oldugu tespit edildi

(p<0,05) (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. Gruplarin baslangi¢ ve bitis viicut agirliklari ile agirlik kazanglar1. Degerler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir.

Grup n Baslangic Agirhg (g) Bitis Agirhg (g) Agirhik Kazana (g)

I 9 304,444 + 21,343 327,667 + 24,980 23,222 + 10,485
1 9 294,333 + 23,060 305,0 +£23,0 10,667 + 4,301
1 9 295,778 + 30,277 306,111 + 29,726 10,333 £ 6,595
v 9 294,889 + 25,585 305,333 + 25,323 10,444 + 2,963
\% 7 295,0 + 20,616 308,0 + 20,801 13,0 £4,761
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Tablo 3.2. Vicut agirlik kazanglarmin gruplar arasi ikili istatistiksel karsilastiriimasi.

Gruplar (L 1 N Y 1 W Y AV AV I B N I I E AV § EAVARS I | B AVARE § | EA VAR AVAAV)
p degerleri 0,0050,019 0,003 0,026 AD AD AD AD AD AD

AD: Anlamli degil (p>0,05)

3.1.2. Testis Agirhklan

Kontrol ve deney gruplarmna ait deneklerin testis agirhiklar1 Tablo 3.3’te, testis

agirliklarinin istatistiksel karsilagtirilmasi Tablo 3.4’te gosterilmistir.

Etanol grubunun testis agirliklarinin kontrol grubu testis agirliklarina gore arttigi
fakat aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Etanol grubu testis
agirliklarinin etanol + kuersetin, etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik
n-3 yag asidi gruplarinin testis agirliklarma gore istatistiksel olarak artmis oldugu saptandi

(p<0,05) (Tablo 3.4).

Tablo 3.3. Gruplarin sag ve sol testis agirliklari. Degerler ortalama + standart sapma olarak

verilmistir.
Grup n Sag Testis Agirhgi Sol Testis Agirhg
(9) (9)
I 9 1,557 £ 0,132 1,576 + 0,129
1 9 1,647 £ 0,084 1,666 £ 0,097
11 9 1,528 £ 0,102 1,544 + 0,104
v 9 1,526 £ 0,113 1,545 + 0,123
\% 7 1,499 + 0,132 1,512 £ 0,126
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Tablo 3.4. Sag-sol testis agirliklarmin gruplar arasi ikili istatistiksel karsilastiriimasi.

Gruplar (L 1 N Y 1 W Y AV AV I B N I I E AV § EAVARS I | B AVARE § | EA VAR AVAAV)

Sag Testis Agirhgtn AD AD AD AD 0,012 0,019 0,039 AD AD AD

Sol Testis Agirhgn  AD AD AD AD 0,031 0,034 0,023 AD AD AD

AD: Anlamli degil (p>0,05)

3.1.3. Testis Agirhg1 / Viicut Agirhg Oram

Kontrol ve deney gruplarina ait deneklerin testis agirligi / viicut agwrligr oranina ait
degerler Tablo 3.5°te, testis agirlig1 / viicut agirligi oranlarmin istatistiksel karsilastirilmasi

Tablo 3.6’da gosterilmistir.

Etanol grubu testis agirhigi / viicut agirligi oranmin kontrol grubu degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fazla oldugu bulundu (p<0,05).
Etanoliin yaninda kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte verildigi
gruplarin testis agirhigi / viicut agirligi oranlar ile kontrol ve etanol gruplarinin degerleri

arasinda herhangi bir farklilik olmadig tespit edildi (Tablo 3.6).

Tablo 3.5. Gruplarin testis agirligi / viicut agirligi oranlari. Degerler ortalama + standart sapma
olarak verilmistir.

Grup n Testis Agirhg1 / Viicut Agirhg Oram
I 9 0,00964 + 0,00130
1 9 0,01091 + 0,00085
i 9 0,01009 + 0,00099
v 9 0,01014 + 0,00134
Vv 7 0,00983 + 0,00115
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Tablo 3.6. Testis agirlig1 / viicut agirligi oranlarinin gruplar arasi ikili istatistiksel karsilagtirilmasi.

Gruplar (L 1 N Y 1 W Y AV AV I B N I I E AV § EAVARS I | B AVARE § | EA VAR AVAAV)

p degerleri 0,015 AD AD AD AD AD AD AD AD AD

AD: Anlamli degil (p>0,05)

3.1.4. Seminifer Tdbull Caplan

Kontrol ve deney gruplarna ait deneklerin seminifer tiibiil ¢caplar1 Tablo 3.7°de, seminifer

tiiblil caplarmin istatistiksel karsilagtirilmas: Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Etanol grubu seminifer tiibiil ¢aplarinin  kontrol grubu degerleri ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulundu. Kontrol grubu
seminifer tlibiil ¢aplarinin etanol + kuersetin, etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol +
kuersetin + balik n-3 yag asidi gruplarinin seminifer tiibiil caplarina gore istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde fazla oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3.8).

Tablo 3.7. Gruplarin seminifer tiibiil ¢aplari. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Grup n Seminifer Tiibiil Cap1 (um)
I 9 333,800 + 26,875
I 9 309,750 + 20,589
1l 9 311,950 + 24,130
v 9 312,450 + 31,571
\% 7 315,100 + 26,092

Tablo 3.8. Seminifer tiibiil ¢aplarinin gruplar arasi ikili istatistiksel karsilastiriimasi.

Gruplar (1 N Y 1 1 Y AV AV I B I E AV EAVARS I | B AVAR § | A VAR AVAAV)

p degerleri 0,000 0,000 0,000 0,000 AD AD AD AD AD AD

AD: Anlamli degil (p>0,05)
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3.2. Isitk Mikroskopik Bulgular

3.2.1. Kontrol Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait testislerin 11k mikroskopik incelemesinde, seminifer ttbuller ve
bunlarin aralarindaki interstisyel bag dokusu normal yapida goriildi. Seminifer tubtllerin
cok sirali bir epitel tabakasi ile doseli oldugu gozlendi. Seminifer tabul epitelinin Sertoli
hicreleri ve germinal seriye ait hiicreler olmak tzere iki tip hiicreden olustugu gézlendi.
Interstisyel dokuda ise kan damarlarinin etrafinda yerlesen, gevsek kromatinli niikleusa
sahip, oval ya da yuvarlak Leydig hiicreleri ile bag doku hiicreleri ve lenf kapillerleri
normal yapida gézlendi (Resim 3.1).

Resim 3.1. Kontrol grubu 1s1ik mikroskopik goruntlsu. (GH: Germinal seriye ait hicreler,
S: Sertoli hiicreleri, = : Leydig hucreleri) H-E, X400.
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3.2.2. Etanol Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Etanoliin testise olan etkileri 151k mikroskopik olarak degerlendirildi. Etanol grubunda,
kontrol grubuna oranla, seminifer tlbullerin bir¢ogunda germinal epitel hicrelerinin
birbirlerinden ve bazal laminadan ayrildiklari, bu hiicrelerin deskuamasyonu sonucu
peritibtler doku ile Sertoli hicreleri ve germinal hiicreler arasinda belirgin agilmalar ve
vakualizasyonlarm meydana geldigi gozlendi. Seminifer tublllerin bir¢ogunda
spermatogenik hiicre kaybi ve disorganizasyon izlendi. Seminifer tibullerin bazal
laminalarmin ondiilasyon gdsterdigi tespit edildi. Interstisyel alanda niikleuslarda
piknozis, karyoreksis ve karyolizis gibi hasarlar bulunan atrofik Leydig hticreleri izlendi.
Interstisyel hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda hafif derecede degisiklikler gézlendi
(Resim 3.2).

Resim 3.2. Etanol grubu 1s1k mikroskopik gorunttsi. (GH: Germinal seriye ait hucreler,
V: Vakuoller, =y : Piknozis, karyoreksis ve karyolizis gozlenen Leydig hiicreleri,
) : Bazal laminada ondulasyon, * : Ayrismalar) H-E, X400.
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3.2.3. Etanol + Kuersetin Grubuna Ait Isik Mikroskopik Bulgular

Kuersetin tedavisinin, testiste etanoliin neden oldugu hasar1 Onlemedeki etkisi 151k
mikroskopik olarak degerlendirildi. Seminifer tiibiillerde germinal hiicre kayiplarinin
etanol grubuna oranla azaldigi goriildii. Seminifer tiibiillerin germinal seriye ait hicreleri
icermekte oldugu ve bu tiibiillerin limeninde spermatozoonlarin siklikla bulundugu
gOzlendi. Germinal epitel hiicreleri arasindaki agilmalar ve vakualizasyonlarin belirgin
derecede azaldigi tespit edildi. Etanol grubundaki seminifer tiibiillerde goriilen bazal
lamina ondiilasyonlarinin kismen diizeldigi goriildii. Kuersetin verilmesiyle etanol
grubunda interstisyel alanda gorilen Leydig hiuicre dejenerasyonlarmin kismen onlendigi
tespit edildi (Resim 3.3).

Resim 3.3. Etanol + kuersetin grubuna ait 151k mikroskopik goriintii. (GH: Germinal seriye ait
hicreler, mmp : Leydig hiicreleri, *: Ayrigmalar, ) : Bazal laminada ondiilasyon)
H-E, X400.
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3.2.4. Etanol + Balik n-3 Yag Asidi Grubuna Ait Isitk Mikroskopik Bulgular

Balik n-3 yag asitlerinin verilmesinin, testiste etanoliin neden oldugu hasar1 6nlemedeki
etkisi 151k mikroskopik olarak degerlendirildi. Isik mikroskopik bulgular etanol + kuersetin
grubunun 151k mikroskopik bulgulari ile benzerlik gostermekteydi. Bu grupta da seminifer
tiiblillerde germinal hiicre kayiplarinin etanol grubuna oranla azaldig1 goriildii. Seminifer
tiibiillerin germinal seriye ait hiicreleri icerdigi ve bu tiibiillerin limeninde
spermatozoonlarin siklikla bulundugu tespit edildi. Germinal epitel hiicreleri arasindaki
acilmalar ve vakualizasyonlarin belirgin derecede azaldigi gozlendi. Etanol grubundaki
seminifer tiiblillerde goriilen bazal lamina ondiilasyonlarmin kismen diizeldigi goriildii.

Balik n-3 yag asitlerinin verilmesiyle etanol grubunda interstisyel alanda gorulen Leydig

hicre dejenerasyonlarinin kismen 6nlendigi tespit edildi (Resim 3.4).

SN TN N W ot e & U
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Resim 3.4. Etanol + balik n-3 yag asidi grubuna ait 1s1k mikroskopik goriintii. (GH: Germinal
seriye ait hiicreler, =mmp: Leydig hicreleri, *: Ayrigmalar, ): Bazal laminada ondlasyon)
H-E, X400.
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325. Etam 1+ Kuersetin + Balik n-3 Yag Asidi Grubuna Ait Itk Mikroskopik
Bulgular

Kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin birlikte verilmesinin, testiste etanoliin neden oldugu
hasar1 Onlemedeki etkisi 151k mikroskopik olarak degerlendirildi. Bu grupta 11k
mikroskopik olarak hem etanol + kuersetin hem de etanol + balik n-3 yag asidi gruplarina
gore daha belirgin dizelmeler gozlendi. Bu grupta etanol grubuna gore seminifer
tiibiillerde germinal hiicre kayiplarmin, germinal epitel hiicreleri arasindaki agilmalar ve
vakualizasyonlarin olduk¢a azaldigi, seminifer tiibiillerde goriilen bazal lamina
ondiilasyonlarinin belirgin bir sekilde diizeldigi ve interstisyel alanda goriilen Leydig hiicre
dejenerasyonlarmin belirgin bir sekilde Onlendigi tespit edildi. Seminifer tiibiillerin
germinal seriye ait hiicreleri icermekte oldugu ve bu tiibiillerin limeninde

spermatozoonlarin bulundugu gozlendi (Resim 3.5).
= -
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Resim 3.5. Etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi grubuna ait 1sik mikroskopik goriintii.
(GH: Germinal seriye ait hiicreler, mmmd: | eydig hicreleri, *: Ayrigmalar,
: Bazal laminada ondulasyon) H-E, X400.



3.3. TUNEL Bulgulan

Calismamizda apopitozisi belirlemek igin TUNEL metodu kullanildi. TUNEL pozitif
isaretlenen hiicreler semikantitatif olarak degerlendirildi. Calismamizin sonucunda kontrol
grubunda az (+), etanol grubunda cok fazla (++++), etanol + kuersetin grubunda fazla
(+++), etanol + balik n-3 yag asidi grubunda fazla (+++) ve etanol + kuersetin + balik n-3

yag asidi grubunda orta (++) diizeyde TUNEL pozitif igaretlenen hiicre saptandi (Tablo
3.8).

Tablo 3.9. Kontrol ve deney gruplarina ait TUNEL pozitif hiicrelerin semikantitatif
degerlendirmesi.

GRUPLAR | 1 1l v \Y

TUNEL + ++++ +++ +++ ++

Hiicre sayist: yok (-), nadir (), az(+), orta (++), fazla (+++), cok fazla (++++).
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3.3.1. Kontrol Grubuna Ait Apopitotik Bulgular

Kontrol grubuna ait testis kesitlerinde seminifer tiibullerde bulunan germinal seriye ait
hiicrelerin ¢ok azinda TUNEL pozitif isaretlenme gozlendi. TUNEL pozitif hiicrelerin
koyu kahverengi renkte boyandig1 gézlendi (Resim 3.6).

Resim 3.6. Kontrol grubuna ait TUNEL boyama goruntusu.
> : TUNEL pozitif isaretlenen apopitotik hiicre). X400.
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3.3.2. Etanol Grubuna Ait Apopitotik Bulgular

Etanol grubunda kontrol grubuna oranla seminifer tubillerdeki germinal seriye ait

hiicrelerde TUNEL pozitif isaretlenen hiicre sayisinda belirgin artis oldugu goézlendi
(Resim 3.7).

Resim 3.7. Etanol grubuna ait TUNEL boyama goriintusu.
= : TUNEL pozitif isaretlenen apopitotik hiicreler). X400.
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3.3.3. Etanol + Kuersetin Grubuna Ait Apopitotik Bulgular

Etanol + kuersetin grubunun testis kesitlerinde gorilen seminifer ttbillerdeki germinal
seriye ait hiicrelerde TUNEL pozitif isaretlenen hiicre sayisinin etanol grubuna oranla

kismen azaldig1 tespit edildi (Resim 3.8).

Resim 3.8. Etanol + kuersetin grubuna ait TUNEL boyama goriintusu.
(== : TUNEL pozitif isaretlenen apopitotik hiicreler). X400.
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3.3.4. Etanol + Balik n-3 Yag Asidi Grubuna Ait Apopitotik Bulgular

Etanol + balik n-3 yag asidi grubunun testis kesitlerinde goriilen seminifer tiibiillerdeki
germinal seriye ait hiicrelerde TUNEL pozitif isaretlenen hiicre sayisinin etanol grubuna

oranla kismen azaldig1 tespit edildi (Resim 3.9).

Resim 3.9. Etanol + balik n-3 yag asidi grubuna ait TUNEL boyama goruntsu.
(= : TUNEL pozitif isaretlenen apopitotik hiicreler). X400.
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3.3.5. Etanol + Kuersetin + Balik n-3 Yag Asidi Grubuna Ait Apopitotik Bulgular

Etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi grubunun testis kesitlerinde goriilen seminifer
tiiblillerdeki germinal seriye ait hiicrelerde TUNEL pozitif isaretlenen hiicre sayisinin
etanol grubuna oranla belirgin olarak azaldig: tespit edildi. Bu grupta goriilen seminifer
tibdllerdeki TUNEL pozitif isaretlenen hiicre sayisinin etanol + kuersetin ve etanol + balik
n-3 yag asidi gruplarna oranla da kismen azaldig1 izlendi. Tiim deney gruplarinda TUNEL
pozitif igaretlenen hiicre sayisinin en az etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi grubunda
oldugu goriilmekle birlikte apopitozisin Onlenmesinde kontrol grubu seviyesinde bir

diizelme olmadig1 goriildii (Resim 3.10).

Resim 3.10. Etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi grubuna ait TUNEL boyama goruntiisu.
> : TUNEL pozitif isaretlenen apopitotik hiicreler). X400.
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3.4. Biyokimyasal Bulgular

Ratlar Uzerinde gergeklestirmis oldugumuz bu ¢aligmada, antioksidan savunma sisteminin
enzimlerinden olan SOD, GSH-Px, CAT ve XO aktiviteleri ile NO duzeyleri
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bunun yani sira, lipid peroksidasyonu sonucu olusan
ve oksidatif hasarm ortaya konulmasinda onemli bir parametre olarak kullanilan MDA

dizeyleri de yine ayn1 yontemle 6lctldu.



3.4.1. MDA Duzeyleri
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Gruplarin MDA degerleri Tablo 3.10°da, dagilimlar1 Grafik 3.1’de ve istatistiksel

anlamlilik diizeyleri Tablo 3.12°de gosterilmistir.

Etanole maruz kalan ratlarda, testis dokusuna ait MDA dizeylerinin kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 goriildii. Etanol + kuersetin ve etanol +

balik n-3 yag asidi gruplarmin MDA diizeylerinin hem kontrol grubuna hem de etanol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi bulundu. Etanol + kuersetin +

balik n-3 yag asidi grubunun MDA diizeylerinin ise etanol, etanol + kuersetin ve etanol +

balik n-3 yag asidi gruplarmin MDA diizeylerine gore istatisitiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3.12).

10 -
9 .
< 8 -
T 7 -
5 6
=Y 5 -
> 4
=) 3 -
< 1
=) 0
= GRUP | GRUPII | GRUPIII | GRUPIV | GRUPV
MDA| 6.159 7.144 8.349 8.455 5.597

Grafik 3.1. Gruplarin MDA duizeyleri.




3.4.2. NO Duzeyleri
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Gruplarin NO degerleri Tablo 3.10°da, dagilimlar1 Grafik 3.2°de ve istatistiksel anlamlilik

diizeyleri Tablo 3.12’de gosterilmistir.

Etanol verilen ratlarda, testis dokusuna ait NO degerlerinin kontrol grubuyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttig1 goriildii. Etanol + kuersetin

verilen grup ile etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi verilen grubun NO degerlerinin

etanol grubu NO degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

azaldig1 bulundu. Etanol + balik n-3 yag asidi grubunun NO degerlerinin kontrol, etanol +

kuersetin ve etanol + kuersetin + balikk n-3 yag asidi grubu NO degerleri ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi tespit edildi (p<0,05)

(Tablo 3.12).

0.7 +
0.6 -
0.5 4
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

NO (umol/g protein)

NO

GRUPI

GRUPII

GRUP I GRUP IV GRUPV

NO 0.374

0.491

0.37 0.547 0.347

Grafik 3.2. Gruplarin NO dizeyleri.
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3.4.3. SOD Aktiviteleri

Gruplarin SOD degerleri Tablo 3.10°da, dagilimlar1 Grafik 3.3’te ve istatistiksel anlamlilik
diizeyleri Tablo 3.12’de gosterilmistir.

Etanole maruz kalan ratlarda, testis dokusuna ait SOD aktiviteleri kontrol grubuna ait
degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu tespit
edildi. Etanol + kuersetin ve etanol + balik n-3 yag asidi gruplarinin SOD aktivitelerinin
etanol verilen grubun SOD aktivitelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi

g0zlendi (p<0,05) (Tablo 3.12).

SOD

1.4 +
1.2

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

SOD (U/mg protein)

GRUP I GRUPII GRUP Il GRUP IV GRUPV
SOD 1.053 0.879 1.155 1.09 0.991

Grafik 3.3. Gruplarm SOD aktivite duzeyleri.



3.4.4. CAT Aktiviteleri

Gruplarin CAT degerleri Tablo 3.11°de, dagilimlar1 Grafik 3.4’te ve istatistiksel anlamlilik
diizeyleri Tablo 3.12’de gosterilmistir.

Etanole maruz kalan ratlarda, testis dokusuna ait CAT aktivitelerinin kontrol grubu
CAT aktiviteleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi
bulundu. Etanol + kuersetin, etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik n-3
yag asidi gruplarinin CAT aktivitelerinin etanol verilen gruba gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1, kontrol grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalmig oldugu tespit edildi. Etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi grubunun CAT
aktivitelerinin ise etanol + kuersetin ve etanol + balik n-3 yag asidi gruplarmmin CAT

aktivitelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu goézlendi (p<0,05)
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(Tablo 3.12).
0.3 -
025 -
€
g 0.2 - . .
s 0.5 -
&
=3 0.1 -
|_
S 005 -
0
GRUP| GRUP I GRUPIII | GRUPIV | GRUPV
CAT| 0.229 0.163 0.18 0.18 0.198

Grafik 3.4. Gruplarin CAT aktivite duzeyleri.
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3.4.5. GSH-Px Aktiviteleri

Gruplarm GSH-Px degerleri Tablo 3.11°de, dagilimlar1 Grafik 3.5’te ve istatistiksel
anlamlilik diizeyleri Tablo 3.12’de gdsterilmistir.

Etanol verilen grubun GSH-Px aktivitelerinin kontrol grubuna ait degerler ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu tespit edildi.
Etanol + kuersetin, etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi
gruplarmm GSH-Px aktivitelerinin etanol verilen grubun GSH-Px aktivitelerine gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 bulundu (p<0,05) (Tablo 3.12).

GSH-Px

1.8 -
1.6 -
1.4
1.2 4

0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -

GSH-Px (U/g protein)

GRUP | GRUPII GRUP Il GRUP IV GRUPV
GSH-Px 1.241 1.021 1.357 1.234 1.235

Grafik 3.5. Gruplarm GSH-Px aktivite duzeyleri.
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3.4.6. XO Aktiviteleri

Gruplarin XO degerleri Tablo 3.11°de, dagilimlar1 Grafik 3.6’da ve istatistiksel anlamlilik
dizeyleri Tablo 3.12’de gosterilmistir.

Etanole maruz kalan ratlarda, testis dokusuna ait XO aktiviteleri kontrol grubuna ait
degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu tespit
edildi. Etanol + kuersetin, etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik n-3 yag
asidi gruplarinin XO aktivitelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalmig oldugu bulundu. Etanol + balik n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik
n-3 yag asidi gruplarmin XO aktivitelerinin etanol ve etanol + kuersetin gruplarimin XO
aktivitelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gozlendi. Etanol +
kuersetin + balik n-3 yag asidi grubunun XO aktivitelerinin ise etanol + balik n-3 yag asidi
grubunun XO aktivitelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi bulundu
(p<0,05) (Tablo 3.12).

X0

1.2 +

0.8 -
0.6 -
0.4 -

XO (U/g protein)

0.2 -

GRUP | GRUPI1I GRUPIII GRUP IV GRUPV
X0 0.914 0.559 0.515 0.646 0.802

Grafik 3.6. Gruplarin XO aktivite duzeyleri.



Tablo 3.10. Gruplarm biyokimyasal parametreleri (MDA, NO, SOD). Degerler ortalama + standart

Grup MDA NO SOD
(nmol/g protein) (pmol/g protein) (U/mg protein)
I 7,144 £ 0,421 0,491 + 0,094 0,879 + 0,095
i 8,349 + 0,876 0,370 + 0,099 1,155 £ 0,167
v 8,455 + 0,837 0,547 £ 0,101 1,090 £ 0,170
\% 5,597 + 0,812 0,347 + 0,040 0,991 + 0,152

sapma olarak verilmistir.

Tablo 3.11. Gruplarmn biyokimyasal parametreleri (CAT, GSH-Px, XO). Degerler ortalama +
standart sapma olarak verilmistir.

Grup

1l
v

CAT
(k/g protein)

0,229 + 0,014
0,163 + 0,010
0,180 + 0,008
0,180 + 0,014
0,198 + 0,011

GSH-Px
(U/g protein)

1,241 + 0,237
1,021 + 0,149
1,357 + 0,214
1,234 + 0,130
1,235+ 0,077

XO
(U/g protein)

0,914 + 0,080
0,559 + 0,097
0,515 + 0,052
0,646 + 0,070
0,802 + 0,050
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Tablo 3.12. Biyokimyasal parametrelerin gruplar arasi ikili istatistiksel karsilastirilmasi.

~ p MDA  NO  SOD  CAT  GSH-Px  XO
degerleri
~1-n 0,004 0024 0047 0000 0047 0000
I-11 0,000 AD AD 0,000 AD 0,000
I-1v 0,000 0,007 AD 0,000 AD 0,000
-V AD AD AD 0,001 AD 0,004
H-111 0,004 0,031 0,004 0,002 0,003 AD
n-1v 0,004 AD 0,005 0,005 0,009 0,038
1n-v 0,004 0,004 AD 0,001 0,007 0,001
Hi-1v AD 0,005 AD AD AD 0,002
1n-v 0,001 AD AD 0,003 AD 0,001
V-V 0,001 0,002 AD 0,010 AD 0,002

AD: Anlamli degil (p>0,05)

3.5. Testosteron Degerleri

Gruplarin testosteron degerleri Tablo 3.13’de, dagilimlar1 Grafik 3.7°de ve istatistiksel
anlamlilik diizeyleri Tablo 3.14’te gosterilmistir.

Etanol verilen grubun testosteron degerlerinin kontrol grubu testosteron degerleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulundu. Etanol +
kuersetin, etanol + balikk n-3 yag asidi ve etanol + kuersetin + balik n-3 yag asidi
gruplarinin testosteron degerlerinin ise hem kontrol grubu hem de etanol grubu testosteron
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 3.14).
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Tablo 3.13. Gruplarm testosteron degerleri. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Gruplar Testosteron
pg/mi

| 735,667 + 52,870
1 676,333 + 46,933
1l 602,889 + 38,985
v 579,556 + 55,815
\ 598,000 + 49,227

Tablo 3.14. Gruplarm testosteron degerlerinin gruplar aras ikili istatistiksel karsilastirilmasi.

p degerleri (1 N 1 1 AV AV I 1 B I AV B VAR B AVARN I § EA VAR AVAAVS

Testosteron 0,030 0,000 0,001 0,002 0,004 0,003 0,00 AD AD AD
pg/mi

AD: Anlaml degil (p>0,05)

TESTOSTERON

900 -+
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -+
200 -
100 -

0

TESTOSTERON (pg/ml)

GRUPI GRUPII GRUP I GRUP IV GRUPV
TESTOSTERON| 735.667 676.333 602.889 579.556 598

Grafik 3.7. Gruplarin testosteron degerleri.
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4. TARTISMA

Calismamizda ratlarda etanol maruziyetinin testislerde neden oldugu degisiklikler {izerine

kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanilmasinin etkileri incelendi.

Etanoliinde icinde yer aldigi gonadotoksinler erkek faktorli infertilitenin 6nemli
nedenlerindendir. Etanol, testis morfolojisi ve fonksiyonlar1 {izerinde hiicresel diizeyde
meydana getirdigi bir dizi degisiklik ve sentez mekanizmalarindaki bozukluk sonucu
bircok hormonal degisikliklere, sekstel fonksiyon bozukluklarina ve kisirlik problemlerine
neden olur (Gates, 1991; Thompson, 1994; Calleja ve ark. 1997).

Gelisimsel olarak ele alindiginda, etanol rat ve farelerde pubertal testis gelisimini
geciktirmekte, kilo kaybi, testis agirliginda ve testis ATP iceriginde azalma yapmaktadir
(Gavaler ve ark., 1983; Anderson ve ark., 1989; Farghali ve ark., 1991; Calleja ve ark.,
1997; Emanuelle ve ark., 1999; Martinez ve ark., 2000). Yenilmez ve ark. (1995) etanoliin
yem tiiketimini azalttigini ve blylimekte olan ratlarda viicut agirhigr artisinin geriledigini
saptamiglardir. Kronik alkol kullantmimin kilo aliminin azalmasma yol acgabilecegi
belirtilmistir (Geokas ve ark., 1981; Vardi, 2000). Calismamizda etanol grubundaki ratlarin
viicut agirliklarindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmamast bu yayinlarin
bulgulariyla uyumlu olmamakla beraber, Grattagliano ve ark. (1997), Kurus ve ark.’nin
(2009) etanol verilen ratlarin viicut agirliklar1 agisindan bir farklilik olmadigini tespit
etmeleri bulgularimizi1 desteklemektedir. Martinez ve ark. (2009) farelerde etanoliin viicut
agrrhiklar1 acisindan anlamli bir etkisi olmadigini bulmuslardir. Agwrhik kazanglar
acisindan baktigimizda etanol grubunun agirlik kazancinin diisiik olmasi literatiirdeki
azalma bulgularin1 destekler niteliktedir. Bu da bir gelisim geriligi olabilecegini
diistindiirmektedir. Lieber ve DeCarli (1989), alkoliin siiresi ve miktar1 arttiginda devreye
giren MEOS yoluyla alkoliin oksidasyonunda kalori kayb1 ortaya ¢iktigmi gdstermistir.
Alkol esas olarak, ADH enzimi ile asetaldehite okside olur ve bu reaksiyonda NADH
bilesigi aciga c¢ikar. Bu bilesik yiiksek enerjiye sahiptir. Ancak MEOS yoluyla alkol
oksidayonunda NADH yerine NADP olusur. NADP yiiksek enerjili bir bilesik degildir.
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Yalnizca 1s1 ortaya ¢ikarir. Kalorilerin termoregiilasyon i¢in harcanmasimin bir enerji israfi

oldugu ve kronik alkoliklerin bu sekilde kilo kayb1 gosterdigini bildirmislerdir.

Etanol, rat ve farelerde testis agirliginda azalmaya neden olmaktadir (Gavaler ve
ark., 1983; Anderson ve ark., 1989; Calleja ve ark., 1997; Martinez ve ark., 2000). Shirai
ve lkemoto (1992) ratlarda total kalori ihtiyacinin % 36’smi1 alkoliin olusturdugu diyet
calismalarinda testis atrofisine rastlamazken, total kalori ihtiyacinin % 46’smi alkoliin
olusturdugu diyet uygulamalarinda testis atrofisi saptamislardir. Gavaler ve ark. (1983)
total kalorinin % 36’sin1 alkoliin olusturdugu beslenme uygulanan ratlarda testis agirliginin
azaldigmi tespit etmislerdir. Caliymamizda etanol grubunun testis agirliklarinin kontrol
grubu testis agirliklarina gore daha fazla oldugu fakat aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlendi. Bu bulgu literatiirdeki bazi yayinlarin bulgulariyla ¢elismesine
ragmen Grattagliano ve ark. (1997) ile Martinez ve ark.’nin (2009) etanol grubu ile kontrol
grubu testis agirliklari arasinda anlamli bir fark olmadigini tespit etmeleri bulgularimizi
desteklemektedir. Zhu ve ark. (2000) 9 haftalik etanol uygulamasinda eriskin ratlarda testis
atrofisi goriilmedigini bildirmislerdir. Calismamizda testis agirliklarinda kontrol grubu ile
diger gruplar arasinda herhangi bir fark olmadig1 bulundu. Etanol grubu testis agirliklarinin
diger uygulama gruplarinin testis agirliklarina gore anlaml bir sekilde daha fazla oldugu

bulundu.

Kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte verilmesinin etkilerine
bakildiginda, viicut agirhiklarinda anlamli bir degisiklik olmamasi Sarsilmaz ve ark.
(2003b), Homafar (2008) ve Taepongsorat ve ark.’nin (2008) bulgularmi destekler

durumdadir.

Viicut agirlik kazanglar1 bakimimdan karsilagtirildiginda ise kontrol grubunun agirlik
kazancinin diger gruplardan anlamli bir sekilde fazla olmasi, agirlik kazancindaki
azalmanm kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte verilmesiyle

etkilenmedigini gostermektedir.

Calleja ve ark. (1997) yiiksek doz orta donemde alkol kullaniminin testis agirliginin
ratin toplam viicut agirligi ile karsilagtirildiginda arttigini tespit etmislerdir. Calismamizda
literatur bilgisiyle uyumlu olarak etanol grubu testis agirligi / viicut agirligi oraninin

kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde fazla oldugu bulundu. Taepongsorat ve ark.’nin
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(2008) calismalarinda ratlarda relatif testis agirliginin yiikksek dozda kuersetin verilmesiyle
onemli derecede arttig1 gosterilmistir. Kuersetinin iireme organlari ve sperm kalitesi
tizerine etkisinin doza ve siireye bagl oldugunu belirtmiglerdir. Bu literatiir bilgisinin
aksine caliymamizda kuersetin testis aguwligmin viicut agiwhgma oranlarini

degistirmemektedir.

Anderson ve ark. (1987) galismalarinda etanol verilen farelerde ortalama testis,
epididim ve seminal vezikiil agirhiginda azalma, testis gelisiminde bozukluk, sperm
kalitesinde, sperm hareketliligi ve kapasitasyon yeteneginde azalma, sperm hacminde
diisme, hareketli total spermatozoa sayisinda azalma ve anormal spermatozoa miktarinda
artma saptamiglardir. Yenilmez ve ark. (1995) etanol verilen erkek ratlarla ¢iftlestirilen disi
ratlarin yavrulama sayilarinda azalma bulmuslardir. Srikanth ve ark. (1999) yaptiklari
caligmada etanoliin ratlarin gebe kalma sayisini ve dogan yavru sayismi azaltti§ini
saptamiglardir. Etanol kontrollii olarak disaridan verildiginde, epididimal sperm sayist ve
sperm hareketliligini azaltmaktadir (Gavaler ve ark., 1983; Anderson ve ark., 1989; Calleja
ve ark., 1997; Martinez ve ark., 2000). Ayn1 zamanda etanol rat viicut agirligi ve testis
ATP igerigini azaltmaktadir (Farghali ve ark., 1991). Gonadotoksinler testisteki zararli
etkilerini germ hiicrelerini dogrudan etkileyerek veya destek saglayan Sertoli hiicre
fonksiyonlarmi baskilayarak yaparlar (Weinberg ve Vogl, 1988; Anderson ve ark., 1989;
Gates, 1991; Thompson, 1994; Zhu ve ark., 1997). Etanol Sertoli ve Leydig hucrelerinin
membran sistemlerini etkileyerek steroid mekanizmasini baski altma alir (Yenilmez ve
ark., 1995). Sertoli hiicrelerinin yaralanmaya karst en yaygin morfolojik yaniti
vakuolizasyon ve sonradan ortaya ¢ikan germ hiicre dejenerasyonu, diizensizligi ve pul pul
dokulmesidir (Creasy, 2001). Farghali ve ark. (1993) in vitro ¢alismalarinda etanoliin
Sertoli hiicreleri arasindaki baglayict kompleksleri etkileyerek kan—testis bariyerini
bozdugunu ve spermatogenezisi etkiledigini tespit etmislerdir. Bu nedenle esey
hiicrelerinde kayip ve dejenerasyon saptanmistir. Spermatozoonlarda fertilizasyona
yardimci olan akrozom defektleri yanisira, flagellum, fibroz kilif ve mitokondrionlarinda
deformasyonlar belirlenmistir (Ozfiliz, 2001). Calismamizda, bu literatiir bilgilerini
destekler nitelikte histopatolojik bulgular saptanmistir. Etanol grubunda gozledigimiz
seminifer tiibiillerin bircogunda germinal epitel hucrelerinin birbirlerinden ve bazal

laminadan ayrilmalari, bu hiicrelerin deskuamasyonu sonucu peritiibiiler doku ile Sertoli
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hiicreleri ve germinal hiicreler arasinda belirgin agilmalar ve vakualizasyonlarin meydana
geldigi izlenmistir. Bu bulgular Anderson ve ark. (1989), Tigdas (2006), Kurus ve ark.
(2009) ve Martinez ve ark.’nin (2009) da c¢alismalarinda gosterilmistir. Calismamizdaki
seminifer tiibiillerin bircogunda gdzlenen spermatogenik hiicre kaybi1 ve disorganizasyon
olusumunu Anderson ve ark. (1989), Yenilmez ve ark. (1995), Tigdas (2006) ile Kurus ve
ark. (2009) da ¢aligmalarinda tespit etmislerdir. Seminifer tiibiillerde saptadigimiz bazal
lamina ondiilasyonlarmi1 Shirai ve Ikemoto (1992) c¢alismalarinda gostermislerdir.
Interstisyel hiicre yogunlugunda ve vaskiilarizasyonda saptanan hafif derecedeki
degisiklikleri, interstisyel alanda atrofik Leydig hiicrelerinin nlkleuslarinda gérdigiimiiz
piknozis, karyoreksis ve karyolizis seklindeki hiicresel hasarlar1 Tigdas (2006) ile Martinez
ve ark. (2009) calismalarinda tespit etmislerdir. Calismamizda etanol grubunda tespit
edilen seminifer tiiblil ¢aplarindaki azalma rat ve fareler iizerinde yapilan ¢ok sayida
caligmada da gosterilmistir (Anderson ve ark., 1987; Weinberg ve Vogl, 1988; Yenilmez
ve ark., 1995; Calleja ve ark., 1997; Martinez ve ark., 2009).

Calismamizda, kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 verildiginde etanoliin
neden oldugu histopatolojik hasarlar1 azalttigi goriilmiistiir. Bu iki maddenin birlikte
kullanilmasi ile hasarlarin belirgin bir sekilde giderilmesi iyilestirici yonde sinerjik bir etki
yaptiklarini diisiindiirmektedir. Taepongsorat ve ark. (2008) kuersetinin iireme organlar1 ve
sperm kalitesi Gzerine olumlu etkisinin doza ve sureye bagli oldugunu belirtmislerdir.
Izawa ve ark. (2008) dizel egzoz toksisitesi Uzerinde kuersetinin farelerin ginlik sperm
uretimini arttirdigimi, total sperm anormalliklerinin sikhigmi azalttigini, Sertoli hicre

sayisint korudugunu saptamislardir. Bu ¢alismalar bulgularimizi desteklemektedir.

Taepongsorat ve ark. (2008) kuersetinin verilme siiresine ve dozuna bagli olarak
seminifer tiibiil alanini arttirdigimi bildirmistir. Caliymamizda kuersetin ve balik n-3 yag
asitleri ne ayr1 ayr1 ne de beraber etanoliin neden oldugu seminifer tiibiil ¢aplarindaki

azalmay1 giderememiglerdir.

Apopitozis, bir¢ok fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana gelen programlanmis
hicre 6limudur. Apopitotik siirecin baslamasinda hiicre i¢i ve hiicre dis1 kokenli 6lim
sinyalleri etkili olur. Bu uyarilara maruz kalan hiicrede, ilgili genetik mekanizma harekete

gecer ve apopitozis baslar. Metabolizma ve siklus bozukluklari, hiperkalsemi, pH
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degisiklikleri gibi etkiler hiicre i¢inden kaynaklanan sinyallerdir. Hiicre disindan gelen
sinyaller ise ultraviyole isinlari, hipoksi, 1s1 degisiklikleri, antikanser ilaglar ve toksik
maddelerdir (Kus ve ark., 2008a). Serbest oksijen radikalleri de hiicre metabolizmasmdaki
bircok reaksiyonu etkileyerek DNA hasarina, lipid peroksidasyonuna, sitokinlerin
ekspresyonuna, histolojik inflamasyona ve neticede fibrogeneze ve apopitozis veya

nekrozla hiicre 6liimiine yol agmaktadirlar (Lavine, 2000; Chatterjee ve ark., 2002).

Etanol testislerde apopitotik hiicrelerin sayisini arttirmaktadir. Zhu ve ark. (2000) ile
Koh ve Kim (2006) etanol uygulanan ratlarda testikiiler germ hicrelerinde, Li ve Kim
(2003) ise etanole maruz kalan embriyonik ve neonatal rat testislerinin organ kulturlerinde
apopitotik hiicre sayisiin arttiimi saptamislardir. Calismamizda literatiir bilgileriyle
uyumlu olarak etanol grubunda apopitotik hiicre sayisinda ileri derecede artis saptandi.
Kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin histopatolojik hasar1 giderici etkileriyle paralellik
gosteren antiapopitotik etkileri gorildi ve beraber verildiklerinde bu etkileri daha da
belirginlesti. Kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin antiapopitotik etkilerini gosteren
Ishikawa ve Kitamura (2000b) ile Kus ve ark.’nin (2008a) calismalar1 bulgularimizi

desteklemektedirler.

Etanol membran harabiyetine neden olarak bircok dejeneratif hastaligin
patogenezinde 6nemli rol oynar. Leydig hilcrelerinin membran hasarlari, 6zellikle diiz
endoplazmik retikulum membranlarinda goriillen morfolojik bozukluklar, steroid
biyosentezinde dnemli bozukluklara neden olur. Etanol uygulamas: Leydig htcrelerinde
organel hasarlar1 ile testosteron iiretimini azaltarak indirekt veya direkt olarak Sertoli
hicrelerini etkileyebilir (Rosenblum ve ark., 1989; Yenilmez ve ark., 1995). Etanol
toksisitesinin deney hayvanlarinda ve insanlarda testosteron biyosentezinde azalma yaptigi
ve kan testosteron diizeyini belirgin bir sekilde disiirdigii gosterilmistir (Gavaler ve ark.,
1983; Anderson ve ark., 1987; Weinberg ve Vogl, 1988; Singh ve Pandey, 1991; Ida ve
ark., 1992; Yenilmez ve ark., 1995; Emanuelle ve ark., 1999; Srikanth ve ark., 1999;
Muthusami ve Chinnaswamy, 2005; Martinez ve ark., 2009). Akut alkol tiketimi testikiler
hasar yaparken, kronik alkol uygulamalar1 hem insan hem de hayvanlarda testikiler atrofi
ve testosteron dengesizligi ile sonug¢lanir (Dahlgren ve ark., 1989; Rosenblum ve ark.,

1989; Kelce ve ark., 1990; Nordmann ve ark., 1990). Calismamizda etanol verilen ratlarda
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testosteron degerlerinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmasi literatirle
uyumlu bulunmustur. Histopatolojik olarak etanol grubu Leydig hucrelerinde piknozis,
karyolizis ve karyoreksis gibi nukleus hasarlarmm yani sira atrofinin de saptanmasi
testosteron diizeylerinin azalmasini agiklamaktadir. Santucci ve ark. (1983) in vitro Leydig
hicrelerinde alkoliin metabolize edilmesi sirasinda ortaya ¢ikan ilk {irin olan asetaldehitin
testosteron iretimini % 44’lere kadar disiirdigiinii tespit etmislerdir. Shirai ve Ikemoto
(1992) kronik alkolik ratlarda testisin interstisyel dokusunda bulunan ADH aktivitesinin
arttigini, serum Ve testis testosteron diizeylerinin azaldigini bildirmislerdir. Tentler ve ark.
(1997) akut alkol uygulamasinin buyime donemi boyunca organ gelisiminde kritik rol
oynayan serum testosteron ve GH dizeyini disiirdiigiinii saptamiglardir. Alkoliklerde
azalmig testosterondan iki faktoér sorumlu tutulmaktadir. Birincisi dogrudan testise olan
toksik etki sonucunda testosteron Uretimindeki bozulma, ikincisi de periferde alkoliin
artirdig1 aromataz aktivitesiyle Ostradiol (E;)’ye doniisiimiin artmasidir. Zira alkoliklerde
gorilen E; yiiksekligi bu durumu desteklemektedir. Alkoliklerde azalmis serum testosteron
miktarinin diger bir nedeni de progesteron sentezindeki azalmadir. Sonugta kronik
alkolizmin lireme sagligina zararl etkileri vardir ve bu ileri donemde erektil disfonksiyon
ve steriliteye neden olabilir (Muthusami ve Chinnaswamy, 2005). Ma ve ark. (2004)
kuersetinin serum testosteron seviyelerindeki artis1 stimiile ettigini bildirmislerdir. Fakat
alkol ile beraber kuersetin verdigimiz gruplardaki sonuglarimiz testosteron seviyelerini
degistirmemistir.

Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya ¢ikar.
Eslenmemis elektron iceren atom veya molekiiller hiicrenin zarar gordiigii reaksiyonlar
dizisini baglatir. ROS diisiik dozlarda ¢esitli stres tepkimelerinde arabulucu gibi rol
oynarken, yuksek dozlarda (oksidatif stres gibi) hlcresel zararlara yol acarlar (Martin ve
Barrett, 2002).

Viicutta meydana gelen fizyolojik islevler sirasinda ya da patolojik bir sureg
icerisinde ortaya ¢ikan serbest radikaller ile antioksidan sistem arasindaki dengenin serbest
radikaller tarafina kaymasi sonucu oksidatif hasar ortaya ¢ikar ve ¢esitli mekanizmalar ile
biomolekullere hasar verir. Organizma oksidatif hasara karst kendini enzimatik ve

nonenzimatik antioksidan sistem ve molekiillerle korur (Kus ve ark., 2008b). Dokularda
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meydana gelen ROS enzimatik (Methemoglobin reduktaz, Glutatyon reduktaz, Glutatyon
S-transferaz, SOD, CAT ve GSH-Px gibi) ve nonenzimatik (Vitamin A, C ve E, glutatyon,
NADH, NADPH gibi) antioksidan sistemleri ve karotenoidler tarafindan temizlenir (Genc
ve ark., 1998; EI-Sokkary ve ark., 1999; Husain ve ark., 2001).

Oral ve intraperitoneal olarak uygulanan akut ve kronik etanol maruziyeti serbest
radikal ve lipid peroksidasyon olusumunda artmaya neden olur. Testikiiler membranlar
oksidatif bozulmaya dayaniksiz polienoik yag asidi bakimindan zengindir. Lipid
peroksidasyonu, membranlarin iglevini yitirmesine, hiicre nekrozu yoluyla hicre 6limtne
ve sonugta gonadal disfonksiyona yol agar. (Rosenblum ve ark., 1989; Nordmann ve ark.,
1992; Lecomte ve ark., 1994; Bekpinar ve Tugrul, 1995; Chainy ve ark., 1997
Grattagliano ve ark., 1997; Ishii ve ark., 1997; Genc ve ark., 1998; El-Sokkary ve ark.,
1999; Schlorff ve ark., 1999; Oner-lyidogan ve ark., 2001; Aydilek ve ark., 2004; Lieber,
2005).

Etanol alimi viicutta olduk¢a toksik iki ayr1 madde olusumu ile sonuglanir;
asetaldehit ve lipid peroksidasyon sonucu olusan MDA (Nordmann, 1994; Sentman ve
ark., 2001). Her iki maddenin de g¢ok belirgin bir serbest radikal hasari yaptigi iyi
bilinmektedir (Nordmann, 1994).

Alkolin oksidasyonu sirasinda iretilen asetaldehit, gerek glutatyon gibi
antioksidanlar1 tiiketerek, gerekse ileri oksidasyona ugrayip serbest radikal {retimini
arttirarak oksidan-antioksidan sistem dengesini bozar. Ayrica asetaldehit yapisal ya da
fonksiyonel proteinlerle kovalan baglar olusturarak immun yanit1 tetikler (Tuma ve ark.,
1987; Tsukamoto ve Lu, 2001).

Lipid perokidasyonu ile olusan uriinlerin TBA ile reaksiyona girmesi sonucu MDA
ortaya ¢ikmaktadir. MDA miktar1 serbest radikal hasar1 hakkinda bilgi vermektedir (Varan
ve ark., 1999). Azalmis GSH-Px, SOD ve CAT aktivitesi etanoliin indiikledigi oksidatif
stresi gosterir (Husain ve ark., 2001). Etanol metabolizmasi sirasinda karacigerde aktivitesi
olduk¢a artan XO kendisi serbest radikal olusumuna yol actigi gibi, asetaldehit
metabolizmasinin da XO veya aldehit oksidaz aracilig ile serbest radikaller iiretebilme
potansiyeli vardir (Kato ve ark., 1990; Poli, 2000). Kronik etanoliin endotelyal hiicrelerden

NO sentezini veya salinimini etkiledigi gosterilmistir (Pinardi ve ark., 1992; Slomiany ve
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ark., 1998). Siganlarda yiiksek miktarda etanoliin oksidatif doku hasarini arttirdigi, NO ve

antioksidanlar1 azaltarak hipertansiyona yol agtig1 ileri stiriilmiistiir (Husain ve ark., 2005).

Kurus ve ark. (2009) etanol alan grupta azalmis doku SOD, CAT ve GSH-Px ve
artmis MDA’nin serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasardan sorumlu oldugunu
ileri stirmiiglerdir. Grattagliano ve ark. (1997) etanol verilen ratlarin testis dokularinda
MDA ve XO seviyesinde artma, GSH-Px seviyesinde azalma saptamislardir. Bunun
serbest radikallerin artigina ve oksidatif strese karst korunmanin ortadan kalkmasina neden
olabilecegini ileri siirmiislerdir. Caligmamizda literatiirle paralel bir sekilde etanol
grubunda kontrol grubuna gore lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA
duzeylerinde artma, antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde
ise azalma gOriildii. Bu sonuglar testiste etanolin neden oldugu oksidatif hasari
gostermektedir. Calismamizda XO aktivitelerinin etanol grubunda kontrol grubuna gore
anlamli bir sekilde azalmasi Grattagliano ve ark.’nin (1997) bulgulartyla farklilik
sergilemekteydi. Calismamizda etanol grubunda kontrol grubuna gdre NO degerlerinde

anlamli bir artig bulundu.

Antioksidanlarin insan sagligindaki baslica etkisi serbest radikal siipiiriicii ve zincir
kiric1 mekanizmalarla ortaya ¢ikar. Viicutta antioksidanlarin varliginda oksidatif strese
bagli hasarlar azalir. Antioksidanlar, lipid peroksidasyonu, proteinlerin ¢apraz baglanmasi

ve DNA mutasyonu ile etkilesip doku hasarmni onlerler (Yasar, 2010).

Conner ve ark. (1997) n-3 ve n-6 PUFA’larmn seksuel gelismede 6nemli rollere sahip
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan deneysel c¢alismalarda, n-3 yag asitlerinin oksidatif
hasara kars1 koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Sarsilmaz ve ark., 2003a). n-3 yag
asitlerinin, oksidatif sureg¢ icerisine giren dokudaki azalmaya yiiz tutmus PUFA yerine
gecmek suretiyle koruyucu etkisini gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Kus ve ark., 2008a; Kus ve
ark., 2008b). Balik n-3 yag asitlerinin gesitli etkenlerle testiste olusan oksidatif stres
sonucu MDA seviyelerindeki artigi, SOD ve GSH-Px aktivitelerindeki azalmay1 6nledigi
calismalarla gosterilmistir (Kus ve ark., 2008b; Ozyurt ve ark., 2008). Sarsilmaz ve ark.
(2003b) balik n-3 yag asitlerinin enerji tiretim sistemini olumlu yonde etkileyebilecegini ve
bunun da sperm maturasyonunu ve canliliginin korunmasinda etkin olabilecegini

belirtmiglerdir.
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Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu iizerindeki etkileri bir¢ok arastirmaci tarafindan
calisilmiy ve MDA diizeylerini anlamli olarak diistirdiikleri gosterilmistir (Devi ve
Shyamala, 1999; Middleton ve ark., 2000; Nijveldt ve ark., 20001; Kahraman ve ark.,
2003b). Hollman ve ark. (1995) % 0,2 kuersetin iceren dietle beslenen ratlarda kontrol
grubuna gore antioksidan kapasitenin belirgin sekilde yiiksek oldugunu ve lipid
peroksidasyonunun inhibe oldugunu tespit etmislerdir. Kuersetinin antioksidan etkisi,
horoz spermatogonial hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda oksidatif stresin artmasina bagli olarak
goriilen MDA diizeylerindeki artisi, GSH-Px ve SOD aktivitelerindeki azalmay1
onlemesiyle de ortaya konmustur (Zhang, 2005; Mi ve ark., 2007).

Calismamizda etanoliin testislerde neden oldugu MDA diizeylerindeki artigin
kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin birlikte verilmesiyle azaltildigi ve boylelikle lipid
peroksidasyonunun dnlenebildigi izlendi. Calismamizda etanoliin testislerde neden oldugu
oksidatif hasarin bir gostergesi olan CAT ve GSH-Px aktivitelerindeki azalma kuersetin ve
balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte verilmesiyle Onlenebilmektedir. SOD
aktivitelerinde etanoliin neden oldugu azalma ise kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1
ayr1 verilmesiyle dnlenebilmektedir. Bulgularimiz literatiirde yer alan kuersetin ve balik n-
3 yag asitlerinin antioksidan 6zellikleriyle uyum gostermekte ve alkoliin zararh etkisinin

onlendigini gostermektedir.

Calismamizda etanoliin neden oldugu NO diizeylerindeki artis1 kuersetin tek basma
ve balik n-3 yag asitleriyle birlikte verildiginde Onleyebilmektedir. XO aktivitelerindeki
azalma ise balik n-3 yag asitlerinin tek basina ve kuersetinle birlikte verilmesiyle

Onlenebilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Etanol ratlarin agirhik kazanimi agisindan geri kalmasma, seminifer tubullerde,
germinal seriye ait hucrelerde ve Leydig hicrelerinde dejeneratif degisiklikler
meydana gelmesine, seminifer tiibiil caplarmin azalmasina, apopitotik hiicre

sayisinda artisa neden olmaktadir.

Etanoliin neden oldugu morfolojik ve morfometrik degisiklikler ile hasarlar kuersetin
ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 verilmesiyle kismen, birlikte verilmesiyle biiyiik

Olclde duzeltilebilmektedir.
Etanol serum total testosteron seviyesinde diismeye sebep olmaktadir.

Etanol rat testislerinde SOD, GSH-Px, XO ve CAT aktivitelerinde azalmaya, MDA

ve NO diizeylerinde ise artmaya neden olmaktadir.

Etanoliin rat testislerinde neden oldugu oksidatif hasar kuersetin ve balik n-3 yag

asitlerinin ayr1 ayr1 ve birlikte verilmesiyle azaltilabilmektedir.

Etanoliin neden oldugu oksidatif hasara kars1 kuersetin tek basma kullanildiginda NO
seviyelerini azaltarak; SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini ise arttirarak koruma

saglamaktadir.

Etanoliin sebep oldugu oksidatif hasar1 6nlemede balik n-3 yag asitleri tek basina
kullanildiginda SOD, CAT, XO ve GSH-Px aktivitelerini arttirarak katkida

bulunmaktadir.

Testislerde etanoliin yol actig1 oksidatif hasar1 dnlemede kuersetin ve balik n-3 yag
asitlerinin birlikte verilmesi MDA ve NO seviyelerini azaltarak, CAT, XO ve GSH-

Px aktivitelerini arttirarak katkida bulunmaktadir.

Etanollin testislerde neden oldugu hasarlarin 6nlenmesinde kuersetin ve balik n-3 yag

asitlerinin etkili olabilecegi gdzlendi.

Sonug olarak; etanoliin testislerde neden oldugu degisiklikler iizerine kuersetin ve

balik n-3 yag asitlerinin etki mekanizmalarimin daha iyi anlasilabilmesi i¢in farkl
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stre ve dozlarin kullanildig1 ve farkli parametrelerin degerlendirildigi ¢aligmalarin

yapilmasiin faydali olacagini diistiniiyoruz.
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OZET

Ratlarda Etanol Maruziyetiyle Testislerde Olusan Degisiklikler Uzerine Kuersetin ve
Balik Omega-3 Yag Asitlerinin Etkisi

Ozellikle genglik doneminden baslayarak, tiiketimi giderek artan alkoliin sistemik zararli
etkileri birgok ¢aligma ile gdsterilmistir. Insan ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda
da alkoliin erkek iireme aktivitelerini baskiladigi ve testislerde dejeneratif degisikliklere
neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda, testiste etanole bagh gelisebilecek dejeneratif
degisiklikler iizerine kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 olarak ve birlikte
kullaniminin etkileri arastirilmistir.

Calismamizda 45 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat bes gruba ayrildi. Gruplar siras1
ile 1) Kontrol (3 g/kg SF) grubu, 2) Etanol (% 40’lik 3 g/kg) grubu, 3) Etanol (% 40°lik 3
g/kg) + kuersetin (270 mg/kg) grubu, 4) Etanol (% 40’lik 3 g/kg) + balik n-3 yag asidi (400
mg/kg), grubu ve 5) Etanol (% 40’lik 3 g/kg) + kuersetin (270 mg/kg) + balik n-3 yag asidi
(400 mg/kg) grubu olarak olusturuldu. Tim etken maddeler intragastrik gavaj yolu ile
sekiz hafta siresince verildi.

Deney sonunda tum ratlar anestezi altinda testisleri ve kanlar1 alinarak sakrifiye
edildi. Her rata ait sol testis biyokimyasal, sag testis ise histopatolojik incelemeler icin
kullanild1. Rutin doku takibi yapilan testis kesitleri hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi.
Apopitozisin belirlenmesi i¢in TUNEL yontemi kullanildi. Biyokimyasal parametrelerden
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve ksantin
oksidaz (XO) aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) duzeyleri
spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Ayrica serum total testosteron seviyeleri tespit edildi.
Verilerin istatistiksel analizi ve gruplar arasi karsilastirmalar yapilda.

Etanol verilen ratlarin viicut agirhk kazammi agisindan geri kaldigi, testislerin
histopatolojik incelemelerinde seminifer ttiblllerde, germinal seriye ait hiicrelerde, Leydig
hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler meydana geldigi ve seminifer tiibiil ¢aplarmnin
azaldig1 belirlendi. TUNEL degerlendirmesinde apopitotik hiicre sayisinda artis gdzlendi.
Serum total testosteron diizeyinde azalma oldugu bulundu. Biyokimyasal olarak ise testis
dokusunda MDA ve NO diizeylerinde artma; buna karsilik SOD, CAT, GSH-Px ve XO
aktivitelerinde azalma goraldi.

Etanoliin neden oldugu morfolojik, morfometrik degisiklikler ve hasarlarin kuersetin
ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 verilmesiyle kismen, birlikte verilmesiyle biiyiik
olclide diizelme gosterdigi izlendi.

Etanolle meydana gelen oksidatif hasarin kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin tek
basma kullanildig1 gruplarda SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerini artirarak koruma
saglandigi, kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin birlikte verilmesi ile MDA ve NO
seviyelerinin azaltilarak koruma saglandig: tespit edildi.
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Sonug olarak; etanolun rat testislerinde morfolojik ve biyokimyasal olarak hasar
olusturdugu; bu hasarlarm bir kisminmn kuersetin ve balik n-3 yag asitlerinin ayr1 ayr1 ve
birlikte verilmesiyle tamamen, bir kisminin ise kismen diizelme gosterebilecegi sonucuna

ulagildi.

Anahtar kelimeler: Balik omega-3 yag asidi, etanol, kuersetin, rat, testis.
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SUMMARY

Effects of Quercetin and Fish N-3 Fatty Acids on The Changes in Testes Due To
Ethanol Exposure

The harmful systemic effects of alcohol (ethanol) whose consumption usually starts in the
adolescence have been shown in various studies. The studies have also shown that alcohol
inhibits male reproductive activity in laboratory animals and humans as well as causing
degenerative changes in testis. In this study, the effects of quercetin and fish n-3 fatty acids
separately and in combination on the changes in testes due to ethanol exposure were
investigated.

In this study it has been planned to use 45 adult male rats by assigning them into five
groups, namely 1) Control group (SF 3 g/kg), 2) Ethanol (40% 3 g/kg) group, 3) Ethanol
(40% 3 g/kg) + quercetin (270 mg/kg) group, 4) Ethanol (40% 3 g/kg) + fish n-3 fatty acid
(400 mg/kg) group, and 5) Ethanol (40% 3 g/kg) + quercetin (270 mg/kg) + fish n-3 fatty
acid (400 mg/kg) group. All effective substances were administered by intragastric lavage
for eight weeks.

At the end of 8-week period, all of the rats were sacrificed by removing their blood
and testes under ketamine+tksilazine anesthesia. Each left testes were used for biochemical
studies, while the right ones were used for immunohistochemical analyses. Tissue sections
from testes were stained with hematoxylin and eosin (H-E). Apoptotic cells were studied by
using TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling)
assay. For biochemical analysis, the activities of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GSH-Px) as well as
malondialdehyde (MDA) and nitric oxide (NO) levels were measured
spectrophotometricly. In addition, total serum testosterone levels were determined.
Statistical analyses of the numeric data were performed and the comparissons between
groups were done.

It has been observed that the ethanol-administered rats have retarded in terms of
body weight gain, besides developing degenerative changes in seminiferous tubules, in
germ line and Leydig cells in histopathologic analyses as well as showing decrease in
seminiferous tubule diameters. TUNEL assay also showed an increase in apoptotic cell
number. Additionally, total serum testosterone levels were found to have decreased.
Biochemically, an increase in MDA and NO levels were detected, whereas a decrease in
SOD, CAT, GSH-Px and XO activities were observed.

Morphologic and morphometric changes and damages caused by alcohol (ethanol)
have been reversed (recovered) partly by giving quercetin and fish n-3 fatty acids
seperately, while it was reversed almost completely by giving them in combination.

It was also found that protection was provided by increasing SOD, CAT and GSH-Px
activities in groups administered either Quercetin or Fish n-3 fatty acids only, and by
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lowering the levels of MDA and NO in groups administered both Quercetin and Fish n-3
fatty acids together.

In conclusion, this study showed that alcohol (ethanol) causes damage in rat testes
morhologically and biochemically, and this damage can be reversed in part by using either
Quercetin or Fish n-3 fatty acids only and can be reversed completely by using Quercetin
or Fish n-3 fatty acids in combination.

Key words: Ethanol, fish omega-3 fatty acid, quercetin, rat, testis.
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