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1. OZET

Erkek siganlar iizerinde yapmis oldugumuz bu calismada, solunum yoluyla
uygulanan formaldehit’in iireme sistemi lizerindeki olumsuz etkileri arastirildi.
Ayrica formaldehit maruziyetine karst giil yaginin muhtemel koruyucu etkileri de
degerlendirildi.

Bu amagcla, 21 adet Wistar albino cinsi erkek sican {i¢ gruba ayrildi. Grup I,
kontrol olarak kullanilirken, Grup II’deki hayvanlar, 35 giin boyunca giinde 1 saat 10
ppm dozunda formaldehite maruz birakildi. Grup III’teki hayvanlara ise, ayn1 dozda
uygulanan formaldehit’in yani sira yine giinliik olarak 1 ml giil yagi solunum yolu ile
uygulandi. Deney sonunda hayvanlar dekapite edildi. Immiinohistokimyasal ve
histolojik degerlendirmeler i¢in hypothalamus ve testisler, spermiogram analizi i¢in
de epididymis dokular1 alindi. Hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde ise testosteron
diizeyleri belirlendi.

Formaldehit’e maruz kalan siganlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
hypothalamus doku kesitlerinde daha siddetli GnRH boyanmasinin oldugu; testis ve
epididymis incelemelerinde histopatolojik hasarlarin meydana geldigi; ayrica
testosteron seviyelerinde de bir disiisin oldugu tespit edildi. Formaldehit
maruziyetiyle birlikte giil yag1 uygulanan grupta ise, hypothalamus kesitlerinde yine
siddetli bir GnRH boyanmasinin goriildiigii; testis ve epididymis doku drneklerindeki
histopatolojik degisikliklerin de diizeldigi ortaya kondu. Yine bu grupta testosteron
seviyelerinin yiikseldigi ve kontrol degerlerine yaklastig1 tespit edildi.

Sonugta, formaldehit maruziyetine bagli olarak {ireme sisteminde ciddi
hasarlarin meydana geldigi ve bu hasarlara karsi giil yagmin koruyucu etkiler
gosterdigi ifade edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Formaldehit, giil yagi, GnRH, testis, sigan.



2. ABSTRACT
The investigation of the effects of both application on GnRH levels and testes, in
the rats which formaldehyde and aroma inhaleted.

In this study which performed on male rats, harmful effects of formaldehyde
applied inhalation on reproductive system were investigated. Apart from this,
possible protective effects of rose oil were evaluated against formaldehyde exposure.

For this purpose, 21 adult male Wistar rats were divided into three groups. The
Gruop I was used as the control group. The animals in Group II were exposed to 10
ppm formaldehyde for 35 days (1 hour a day). The animals in Group III were not
only applied to the same formaldehyde dosage, but also applied 1ml rose oil per day
via inhalation. At the end of the experiment, the rats were decapitated. When the
hypothalamus and testes were used for immunohistochemical and histological
evaluations, the epididymis tissues were taken for sperm analyzing. Testosterone
levels were determined from the blood samples taken from animals.

When the rats were exposed to formaldehyde compared with the control group,
it was determined that the hypothalamus tissue slices had much more severe GnRH
staining. In the examination of testes and epididymis, the histopathological damages
were found. In addition, it was proved that there was a decrease in the testosterone
levels. In the group in which the rose oil was applied with formaldehyde exposure it
was seen that the hypothalamus slices had a severe GnRH staining. In the tissues of
testes and epididymis samples, it was found that the histopathological changes were
improved. We also determined that the testosterone levels increased and they

approached to the control levels in this group.



As a result, it can be expressed that serious damages occured via formaldehyde
exposure in reproductive system and that the rose oil had protective effects against
these damages.

Keywords: Formaldehyde, rose oil, GnRH, testes, rat.



3. GIRIS

3.1. Formaldehit

3.1.1. Formaldehitin Ozellikleri

Formaldehit (FA) renksiz, keskin kokulu ve suda g¢ok iyi ¢oziinebilen bir
gazdir. Tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. %37’lik suda ¢Ozlinmiis sekline
formalin ad1 verilir. Polimerize olmus kat1 sekline ise paraformaldehit denir. Aldehit
ailesinin bir iyesi olan FA’nin kimyasal formiilii CH,O seklindedir. Sivi
formaldehitin miktar1 mililitre (ml) cinsinden belirtilirken, gaz hali ise part per
million (ppm) olarak ifade edilir. Bulundugu her ortamdan gaz haline
gecebilmektedir (1-4).

FA’nin viicuda alinimi hem solunum hem de sindirim yolu ile olmaktadir.
Sigara dumani, ekzos gazi ve ortamdan buharlasan formalin; solunum yoluyla
viicuda giris seklini olustururken, bazi gidalarda kullanilan katki maddeleri, kahve,
icme suyu, meyve ve sebzeler de sindirim yoluyla viicuda girisini saglar (4-7).

FA wviicuda alindiktan sonra karaciger ve eritrositlerde formaldehit
dehidrogenaz enzimi (FDH) katalizorliigiinde formik aside doniisiir. Glutatyon bu
reaksiyon esnasinda kofaktor olarak gorev alir. FA’nimn viicuttan atilimi, formik aside
doniiserek idrar ve feces yoluyla veya karbondioksite okside olarak solunum yoluyla
gergeklesir (7-10).

3.1.2. Kullamim Alanlan

Formaldehit insan yasaminda ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. T1p alaninda,
anatomide kadavra tespiti ve uzun silire saklanmasi; histoloji ve patoloji
laboratuarlarinda incelenecek dokularin hazirlanmasi; hemodiyaliz soliisyonlarinda

ve bazi ilaglarda koruyucu madde olarak yararlanilmaktadir (5-7).



Endiistriyel alanda; boya, plastik, beton, alg1, kablo, kauguk, kontrplak, laminat
parke ve tekstil sanayinde kullanilmaktadir (3, 6, 7, 10, 11).

Glinliik hayatta ise, dis macunu, kozmetik iiriinler, ev temizlik malzemeleri,
dezenfektan maddeler, kagit iirlinleri ve g¢esitli yapistiricilarin  yapisinda da
bulunmaktadir (3, 7, 10, 11).

3.1.3 Formaldehitin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Deri, solunum ve sindirim yoluyla organizmaya alinan formaldehit, insan
viicudunda ¢esitli olumsuzluklara neden olmaktadir (7).

3.1.3.1 Toksik Etkiler

FA’nin organizma tizerindeki toksik etkileri bir¢ok calismada gdsterilmistir.
Insanlarda kisa donem FA maruziyetinin ilk olarak etkiledigi organlar, goz ve
solunum yollaridir. Gozdeki etkilenme, agri, kizariklik, yanma hissi, bulanik gérme
seklinde olabilir. Bu sikayetler 0,24 ppm kadar diisiik konsantrasyonlarda bile ortaya
cikabilir (7, 12—14).

Solunum yollarindaki etkilenme, kizariklik, sislik, kasint1 veya agri olarak
kendini gostermektedir. Akut FA etkilenmelerinde siklik sirasina gére burun, bogaz
ve alt solunum yollar1 ile ilgili semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. 0,5 ppm gibi diistik
konsantrasyonlarda bile solunum sistemi mukoz membranlarinda toksik etkilere
neden olmaktadir. Kisa siireli maruziyette burun, bogazda lokal irritasyon bulgular1
goriiliirken, doz arttik¢a genel keyifsizlik, lakrimasyon, hapsirma-oksiirme, dispne ve
en son Olim goriilebilir. (7, 15). Akut olarak diisiik doz FA maruziyeti sonrasi {ist
solunum yollarinda inflamatuvar hiicre degisiklikleri gozlenmektedir. FA, 10-20
ppm seviyelerinde Oksiiriik, nefes darligi gibi sikayetlere neden olmaktadir (16—18).
Insanlarda alt solunum yolu hasari yiiksek doz (5-30 ppm) ve uzun donem

etkilenmelere bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir (19).



FA maruziyeti ve astim hastalig1 arasinda da bir iliski bulunmaktadir. Astimli
hastalarda daha diisiik dozdaki FA, solunum yolu problemlerine neden olmaktadir.
Formaldehit seviyesinin 70140 pg/m’ oldugu evlerdeki ¢ocuklarda astim ve kronik
bronsit prevalansi anlaml bir sekilde yiiksektir. FA, mesleki astim hastaliginin
nedenlerinden birisi olarak kabul edilmektedir. Formalin’in %2 ve iizerindeki
soliisyonlari, alerjik kontak dermatit gelisimine neden olmaktadir. Deri yama
testinde, %0,05°1ik FA soliisyonu alerjik reaksiyon gelisimine neden olabilmektedir
(20, 21).

Sinir sistemi formaldehitten etkilenen en 6nemli sistemlerden biridir. Histoloji,
patoloji ve kadavra tahniti teknisyenleri, diseksiyon yapan doktor ve Ogrenciler ile
diyaliz  iinitesinde ¢alisgan  hemsireler —mesleki olarak  formaldehitten
etkilenmektedirler. Bu etkilenme sonucu halsizlik, bas agrisi, denge ve uyku
bozuklugu ile ruhsal durum ve hafiza bozukluklarmm gorildigi bildirilmistir.
Ayrica formaldehitin kullanildigi endiistriyel alanlarda calisan kisilerde, asiri
yorgunluk ve susuzluk hissi, irritabilite, letarji, davranis ve duygu-durum bozuklugu
gibi belirtilerin olmasi ndrotoksisiteyi diisiindliirmektedir (22—24).

Deneysel olarak yapilan bir¢ok calismada, sistemik olarak uygulanan FA’nin
beyin hiicrelerinin gelisimini engelledigi, hiicre sayisi ve hacimlerini olumsuz
etkiledigi, apoptozisi artirarak noronal hasara neden oldugu gosterilmistir (25-27).
Sistemik olarak FA uygulanan ratlarda, davranigs bozukluklari, ruhsal dengesizlik ve
ogrenme ile ilgili testlerde bozukluklar goriilmiistiir. Sicanlarda FA’dan akut
etkilenme sonucu motor aktivitede yavaslama tespit edilmistir. Bu yavaglama,
hypothalamusta, dopamin ve serotonin seviyesinin birlikte diismesine baglanmustir

(28-31).



Formaldehit, gidalarin sterilizasyonunda ve ambalaj bilesiminde kullanildig:
icin oral yolla alimi miimkiin olabilmektedir. Bu sekilde maruziyet sonucu
gastrointestinal irritasyon meydana gelir ve histopatolojik olarak gastrite yol acar. FA
hizl1 bir sekilde formik aside metabolize oldugundan iist gastrointestinal sistemde
ciddi lokal korozif etki olusturur. Bunu takiben bulanti, ishal, karin agrisi,
iilserasyon, nekroz, perforasyon ve kanama gelisir. Daha sonra dolasim kollapsi,
metabolik asidoz, hematiiri, aniiri, bobrek hasar1 ve birka¢ giin sonra §liim meydana
gelir (17, 32).

3.1.3.2 Karsinojenik Etkiler

Yapilan kohort ¢alismalarda, FA’ya maruz kalan sanayi is¢ilerinde kanser
goriilme sikliginda artis oldugu tespit edilmistir. Formaldehitin neden oldugu
kanserler arasinda en sik nasopharynx ve cavitas nasalis kanserleri yer almaktadir.
Akciger kanserinden O6liim orani, FA’ya maruz kalanlarda %30 daha fazladir.
Amerikali Anatomistler Birligi’ne iiye 2239 erkek anatomistin 6liim sebepleri
arasinda en sik beyin kanseri ve 16semi yer almaktadir (15, 33-35).

Yapilan deneysel c¢alismalarda, formaldehit’in solunum ve oral yoldan
uygulanmasiin kansere neden oldugu tespit edilmistir. Solunum yolu ile maruziyet
sonucu cavitas nasalis kanseri olustugu gosterilmistir. Doz arttik¢a, kanser goriilme
insidansinda artis tespit edilmistir. I¢gme suyuna karistirilarak verilen FA’nin,
gastrointestinal sistem tiimorii ve l6semiye neden oldugu bildirilmistir (6, 15, 36).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC) ve Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) FA’y1 ‘karsinojen’ olarak smiflandirmistir (6, 7).

3.1.3.3 Genotoksik Etkiler

Formaldehit genotoksik etkiye sahiptir. Bu 6zelligini DNA-protein ¢apraz bagi

olusturarak gostermektedir. Bunun sonucunda, DNA’ya zarar verir veya DNA



tamirini engeller. Cesitli mutasyonlar, kardes kromatid degisimi ve kromozom
kiriklarina neden olur. (37, 38). Deneysel olarak yapilan ¢alismalarda formaldehit’in
bakteri ve memeli hiicrelerinde mutasyonlara neden oldugu bildirilmistir. Siganlara
intraperitoneal olarak uygulanan FA, sperm bas anomalileri ve dominant letal
mutasyona neden olmaktadir (38—40).

3.1.3.4 Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

FA her iki cinste germ hiicrelerine zarar vererek primer ve sekonder
infertiliteye neden olmaktadir. Ayn1 zamanda, menstruel fonksiyonlar1 bozmakta ve
teratojenik potansiyelinden dolay1 embriyonal gelisimi tehdit etmektedir. Calistig
ortam geregi formaldehite maruz kalan gebelerde, spontan abortus meydana geldigi
ve diigiik dogum agirlikli bebek dogurduklari bildirilmistir (8, 41-44).

Ratlar {izerinde yapilan c¢alismalarda FA’nin sperm sayisinda ve
hareketliliginde azalmaya, sperm anomalilerinde ise artmaya neden oldugu
gosterilmistir (45-49). Yapilan bazi ¢alismalarda FA’nin testis morfolojisi iizerine
olan olumsuz etkileri gosterilmistir. Bunlar, testis agirlik artis oraninda azalma,
Leydig hiicre sayisinda azalma ve ¢ekirdek hasarinda artma, tubuli seminiferi
contorti’lerde atrofi, dejenerasyon ve tubiil ¢apinda azalma gibi etkilerdir. Bunlarin
yani sira FA’ya maruz kalmig siganlarda testosteron seviyelerinde de azalma oldugu

tespit edilmistir (47-50).



3.2. Aromaterapi

3.2.1 Genel Bilgiler

Aromaterapi, aromatik bitkilerden elde edilen saf esansiyel yaglarin tedavi
amactyla kullanilmasina denir. Esansiyel yaglar, ugucu oOzellikte olup, kapali
siselerde sivi veya yar1 kat1 halde bulunurlar. Agikta birakildiklarinda oda isisinda
kolayca buharlagirlar. Bu 6zelliginden dolay1 ‘ugucu yag’ veya ‘eterik yag’ isimleri
verilir. Glizel kokulu olmalarmdan dolay1 da ‘esans’ ismiyle anilirlar (51, 52)

Aromaterapi terimi ilk defa Fransiz biyokimyaci Reneé-Maurice Gattefossé
tarafindan 1937 yilinda kullanilmistir. Fakat aromaterapinin esasi olan saf esansiyel
yaglarin kullanimi1 M.O. 5000—-6000 yillarma kadar uzanmaktadir. Aromatik bitkiler
ve onlardan elde edilen ugucu yaglarin ilk olarak Misirlilar tarafindan tibbi tedavi ve
parflimeride kullanildig1 bilinmektedir. Hint ve Cin uygarliklar1 da esansiyel yag ve
bitkisel ilaglar1 tedavi yontemi olarak kullanmislardir. Daha sonra Yunan ve
Romalilar bu tedavi yontemlerini uygulamiglardir. Bilimsel anlamda ilk ¢aligmalar
Miisliman bilim adamlar:1 tarafindan yapilmistir. Giiniimiizde kullanilan buharla
distilasyon yontemi, ilk defa Ibn-i Sina tarafindan uygulanmustir (53-56).

3.2.2 Ucucu Yaglar (Esans Yaglar)

Ugucu yaglar, bitkilerin yaprak, ¢icek, meyve, kdk ve tohumlar1 ile bazi agag
kabuklar1 ve ¢esitli otlardan elde edilmektedir (53-56). Cigekten elde edilenler giil ve
lavanta yaglari; yapraktan nane yagi; kabuktan tar¢in yagi; meyveden anason yagi ve
ottan kekik yagi 6rnek olarak verilebilir (51, 57).

3.2.2.1 Genel Ozellikleri

Ugucu yaglar genelde renksiz veya agik sar1 renklidir. Oda sicakliginda sivi
halde bulunurlar. Lipofilik ¢oziiciilerde ¢ok iyi ¢dziinmelerine ragmen, suda ¢ok az

¢oziiniirler (1/200 oraninda). Aromatik 6zellikleri gii¢lii oldugundan bu oranda bile



kokularmi dis ortama verirler. Dogrudan 151k veya hava ile temaslar1 regine haline
gelmelerine ve kalitelerinin azalmasima neden olur. Bu nedenle kapali ve renkli
siselerde saklanmalar1 gerekmektedir. Ugucu yaglarin kimyasal analizinde, alkol,
aldehit, keton, fenol, terpen, sesquiterpen, eter ve ester bulundugu tespit edilmistir.
Bu ugucu yag bilesenleri, bitkinin hayatinin devami, déllenmenin olmasi ve zararl
haserata kars1 savunma gorevi yaparlar (51, 52, 58).

3.2.2.2 Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Ugucu yaglar dort yontemle elde edilir. Bunlar; buhar distilasyon, soguk pres,
CO; yiiksek basing ve solvent ekstraksiyon (eriyikten 0z ¢ikartma) yontemleridir.

3.2.2.2.1 Buhar Distilasyon Yoéntemi

Ugucu yag elde edilmesinde en sik kullanilan yontemdir. Bu yontemde, i¢inde
su ve elek bulunan bir ¢elik kazan kullanilmaktadir. Bitkiler elek tizerine konur.
Yiiksek 1s1 ve basmgtaki su buhari elekler arasindan gecerek mekanik etkiyle
bitkiden ugucu yaglarin agiga ¢ikmasma neden olur. Islem sirasinda su buhari ve
ucucu yag birlikte yiikselerek, soguk su igerisinde yerlestirilen borulardan gegirilir.
Bu esnadaki yogunlasma nedeniyle sivi forma doniisiir. Su ve ugucu yag karigimi
ozellikli bir vazoda (florentin vazo) toplanir. Daha hafif olan ugucu yag {istte kalir.
Vazonun iistiinde bulunan bir musluk yardimiyla ugucu yag alinir (51, 52, 59).

3.2.2.2.2 Soguk Pres Yontemi

Ucgucu yag eldesinde kullanilan en sik ikinci yontem olup, meyve kabugunun
mekanik olarak basinca maruz kalmasi sonucu ugucu yag elde edilme metodudur.
Genelde limon, portakal, mandalina gibi turunggillerin kabuklarindan yag ¢ikarmada

kullanilmaktadir (51, 52, 59).
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3.2.2.2.3 CO; Yiiksek Basin¢ Yontemi

Yiiksek basingta (22 atmosfer=660 fit okyanus derinligi) sivi hale gelen CO,
kullanilir. Elde edilen sivi CO; ile bitki karistirtlir. Stvi CO; bitkide bulunan ugucu
yaglarin agiga ¢ikmasma neden olur. islem bittikten sonra CO, gaz haline gelene
kadar, karigim diisiik basingta tutulur. CO, tamamen gaz haline gegtikten sonra
geriye sadece saf ugucu yag kalir. Bu yontem, ugucu yagi hafif olan ve aromatik
bilesenlerini kolayca kaybedebilen ¢igeklere ait yaglarin iiretiminde faydalidir
(Stimbiil, yasemin gibi ) (51, 52, 59).

3.2.2.2.4 Eriyikten Oz Cikartma Yontemi

Alkol, aseton, benzen gibi bir organik ¢oziicii ile bitki karistirilir. Bu eriticiler
bitkide bulunan ugucu yagi ve diger sabit yaglar1 ¢ozer. Ardindan organik ¢oziicii
alcak basingta buharlastirilir. Geriye kalan sabit yag-ucucu yag karisimi alkolle
(etanol) muamele edilir. Bu karisim, -15 °C’de bir gece bekletildikten sonra katilagan
sabit yag siiziiliir. Etanol 6zel vakumda ugurulduktan sonra saf ugucu yag elde edilir.
Hafif kokulu ¢igekler i¢in uygun olan bu ydntem, genelde parfiim iireticilerinin
kullandig1 yontemdir. Ciinkii bu sekilde ¢ikarilan ugucu yag kokularinin orijinal
cicek kokusuna en yakin oldugu kabul edilmektedir (51, 52, 59).

3.2.3 Giil yag: (Oleum rosae)

Giilgiller (Rosaceae) familyasinin Rosa cinsinden olan giil, uzun Omiirli,
tirmanict bir bitkidir. Diinyada yaklagik 1350 tiirii vardir. Tirkiye’de giiliin 24 tiirti
bulunmasina ragmen, giill yagi eldesinde Rosa damascena Miller tiiri
kullanilmaktadir. Bu tiir; Isparta giilii, Sam giilii, Yag giilii, Pembe yag giilii ve Sakiz
giilii adlar1 ile de bilinmektedir. Pembe renkli ve keskin kokuludur (59, 60).

Isparta giilii, ugucu yag orani diger giillere nazaran daha yiiksek oldugu i¢in giil

yag1 eldesinde en sik kullanilmaktadir. Toplanan ¢i¢eklerden su buhari distilasyonu
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ile elde edilir. Yaklagik 1 kg giil yag1 cikartabilmek icin 4000 kg giil ¢icegi
kullanilmaktadir (51, 59).

Berrak goriinlimlii, ac¢ik sar1 renkli ve karakteristik kokulu olan giil yaginda
baslica, asiklik terpenik maddeler bulunmakta ve yagin % 40-50’sini sitronellol, %
20’sini geraniol olusturmaktadir. Giiliin karakteristik kokusunu geraniol vermektedir.
Ayrica, geranioliin cis izomeri olan nerol, diger terpenik maddeler, hidrokarbonlar ve
%1- 4 kadar da aromatik bir madde olan feniletil alkol bulunur (51, 59).

3.2.3.1 Giil Yagimn Etki Alanlan

Giil esans yag1 halk arasinda giizel koku 6zelliginden dolay: kullanildig1 gibi
sakinlestirici etkisi ve cilt bakimi i¢in de kullanilmaktadir (61, 62). Geleneksel tipta,
kozmetik kullanimmnin yani sira karmn ve gogiis agrisinin tedavisinde etkili oldugu
kabul edilmektedir. Kalbi kuvvetlendirdigi, menstriiel kanamalar1 ve sindirim sistemi
rahatsizliklarini tedavi ettigi bilinmektedir (63).

Osmanli hekimlerinden ibn-i Sina ve ibn-i Baytar’a ait kitaplarda, giil yaginin
bogaz agrisi, bas agrisi, goz kizarikliklar1 ve agrilarmna iyi geldigi, anlama
kabiliyetini artirdig1, hafizay1r kuvvetlendirdigi, viicudu rahatlattigi, heyecana bagh
kalp carpintilarini azalttig1 bildirilmektedir. Giilsuyu serbetinin ise karmn agrisi, mide
bulantis1 ve hazimsizliga iyi geldigi ifade edilmektedir (60).

Glinlimiizde yapilan deneysel ¢aligmalarda, giil yaginin antibakteriyel (61),
anti-HIV (64), anksiyolitik (65—-67), anti inflamatuvar, analjezik, hipnotik, anti-

spazmodik, antitussif (63) ve antioksidan (68) etkileri gdsterilmistir.
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3.3. Koku Yollar1 Anatomisi

Koku reseptor hiicreleri, concha nasalis superior’un {ist kism1 ve bunun iistiinde
kalan dis duvar, cavitas nasi tavani ve septum nasi’nin {ist kismini 6rten mukozada
bulunur. Bu bolgeye regio olfactoria denilmektedir. Regio olfactoria’da koku, destek
ve bazal hiicreler olmak {lizere ii¢ c¢esit hiicre vardir. Koku hiicreleri, destek
hiicrelerinin arasma yayilmis bipolar hiicreler olup, yaklasik sayis1 40 milyon
civarindadir. Bu hiicrelerin periferik uglarinda 68 adet silia bulunmaktadir. Bunlar
burun bosluguna giren kokuyu algilayarak bipolar hiicre gdvdesini uyarirlar. Santral
uzantilarindan birkag tanesi bir araya gelerek fila olfactoria’y1 yaparlar. Yaklagik 20

kadar olan fila olfactoria’lar, koku yollarinin I. ndronunu olusturur (69-71) (Sekil 1).

Bulbus olfactorius

Nn. olfactorii

Sekil 1. Regio olfactoria (Sobotta’dan modifiye edilmistir).
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Fila olfactoria’lar, os ethmoidale’deki foramina cribrosa’lardan gecerek fossa
cranii anterior’da bulunan bulbus olfactorius’a ait mitral hiicrelerde sonlanir. Bu
hiicreler de koku yollarinimn II. néronunu olusturur. Bulbus olfactorius’da, mitral
hiicrelerin yan1 sira daha kiiciik yapida graniiler ve siliali hiicrelerde bulunmaktadir.
Mitral hiicrelerin santral uzantilari, tractus olfactorius adini alarak, lobus frontalis’in
sulcus olfactorius’u iginde uzanir. Tractus olfactorius, substantia perforata
anterior’un On tarafinda lobus frontalis’in alt yiiziiyle birlesir. Birlesme yerinde
olusan ticgen sahaya trigonum olfactorium denilir. Trigonum olfactorium’un
koselerinden stria olfactoria lateralis ve stria olfactoria medialis ¢ikar (70, 71).

Tractus olfactorius’a ait liflerin ¢ogunlugunun bulundugu stria olfactoria
lateralis, substantia perforata anterior’un on-dis kismindan gegerek area olfactoria

lateralis’deki noronlarla sinaps yapar (Sekil 2) (69, 72).

Sekil 2. Tr. olfactorius ve primer koku merkezi (Netter’den modifiye

edilmistir).



Stria olfactoria medialis’in lifleri ise substantia perforata anterior’u 6nden
sinirlayarak igce-one dogru kivrilir ve commissura anterior’dan geg¢ip karsi taraf
tractus olfactorius i¢inde seyrederek bulbus olfactorius’da sonlanir (69, 72, 73).

3.3.1 Primer Koku Merkezi

Area olfactoria lateralis’de bulunan corpus amygdaloideum’un bir bolimii,
gyrus olfactorius lateralis ve area prepiriformis primer koku merkezini olustururlar.
Area entorhinalis ise, sekonder koku merkezi olarak kabul edilmektedir. Gyrus
hippocampi’nin 6n ucu olan bu bdlge, liflerini genelde primer koku merkezinden
almaktadir. Koku duyusu, diger duyularin aksine thalamus’a ugramadan kortekse
ulasir. Ancak dolayli da olsa mutlaka thalamus’a ugrar (70, 72).

Koku merkezlerinden medial dnbeyin demeti araciligi ile hypothalamus’daki
cekirdeklere lifler gelmektedir. Bu demet insanlarda, hayvanlara gore, daha az
gelismistir. Kokunun limbik sistem ile baglantisini saglayan hippokampus

formasyonu, area entorhinalis’den lifler alir (69, 72, 73).
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3.4 Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH)

GnRH, tireme sistemi lizerinde diizenleyici etkisi olan dekapeptid yapisinda bir
hormondur (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) (Sekil 3). Aym
zamanda Liiteinize hormon-releasing hormon (LHRH) olarak da bilinir (74).
Kimyasal formiili “CeHgoN;60;5” seklinde olan GnRH, hypothalamus’da, az
miktarda diger beyin dokularinda, gonadlarda ve plasentada tiretilmektedir (75, 76).

GnRH sekrete eden ndronlar, hypothalamus’un hipotalamik ve preoptik
niicleus’larinda yaygin olarak bulunmaktadir. Yaklasik olarak sayist 800-2000
arasinda olan bu hiicreler, oval, yuvarlak veya fusiform sekillidirler. Yap1 olarak

unipolar veya bipolar hiicrelerdir (76, 77).
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Sekil 3. GnRH’ nin kimyasal yapisi.
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Hypothalamus’ta GnRH salgilayan néronlar, embriyonel siiregte nazal plakdan
geligirler ve nazal plagin farklilasmasmin erken evrelerinde olfaktér koku
hiicrelerinden ayrilirlar. Sonunda bu noéronlar nervus olfactorius ve nervus terminalis
aksonlari araciligiyla 6n beyine taginirlar (78, 79).

Olfaktor aksonlarin  beyine dogru ilerledigini ve GnRH hiicrelerinin
hypothalamus’a taginmasinda rol aldigini gosteren c¢aligmalarda NELF (nazal
embriyonik luteinize hormon salgilatict hormon faktorii) adi verilen yeni bir protein
bulunmustur. NELF, yalnizca fetal hayat boyunca bulunur ve olfaktér duyu hiicreleri
ile GnRH néronlarinda tespit edilmistir. Ozel bir ydntemle NELF proteinin
par¢alanmasi sonucu, olfaktor aksonlarin gelismesinde bozukluklar ve GnRH
hiicrelerinin taginmasinda aksakliklar meydana gelmistir (80).

Hypothalamus’da norosekretuar hiicrelerde sentezlenen GnRH, tractus
tuberoinfundibularis araciligi ile infundibulum ve eminentia mediana ¢evresindeki gl.
hypophysialis’in  portal kapiller sistemine tasmir (74-77, 81). GnRH, gl
hypophysialis lizerindeki 6zel reseptorlere baglanir. Bu baglanma ile fosfolipaz C-
Ca *" yolag1 aktiflesir. Bu sayede hem kendi reseptor sayisini artirir hem de liiteinize
hormon (LH) ve follikiil stimiile edici hormon (FSH) sentez ve salinimini uyarir
(Sekil 4) (82).

GnRH’nin sekresyonu pulsatif olup, yaklagik 60-120 dakikalik aralarla
salgilanir. Bu epizodik salgilanma, gl. hypophysialis’den gonadotropinlerin (LH,
FSH) salgilanmasini diizenler. Bu sayede iireme fonksiyonlarinin saglikli ve devamli
olmasi saglanir. GnRH’nin bu sekilde aralikli salinmasinin ne zaman ve nasil
basladig1 ise heniliz bilinmemektedir (76, 78, 81). GnRH’nin olmamasi, diisiik

seviyede bulunmasi veya siirekli salinimi1 gonadotropin sekresyonunda bozukluklara
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neden olur. Bunun sonucu olarak da iireme sisteminde ciddi arizalar meydana gelir

(83).

Hypothalamus
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Sekil 4. Hipotalamo-hipofizer-gonadal aks.
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3.5. Testisler

3.5.1 Embriyolojisi

Urogenital sistem, embriyonun dorsal viicut duvar1 boyunca yerlesen ara
mezodermden geligir. Plica iirogenitalis olarak isimlendirilen bu mezoderm kabartis1
dorsal aortun her iki yaninda uzanmaktadir. Gonadlar, bu kabartinin medial tarafinda
bulunan plica genitalis’ten gelismektedir (84, 85).

Genital bezlerin taslaklar1 her iki cinsiyette de ayni yerde ve ayni hiicreden
meydana gelir ve bir siire farklilagmamis halde kalirlar. Embriyonun cinsiyeti
fertilizasyon swrasinda belirlenmis olmakla beraber, gonadlarin morfolojik
farklilagmalar1 insanlarda 7. haftadan sonra, sicanlarda ise 13. giinden sonra
gdzlenmektedir. Genital bez taslaklar1 embriyonal hayatin erken evrelerinde her iki
cinsiyet i¢in ayni iken, cinsiyet belirleyici faktorlerin etkisi ile erkek veya disi genital
bez olarak gelisir. Y kromozomu iizerinde bulunan testis belirleyici faktér (TDF)
cinsiyet ayriminda kilit rol oynar (86—89).

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya ¢ikar. Plica genitalis’i orten
epitel tabakasina epithelium germinativam adi verilir. Bu epitelin altindaki
mezensimin yogunlagmasi ile mezensim cekirdegi olusur. Epitelin ve mezensimin
icerisinde diger hiicrelerden daha biiyiik ve farkli olan “primordiyal germ” hiicreleri
bulunmaktadir. Gebeligin erken evrelerinde allontois endoderminde goriilen bu
hiicreler, dorsal mesenterium yolu ile primitif gonadlara ameboid hareketlerle goc
ederler (84, 89).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara gd¢lerinden hemen dnce ya
da gogleri esnasinda, mezensim igerisinde diizensiz sekilli primitif cinsiyet
kordonlar1 gelismeye baslar Bu kordonlar her iki cinste de yiizey epiteli ile

iliskidedir. Bu evredeki gonada, farklanmamig gonad denir (85, 90).
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Ureme hiicreleri primordiyal germ hiicrelerinden meydana gelir. Bu hiicreler
once hem epitel hem de mezensim igerisinde bulunurken, daha sonra epitelyumu terk
ederek sadece mezensim ¢ekirdeginde yerlesirler (84).

Embriyo genetik olarak erkek ise, primordiyal germ hiicreleri XY cinsiyet
kromozom kompleksini tagirlar. Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullasi
tizerine testisi belirleyici etki gosterir. Primitif cinsiyet kordonlari, TDF kodlayan Y
kromozomun etkisi ile uzunlamasina biiyiiyerek cogalir ve hafif kivrintili kiiciik
borucuklar seklinde mezensim igerisinde siralanirlar. Cogalmasi devam eden primitif
cinsiyet kordonlari, insanlarda prenatal gelisimin 7. haftasinda, siganlarda ise 14—15.
giinlerinde medullanin i¢ kesimlerine dogru ilerleyerek meduller kordonlar1
olusturur. Bu donemde testis kordonlarmnin i¢i dolu olup, bazal membran ile
cevrelenmistir. Duvarinda sertoli hiicreleri ile primitif germ hiicreleri bulunmaktadir.
Bezin hilusuna dogru kordonlar, rete testis tubullerini olusturacak olan ince hiicre
siralarindan olusmus olan bir ag sekline doniisiir. Bu ince borucuklar diizdiir ve
primordiyal germ hiicreleri bulundurmazlar. Diiz borucuklarin proksimal uglar1 idrar
kanalciklari ile birlesirler (84, 85, 89-93).

Lobuluslar1 ayiran septula testis’ler mezengsimden koken alirlar. Bu bolmeler
insanlarda embriyonal hayatin 8. haftasinda, siganlarda ise 15. gilinlinde bag
dokusundan meydana gelir. Rete testis taslaklar1 arasinda artan bag dokusu
mediastinum testis’i olusur. Bu evrede, tunica albuginea, epithelium germinativum
altinda bulunan mezensim tabakasindan geliserek testis kordonlarinin yiizey
epitelyumu ile olan iliskisini keser (84, 85).

Mezensimden koken alan fotal Leydig hiicreleri, insanlarda prenatal donemin
8. haftasinda, siganlarda ise 17. giiniinde interstisyel dokuda goriilmeye baslarlar (84,

94, 95).
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Pubertaya kadar solid sekilde kalan testis kordonlarinin i¢i, pubertada
bosalarak tubuli seminiferi contorti’leri olustururlar. Bunlar kanalize olduktan sonra,

rete testis ile birlesir ve ductuli efferentes’lere katilirlar (84—86).

3.5.2 Anatomik Yap:

Testisler, scrotum igerisinde funiculus spermaticus’a asilt olarak bulunurlar.
Oval sekilli ve yanlardan biraz basik olan testisler, septum scroti ile birbirlerinden
ayrilmiglardir. Testisler, distan ice dogru olmak iizere tunica vaginalis, tunica

albuginea ve tunica vasculosa olmak iizere {i¢ tabaka ile sarilmislardir (Sekil 5) (69,

96-98).

Septula testis
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Sekil 5. Testisin yapisi (Netter’den modifiye edilmistir).
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1. Tunica vaginalis testis:

Iki yapraktan olusur. I¢ yapragi olan lamina visceralis testis ve epididymis’in
tizerini Orterken; dig yapragi lamina parietalis ise scrotum’un i¢ yliziinii orter. Lamina
visceralis ve lamina parietalis embriyonal hayatta testislerin karin boslugundan
scrotum’a inerken Onlerinde stiriikledikleri peritoneum’dur (69, 96-99).

2. Tunica albuginea:

Testis’i saran siki yapili, fibr6z, mavimsi-beyaz renkli bir tabakadir. Bu
tabakay1 olusturan beyaz fibroz demetler, farkli yonlere uzanarak birbirlerinin igine
girerler. Tunica albuginea, testis arka yiiziinde kalinlasarak mediastinum testis’i
olusturur. Burada testis’e ait damar ve sinirler ile beraber, rete testis adi verilen
sperma kanalciklar1 bulunur (69, 96-99).

Tunica albuginea’nin i¢ yiiziinden ¢ikan, bag dokusundan olusmus septula
testis’ler, testis parankimasini 250—300 kadar lobiillere ayirirlar. Koni bigiminde olan
bu lobiillerin tabani testis’in dis yliziine, tepeleride mediastinum testis’e dogru
yonelmistir. Her lobulus i¢inde tubuli seminiferi contorti ad1 verilen kivrintilt seyirli
3—4 adet kanalcik bulunur. Bu kanalciklarmn etrafindaki bag dokusunda, kan ve lenf
damarlari, sinirler ve interstisyel (Leydig) hiicreler bulunur. Bu hiicrelerden
testosteron salinir. Duvarlarinda ise spermatozoon iiretilen spermatogenetik hiicreler
bulunur. Tubuli seminiferi contorti’ler tubuli seminiferi recti ad1 verilen kanalciklar
seklinde devam ederler. Mediastinum testis’e ulasan bu kanalciklar seyri esnasinda
rete testis denilen ag1 olustururlar. Rete testis’ten ayrilan 12-14 kadar kanalcik
ductuli efferentes testis’leri yapar. Bunlarda caput epididymis’i meydana getirirler

(69, 98, 99).
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3. Tunica vasculosa:

Tunica albuginea’nin i¢ yiiziinde yerlesmis bir damar ag1 tabakasi olup, tiim
bolmelerin yiizlerini orter. Boylece, testis’in igindeki tiim lobuli testis’i de sarmis
olur (69, 96, 98).

Testis ve epididymis, aorta abdominalis’in dali olan a.testicularis’ten beslenir.
Venleri ise Once funiculus spermaticus’u saran plexus pampiniformis’i, daha sonra
da birbirleri ile birleserek v.testicularis’i olustururlar. Sagdaki v.cava inferior’a
dokiiliirken sol taraftaki ise v.renalis sinistra’ya ag¢ilir. Sempatik sinir lifleri Th 10-11
medulla spinalis segmentlerinden, parasempatik lifler ise n.vagus’tan gelir (69).

3.5.3 Histolojik Yap1

Testisler dis tarafta bulunan siki bag dokusundan olugmus tunica albuginea’dan
uzanan septula testis’ler araciligi ile lobiillere ayrilir. Her lobiil i¢erisinde spermin
iretildigi 1-4 adet tubuli seminiferi contorti ile Leydig hiicrelerinin bulundugu bag
doku yer almaktadir. Tubuli seminiferi contorti etrafinda membrana basalis
bulunmaktadir. Membrana basalis’in i¢ tarafinda, tubuli seminiferi contorti
duvarinda birkag kat sirali modifiye ¢ok katl kiibik epitel bulunur. Buradaki hiicreler
durum ve fonksiyon bakimdan birbirinden ayr1 olan sertoli hiicreleri ve
spermatogenetik hiicrelerdir (98, 99).

Sertoli hiicreleri: Tabanlar1 membrana basalis’e oturmus, govdeleri kanalcik
bosluguna kadar uzanan en biiyiik hacimli hiicrelerdir. Spermatogonia digindaki
biitiin spermatogenetik hiicreleri sararak membran basalis ve birbirlerinden ayirirlar.
Sayilar1 az olup diizenli araliklarla yerlesen bu hiicrelerin smirlart oldukca
diizensizdir (98, 100).

Cekirdek kromatince fakir, biiyiikk ve genis olup, ¢ekirdekg¢ik belirgin olarak

secilir. Sertoli hiicreleri organel bakimdan zengindir. Mitokondri, diiz endoplazmik
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retikulum ve salg1 graniilleri cok sayidadir. Hiicrelerin fagositik 6zelligini gdsteren
organeller arasina yerlesmis ¢ok sayida lizozom bulunmaktadir. Bu hiicreler
birbirleriyle zonula okludens tipi baglanti1 kurarlar. Bu baglant1 tubuli seminiferi
contorti liimenini ¢epecevre sararak kesintisiz bir hiicre tabakasi olustur. Bu tabaka
kan-testis bariyeri olarak gorev yapar (97, 98, 100, 101).

Spermatogonia’lardan sirasiyla spermatosit ve spermatid adi verilen hiicreler
olusur. Bu hiicreler sertoli hiicrelerinin yan duvarlari boyunca liimene dogru gog
ederler. Spermatositler sertoli hiicrelerinin yan duvarlarinda, spermatidler ise apikal
duvarlarindaki oyuklar icerisine yerlesirler (98, 100).

Sertoli hiicreleri, spermiumlarin beslenme ve korunmasmi saglarlar.
Spermatogenez esnasinda olusan artik spermatidleri fagosite ederler. FSH kontrolii
altinda androjen-baglayici-protein sekresyonu yapilir. Bu protein, testosteronu
baglayarak tubuli seminiferi contorti icerisinde birikmesini saglar. Ayrica, FSH
salmim ve sentezini baskilayan inhibin isimli bir peptid salgilar. Embriyonal hayatta
Miiller kanalinin regresyonunu saglayan anti-Miillerian hormon {ireten sertoli
hiicreleri, sperm transportu i¢in kullanilan bir sivi da salgilar (98, 100, 102, 103).

Spermatogenetik hiicreler (Germ hiicreleri) ve Spermatogenezis: Testis
taslagindaki primordiyal germ hiicrelerinden gelisen spermatogenetik hiicreler, tubuli
seminiferi contorti duvarinda olgunlagma evrelerine gore siralanarak membrana
basalis’den liimene dogru isinsal tarzda uzanan kolonlar meydana getirirler.
Membrana basalis’e en yakim, spermatogenetik hiicrelerin en primitif olanlar
spermatogonium’lardir. Bu hiicreler primordiyal germ hiicrelerinden meydana
gelmektedir. Spermatogonium’lar nisbeten kiiciik, yuvarlak olup cekirdekleri soluk
boyanmaktadir.  Pubertaya  kadar  spermatogenetik  hiicrelerden  sadece

spermatogonium’lar mevcutken, pubertadan sonra hormonal etki ile bu hiicreler
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mitozla ¢ogalarak diger tip hiicreleri olustururlar. Olusan hiicreler, ¢ekirdeklerinin
biiyiikliigli, bi¢imi, kromatin dagilimi ve histokimyasal o6zelliklerine gore ikiye
ayrilirlar (98-102).

Tip A hiicre (Ana hiicre): Oval ¢ekirdeklidir. Mitoz ile ¢ogalinca yarist Tip A
olarak kalir, diger yaris1 da biiyliyerek Tip B hiicreye doniistir (98, 100).

Tip B hiicre: Tip A’dan biiylik hiicrelerdir. Mitozla ¢ogalan bu hiicrelerden
primer spermatosit’ler olusur (85, 98, 100).

Primer spermatosit: Tubuli seminiferi contorti epitelyumunun ortasinda
bulunan, hacmi en biiyiik hiicrelerdir. Olustuktan hemen sonra mayoz boliinmenin
profaz sathasina girerler. Bu satha uzun siirdiigiinden dolay1 ¢ok sayida goriilen bu
hiicreler, 46 kromozom tagirlar (84, 85, 98, 100).

Sekonder spermatosit: Primer spermatositlerin mayoz bdliinmesi sonucu olusan
23 kromozomlu kii¢iik hiicrelerdir. Bunlar kisa siirede ikinci mayoz bolinmeye
girdiklerinden kesitlerde goriilmeleri giictiir (84, 85, 98, 100).

Spermatid: Sekonder spermatositlerin boliinmesi ile olusan spermatidler 23
kromozom tagsirlar ve sekil degisikligi ile spermiyum’a doniistirler (84, 85, 98, 100).

Interstisyel Doku: Tubuli seminiferi contorti’ler arasinda bulunan gevsek bag
dokusudur. ince kollajen ve retikulum ipliklerinden zengin olan bu doku, Leydig
hiicreleri, fibroblastlar, farklilasmamis mezenkim hiicreleri, mast hiicreleri, kan ve
lenf damarlar1 ve testikiiler sinirleri i¢erir (93, 96).

Leydig Hiicreleri: Tek veya gruplar halinde bulunan bu hiicreler, genis,
poligonal bi¢imli asidofilik hiicrelerdir. Leydig hiicreleri’nin yiizeyi ¢ok sayida
mikrovillus ile kaplhidir. Testosteron salgilamakla gérevlidir (96-98, 101).

Hiicre ¢ekirdekleri yuvarlak ve kromatinden fakirdir. Belirgin bir veya iki adet

cekirdek¢igi vardir. Sitoplazmalarinda bol miktarda diiz endoplazmik retikulum,
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mitokondriler, golgi kompleksi, lipid damlaciklar1 ve lipofuksin pigment graniilleri
bulunur (96-98, 101).

Calismamizin amaci, giinlimiizde bircok alanda yaygin olarak kullanilan
formaldehitin, solunum yolu maruziyeti sonucu erkek si¢anlarin lireme sistemi
iizerinde olusturdugu hasarlar1 hiicresel ve biyokimyasal seviyede incelemektir.
Ayrica, iilkemizde bol miktarda yetistirilen giil ¢ciceginden elde edilen giil yaginin bu

hasarlar iizerindeki koruyucu etkisini ortaya koymaktir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen 21 adet eriskin, Wistar albino cinsi erkek sican kullanildi.
Sicanlar {i¢ gruba ayrildi

Kontrol Grubu (Grup I): 35 giin boyunca 100X50X20 cm ebatlarindaki cam
fanus icerisinde bir saat boyunca normal atmosfer havasina maruz birakilan si¢anlar.

Sadece FA Verilen Grup (Grup II): 35 giin boyunca ayn1 6lgiilerdeki fanus
icerisinde bir saat boyunca, solunum yolu ile 10 ppm FA’ya (formalin, Sigma-
Aldrich Formaldehyde %37 solution, Deisenhofen, Germany) maruz kalan siganlar.

FA ve Giil Yag1 Verilen Grup (Grup III): Ayn1 sekilde FA ve buna ilaveten,
uygulamadan bir giin Once baslamak iizere her giin bir saat 1ml saf giil yagma

(Giilbirlik, Isparta) maruz birakilan siganlar (Tablo I).

Tablo I: Calismada kullanilan FA, giilyagi’nin dozu, uygulama siiresi ve deney

gruplariin gosterilmesi.

Grup No  Sigan sayisi FA dozu (ppm) Giil Yag1 (ml) Cam Fanusta
Kalma Siiresi

I 7 0 0 Isaat/35 giin
II 7 10 0 Isaat/35 giin
1 7 10 1 Isaat/36 giin

27



4.2. Sicanlarin Bakimi

Uygulamalar siiresince sicanlar oda sicakliginda ve % 40-50 nem oraninda
tutuldu. Isik diizeni 12 saat giindiiz, 12 saat gece olacak sekilde ayarlandi. Uygulama
esnasinda hayvanlara su ve yem verilmedi. Uygulama haricinde yeme ve igmelerinde
herhangi bir kisitlama yapilmadi. Hayvan yemleri, Yem Sanayii T.A.S. Elaz1ig Yem
Fabrikasinda hazirlanirken, igme suyu olarak ¢esme suyu kullanildi. Hayvanlarin
diizenli fizik muayeneleri yapildi. Uygulamaya baslamadan ve dekapitasyon

isleminden hemen 6nce viicut agirliklar 6l¢tiliip kaydedildi.

4.3. Uygulama Sekli ve Dozu

Uygulamalar i¢in 100X50X20 cm ebatlarinda {i¢ ayr1 cam fanus kullanildi.
Fanuslardan biri FA, ikincisi aroma uygulamasi, i¢linciisii ise kontrol grubundaki
hayvanlar i¢in kullanildi.

4.3.1. Formaldehit Uygulamalan

Fanusun bir tarafina hayvanlar konurken, diger tarafa ise 5x5 cm boyutundaki
pamuklu beze, ortamin havasinda 10 ppm FA olacak sekilde % 37’lik FA (formalin,
Sigma-Aldrich Formaldehyde %37 solution, Deisenhofen, Germany) damlatildi (1
ppm= 1,25 mg/m’). Solunan havadaki FA konsantrasyonu dijital formaldehit cihaz
(Enviromental Sensors Co., Boca Raton FL 33431 USA) ile olgiildii.

4.3.2. Aroma Uygulamalan

Sicanlar fanusun bir tarafina birakildi. Diger tarafa ise giil yagi, 5x5cm
ebadindaki pamuklu beze 1 ml dozunda damlatildi. Uygulamaya Grup III’ te, FA
uygulamasindan bir giin once baglanildi. Uygulamada kullandigimiz giil yaginin

icerigi Tablo II’de verilmistir.
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Tablo II: Caligmada kullanilan giil yaginin ana bilesenleri ve relatif ytlizdeleri
(Anadolu Universitesi; Bitki, ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi Raporu, 2007,
Eskisehir).

Bilesik %
Sitronellol 33,88
Geraniol 17,29
Nonadekan 11,06
Nerol 8,14
Heneicosan 3,49
Metil Ojenol 3,05
Geranil asetat 2,10
Fenil etil alkol 1,64
Heptadekan 1,28
Etanol 1,26
Linalool 0,88
a-pinen 0,61

4.4. Immiinohistokimyasal Calisma

Dekapitasyon isleminden sonra ¢ikarilan hypothalamus dokular1 %10’luk
formalin soliisyonunda tespit edildi. Rutin takiplerden sonra parafine gdmiildii.
Parafin bloklardaki hypothalamus dokularindan Spm kalinliginda kesitler almarak,
poly-L-lysine ile kapli lamlar {izerine yerlestirildi. Daha sonra lamlar
immunohistokimyasal olarak boyandi. Boyamada polimer bazli goriintiileme kiti
kullanildi. Primer antikor olarak monoklonal anti-gonadotropin releasing hormon

uygulandi (Tablo III).
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Tablo III: immiinohistokimyasal boyama prosediirleri.

Sira Islem Siiresi

1 Deparafinizasyon 1 saat

2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’de (pH: 7,6) 5 dakika
4 %?3’lik H,O,’de 10 dakika
5 Mikrodalga uygulama 3x5 dakika
6 Enzim (pepsin) 10 dakika
7 PBS’de (pH: 7,6) 5 dakika
8 Primer antikor +4C°’de 72 saat

9 PBS’de (pH: 7,6) 5 dakika
10 Sekonder antikor (Anti-polyvalent biotinylated) 10 dakika
11 PBS’de (pH: 7,6) 5 dakika
12 Horse radish peroksidaz 10 dakika
13 PBS’de (pH: 7,6) 5 dakika
14 AEC Kromojen 10 dakika
15 Distile su 5 dakika
16 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 1 dakika
17 Akarsuda 1 dakika
18 Kurulama

19 Ozel kapatma maddesi ile kapatma

Kesitler Olympus BX-50 arastirma mikroskobu

ile degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde boyanmanimn siddeti esas

alindi. Stoplazmik immun boyanmanin siddeti 0’dan +3’e kadar say1 ile semi-

kantitatif olarak skorlandi (Tablo I'V).
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Tablo IV: immiinohistokimyasal boyanma yogunlugunun derecesi.

Derece Anlamm
0 Yok
+1 Hafif
+2 Orta
+3 Siddetli

4.5. Histolojik Calisma

Her gruptan alman testisler, Bouin soliisyonunda tespit edildi. Dehidratasyon
isleminden sonra rutin histolojik takip serilerinden geg¢irildi (Tablo V). Daha sonra
dokular parafin bloklara gomiildii. Mikrotomda Sum kesitler alinarak, Hematoksilen-
Eozin (H&E) ve Masson Trikrom ile boyandi. Hazirlanan preparatlar arastirma
mikroskobunda (Olympus BX-50) incelendi. Biiyiik biiylitmede (X40) Leydig
hiicreleri saptandi ve her grupta 100 interstisyel alan tespit edilerek sayildi.

Biitiin gruplara ait preparatlarda Leydig hiicrelerinde meydana gelen ¢ekirdek
hasarlar1  (piknoz, karyoreksis, karyolizis) incelendi. Tubuli seminiferi
contorti’lerdeki etkilenmeyi saptamak i¢in, mikroskoba eklenen okiiler mikrometre

aracilig1 ile her gruba ait tubiil ¢aplar1 6l¢iildii.
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Tablo V: Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 %70 Alkol (x4) 12 saat

2 %80 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol I 30 dakika
4 %96 Alkol I 30 dakika
5 %100 Alkol I 30 dakika
6 %100 Alkol II 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol I 15 dakika
9 Xylol IT 15 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat

12 Yumusak parafin + Sert parafin 1.5 saat
13 Sert parafin 3 saat

4.6. Epididymis Sperm Analizleri

4.6.1 Sperm Yogunlugunun Tespiti

Epididimal sperm yogunlugu Tirk ve ark. ile S6nmez ve ark.’nin bildirdigi
hemositometrik metodun bir modifikasyonu kullanilarak tespit edildi (104, 105). Bu
amagla, sag epididymis, petri kutusu igerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(%0.9°Tuk NaCl) bistiiri ve makas yardimiyla iyice parcalandi ve iki dakika boyunca
bir pensle pargaciklar ezildi. Sonra epididimal dokudaki biitiin spermatozoonlarin
siviya gegmesi i¢in oda sicakliginda 4 saat inkubasyona birakildi. Bekleme siiresini
takiben spermatozoon ihtiva eden siipernatant, alyuvar pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar;

5g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin ve 100 ml distile su iceren
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soliisyon da 101 cizgisine kadar g¢ekildi. Dolayisiyla siipernatant 1:200 oraninda
sulandirilmis oldu. Yaklasgik 10 pl sulandirilmis silipernatant Onceden lamel
yapistirilmis neubauer lammnm her iki sayim (toplam 400 kiicik kare, 0,1 mm’
hacim) alanina lamelin kenarma pipetin ucu degdirilerek yerlestirildi. Neubauer lami
151tk mikroskobuna yerlestirilip 5 dakika beklenerek soliisyon igerisindeki
spermatozoonlarin tiim alana homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Her iki sayim
alanindaki tiim karelere diisen spermatozoonlar 11k mikroskobunun 200’kLik
biiyiitmesinde sayild1.

4.6.2 Sperm Motilite Tayini

Sicanlarin sperm motilitesi, Sonmez ve ark.’nin bildirdigi metota istinaden
1sitma tablali 151k mikroskobunda tayin edildi (106). Bunun i¢in bir lam mikroskobun
isitma tablasma yerlestirilerek sicakhigmin 37 "C’ye ulasmasi saglandi. Birka¢ damla
Tris buffer soliisyonu [Tris (hidroksimetil) aminometan 3.63 g, glukoz 0.50 g, sitrik
asit 1.99 g ve distile su 100 ml] 1sitma tablas1 tizerindeki lama damlatildi. Daha sonra
sol cauda epididymis’ten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva eden kii¢iik
bir damla siispansiyon bu soliisyon iizerine yerlestirilip lamel yardimiyla
karigtirilarak homojen bir hal almasi saglandi. Bu islemden sonra 400 biiyiitmede
motilite yiizdesi belirlendi. Motilite tahminleri sol cauda epididymis’ten alinan bir
damla silispansiyon ig¢in 3 farkli saha incelenerek yapildi. Bu 3 farkli sahanin
ortalama degerleri ylizde, motilite oran1 olarak hesaplandi.

4.6.3 Anormal Spermatozoon Orani

Anormal spermatozoon oranini tayin etmek igin birka¢ damla Tris buffer
soliisyonu temiz, kuru ve dnceden sitilmus (37 "C) bir lama damlatildi. Ardindan bu
lam tlizerine, sol cauda epididymis’ten alinan kiigiik bir damla siispansiyon ve birkag

damla Eozin-Nigrozin karisimi boya (1.67 g eozin, 10 g nigrozin, 2,9 g sodyum
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sitrat, 100 ml distile su) eklendi. Bu karigim bir lam yardimiyla homojen hale
getirildi. Daha sonra bu karigimdan ince frotiler ¢ekilerek cok kisa siirede kurumasi
saglandi. Kurutma isleminden sonra frotiler 151tk mikroskobunun 400’lik
biiylitmesinde incelendi. Bir frotide toplam 300 spermatozoon incelenip bas, kuyruk

ve toplam anormal spermatozoon orani yilizde olarak ifade edildi (104).

4.7. Biyokimyasal Calisma
Serum total testosteron analizi i¢in alman kan, serumu ayrildiktan sonra
calismaya kadar -20°C’de saklandi. Testosteron seviyeleri ticari elecsys kiti ile tam

otomatik kemiluminesans metodu kullanilarak yapilda.

4.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin bilgisayar ortammda “SPSS 12.0 for Windows”
istatistik programi kullanildi. Tiim gruplar arasindaki degerlendirmelerde “Kruskal
Wallis Testi”, ikili karsilastirmalarda ise “Mann-Whitney U Testi” uygulandu.

P<0.05 degeri en diisiik anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Klinik Bulgular

FA uygulanan gruplarda, uygulamanm 10. giiniinden sonra tiiylerde sararma
baslad1. Grup II’deki hayvanlarda goriilen sararma, Grup III’e gore daha belirgindi.
FA irritasyonuna bagl olarak sik goz kirpma, kesik nefes alma, burun temizliginde
artma, sik aksirma ve asir1 yalanma bulgular1 saptandi.

Grup II’ye ait hayvanlarin viicut agirlik artisi, Grup I’e gore daha az oldugu
belirlendi (p<0,05). Grup IIT’e ait hayvanlardaki kilo artis1 ise Grup II’ye gore daha
fazla idi (p<0,05).

5.2. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Her gruptan alinan hypothalamus kesitleri, immiinohistokimyasal olarak
monoklonal GnRH ile boyanarak incelendi. Grup I’e ait hypothalamus doku
kesitlerinde immiinohistokimyasal GnRH boyanmasinin orta siddette (+2) oldugu
gozlendi (Sekil 6A, 6B). Grup II’de ise siddetli bir derecede (+3) GnRH
boyanmasinin meydana geldigi tespit edildi (Sekil 7A, 7B). Grup III'teki hayvanlara
ait hypothalamus dokularinin immiinohistokimyasal GnRH boyanmasinin yine

siddetli derecede (+3) oldugu belirlendi (Sekil 8A, 8B) (Tablo VI).

Tablo VI. Kontrol ve deney gruplarindan alinan hypothalamus kesitlerinde

immiinohistokimyasal olarak GnRH boyanma siddeti.

Gruplar Boyanma siddeti
I +2
I +3
111 +3
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Sekil 6A, 6B. Grup I’e ait hypothalamus kesitlerinde immiinohistokimyasal
olarak (+2) siddette GnRH boyanmasi (—>) goriilmekte (x 40).
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Sekil 7A, 7B. Grup II’ye ait hypothalamus kesitlerinde immiinohistokimyasal
olarak (+3) siddette GnRH boyanmas1 (—>) goriilmekte (x 40) .
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Sekil 8A, 8B. Grup III’e ait hypothalamus kesitlerinde immiinohistokimyasal
olarak (+3) siddette GnRH boyanmasi (—>) goriilmekte (x 40).
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5.3. Histolojik Bulgular

Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom ile boyanan preparatlar
incelendiginde, Grup I’e ait testis dokularmin normal yapida oldugu gozlendi (Sekil
9). Grup II’deki siganlara ait testis dokularinda ise Leydig hiicre sayisinda belirgin
azalma vardi (p<0,001). Grup III’teki Leydig hiicre sayisi, Grup II’ye gore
kiyaslandiginda anlamli bir artis oldugu (p<0,001) ve kontrol degerleriyle
istatistiksel anlamda esit oldugu belirlendi (p>0,05) (Sekil 10).

Grup II’deki siganlarin Leydig hiicrelerine ait ¢ekirdek hasarlari, Grup I’e gore
belirgin olarak artmugti (p<0,001) (Sekil 11A, B). Grup II'te goriilen g¢ekirdek
hasarli Leydig hiicre sayisi, Grup II’deki hayvanlardan daha azdi (p<0,001) (Sekil
12, 13).

Grup II’deki hayvanlara ait tubuli seminiferi contorti ¢aplari, Grup I’e gore
anlamli bir sekilde azalmist1 (p<<0,001). Grup III’e ait hayvanlarin tubuli seminiferi
contorti ¢aplari, Grup II’ye gore yiiksekti. Fakat bu istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p>0,05) (Sekil 14).
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Sekil 9. Grup I’e ait sigan testisinin genel goriiniimii (X40, Masson Trikrom),
(T: Tubil, I: Interstisyel alan).
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Sekil 10. Tiim gruplara ait Leydig hiicre sayilar1 (* p<0,001, diger gruplar ile
karsilastirildiginda).
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12A

2B

Sekil 11A, B. Grup II'ye ait sicanlarin Leydig hiicre ¢ekirdeklerinde meydana
gelen hasarlar. A) Karyolitik hiicreler (kalin ok), hasarlanmig Leydig hiicreleri (ince
ok), I: Interstisyel alan, T: Tubuli seminiferi contorti (X400, H&E). B) Piknotik
hiicreler (kalin ok), hasarlanmis Leydig hiicreleri (ince ok), I: Interstisyel alan, T:
Tubuli seminiferi contorti, S: Sertoli hiicresi (X400, H&E).
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Sekil 12. Grup III'te gorilen Leydig hiicre ¢ekirdeklerindeki piknoz (ok),
(Grup II’ye oranla daha az goriilmektedir) I: Interstisyel alan, T: Tubuli seminiferi
contorti (X400, H&E).
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Sekil 13. Gruplara ait ¢ekirdek hasarli Leydig hiicre sayilar1 (*p<0,001 olup,
diger gruplarla kiyaslandiginda).
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Sekil 14. Gruplara ait tubuli seminiferi contorti ¢aplar1 (* p<0,001 olup, Grup I
ile kiyaslandiginda).
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5.4. Spermiogram Sonuclar

Sag cauda epididymis’ten sperm yogunlugu, sol cauda epididymis’ten de
sperm motilitesi ve anormal sperm orani belirlendi. Grup II’ye ait hayvanlarm
epididimal sperm yogunlugu ve sperm motilitesi, Grup I’e gore anlamli bir sekilde
diiserken, anormal sperm orani ise artmusti. Grup III’e ait siganlardaki epididimal
sperm yogunlugu, Grup II’ye gore anlamli olarak artarken, anormal sperm orani ise
azalmigti. Sperm motilitesinde de bir artig vardi. Fakat bu artig istatistiksel olarak

anlamli degildi (p>0,05) (Tablo VII).

Tablo VII. Gruplara ait sperm yogunlugu, sperm motilitesi ve anormal sperm

oranlar1 (ortalamazst. sapma, n=7).

Gruplar  Sperm yogunlugu (10%g)  Sperm motilitesi (%) Anormal sperm orani (%)

I 321,20+35,06 83,83+7,75 5,53£1,23
II 223,15+12,26° 72,14+533° 15,10+£2,13*
I 326,57+38,48 77,14+4,33 7,77£1,95

?p<0,001, diger gruplar ile karsilastirildiginda,
b p<0,001, Grup I ile karsilastirildiginda.
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5.5. Biyokimyasal Bulgular
Grup II’ye ait sicanlarin total testosteron degerleri, Grup I’e gore anlamli bir
sekilde diigmiistiir (p<0,05). Grup III’teki hayvanlarin total testosteron degerleri ise

Grup II’ye gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 15).

Total Testosteron Diizeyi (ng/dl)
|

Il [
Gruplar

Sekil 15. Gruplara ait total testosteron degerleri (* p<0,05 olup, diger gruplarla
kiyaslandiginda).
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6. TARTISMA

Calismamizda solunum yolu ile uygulanan FA’nin iireme sistemi {izerine
olusturdugu hasar arastirildi. Ayrica aromaterapide sik kullanilan giil yagmin bu
olumsuz etkilere karsi koruyucu o&zellikleri gdosterildi. Deneysel ¢alismamiz
sonucunda elde ettigimiz klinik, immiinohistokimyasal, histolojik ve biyokimyasal
bulgular, gerek anabilim dalimizda 6nceden yapilan ¢aligmalar, gerekse yurt disi
calismalarin bulgulart ile kiyaslanarak tartigildi.

Grup II ve III’teki hayvanlarm tiiylerinde sararma, sik goz kirpma, kesik nefes
alma, burun temizliginde artma, asir1 yalanma ve sik aksirma gibi klinik bulgular
tespit edilmistir. Solunum yoluyla FA’ya maruz kalan sicanlarin 10. giinden sonra
tilylerinde sararma meydana geldigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (47, 48, 50,
107, 108). Yukarida bahsettigimiz sararma disindaki diger klinik bulgular, FA’nin
g6z ve solunum yollar1 mukozasi iizerinde neden oldugu irritasyona bagl olarak
gelismektedir. IARC’nin bildirdigine gore, FA solunum yollar1 ve g6z mukozasinda
irritasyona neden olmaktadir (6). Hayvanlar {izerinde yapilan deneysel ¢aligmalarda,
1.2 mg/m’ dozunda uygulanan FA, solunum yollar1 ve gbz izerinde irritasyona
neden oldugu gosterilmistir (7).

Grup II’ye ait hayvanlarin viicut agirhik artig orani, Grup I’e gore azalmustir.
Sarsilmaz ve ark.’nin 28 giin (subakut), giinde 8 saat uyguladiklar1 10-20 ppm
dozundaki FA, viicut agirlik artis oraninda belirgin bir azalmaya neden olmustur
(47). Bizim ¢aligmamizda da viicut agirlik artis oraninda azalma olmasina ragmen,
Sarsilmaz ve ark.’nm bulgularindaki belirgin azalma kadar olmayisi, uygulama

stiresinin daha kisa tutulmasindan kaynaklandigmi diisinmekteyiz. Literatiir
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taramalarimizda FA’nin agirlik artis oranindaki azalmaya etkisi, FA’nin protein
sentezini inhibe etmesine baglanmaktadir (109, 110).

FA’nin bir baska etkisi, hypothalamus’ta bulunan GnRH sekresyonu yapan
hiicreler iizerinde olmustur. Calismamizda, Grup II’deki hayvanlara ait
hypothalamus dokularindaki immiinohistokimyasal GnRH boyanmasi, Grup I’den
daha siddetli olarak tespit edilmistir. Ureme sisteminin ana diizenleyici hormonu olan
GnRH’nin salmiminda c¢esitli faktorler gorev almaktadir. Leydig hiicrelerinden
salgilanan testosteron hormonunun seviyesinin azalmasi, (+) feedback uyarisi ile
GnRH salinimini artirmaktadir (72, 111). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da, Grup
II’ye ait hayvanlarin testosteron seviyelerinin belirgin sekilde azalmig olmas1t GnRH
sekrete eden hiicreler ilizerinde (+) feedback etki gdstermesine neden olmustur.
Dolayisiyla daha siddetli GnRH boyanmasi meydana gelmistir. Yukarida izah edilen
mekanizma bu artis1 agiklamakla beraber, bir baska kanaatimizde, sonraki
paragraflarda goriilecegi lizere, FA’nin muhtemel feromen 6zelligi de, GnRH artigina
neden olabilmektedir.

Formaldehit’in etkiledigi organlardan birisi de testislerdir. Gergeklestirmis
oldugumuz bu deneysel c¢alismada, Grup I ile kiyaslandiginda Grup II’deki
hayvanlara ait Leydig hiicre sayisinda azalma ve bu hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki
hasarlarda ise bir artig tespit edilmistir. Sarsilmaz ve ark. siganlar iizerinde, hem
subakut hem de subkronik donemde uyguladiklar1 FA’nin, Leydig hiicreleri ve
cekirdekleri iizerinde elde ettikleri bulgular, ¢alismamizi desteklemektedir (47, 48).
Chowdhury ve ark. 30 giin boyunca her giin intraperitoneal olarak uyguladiklari
FA’nin (5, 10, 15 mgkg dozlarinda) Leydig hiicrelerinin yapisi ve fonksiyonlarinda
bozulma meydana getirdigini bildirmislerdir (45). Tubiil ¢aplar1 agisindan yapilan

mikroskopik incelemelerde, Grup II’ye ait hayvanlarin tubuli seminiferi contorti

47



caplarinda Grup I’e gore belirgin azalma oldugunu tespit ettik. Ozen ve ark., 91 giin
boyunca (subkronik) uyguladiklart 5-10 ppm dozundaki formaldehitin tubiil
caplarinda belirgin azalmaya (p<0,001) neden oldugunu gdstermislerdir (50). Benzer
sekilde, Golalipour ve ark. 18 hafta boyunca solunum yolu ile uyguladiklar1 FA’nin
(haftada 4 giin, giinde 4 ve 2 saat; haftada 2 giin giinde 2 saat) tubiil ¢apinda ve tubiil
epitel yiiksekliginde belirgin azalma meydana getirdigini ifade etmislerdir (112).
Zhou ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, iki hafta boyunca (giinde 12 saat 10 mg/m’
dozunda) solunum yolu ile uygulanan FA, tubuli seminiferi contorti’lerde atrofi ve
dejenerasyona neden olmustur (49). Yapilan bu ¢alismalar bulgularimizi
desteklemektedir.

Epididymis dokularinda yaptigimiz spermium analizlerinde; Grup II’deki
hayvanlarda Grup I’e gore, total spermotozoon sayisinda ve sperm hareketliliginde
azalma oldugu goriildii. Yine bu degerlendirmelerde anormal sperm sayisinda ise
artis oldugu belirlendi. Zhou ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, solunum yolu ile
verilen FA’nin (giinde 12 saat 10 mg/m’ dozunda) sperm sayisi ve hareketliliginde
azalma, anormal sperm oraninda da bir artig bildirilmistir (49). Yine deneysel olarak
yapilmis diger arastirmalarda intraperitoneal olarak uygulanan formaldehitin sperm
sayis1 ve hareketliligi lizerine olumsuz etkiler gosterdigi ortaya konmustur (46, 113,
114). Spermlerin icerisinde gelistikleri tubuli seminiferi contorti’lerin hasar géormesi,
sperm sayisi lizerinde olumsuz etki meydana getirerek sperm sayisinda azalmaya
neden olmustur. Zhou ve ark. ile ve Tang ark. intraperitoneal uygulanan FA’nin,
tubuli seminiferi contorti’lerde atrofi ve dejenerasyona; bundan dolayida sperm
sayisinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir (113, 114). Yine Leydig
hiicrelerinin hasar gérmesi sonucu sperm hareketliliginde belirgin azalma ortaya

cikmistir. Henkel ve ark. sperm motilitesi ile Leydig hiicrelerinden salinan
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testosteron hormonu arasinda dogru orantili bir iligki oldugunu ifade etmislerdir
(115). Tang ve ark.’nin fareler {izerinde yaptig1 calismada ise, anormal sperm
sayisinda artis oldugu bildirilmistir (114). Keza Odeigah ratlar iizerinde yaptigi
calismada, intraperitoneal yoldan uyguladigi FA sonucu sperm bas anomalileri tespit
etmistir (39). Calismamizda elde ettigimiz sperm analizlerine ait bulgular, hem daha
once yapilmig olan arastirmalar ile uyum gostermekte, hem de ¢alismamizin
histolojik bulgularini1 desteklemektedir.

Ureme fonksiyonlar: iizerinde &nemli bir gdrevi olan serum testosteron
seviyeleri de formaldehitten olumsuz bir sekilde etkilenmektedir. Yaptigimiz
calismada, Grup II’ye ait hayvanlarin total testosteron seviyelerinin Grup I’e gore
belirgin azaldig1 tespit edilmistir. Chowdhury ve ark. ile Zhou ve ark.’nin yaptiklar1
calismada, intraperitoneal yoldan uygulanan formaldehitin serum testosteron
seviyelerinde belirgin bir azalma meydana getirdigi bildirilmistir (45, 113). Ozen ve
ark. solunum yolu ile uyguladiklar1 FA’nin testosteron diizeyinde bariz bir diisiise
neden oldugunu ifade etmislerdir (50). Bu calismalarda, Leydig hiicrelerindeki
hasarin testosteron seviyelerindeki azalmaya sebep oldugu vurgulanmistir (45, 50,
113).

Formaldehitin ¢esitli dokularda oksidatif hasara neden oldugu cok sayida
deneysel arastirmada ortaya konmustur (116, 117, 118, 119). Ozen ve ark.’nin testis
dokusu iizerinde yaptiklart ¢alismada, solunum yoluyla uyguladiklari FA’ nin, bir
antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) yapisinda bulunan bakir ve ¢inko
seviyelerini diislirdliglinii ifade etmislerdir. Bu diisiisten dolay1 testiste oksidatif
hasarin meydana geldigini; bu oksidatif hasarin da spermatozoal anormalliklere
neden olabilecegi ifade edilmistir (116). Testisle ilgili diger bir ¢aligmada da, bir ay

boyunca intraperitoneal yoldan 10 mg/kg dozunda uygulanan FA, antioksidan
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enzimlerden SOD ve glutatyon peroksidaz seviyelerini azalttig1 ve oksidatif hasari
gosteren malondialdehit degerlerini de artirdigi bildirilmistir (120). Yukaridaki
calismalarda goriilecegi iizere FA testis dahil bir¢ok organda oksidatif hasar
olusturmaktadir (116—120). Calismamiz sonucunda tespit ettigimiz, Leydig hiicreleri,
Leydig hiicre ¢ekirdekleri, tubiil ¢aplari, epididimal sperm analizleri ve testosteron
seviyelerindeki degisikliklerde, FA’nin oksidatif hasar olusturmasi sebep olarak
sayilabilir.

Aromaterapide sikc¢a kullanilan giil yaginin yukarida bahsedilen formaldehitin
olumsuz tesirine kars1 koruyucu 6zellik gosteren etkileri asagida tartigilacaktir.

Grup III’e ait hayvanlarda Grup II’ye benzer sekilde tiiylerde sararma gozlendi.
Ayrica Grup II’deki hayvanlarda FA’ya bagli olarak gelisen, sik géz kirpma, kesik
nefes alma, burun temizliginde artma, asir1 yalanma ve sik aksirma gibi klinik
bulgular Grup III’te de goriildii. Grup II’de goriilen bu klinik bulgularin Grup III’te
de devam etmesini, FA’nin akut etkisinin devam ettigine baglamaktayiz.

Viicut agirlik artig orant yoniinden Grup II ve Grup III kiyaslamasi
yapildiginda, Grup III’e ait hayvanlarin viicut agirlik artig oraninda anlamli bir artig
oldugu gozlendi (p<0,05). Atessahin ve ark.’nin antioksidan Ozelligi bilinen
melatonin ile yaptiklart bir ¢aliymada, melatonin hormonunun viicut agirlik artis
oraninda bir yiikselmeye neden oldugu vurgulanmistir (121). Ayni1 sekilde biz de, giil
yagmin antioksidan oldugunu ve viicut agirlik artis oranindaki yiikselmenin de
bundan kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Yapilan deneysel ¢aligmalarda giil yaginin antioksidan aktivitesi oldugu tespit
edilmistir. Wei ve Shibamoto, uzun donem antioksidan aktiviteyi gostermede
kullanilan Aldehit/Karboksilik asit testinde; giill yagmin, referans alinan ao-

tokoferol’e gore % 100’¢ yakin oranda antioksidan aktivite gdsterdigini
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bildirmiglerdir (68). Yine ayni ¢aligmada 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil (DPPH)
serbest radikal temizleme ve Malonaldehyde/Gas Chromatogrphy (MA/GC)
testlerinde, giil yagi % 70 civarinda antioksidan aktivite gostermistir. Bu testlerde de
referans olarak kullanilan a-tokoferol’un, yaklasik olarak % 90 civarinda antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur (68). Benzer olarak, thiobarbituric acid
(TBA) testinde, giil yaginin igeriginde bulunan sitronellol, nerol ve geraniol’'un MA
olusumunu cesitli seviyelerde inhibe ettigi bildirilmistir (122).

Grup III’e ait hypothalamus dokular1 incelendiginde, GnRH boyanmasinin
Grup II gibi (+3) siddette oldugunu tespit ettik. Grup II’ye ait hypothalamus
dokularinda GnRH boyanmasinin (+3) siddette olmasini, daha 6nceki paragraflarda
da izah edildigi gibi testosteron hormonunun diismesine baglamaktayiz.

Ureme sistemi ile cinsi davramislar1 etkileyen ve dis ortamdan viicuda gelen
kimyasal habercilere feromen denilmektedir (123). Fonksiyonlarin1 koku yolu ile
gosteren bu maddeler, kisa donemde davranislart etkilerken; uzun donem
uygulandiklarinda ise hypothalamus’ta GnRH sekresyonunu artirarak, hipotalamo-
hipofizer-gonadal aks {izerinde pozitif etki gosterirler (124). Aromaterapide
kullanilan ugucu yaglar bir kisim etkilerini, koku yollarmm limbik sistem ve
hypothalamus ile olan anatomik baglantilar1 sayesinde gostermektedir (125).
Sakinlestirici ve rahatlatici 6zelligi yaninda afrodizyak etkileri nedeniyle kullanilan
giil yag, bir feromen gibi etki gostererek GnRH sekresyonunda artisa neden oldugu
kanaatindeyiz.

Grup IIl’e ait testis dokulart Grup II’ye gore kiyaslandiginda, Leydig hiicre
sayilarinda artma (p<0,001), cekirdek hasar sayisinda ise belirgin bir azalma
goriilmektedir (p<0,001). Tubuli seminiferi contorti ¢aplar1 degerlendirildiginde ise;

Grup II’ye gore bir artis oldugu tespit edildi. Fakat bu artis istatistiksel olarak
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anlamli degildir (p>0,05). Yapilan bazi caligmalarda da, testiste oksidatif hasar
sonucu meydana gelen bozulmalarin, uygulanan cesitli antioksidanlar ile diizeldigi
ifade edilmistir (49, 104, 120). Zhou ve ark.’nin uyguladiklar1 E vitamini, FA
maruziyeti sonucu testiste olusan oksidatif hasar1 ve histopatolojik bozulmalar1
engellemistir (49). Tirk ve ark.’nin testisler {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada da,
siklosporin A’nin neden oldugu oksidatif hasar ve histolojik bozulmanin likopen
tarafindan Onlendigi bildirilmistir (104). Bu calismalardan da anlasilacagi {izere
testiste, antioksidanlar tarafindan oksidatif hasarm engellenmesi ile histopatolojik
bozulmalarda diizelme gorilmistiir. Calismamizda, Grup III'teki testise ait
histopatolojik bozulmalarin Grup II’ye gore anlamli bir sekilde diizelmesini, giil
yaginin antioksidan etkisinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Grup III’e ait hayvanlarin total spermotozoon sayisi, Grup II’ye gore anlaml
bir sekilde artarken, anormal sperm orani da azalmisti (p<0,05). Sperm
hareketliliginde de anlamli olmayan bir artis mevcuttu (p>0,05). Sonmez ve ark.
homosistein uyguladiklar1 siganlar iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, E vitamini ve
melatonin hormonunun epididymis’teki antioksidan enzim aktivitelerini artirdigini ve
sperm analizlerinde bir diizelme oldugunu bildirmislerdir (105). S6nmez ve ark.’nin
yaptiklar1 diger bir ¢caligmada da, ratlara uygulanan askorbik asitin sperm kalitesi ve
antioksidan enzimler iizerinde olumlu etkiler olusturdugu ifade edilmistir (106).
Calismamizda elde ettigimiz, sperm sayist ve hareketliligindeki artis ve anormal
sperm oraninda gorillen azalmanm, giil yaginin antioksidan Ozelliginden
kaynaklandig1 kanaatindeyiz. Yine dolayli olarak, Leydig hiicreleri ve tubuli
seminiferi contorti’lerde goriilen diizelmeler, sperm sayisi, hareketliligi ve anormal

sperm oraninda bir iyilesmeye neden olmustur.
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Grup III’teki hayvanlara ait total testosteron seviyeleri Grup II’deki hayvanlara
gore anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05). Yukarida anlatilan giil
yagmin antioksidan aktivitesi sayesinde testosteron seviyelerinde diizelme meydana
gelmigstir. Henkel ve ark. ile ve Joensen ark. Leydig hiicreleri ve testosteron diizeyi
arasinda dogru orantili bir iligkinin oldugunu bildirmislerdir (115, 126). Bizde
yaptigimiz ¢alisma sonucunda, testosteron hormonunu iireten Leydig hiicrelerinin
sayica artmasini ve bu hiicrelerde ¢ekirdek hasarlarmin azalmasini, testosteron
seviyelerindeki bu anlamli artigin nedeni olarak diistinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, Grup II’deki hayvanlarin Leydig hiicre sayilar1 ile tubiil
caplarindaki azalma, ¢ekirdek hasarlarindaki artig, sperm sayisi ve hareketliligindeki
diisme, anormal sperm oranindaki artma ve serum testosteron seviyelerindeki
azalma, solunum havasinda bulunan formaldehit’in iireme sisteminde olumsuz etkiler
meydana getirdigini gostermektedir. Giil yagi uygulamasinin da, antioksidan 6zelligi

sayesinde bu saydigimiz olumsuzluklar1 kismen giderdigini ifade edebiliriz.
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