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OZET

Bilal Burak Baltaci, Sicanlarda Arsenigin Sebep Oldugu Testikiiler
Hasara Kars1 Kuersetinin Koruyucu Etkileri, Namik Kemal Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Anatomi Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Tekirdag, 2015.
Arsenik hava, su ve toprakta bulunan toksik bir metaldir. Diinya genelinde
milyonlarca insani etkileyen arsenik 6zellikle erkek lireme sistemi {izerine sitotoksik
etki gostermektedir. Calismamizda arsenik maruziyetiyle testislerde olusan
degisiklikler tizerine Kuersetinin etkisi arastirildi.

Calismamizda 27 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sigan ii¢ gruba ayrildi.
Kontrol grubu (10 ml/kg/giin serum fizyolojik, intragastrik), Arsenik grubu (10
mg/kg/glin sodyum arsenit, intragastrik), Arsenik + Kuersetin grubu (10 mg/kg/giin
sodyum arsenit, intragastrik ve 50 mg/kg/glin kuersetin, intragastrik) olarak
olusturuldu. 15 giin boyunca devam eden deneyin sonunda siganlar tartilarak
sakrifiye edildi. Testis dokular1 alinarak tartildi. Histopatolojik inceleme icin testis
kesitleri hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi. Apoptozisin belirlenmesi igin
TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP Nick End
Labeling) yontemi kullanildi. Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi igin PCNA
(proliferating cell nuclear antigen) yontemi kullanildi. Biyokimyasal olarak
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktiviteleri, malondialdehit (MDA) diizeyleri spektrofotometrik olarak belirlendi.
Ayrica serum total testosteron seviyeleri tespit edildi. Testislerdeki arsenik
miktarmin analizi Indiiktif Eslesmis Plazma / Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-
OES) ile yapildi. Verilerin istatistiksel analizi ve gruplar arasi kargilagtirmalar
yapildi.

Arsenik maruziyeti sonucunda, siganlarin viicut agirhik kazanimi ve testis
agirliklart acisindan kontrol grubu ile arsenik grubu arasinda bir farkin olmadig,
arsenik grubu sigan testislerinde histopatolojik olarak seminifer tiibiil yapisinda
bozulma ve tiibiil ¢aplarinda azalma, spermatogenik seriye ait hiicre sayisinda
azalma, seminifer tiibiillerin duvarinda TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinda
artis, PCNA pozitif hiicre sayisinda azalma gozlendi. Kuersetin uygulamasinin viicut

agirhgl, viicut agirhik kazanci ve testis agirligi acisindan anlamli bir degisiklige



vii

neden olmadig goriildii. Kuersetin tedavisi sonucunda testisteki yapisal bozulmalarin
hafifledigi, TUNEL pozitif hiicre sayisinin azaldigi, PCNA pozitif hiicre sayisinin
artig1 tespit edildi. Biyokimyasal olarak arsenik maruziyetinin testis dokusunda
SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerinde azalmaya, MDA diizeyinde ise artmaya
neden oldugu saptandi. Arsenik grubunda serum total testosteron diizeyinde anlamli
bir degisim olmadigr bulundu. Kuersetin uygulamasiyla SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinde artis, MDA diizeyinde ise azalma tespit edildi. Kuersetinin serum total
testosteron diizeyinde anlamli bir fark olusturmadigi bulundu. Arsenik miktarlarinin
arsenik grubunda kontrol grubuna gore arttigi, kuersetin grubu ile arsenik grubu
arasinda arsenik miktarlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi
goriildii.

Sonug¢ olarak arsenigin sigan testislerinde neden oldugu histopatolojik
degisiklikler, apoptozis, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu Kkuersetinin

antiapoptotik ve antioksidan etkileri ile azaltarak koruyucu etki gosterdigi bulundu.

Anahtar kelimeler: Arsenik, kuersetin, testis, apoptozis, oksidatif stres

Destekleyen Kurumlar: Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi
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ABSTRACT

Bilal Burak Baltaci, Protective Effects of Quercetin Against Arsenic Induced
Testicular Damage in Rats. Namik Kemal University Institute of Health
Sciences, Department of Anatomy, Master's Thesis, Tekirdag-2015.

Arsenic is a toxic metal found in water, air and soil. Arsenic affects millions of
people worldwide, especially cytotoxic effects on the male reproductive system. In
this study, protective effects of quercetin against arsenic-induced testicular damage
in rats.

In this study, 27 Sprague-Dawley male rats were divided into three groups.
Control group (10 ml/kg/day SF, intragastric), Arsenic group (10 mg/kg/day sodium
arsenite, intragastric), arsenic + quercetin group (10 mg/kg/day sodium arsenite,
intragastric + 50 mg/kg/day quercetin, intragastric). For 15 days at the end of the
ongoing experiments, rats were sacrificed. Testis tissues were taken and stained with
hematoxylin and eosin (H-E) for histopathological analysis. Apoptotic cells were
studied by using TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick
End Labeling) assay. Cell proliferation was studied by PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) method. 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) levels were measured
spectrophotometrically. In addition, total serum testosterone levels were determined.
The amount of arsenic in the testes was analyzed by Inductively Coupled Plasma /
Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). Statistical analyses of the numeric data
were performed and the comparisons among groups were calculated.

As a result of exposure to arsenic in rats, there were no statistically significant
difference body weights, body weight gain and testes weights between arsenic group
and control group. It was observed that decreased the number of germ cells and
PCNA - positive cells, reduced degeneration of seminiferous tubulus, as well as
increased the number of Tunel - positive apoptotic cells in the walls of the
seminiferous tubules in the arsenic group by histopathological methods. After

quercetin treatment, there were no significant difference body weights, body weight


http://en.wikipedia.org/wiki/Hematoxylin
http://en.wikipedia.org/wiki/Eosin

gain and testes weights. We showed that structural deterioration in testes was
ameliorated, decreased the number of Tunel-positive apoptotic cells, increased the
number of PCNA-positive cells. Arsenic exposure in testes tissues caused decrease
SOD, CAT and GSH-Px activities an increase in the levels of MDA was detected by
biochemical analysis. Total serum testosterone levels showed no change in the
arsenic group. SOD, CAT and GSH-Px activities increased and a decrease in levels
of MDA were determined after quercetin administration. Total serum testosterone
levels found no significant difference in arsenic + quercetin group. Arsenic group
had higher amunt of arsenic compared with control group. There was no statistically
significant difference amount of arsenic between arsenic group and arsenic +
quercetin group.

In conclusion, these data showed that quercetin has protective effects against
arsenic-induced testicular damage by decreasing morphological damage, apoptosis,
lipid peroxidation, and oxidative stress.

Keywords: Arsenic, quercetin, testis, apoptosis, oxidative stress

Suppurting Institutions: Namik Kemal University Scientific Research Projects Unit
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1. GIRIS

1.1. Testis

1.1.1. Testis Anatomisi

Testis ovalimsi bir organ olup sagl sollu bir ¢ifttir ve scrotum iginde
funiculus spermaticus’a asili halde bulunurlar. Genellikle sol testis saga gore daha
asagidadir. Iri bir badem biiyiikliigiinde olan testisler yaklasik olarak 4-5 cm
uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda ve 20-25 gr agirhi@indadir.
Testisler sperm (spermatozoa) ve hormon (6zelikle testosteron) iiretirler (Arinci ve
Elhan 2006, Sahinoglu 2007).

Testisler fetal donemde iistte posterior abdominal duvarda gelismeye baslar
ve dogumdan Once normalde asagi inerek anterior abdominal duvardaki canalis
inguinalis’ten geger ve scrotum’a iner. Testisler inig sirasinda esas bosalma kanallari
ductus defferens (vas defferens) gibi kendi damarlarini, lenfatiklerini ve sinirlerini
tasir. Testislerin lenf damarlar1 bundan dolay:r inguinal veya pelvik lenf nodlarina
degil para-aortik lenf nodlarina gider (Yildirim 2011).

Testis’in facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki ylizii; margo
anterior ve margo posterior olmak tlizere iki kenari; extremitas superior ve extremitas
inferior olmak {izere de iki ucu vardir (Arinct ve Elhan 2006). Testislerin scrotum
igerisindeki yonii diiz olmayip, list ucu one ve disa, alt ucu ise arkaya ve ige
dogrudur. Konveks 6n kenar1 biraz da disa-asagi dogru, daha diizce olan arka kenari
da, biraz yukari-ice dogru bakar. Buna gore uzun ekseni yukaridan-asagiya, distan-
ice ve onden-arkaya dogru meyilli olarak bulunur (Arinci ve Elhan 2006, Sarsiimaz
2014).

Testis’in 6n kenari, her iki yiizii ve uglan diiz ve konveks olup, visseral
periton ile kaplidir. Arka kenarmin sadece lateral kismi periton ile Ortiiliidiir.
Peritonsuz olan medial boliimiine epididymis tutunur ve buradan testisin damarlari,
sinirleri ve kanallar1 geger (Arinci ve Elhan 2006). Testis’in yan ve 6n yiizleri asil

olarak cavitas abdominis ile baglantili kapali bir periton kesesi (tunica vaginalis) ile



ortiiliidiir. Normalde testis indikten sonra baglant1 kapanir ve fibroz bir kalint1 kalir
(Y1ldirim 2011).

Testis tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa olmak lizere ii¢
tabaka ile sarilmstir.

Tunica vaginalis testis, fascia spermatica interna’nin ig, testis’in de dis
yiizlinii saran serdz zardir. Embriyolojik donemde karin boslugunu déseyen parietal
periton scrotum’a dogru bir cep seklinde ¢ikinti gosterir. Saccus vaginalis denilen bu
cikinti, scrotum’un tabakalarindan en igte bulunan fascia spermatica interna’ya
gevsek olarak yapisir. Daha sonra periton kesesinin diginda scrotum’a inen testis,
saccus vaginalis’e arka tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir. Boylece saccus
vaginalis’in, bir testis’i Orten lamina visceralis (epiorchium) kismi, bir de fascia
spermatica interna’ya yapisan lamina parietalis (periorchium) kismi olusur.
Eriskinlerde bu iki yapraga tunica vaginalis testis denilir. Saccus vaginalis’in testis’in
ist ucundan anulus inguinalis profundus’a kadar olan boliimii, kapanarak bir kordon
seklini alir ve karmn boslugu ile olan baglantis1 kesilir. Iki yaprak arasinda kalan
kilcal araliga ise cavum serosum scroti denilir ve i¢inden eklem sivisina benzer, bir
miktar kaygan sivi bulunur (Arinci ve Elhan 2006).

Tunica vaginalis testis’in lamina visceralis’i, kaygan seffaf ser6z bir
membran olup testis’e, epididymis’e ve ductus defferens’in alt kismina sikica
yapisiktir. Testis ve epididymis’in arka kenarlarindan, lamina parietalis olarak fascia
spermatica interna’nin i¢ yiiziine gecger. Epididymis’in bas kismini testis’in iist ucuna
baglayan tunica vaginalis boliimiine lig. epididymis superius, kuyruk kismini testis’in
alt ucuna baglayan tunica vaginalis boliimiine ise lig. epididymis inferius denilir
(Arinc1 ve Elhan 2006).

Lamina parietalis, peritoneum’un fascia spermatica interna’yr doseyen
kismidir. Funiculus spermaticus’un 6n ve i¢ kisminda yukariya dogru biraz uzar. Bu
nedenle lamina visceralis’den daha genistir. Lamina parietalis’in i¢ yiizli diizdiir ve
mezotel ile kaplidir (Arinct ve Elhan 2006).

Saccus vaginalis’in oblitere olan iist boliimii, genellikle gevsek bag dokusu
igerisinde bir kordon seklinde goriiliir. Bazen de, yavas yavas kaybolur. Bazen
oblitere olmaz ve bunun sonucunda, karin boslugu ile cavum scroti birbiriyle

baglantili olur. Bu gibi durumlarda bir nevi indirekt fitik olusmus sayilir (Arinci ve
Elhan 2006).



Tunica albuginea, testisleri orten kalin, fibroz bir tabakadir. Elastikiyeti ve
genisleme 6zelligi olmayan bu tabaka, arka kenardan testis i¢ine sokulur ve vertikal
bir bélme olusturur. Bu bolmeye mediastinum testis adi verilir. Mediastinum testis,
testis’in extremitas superior’undan extramitas inferior yakinina kadar uzanir.
Mediastinum testis’in 6n ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilir.
Bu uzantilar, testis parankiminden gecerek tunica albiginea’nin i¢ yiiziine ulasir ve
boylece testis’i koni bigiminde lobuluslara béler (lobuli testis). Testis parankimini
lobuli testis i¢inde bulunan ve kivrimli seklinden dolay1 tubuli seminiferi contorti ad1
verilen kanalciklar olusturur. Her bir testis kanalcigi, mediastinum testis yakininda
tubuli seminiferi recti adi verilen diiz bir kanalciga uzanir. Biitiin lobulus’lardan
gelen bu kanalciklar mediastinum’a sokulur ve burada rete testis denilen agi
olusturur. Lobui testislerde yapilan spermium’lar rete testis’ten ductuli efferentes
testis adi1 verilen kanalciklar araciligi ile epididymis’e gelir (Sancak ve Cumhur
2004).

Tunica vasculosa tunica albuginae’nin i¢ yiiziinde bulunan damar agi
tabakasidir. Damarlar arasinda kalan araliklar1 da gevsek bag dokusu doldurur.
Tunica vasculosa tunica albuginea’nin i¢ yiizlinli ve tiim bdlmelerin ylizlerini doser.
Boylece, testis’in igindeki tiim lobuli testis’i de sarmis olur (Armci ve Elhan 2006).

Tunica albuginea ve septula testisler arasindaki bosluklarda uzun tiiplerin
olusturdugu bez kiimeleri bulunur. Sayilar1 200-300 arasinda degisen ve lobuli testis
denilen bu bez kiimelerinin biiyiikliikleri bulunduklar yere gore farklidir. Testis’in
ortasinda bulunanlar daha biiylik ve uzundurlar. Piramit seklinde olan lobuli
testislerin taban kisimlar1 perifere, tepe kisimlar1 ise mediastinum testis’e
yonelmistir. Her bir lobcuk, 1 ila 3 veya daha fazla kiiciik tiipler seklindeki bezden
olugur. Kivrintili seyrinden dolay: bu tiiplere tubuli seminiferi contorti denilir. Bu
tiipler kor bir ugla baslar ve tiipler arasinda bag dokusu bulunur. Bu tiiplerin yaklasik
olarak sayilar1 400-600, uzunluklar1 70 ila 80 cm, ¢aplar1 da 0,1 ila 0,3 mm kadardir.
Lobcuklarin mediastinum testis’e bakan tepe kisimlarinda bu borularin seyri gittikce
diizlesir ve birbiriyle 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 yukari dogru uzanir. Bu
kanallar seyri sirasinda birbiriyle anastomoz yaparak rete testis denilen agi

olustururlar. Rete testis, mediastinum testis’in iist boliimiinde sayilar1 12 ila 15



arasinda degisen kanallar sekline doniisiir. Ductuli efferentes testis denilen bu
kanallar, testis’in arka kenarmin iist kisminda, tunica albuginea’yr delerek disari
cikarlar. Disar1 ¢ikan kanallar 6nce diiz olarak uzanir, daha sonra kalinlasarak
kivrintili bir seyirle lobcuklar1 olustururlar. Lobuli coni epididymis denilen bu
lobcuklarin yiikseklikleri yaklasik 1 cm’dir. Bunlarin tepe kisimlari testis’e, taban
kismi ise epididymis’e bakar. Her bir lobcuk a¢ildig1 zaman boyu 15-20 cm’yi bulan
bir kanaldan olustugu goriiliir. Ductuli efferentes testisler caput epididymis’de ductus
epididymis denilen kanala agilir. Iste caput epididymis’i, sayilar1 12 ila 15 arasinda
degisen lobuli coni epididymis ve bunlarin agildigi ductus epididymis’in baslangig
kismi olusturur. Agildig1 zaman yaklasik 6 m uzunlugunda olan ductus epididymis,
testis’in arka kenarinda kiimeler olusturarak corpus epididymis ve cauda
epididymis’i olusturur. Epididymis’in kivrimlarin1 gevsek bag dokusu birbirine
baglar. Epididymis’de, spermiumlar depo edilir ve olgunlagsmasinin son safhasini
tamamlar (Armc1 ve Elhan 2006).

Uzun ve ince a. testicularis aorta abdominalis’in anterolateral yiiziinden a.
renalis’in hemen altindan ¢ikar. Egik bir seyirde retroperitonel bolgeye gecerek
ureter ve a. iliaca externa’nin alt boliimiinii ¢aprazlayarak anulus inguinalis
profundus’a ulasir. A. testicularis anulus inguinalis profundus’dan kanala girip
burada ilerler. Sonra anulus inguinalis superficialis’ler araciligiyla kanaldan ¢ikip
testisleri beslemek i¢in funiculus spermaticus’a girer. A. testicularis veya dallarindan
biri a. ductus defferentis ile anatomoz yapar (Sahinoglu 2007).

Vv. testiculares, testis ile epididymis’ten ¢ikar ve vendz bir ag olan plexus
pampiniformis’i olusturmak icin birlesirler. 8 ila 12 venden meydana gelen plexus
pampiniformis funiculus spermaticus i¢inde ductus defferens’in Oniinde a.
testicularis’i sarar. Plexus pampiniformis testis’in termoregiilatdr sisteminin bir
boliimii olarak bezi sabit 1sida tutar. Sol v. testicularis plexus pampiniformis’ten
cikar ve sol v. renalis’e dokiiliir; sag v. testicularis’in benzer orijini vardir, ancak v.
cava inferior’a agilir (Sahinoglu, 2007).

Testis’in lenfatik drenaji, nodi lymphatici lumbales ve nodi lymphatici
preaortici’ye olur. Testis otonom sinirlerle inerve edilir. Sinirleri; T10-11 medulla
spinalis segmentlerinden kaynaklanan simpatik lifler, damarlarinin ¢evresindeki
pleksuslar araciligr ile gelir. Parasempatik lifler 2-4 sakral spinal segmentten ¢ikar ve
plexus pelvicus’a gelir (Arinci ve Elhan 2006, Sancak ve Cumhur 2004).
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1.1.2. Testis Histolojisi

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitonal olarak gelisirler.
Fetiisiin gelismesi sirasinda go¢ ederler ve scrotum iginde spermatik kordonlarin
uclarinda asili olarak bulunurlar. Scrotuma dogru gerceklestirdikleri bu gog
nedeniyle her testis tunica vaginalis adi verilen ve peritondan gelismis olan serdz bir
kese tasir. Tunica vaginalis dista paryetal, icte ise visseral bir tabakadan olusur ve
testisin 0n ve yan kisimlarinda tunica albuginea’y: Orter. Scrotum, testislerin karin
icindekinden daha diisiik bir 1sida tutulmalarinda 6nemli bir rol oynar (Aytekin
2006).

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde tiretilir. Her testiste yaklasik 250-1000
seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tlibiil karmasik yapida ¢ok katli bir epitel ile
doseli olup, yaklagik 150-250 pm ¢apinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Bir testisteki
tibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Tibiller kivrimhidir ve
baslangigta kor ucludur. Sonlanirken liimen daralir ve diiz tiibtiller ya da tubuli recti
olarak anilan kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer

tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente



baglanmasini saglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklagik 10-20 ductuli
efferentes ile epididymis’in bas kismina baglanmistir. Tubuli seminiferi contorti’nin
duvar yapisi (seminifer epitel), sustentakular (Sertoli) ve spermatogenik seri
hiicreleri olmak iizere iki tip hiicre igeren germinal doku ile dosenmistir.
Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ile tiibiil liimeni arasinda 4-8 sirali tabaka
halinde dizilidirler. Bu hiicre grubu bdliinmeler sonunda farklilasan ve en sonunda
olgun spermi olusturacak olan spermatidleri igerir. Hiicre boliinmesiyle olusan hiicre
farklilagsma stirecine spermatogenez denir (Govsa Gokmen 2003, Aytekin 2006).

Seminifer tiibiiller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran
fibr6z tunica propria birkac fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya
yapisik olan en igteki katman, diiz kas ozellikleri de gosteren yassilagmis miyoid
hiicreler icerir (Aytekin 2006).

Spermatogenez, spermatozoon lretim siirecidir. Siireg ilkel primitif bir germ
hiicresi olan spermatogonyum ile baslar. Spermatogonyum, yaklasik 12 pm ¢apinda,
bazal laminanin hemen istiinde yer alan gorece kiigiik bir hiicredir. Cinsel olgunluk
caginda spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslar ve yeni
hiicreler olusur. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir: A tipi
spermatogonyumlar ~ olarak da adlandirilan kok  Thiicreler olarak bdliinmeyi
siirdiirebilir ya da siiregiden mitotik sikluslar boyunca farklilagarak B tipi
spermatogonyumlart  olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere
farklilasan Onciil (progenitor) hiicrelerdir. Primer spermatositler 46 kromozom
(44+XY) ve 4N DNA igerir. Olugsmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz
bolinmenin profazina girerler. Bu bdliinmenin profaz asamasi yaklasik 22 giin
stirdiigiinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin ¢ogu bu asamada olacaktir. Primer
spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir ve niikleuslarinda kangal
olusturma siirecinin degisik safhalarinda kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar.
Birinci mayoz bdlinmeden sonra sekonder spermatositler  olarak adlandirilan ve
yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kiiglik hiicreler olusur.
Kromozomlardaki bu sayica azalmaya her hiicredeki DNA miktarinin eksilmesi eslik
eder. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gézlenmesi zordur, ¢iinkii bunlar
interfazda ¢ok kisa siire kalan ve ¢abucak ikinci mayoz boliinmeye giren kisa dmiirlii

hiicrelerdir. Sekonder spermatositlerin boliinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin,


http://en.wikipedia.org/wiki/Micrometre

spermatidlerin  olusmasiyla sonuglanir. Spermatositlerde birinci ve ikinci mayoz
boliinmeler arasinda S fazi (DNA sentezi) goriilmedigi i¢in, ikinci boliinmeden sonra
her hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid hiicreler meydana gelir. Boylece,
mayoz bdliinme siirecinin sonunda haploid sayida kromozom igeren hiicreler olusur.

Déllenmeyle bunlar normal diploid sayiya donerler (Aytekin 2006).
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Sekil 1.6. Seminifer tiibiil ve ¢cevresindeki dokunun bir boliimii. Seminifer epitel iki
tip hiicreden olugsmustur: Spermatogenez serisine ait hiicreler ve destek ya da Sertoli

hiicreleri Junqueira ve Carneiro (2009)’dan alinmistir.

1.1.3. Testis Fizyolojisi

Testisler sperm (spermatozoa) ve hormon (6zelikle testosteron) iiretirler
(Arinci ve Elhan 2006).

Testosteron, testislerde interstisyumda  yerlesim  gosteren  Leydig
hiicrelerinden salgilanir. Sperm yapiminda testisin germinal hiicrelerinin bdliinme ve
gelismeleri i¢in gereklidir. Luteinizan hormon (LH), ©on hipofiz bezinden
salgilanarak, Leydig hiicrelerini uyararak, testosteron salgilanmasini saglar (Guyton
1996). Testosteron, spermatogenezi, erkek libidosunu ve erkek aksesuar bezlerinin
(glandula prostatica ve vesicula seminalis) fonksiyonlarini siirdiiriir (Kierszenbaum
2006). Leydig hiicreleri testosteron, dihidrotestosteron ve Ostradiol retirken LH,

growth hormon (biiyiime hormonu, GH), somatotropin (STH), folikiil uyarici
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hormon (FSH), Ostrojen, prolaktin, human chorionic gonadotropinin (HcG)’nin
etkileri ile uyarilabilirler (Noyan 1993, Guyton 1996).

1.2. Arsenik

Arsenik “As” simgesi ile gosterilir ve periyodik cetvelin 33. sirasinda yer
almaktadir. Arsenik azot ailesi igerisinde bulunan metalloid 6zellik gdsteren bir
elementtir. Diinya lizerinde yaygin olan arsenik; g¢evrede bitki ve hayvanlarda,
toprakta ve atmosferde dogal olarak bulunmaktadir (Pradosh ve Saha 2002).
Genellikle bir metal ve toksikoloji baglaminda bir agir metal olarak adlandirilir
(Mandal ve Suzuki 2002). Arsenik insan sagligi iizerinde bir ¢ok zararl etkinin
meydana gelmesine sebep olan cevresel bir toksik ajandir. Insanlar arsenik ve onun
bilesiklerine mesleki ve gevresel siiregclerde maruz kalirlar (Ramanathan ve dig.
2003). Arsenik suda dogal olarak bulunmasmin yani sira, su ortamlarina sanayi
artiklarindan ve pestisitlerden karigmaktadir (Friberg ve dig. 1979, Berman 1980).
Metilenmis arsenik bilesiklerinin genotoksik oldugu gosterilmistir (Rizki ve dig.
2006). Normalden fazla arsenik i¢eren sularin tiiketilmesinin yani sira fazla arsenikli
sularla sulanmis tarim drilinlerinin tiiketimiyle, besin zincirinde birikerek insana
kadar ulagsmaktadir ( Anderson ve Markham 2006, Calvo ve dig. 2006 ).

Arsenik temelde gida katki maddelerinde, pestisit ve herbisit tiretiminde, cam,
fisek ve bazi lazer ekipmanlarinin tiretimi gibi alanlarda kullanilmaktadir. Arsenik
bilesiklerinin % 80’den fazlasi metal alasimlarinda katki maddesi olarak ve cam, yar1
iletkenler ve boya maddeleri gibi {lirlinlerin lretiminde kullanilir. Arsenik ayni
zamanda bocek ilaglari, ot ilaglari, mantar ilaglart gibi tarimsal uygulamalarda, fare
zehiri, baz1 kanser ilaglari, boya, duvar kagidi, seramik gibi ¢esitli iriinlerin
imalatinda ve koyun yiinii ile ahsap koruyucu madde olarak kullanilir (Tchounwou
ve dig. 2002).

Ayrica As-72, As-74 ve As-76 gibi radyoaktif izotoplar1 tipta tani
yontemlerinde kullanilir. Arsenik bilesikleri 6zellikle cilde, gbze, solunum yollaria
irritan etki gosterdiginden savas gazi olarak da kullanilmistir (Pott ve dig. 2001).
Periferik damar hastaligi, deri ve mesane kanseri, hiperpigmentasyon (siyah ayak
hastalig1), kangren gibi bozukluklara sebep oldugu bilinmektedir (Miller ve dig.
2002).
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Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar, cilt, akciger ve mesane kanserleri yani
sira, kalp-damar hastaliklari, hepatotoksisite, diyabet, kronik Oksiiriikk gibi
hastaliklarin gelisiminin kronik arsenik maruziyeti ile iliskili oldugunu goéstermistir
(Brown ve Chen 1995, Rodriguez ve dig. 1999, Anawar ve dig. 2002, Smedley ve
Kinniburgh 2002).

Insanlar arsenige oral yolla, yani kontamine olmus zirai iiriinlerden besin
zincirine giren gida ve sularin dogrudan tiiketilmesiyle (Tamaki ve Frankenberger
1992) ve solunum yoluyla maruz kalabildikleri gibi, kontamine sularla sulanmis
topraklar ile deri temas1 yoluyla da maruz kalinabilmektedir (Wang ve dig. 2009).

Arsenik mesleki siireclerde kullanilmaktadir. Arsenigin biiyiilk ¢ogunlugu
ahsap sanayisinde ahsap koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ayrica arsenik, dzellikle
bakir madenlerinde bakirin izabe noktasindan daha diisiik bir sicaklikta kaynamasini
saglamasi nedeniyle yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir (Oakberg ve dig. 2000).
Cam siselerin ve diger cam esyalarin iiretiminde arsenik trioksit ve arsenik asit
renksizlestirici ve aritici olarak kullanilmaktadir. Cogunlukla otomobillerin kursun-
asit pillerinde, ayrica yar iletkenler ve 151k yayan diyotlarda da kullanilmaktadir.
(Carapella ve dig. 2002).

Arsenik, viicuttaki fonksiyonel gruplar agisindan genis bir yelpazeyi hedefler,
ve etkisini dokuya, doza, maruz kalma siiresine ve metabolizmasina bagli olarak
biyolojik etkileri sebebiyle farkli mekanizmalar seklinde gosterir. Arsenigin yiiksek
reaktifli formlart DNA onarim enzimleri (Walter ve dig. 2007), antioksidan enzimleri
gibi bir¢ok enzimlerin (siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)) siilfidril
gruplarina baglanarak bu enzimlerin inhibisyonu gergeklestirirler (Lin ve dig. 2001,
WHO 2003, Ganyc ve dig. 2007).

Diisiik dozda bile arsenik oksidatif DNA hasarina (Kubota ve dig. 2006 ve
Schwerdtle ve dig. 2003) ve lipid peroksidasyonu ile sonuglanan reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin olusmasina sebep olur (Pi ve dig. 2002, Garcia- Chavez ve dig.
2006). Bununla birlikte, giderek artan sayidaki deneysel c¢aligmalar, arsenigin
endokrin bozukluklarma, hiicre dongiisii kinetiginin degisimine, epigenetik etkilere
ve transkripsiyon degisimine neden oldugunu gosterilmistir (NRC 2001, Kitchin ve
Wallace 2005, Davey ve dig. 2007, Reichard ve dig. 2007, Coppin ve dig. 2008).

Diinya Saglik Orgiitii icme sularinda tolare edilebilir arsenik diizeyini 10

ug/L plarak belirlemistir. Diinyada yaklasik 41 milyon insanin bu seviyenin
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istlindeki arsenikle kontamine olmus yeralt1 sularindan arsenige maruz kaldig: rapor
edilmistir (Nordstrom 2002, WHO 2003).

Arsenigin erkek tlireme sistemi iizerine etkileri incelendiginde testikiiler
enzim fonksiyonlarini inhibe ettigi ve erkek lireme organlarinin agirliginda azalmaya
neden oldugu, erkek iireme fonksiyonlarint bozdugu, oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu ve apoptozise neden oldugu bulunmustur (Sarkar ve dig. 2001,
Sarkar ve dig, 2003 Chang ve dig, 2007, Uygur ve dig. 2013).

1.3. Kuersetin

Kuersetin (quercetin) (3,5,7,3",4 -pentahidroksi flavon) polifenol yapida bir
madde, gii¢lii bir antioksidan ve bircok bitki ve bitkisel besin kaynaklarinda yaygin
olarak bulunmakta olan bir bioflavonoiddir (Erden inal ve Kahraman 2000, ve ikizler
ve dig. 2007).

Kuersetin sentetik olarak elde edildigi gibi bitkilerde de dogal olarak bulunur
ve insan gidasinda onemli bir yeri vardir. Gidalarda yer alan giinliik flavonol ve
flavon tiikketiminin yaridan fazlasi kuersetindir. Diger flavonoidler gibi serbest
radikal onleyici etkisinden dolayi, arastirma konusu olarak onemli bir yere sahiptir
(Reichart 1998).

Flavonoidler, yliksek antioksidan aktiveteye sahip, yapisinda fenil halkalarina
bagli bulunan hidroksil gruplarina gore adlandirilan ve siniflandirilan biiyiik
molekiillerdir (Larson 1988).

Flavonoidler, bitkisel kaynakli besinlerde ¢ok yaygin olarak bulunan yararh
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesiklerdir. 15 C atomlu 2
fenilbenzopiron (difenil propan) yapisinda bulunmaktadirlar (Peterson ve Dwyer
1998).

Flavonoidler molekiiler yapilarina gore baslica antosiyoninler, flavanlar,
flavanonlar, flavonlar, flavonollar ve isoflavonoidler seklinde siniflandirilmustir.
Yaklasik olarak 4000'den fazla flavonoid tiirii belirlenmistir (Nijveldt ve dig. 2001).
Sik tiiketilen yiyeceklerin ¢ogunda; elma, sogan, ¢ay, kiraz ve ¢ilek gibi yumusak
kabuklu meyveler, lahana, brokoli gibi yesil yaprakli sebzelerde, domates, yesil ¢ay,
yesil bezelyede, cogu tohumda, yemislerde, ¢icekler, kabuklar ve yapraklarda, hatta
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medikal bitkiler; Ginkgo biloba, hypericum perforatum (St. John’s Wort), Sambucus
canadensis (Elder)’de bulunmaktadir (Nijveldt ve dig. 2001).

Bu bilesiklerin antioksidan 6zellik gostermelerinin nedeni, serbest radikalleri
toplayici 6zellik gostermeleridir. Bilesikler bu etkiyi gosterirken, serbest radikallere
hidrojen vererek radikaller ve diradikaller olusur. Bu radikaller viicudumuzda
bulunan eser metallerle selat halka olusturarak hidrojenlerin kolay ayrilmasin
saglarlar. Ayrilan hidrojenler, serbest radikallere baglanarak onlar1 yok edici 6zellik

gosterirler (Jovanovic ve dig. 1994).

Geleneksel tipta, son yirmi yilda flavonoidlere karst ilgi artmis,
gerceklestirilen genis ¢apli arasgtirmalar sonucu, flavonoidlerin ¢ok yonli
biyokimyasal ve farmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu tiir
bilesiklerin antioksidatif (Larson 1988, Moroney ve dig. 1988), antiinflamatuvar
(Pratt ve Hudson 1990), antimikrobiyal (Kato ve dig. 1983) etkilere sahip olduklari
aciklanmugtir.

Kuersetin insan diyetinde major bioflavonoiddir. Giinliik diyetle alinan
miktarin 25-1000 mg oldugu tahmin edilmektedir (Inal ve Kahraman 2000). Total
alimm % 61’ini ¢ayin olusturdugu saptanmistir (Cimen 1999). Ozellikle soganda
200-600 mg/kg gibi yiiksek degerlerde oldugu gosterilmistir.

Kuersetin insan sagligi i¢cin son derece dnemli bir yere sahiptir, dyle ki
kuersetin kalp krizini engelleyici, antikanser aktiviteye sahip, antiiilser etkileri olan
bir molekiildiir (Brett ve Ghica 2003). Kuersetin hiicrelerde serbest oksijen
radikallerinin olusumunu Onler ve lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglar.
Bunun yaninda apopitozu indiikler, ayrica antibakteriyal, antiviral, antioksidan,
antiinflamatuar, antikarsinojenik etkileri vardir (Crespy ve dig. 1999, Pawlikowska-
Pawlega ve dig. 2003, Coskun ve dig. 2005).

Yapilan galismalarda kuersetinin testikiiler apoptozisi ve oksidatif stresi
onleyerek antiapopitotik ve antioksidan o6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Uygur
2010, Uygur ve dig. 2014).



Sekil 1.7. Kuersetinin agik formiilii Han ve dig. (2001)’den alinmustir.
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2. GENEL BILGILER

Daha 6nce yapilan ¢alismalar géstermektedir ki; arsenik kanserojen olmasinin
yani sira, kronik zehirlenmelerde cinsel giigte azalma da meydana getirir (Dokmeci
2001). Insanlarda mesleki olarak arsenige maruz kalmanin, sperm anomalileri ve
prostat kanserlerine, serum testosteron diizeyinde azalmaya yol actig1 bildirilmistir
(Mathur ve dig. 2010). Arsenik diisiik semen hacmi i¢in bir risk faktoriidiir. Kan As
degerleri 5,8 ug L-1 den yiiksekse, sperm motilitesinde azalma ortaya ¢ikar (Pizent
ve dig. 2012). Farelerde arsenigin testislerde biriktigi, sperm sayisinda, motilitesinde
ve canlilik oraninda 6nemli diismeler oldugu belirlenmistir (Wirth ve Mijal 2010).

Daha oOnce yapilan bir caligmada arsenigin testislerde seminifer tiibiil
yapilarinda diizensizlige, spermatogenetik seriye ait hiicre sayisinda azalmaya ve
seminifer tiibiillerin bazilarinin  duvarinda vakuolizasyona neden oldugu
gozlenmistir. Ayrica arsenik uygulamasinin seminifer tiibiillerin duvarinda TUNEL
pozitif apoptotik hiicre sayisini arttirdigi gosterilmistir. Bununla birlikte arsenik
maruziyetinin testis dokusunda SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinde azalmaya,
MDA diizeyinde ise artmaya neden oldugu saptanmistir (Uygur ve dig. 2013).

Kuersetin meyvelerde ve sebzelerde bulunan tipik bir flavonol tip
flavonoiddir. Flavonoidler iizerinde yapilan aktivite ¢alismalarinda hemen her tiir
antioksidan aktiviteye sahip bulunurken higbir tiiriin aktivitesi kuersetin kadar biiyiik
bulunmamustir (Brett ve Ghica 2003). Yapilan ¢alismalarda kuersetinin testikiiler
apoptozisi ve oksidatif stresi 6nleyerek antiapopitotik ve antioksidan 6zellige sahip
oldugu gosterilmistir (Uygur ve dig. 2014).

Kuersetinin antioksidan ve antiapopitotik 6zellikleri bir¢ok ¢alismada
gosterilmesine ragmen, literatiirde arsenik maruziyeti sonucu testis dokusunda
olusabilecek hasarlar iizerinde nasil bir etki gosterdigine dair bir arastirmaya
rastlanmamistir. Bu amagcla ¢caligmamizda sicanlarda deneysel olarak arsenige bagh
testikiiler toksisite olusturulmasi ve kuersetin verilerek arsenigin olumsuz etkilerinin

onlenmesi planlandi.
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3. GEREC VE YONTEM

Aragtirmamiz Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deney Hayvanlarr Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir ve ¢alisma siiresince etik kurallara uygun olarak

calisilmistir (Say1: B.30.2.CAU.0.05.06-050.04-14 Tarih: 14.02.2014).

3.1. Deney Hayvanlarinin Bakim

Calismamiz Kobay Deney Hayvanlari Laboratuvarindan temin edilen
agirliklart 300-350 g arasinda degisen 3 aylik 27 adet Sprague-Dawley cinsi erkek
sigan iizerinde gergeklestirildi. Deney siiresi boyunca tiim deneklerimiz 21+2 °C oda
1s1sinda, % 6010 nem ortaminda, 12 saat 1s1k (07:00-19:00) ve 12 saat karanlikta
(19:00-7:00) tutuldu. Siganlar 6zel olarak yaptirilan kafeslerde barindirildi. Deney
sliresince siganlarin beslenmesi i¢in hazir pellet yem ve ¢esme suyu kullanildi.
Sicanlarin yem ve su tiiketiminde sinirlama yapilmadi. Her giin siganlarin kafes

temizligi yapilarak yemleri ve igme sular1 degistirildi.

3.2. Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulamalar

Sicanlar calismaya baslamadan 5 giin 6nce laboratuvara alinarak ortama
uyum saglamasi icin bekletildi. Gruplarin kendi igerisinde homojen olmasina ve
gruplardaki sigan agirlik toplamlarinin yaklasik ayni degerde olmasina dikkat
edilerek si¢anlar gruplandirildi. Calismamizda her biri 9 sicandan olusan 3 grup
olusturuldu. Deneyde kullanilan tiim sicanlarin viicut agirliklar1 deneyin basinda ve

sonunda tartildi.

Kontrol Grubu (n = 9): Kontrol grubu sicanlara 10 ml/kg serum fizyolojik

(SF, % 0,9’luk NaCl) intragastrik gavaj yoluyla 15 giin boyunca her giin verildi.

Arsenik Grubu (n = 9): Bu gruptaki siganlara 10 mg/kg sodyum arsenit
(Sodium (meta) arsenite, Sigma-Aldrich Sodium (meta) arsenite >=90% Steinheim,
Germany) distile su ile ¢dziilerek intragastrik gavaj yoluyla 15 giin boyunca her giin

verildi.
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Arsenik + Kuersetin Grubu (n = 9): Bu gruba distile su ile ¢oziilerek
hazirlanmis 10 mg/kg sodyum arsenit ve 50 mg/kg kuersetin (Quercetin, Sigma-
Aldrich Quercetin>=95% (HPLC), solid Steinheim, Germany) DMSO (Merck
Dimethyl sulfoxide, Darmstadt-Germany) ile ¢oziilerek intragastrik gavaj yoluyla 15

giin boyunca her giin uygulandi.

15 giinliik deney siiresi sonunda tiim siganlar viicut agirlig: tartildiktan sonra
derin ketamin (90 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda sol ventrikiilden
kan1 alinarak sakrifiye edildi. Hayvanlara ait testisler ¢ikartilarak ¢evre dokulardan
temizlendi ve agirliklar tartildi. Her sigana ait sol testis biyokimyasal, sag testis ise

histopatolojik incelemelerde kullanilmak {izere uygun ortamlara alindi.

3.3. Histolojik Uygulamalar

Isik mikroskobik incelemeler i¢in alinan testis dokusu oOrnekleri Bouin
fiksatifinde tespit edilerek trimleme islemi yapildi. Elde edilen doku trimleri 1 giin %
60’lik alkolde yikandiktan sonra rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek

parafine gomiildi (Tablo 3.1).



Tablo 3.1. Histolojik takip basamaklari

Sira No | Kullanilan Madde Siire
1 % 60 Alkol 1 giin
2 % 60 Alkol 30 dk
3 % 70 Alkol 30 dk
4 % 80 Alkol 30 dk
5 % 96 Alkol 60 dk
6 % 100 Alkol 60 dk
7 % 100 Alkol 30 dk
8 Alkol + Ksilen 30 dk
9 Ksilen 60 dk
10 Ksilen 60 dk
11 Ksilen + Yumusak Parafin 30 dk
12 Yumusak Parafin 60 dk
13 Yumusak Parafin 60 dk
14 Sert Parafin 3 saat

18

Histopatolojik inceleme i¢in mikrotomda Sum kalinliginda kesitler alinarak,

hematoksilen-eozin (H-E) ile boyandi (Tablo 3.2). Hazirlanan preparatlar arastirma

mikroskobunda (Nikon Optiphot 2, Nikon, Tokyo, Japan) incelenerek 40X

biiylitmede fotograflar ¢ekildi. Testisteki histolojik yapt degisiklikleri incelendi.



Tablo 3.2. Hematoksilen - Eozin boyama protokolii

Sira No | Kullamilan Madde Siire

1 Ksilen (I) 10 dk

2 Ksilen (I1) 10 dk

3 Ksilen (111) 10 dk

4 % 100 (Absolii) Alkol 2 dk

5 % 96 Alkol 2 dk

6 % 80 Alkol 2 dk

7 % 70 Alkol 2 dk

8 Cesme Suyu 2 dk

9 Hematoksilen 5dk

10 Cesme Suyu 4 dk

11 Eozin 30s

12 % 80 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
13 % 96 Alkol 2 kez daldir ¢ikar
14 % 100 (Absolii) Alkol 5dk

15 Ksilen (1) 10 dk

16 Ksilen (I1) 10 dk

17 Ksilen (111) 10 dk

18 Entellan ile kapat

3.3.1. Seminifer Tiibiil Caplari

19

Seminifer tiibiillerdeki etkilenmeyi saptamak icin arastirma mikroskobunda

ve mikroskoba uyarlanan okiiler mikrometre yardimiyla biitiin gruplara ait 100’er
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seminifer tiibiiliin ¢aplar1 dl¢iildii. Her tiibiiliin ¢cap1 dorder defa 6l¢iiliip, ortalamast

alind.

3.3.2. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Johnsen testikiiler biyopsi skoru (JTBS) Tablo 3.3’teki Olgiitlere gore
derecelendirildi (Johnsen 1970). Her grup i¢in ayr1 ayr1 100 adet seminifer tiibiil

degerlendirilerek ortalama Johnsen testikiiler biyopsi skoru hesaplandi.

Tablo 3.3. Johnsen testikiiler biyopsi skoru (JTBS).

Skor Histolojik Bulgular

1 Tiibiillerde higbir hiicre yoktur

2 Sadece Sertoli hiicreleri vardir

3 Sadece spermatogonyumlar vardir

4 Az sayida (5/tiibiil) spermatosit vardir

5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur

6 Az sayida (5/tiibiil) spermatid mevcuttur

7 Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida spermatid vardir
8 Olgun spermatozoa olmaksizin ge¢ spermatidler mevcuttur
9 Az sayida (5/tiibiil) spermatozoa vardir

10 Fazla sayida spermatozoanin goriildiigii tam spermatogenez mevcuttur

3.3.3. TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Mediated dUTP
Nick End Labeling) Yontemi

Apoptozis rutin histolojik teknikler ile gosterilebilir. H-E boyama yontemi
son zamanlarda apoptozisi tespit etmede daha hassas yontemlerle birlestirilmistir. Bu
yontemlerin basinda TUNEL yontemi gelmektedir. Apoptozisin belirlenmesi amaci

ile TUNEL tekniginden yararlanildi. Apoptotik germ hiicrelerinin belirlenmesi icin
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apoptozis kiti (TUNEL Universal Apoptosis Detection Kit-Biotin-labeled POD, Cat.
No. L00290, GenScript USA Inc., Piscataway Township, New Jersey, USA)
kullanildi.

TUNEL tekniginde apopitotik hiicreler su sekilde belirlenir; apopitotik
sinyaller DNA {izerinde kiriklar olusturmaktadir. A¢iga ¢ikan DNA parcaciklarinin
serbest 3'-OH uglarma terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) aracilig1 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 kirig
bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili ile ters boyama yapilarak
islem sonlandirilir. Boylelikle dokulardaki apopitotik hiicreler mikroskopik olarak
goriintlilenebilir.

Bu islemlerden gecirilerek boyanan testis dokusu kesitleri arastirma
mikroskobu (Nikon Optiphot 2, Nikon, Tokyo, Japan) ile degerlendirildi.
Gruplardaki apoptotik germ hiicreleri ve normal yapidaki germ hiicreleri sayildi,
apoptotik hiicrelerin gruplara gore yiizdesi apoptotik indeks olarak hesaplandi ve

istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.3.4. Immiinohistokimyasal inceleme (PCNA)

Immiinohistokimyasal incelemeler Hsu ve dig. (1981) tarafindan agiklanan
metoda gore yapildi. Immiinohistokimyasal inceleme igin testis dokusundan 5 pm
kalinliginda kesitler alindi ve deparafinizasyon islemini takiben kesitler suya
indirildi. Suya indirilen kesitler antijen retrival i¢inde mikrodalga firinda 20 dk
kaynatildi. Oda 1s1sinda 20 dk sogumaya birakildiktan sonra kesitler Fosfat Buffer
Soliisyonu (PBS; pH 7.6) ile yikandi. Bu asamadan sonra hidrojen peroksidaz
aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde hazirlanan % 3’liik hidrojen peroksit (H,0,)
ile 20 dk muamele edildi. Distile su iginde ¢alkalanarak kesitler PBS ile yikandi.
Ozgiil olmayan antikor baglanmalarin1 bloklamak iizere kesitlere % 1 preimmiin
rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra kesitler
nemli chamber ig¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor (Mouse
monoclonal anti-PCNA antibody, MS-106-B, Thermo LabVision, USA) ile 1 saat
stire ile inkiibe edildi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dk sekonder
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antikor soliisyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN)
tutuldu. 3 kez PBS’de yikanan kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu
(Streptavidin Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile
yikama sonrasinda 10 dk 3-amino 9 etil karbazol kromojen soliisyonu (LabVision,
TA-002-HAC) uygulamas: yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 5 dk
Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama yapildi. Akar suda 5 dk yikanan
kesitler kapatma soliisyonu (Mounting Medium, LabVision, TA-060-UG) konarak
lamel ile kapatildi ve 1s1k mikroskobunda (Nikon Optiphot 2, Nikon, Tokyo, Japan)
degerlendirmeye alindi.

Gruplardaki PCNA-pozitif germ hiicreleri sayilarak, PCNA-pozitif hiicrelerin

gruplara gore yiizdesi istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.4. Biyokimyasal Olgiimler

3.4.1. Dokularim Saklanmasi

Testis dokulari hemen soguk distile su ile yikandi ve aliiminyum folyoya

sarilip -25°C’de biyokimyasal testlerin yapilacagi zamana kadar saklandi.

3.4.2. Dokularin Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmasi

Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler: PH 7,5, 0,2 mM Tris-HCI tamponu; 0,2
mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve hidroklorik asit (HCI) soliisyonu 50/39.,9
(v/v) oraninda karnstirilarak hazirland1 (Akkus 1997). Bu tampon tiim c¢aligsmalarda
kullanildi.

Yas agirliklart 1 gr olarak ayarlanan dokularin soguklugu muhafaza edilerek
temiz cerrahi makasla kiigiik pargalara ayrildi. Cam tiipe aktarilan doku iizerine 2 ml
Tris-HCI tomponu eklendi. Buz doldurulmus kabin igine yerlestirilen cam tiipteki
doku 16.000 devir/dk hizda homojenize edildi. Son hacim doku agirliginin 10 kati
olacak sekilde tampon ilave edildi. Tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya
tamamlandi. Homojenatin 1s1s1 artirilmadan ependorf tiiplerine aktarildi ve tiiplerin

tizeri numaralandirildi. Yas doku agirligi ve ilave edilen tampon miktar1 kaydedildi.
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Elde edilen homojenatlardan MDA diizeyi ve Lowry metodu ile homojenat protein
tayini yapildi.

Homojenatlar 3220 rpm/30 dakika +4 °C sogutmali santrifiijde santrifiij
edilerek siipernatan elde edildi. Ayrilan siipernatanlardan CAT, GSH-Px ve protein
tayinleri yapildi. Stipernatan 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile (Sun
1988) vortekslenip cam tiipte 3220 rpm/40 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Ustte

olusan etenol fazindan protein ve SOD enzim aktivitesi tayini yapildi.

3.4.3. Dokularda Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizlerden enzim aktiviteleri ve MDA diizeyleri
spektrofotometre (Shimadzu UVmini-1240 UV-VIS Spectrophotometers, Japan) ile

Olciilerek belirlendi.

3.4.3.1. Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz Numunelerde Protein Tayini

Alkali ¢ozeltilerde bakir-protein  kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir
renk olusur (Lowery 1951). Burada rengin koyulugu ortamdaki protein
konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan reaktifler: CuSO,, NasSitrat, Na,COs, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu
reaktifi.

3.4.3.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi Sun ve dig. (1988)’nin metoduna ve Durak ve dig. (1993) nin
tarif etmis oldugu modifikasyona gore belirlendi. Bu metodun prensibi nitroblue
tetrazolium’un (NBT) siiperoksit {ireticisi olan ksantin-ksantin oksidaz sistemi
tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Ortamda olusan siiperoksit
radikalleri NBT y1 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.
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Kullanilan Reaktifler: SOD reaktifi [0,3 mmol/l ksantin, 0,6 mmol/l EDTA (2 Na
tuzu), 150 umol/l NBT, 400 mmol/l Na,COgs, 1 g/l bovine serum albumin (BSA)],
167 U/l XO, 0,8 mmol/l CuCls,.

3.4.3.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

CAT aktivitesi Aebi (1974)’nin metoduna gore calisildi. 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. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin aktivitesi ile

dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir:

H,O, CAT H,O0+%0,
—
Kullanilan reaktifler: Fosfat tamponu (pH 7,50 mM), H,0, ¢6zeltisi: Absorbansi
0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,O;’li fosfat tamponu; yaklagik 300 mL
pH 7,50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba aktarilir. Spektrofotometre fosfat
tamponuna gore sifirlanip renkli kaptaki tampona 10-20 pl hacimlerde H,O, ilave
edilir. Optik Dansite (OD) 0.500 nm oluncaya kadar devam edilir ve aralarda

karigtirilir.

3.4.3.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Belirlenmesi

GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentina (1967)’nin metodu ile 6l¢tildi. GSH-
Px enzimi, H,0; varliginda GSH’in okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini
katalizler. H,O;’nin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH n
NADP"ya vyiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasmin 340 nm’de
okunmasiyla hesaplandi. Sonuglar U/g protein seklinde belirtildi.
Kullanilan Reaktifler: 150 mM rediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaN3, enzim
[1,5 ml 3,2 M (NH4),SO4 +50 ul GSH rediiktaz], 2 mM H,0,, fosfat tamponu
(pH=7,50 mM).
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3.4.3.5. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

Testis MDA diizeyleri Draper ve Hadley (1990)’in metoduna gore belirlendi.
Bu metodda lipid peroksidasyon firiinii olan MDA, +90 °C’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girerek 532 nm’de maksimum absorbans veren pembe renkli
kompleks olusur. Spektrofotometrede Olglim yapildiktan sonra MDA-TBA
kompleksi absorbans katsayis1 (1,56 x 10° cm* M'l) kullanilarak 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.

3.5. Total Testosteron Tayini

Kuru, jelli vakumlu tiipe aliman siganlarin kanlari, 2750xg rcf’de 10 dk
santriflij edilerek serum elde edildi. Serum total testosteron seviyesinin belirlenmesi
icin total testosteron kiti kullamildi (CUSABIO BIOTECH CO.,LTD., Rat
testosterone (T) ELISA Kit, Catalog No.CSB-E05100r, P.R.C.). Sonuglar ng/ml
olarak ifade edildi.

3.6. Arsenik Miktar1 Tayini

Testis dokularindan 0,5’er g alinarak her biri mikrodalga ¢oziiniirlestirme
tiiplerine yerlestirildi. Daha sonra mikrodalga firinda (Novawave) ¢oziiniirlestirme
islemi USEPA 3052 metodu temel alinarak yapildi. Bu islemden sonra firindan
cikarilan tiipler oda sicakliginda sogutuldu ve tiiplerdeki c¢ozelti 25 ml’lik
polipropilen balon jojelere aktarildi. Balon jojelerdeki ¢ozelti miktari saf su ile 25
ml’ye tamamlandi. Orneklerin metal analizi Spektro marka Spektro Blue model ICP-

OES cihazinda yapildi. Sonuglar ppm olarak ifade edildi.
3.7. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatiksel olarak degerlendirilmesinde “SPSS 16.0 for Windows”
istatistik paket programi kullanildi. Gruplarin dagilimi (homojenitesi) Shapiro Wilk
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testi, ikili kargilagtirmalar 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 (SS) olarak

tabloya gegirildi.



4. BULGULAR

4.1. Morfometrik Bulgular

4.1.1. Viicut Agirhiklar1 ve Agirhk Kazanclar
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Gruplarin baslangic ve bitis viicut agirliklart ile agirlik kazanglari Tablo

4.1°de, gosterilmistir.

Gruplar viicut agirlik kazanglart bakimindan karsilastirildiginda arsenik grubu

ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi bulundu

(p>0,05). Yine kuersetin grubunun agirhik kazanci degerinin arsenik + Kkuersetin

grubunun agirhik kazanci degerinden daha fazla oldugu ancak aradaki farkin

istatiksel olarak anlamli olmadigr tespit edildi (p>0,05) (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Gruplarin baslangig ve bitis viicut agirliklari ile agirlik kazanglari.

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Grup Baslangi¢ Agirhigi () | Bitis Agirhigi (9) | Agirhik Kazanc (Q)
Kontrol 329,666 + 37,080 378,888 + 49,039 49,222 + 20,662
Arsenik 327,333 + 26,976° 376,888 + 24,654% | 49,555 + 15,946°
Arsenik + b b b

_ 325,667 + 20,530 383,889 + 23,289 58,222 + 28,367
Kuersetin

#p>0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

bp>0,05 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.

4.1.2. Testis Agirhiklar:

Gruplarin testis agirliklar1 Tablo 4.2°te, gosterilmistir. Arsenik grubunun

testis agirliklart ile kontrol grubu testis agirliklar: arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farkin olmadig: belirlendi. Yine ayni sekilde arsenik grubu testis agirliklarinin
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arsenik + kuersetin grubu testis agirliklar ile karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli bir farkin olmadigi saptandi (p>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Gruplarin sag ve sol testis agirliklar1 ve total testis agirliklar. Degerler

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Grup n
©) @ )
Kontrol 9 1,408+ 0,282 1,388+ 0,289 2,797 +£ 0,555
Arsenik 9 1,475+ 0,254% 1,389+ 00,2692 2,864 + 0,585%
Arsenik + b b b
) 9 1,414+ 0,338 1,414+ 0,341 2,828 +£ 0,654
Kuersetin

4p>0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p>0,05 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.

4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1 Isxtk Mikroskobik Bulgular

Calismamizda kontrol grubundaki si¢anlarin hematoksilen-eosin (HE) ile
boyanan testis kesitleri 1s1tk mikroskobunda incelendiginde seminifer tiibiillerin ve
interstisyel kismin normal yapida oldugu gozlendi (Sekil 4.1).

Arsenik grubuna ait testis dokularinda yapilan incelemelerde, arsenik
uygulamas: sonucunda, testisteki seminifer tlibiil yapilarinda diizensizlik,
spermatogenik seriye ait hiicre sayisinda azalma ve seminifer tiibiillerin bazilarinin
duvarinda vakuolizasyon gozlendi. (Sekil 4.2).

Arsenik + kuersetin grubundaki sicanlarin HE boyali testis kesitleri 151k
mikroskobunda incelendiginde; kuersetin tedavisi sonucunda testis dokusundaki

dejeneratif degisikliklerin geriledigi gozlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii. H+E,

X400.

Sekil 4.2. Arsenik grubuna ait testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii. H+E,

X400.
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Sekil 4.3. Arsenik + kuersetin grubuna ait testis dokusunun 1sik mikroskobik
goriintlisti. H+E, X400.

4.2.2. Seminifer Tiibiil Caplari ve Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Kontrol, arsenik ve arsenik + kuersetin gruplarina ait deneklerin seminifer
tiibiil caplar1 ve Johnsen testikiiler biyopsi skorlar1 ile istatistiksel karsilastirmalari
Tablo 4.3’de gosterilmistir.

Arsenik grubu seminifer tiibiil caplar1 ve Johnsen testikiiler biyopsi
skorlarinin kontrol grubu degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaldigi bulundu (p<0,001) (Tablo 4.3). Arsenik + kuersetin grubu
seminifer tiibiil ¢aplar1 ve Johnsen testikiiler biyopsi skorlarinin arsenik grubunun
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fazla oldugu tespit edildi
(p<0,01) (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Gruplarin seminifer tiibiil ¢aplar1 ve Johnsen testikiiler biyopsi skorlari.

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. n=9 her grup igin.

Kontrol Arsenik Arsenik + Kuersetin
Seminifer Tubiil )
267 £ 5,95 204,78 + 4,8° 229,02 + 5,33
Cap1 (um)
Johnsen Testikiiler
9,25+0,17 4.6+ 0,15a 6,74 + 0,16b
Biyopsi Skoru

% p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p<0,01 arsenik grubu ile karsilagtirildiginda.

4.2.3. TUNEL Boyama Bulgular

Calismamizda kontrol, arsenik ve arsenik + kuersetin gruplarinin testis
dokularinda apoptozisi belirlemek i¢in TUNEL metodu kullanildi.

Kontrol grubuna ait testis kesitlerinde yapilan TUNEL boyamas1 sonrasinda
seminifer tiibiil hiicrelerinde TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinin olduk¢a az
oldugu goriildii (Sekil 4.4).

Arsenik grubuna ait testis dokularinda yapilan incelemelerde, seminifer tiibiil
hiicrelerinde TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinin oldukga fazla oldugu saptandi
(Sekil 4.5).

Arsenik + kuersetin grubuna ait testis dokularinda yapilan incelemelerde,
seminifer tlibiil hiicrelerindeki TUNEL pozitif apoptotik hiicre sayisinin arsenik
grubuna gore belirgin bir sekilde azaldig: tespit edildi (Sekil 4.6).

Ayrica TUNEL pozitif isaretlenen hiicreler sayilarak gruplara ait apoptotik
indeks degerleri hesaplandi. Caligmamizin sonucunda arsenik grubunda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda apoptotik indeks degerinin arttigi, arsenik+kuersetin
grubunda ise apoptotik indeks degerinin arsenik grubu degerlerine gore istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde azaldig1 saptand: (Grafik 4.1).
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Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait testis dokusunda TUNEL boyamasi. TUNEL boyast,
X400.

Sekil 4.5. Arsenik grubuna ait testis dokusunda TUNEL boyamasi. Ok: TUNEL
pozitif hiicreler. TUNEL boyas1, X400.
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Sekil 4.6. Arsenik + kuersetin grubuna ait testis dokusunda TUNEL boyamasi. Ok:
TUNEL pozitif hiicreler. TUNEL boyasi, X400.

Grafik 4.1. Gruplarin apoptotik indeks degerleri.

Apoptotik Indeks
35 -+ a
30 -
25 - b
20 -
15 -
10 -
5 i
0 | M .
Kontrol Arsenik Arsen|I.<
Kuersetin
| 3,4 27,1 16,1

% p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p<0,01 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.
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4.2.4. immunohistokimya Bulgular (PCNA)

Caligmamizda kontrol, arsenik ve arsenik + Kuersetin gruplarinin testis
dokularinda hiicre proliferasyonunu degerlendirmek i¢in immunohistokimyasal
PCNA metodu kullanildi. Kontrol grubuna ait testis dokularinda yapilan
incelemelerde, seminifer tiibiil hiicrelerinde ¢cok sayida PCNA pozitif hiicre goriildi
(Sekil 4.7).

Arsenik grubuna ait testis dokularinda yapilan incelemelerde, seminifer tiibiil
hiicrelerindeki PCNA pozitif hiicre sayisinin olduk¢a azaldig: saptandi (Sekil 4.8).
Arsenik + kuersetin grubuna ait testis dokularinda yapilan incelemelerde, seminifer
tiibiil hiicrelerindeki PCNA pozitif hiicre sayisinin arsenik grubuna gore arttig1 tespit
edildi (Sekil 4.9).

Ayrica PCNA pozitif isaretlenen hiicreler sayilarak gruplara ait PCNA indeks
degerleri hesaplandi. Caligmamizda arsenik grubunda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda PCNA indeks degerinin azaldigi, arsenik + Kuersetin grubunda ise
PCNA indeks degerinin arsenik grubu degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttig1 tespit edildi (Grafik 4.2).

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait testis dokusunda PCNA immiin boyamasi. Ok: PCNA

pozitif hiicreler. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400
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Sekil 4.8. Arsenik grubuna ait testis dokusunda PCNA immiin boyamasi. Ok: PCNA

pozitif hiicreler. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi, X400.

Sekil 4.9. Arsenik + Kuersetin grubuna ait testis dokusunda PCNA immiin boyamasi.

Ok: PCNA pozitif hiicreler. Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamas1,X400.



Grafik 4.2. Gruplarin PCNA indeksi.
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% p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p<0,01 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Sicanlar iizerinde gerceklestirmis oldugumuz bu ¢alismada, antioksidan

savunma sisteminin enzimlerinden olan SOD, CAT ve GSH-Px aktivite diizeyleri

spektrofotometrik olarak belirlendi. Bunun yani sira, lipid peroksidasyonu sonucu

olusan ve oksidatif hasarin ortaya konulmasinda 6nemli bir parametre olarak

kullanilan MDA diizeyleri de yine ayn1 yontemle dl¢iildii.

4.3.1. SOD Aktiviteleri

Arsenik maruziyeti sonucu siganlarda, testis dokusuna ait SOD aktiviteleri

kontrol grubuna ait degerler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azalmis oldugu tespit edildi (p<0,001). Arsenik + kuersetin grubu SOD

aktivitesinin arsenik verilen grubun SOD aktivitelerine gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 gézlendi (p<0,001) (Tablo 4.4).
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4.3.2. CAT Aktiviteleri

Arsenik maruziyeti sonucu siganlarda, testis dokusuna ait CAT aktivitelerinin
kontrol grubu CAT aktiviteleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldigi bulundu (p<0,001). Arsenik + Kkuersetin grubunun CAT
aktivitelerinin arsenik verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1

tespit edildi (p<0,001) (Tablo 4.4).

4.3.3. GSH-Px Aktiviteleri

Arsenik verilen grubun GSH-Px aktivitelerinin kontrol grubuna ait degerler
ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu tespit
edildi (p<0,001). Arsenik + kuersetin gruplarinin GSH-Px aktivitelerinin arsenik
verilen grubun GSH-Px aktivitelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttigi bulundu (p<0,01) (Tablo 4.4).

4.3.4. MDA Diizeyleri

Arsenik maruziyeti sonucu si¢canlarda, testis dokusuna ait MDA diizeylerinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde arttig1 goriildii (p<0,001).
Arsenik + kuersetin grubu MDA diizeylerinin arsenik grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigi bulundu (p<0,01) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Gruplarin biyokimyasal parametreleri (SOD, CAT, GSH-Px ve MDA).

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

Kontrol Arsenik Arsenik + Kuersetin
SOD (U/mg protein) 1,086 + 0,167 0,539 + 0,079% 0,802 + 0,102b
CAT (k/g protein) 17,476 +2,209 9,338 + 1,696° 14,459 + 2,036b
GSH-Px (u/g protein) | 43,695 +5,868 30,962 + 4,955° 38,231 + 4,777°
MDA (nmol/g protein) | 1,750 + 0,483 2,737 +0,549% 2,041 + 0,457°

4p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p<0,001 arsenik gurubu ile karsilastirildiginda.
¢ p<0,01 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.

4.4. Total Testosteron Degerleri

Arsenik verilen grubun testosteron degerlerinin kontrol grubu testosteron
degerleri ile karsilastirildiginda azaldigi fakat azalmanin istatiksel olarak anlamli
olmadigi tespit edildi (p>0,05). Arsenik + Kkuersetin grubunun testosteron
degerlerinin ise arsenik grubu testosteron degerlerine gore arttifi ancak artigin

istatiksel olarak anlamli olmadig: gériildii (p>0,05) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Gruplarin testosteron degerleri. Degerler ortalama + standart sapma

olarak verilmistir.

Gruplar Testosteron (ng/ml)

Kontrol 12,927 £ 8,911

Arsenik 8,752 + 2,004
Arsenik + Kuersetin 9,908 + 3,278"

4p>0,05 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p>0,05 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.
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4.5. Arsenik Miktar

Arsenik verilen grubun arsenik miktarlarinin kontrol grubu degerlerine gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu tespit edildi (p<0,001). Arsenik
verilen grubun degerlerinin arsenik + kuersetin grubu degerleri ile karsilastirildiginda

ise istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi (Tablo 4.6) bulundu.

Tablo 4.6. Gruplarin arsenik miktarlari. Degerler ortalama + standart sapma seklinde

verilmistir.
Gruplar Arsenik (ppm)
Kontrol 0,526 +£ 0,372
Arsenik 25,380 + 4,959°
Arsenik + Kuersetin 24,668 + 2,168"

4p<0,001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b p>0,05 arsenik grubu ile karsilastirildiginda.
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5. TARTISMA

Calismamizda siganlarda arsenik maruziyetinin testisteki toksik etkisi
arastirilarak, kuersetinin testiste arsenigin neden oldugu degisiklikler iizerine etkisi
incelendi.

Arsenik insanlar i¢in c¢evresel toksik ve karsinojen bir maddedir. Diinya
capinda yiiz milyondan fazla insan, yliksek arsenige maruz kalma riski altindandir
(WHO 2003). Daha once yapilmis olan ¢alismalar arsenigin erkek {ireme
fonksiyonlarinda testis agirligi ve yapisini, seminifer tiiblil capini, testosteron
diizeylerini, oksidan-antioksidan dengesini ve sperm kalitesini etkileyerek hiicresel
toksisiteye neden oldugunu gostermistir (Jana ve dig. 2006, Sanghamitra dig. 2008,
Fouad ve dig. 2011, Reddy ve dig. 2011, Ferreira ve dig. 2012). Bu ¢alisma ile
arsenigin  testis tiizerinde histopatolojik hasara, oksidatif strese, lipid
peroksidasyonuna ve apoptozise yol agarak toksik etkiye sebep oldugu
dogrulanmistir. Ayrica arsenigin testiste neden oldugu bu toksik etkilerin kuersetin
uygulamasi ile dnemli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir.

Yapmis oldugumuz caligmada deney sonunda elde ettigimiz verilere gore
arsenik grubu ve kontrol grubu hayvan agirliklar, agirhik kazanglari ve testis
agirliklart arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: ortaya koyuldu. Sigcan
agirhiklari, agirlik kazanglar ve testis agirliklar ile ilgili elde ettigimiz bu sonuglar
daha 6nce yapilmig ¢aligmalarla uyum gostermektedir (Reddy ve dig. 2011, Ferreira
ve dig. 2012). Calismamizda hayvan agirliklari, agirlik kazanclart ve testis agirliklar
kuersetin uygulamasi sonucunda arsenik grubu ile istatiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermemistir.

Arsenik, testis dokusunda 151k mikroskobik ve elektron mikroskobik diizeyde
belirlenen spermatid kaybi ve testikiiler hasar bulgular1 olusturmaktadir
(Sanghamitra ve dig. 2008). Sanghamitra ve dig. (2008) farelerde yaptiklar1 bir
caligmada, oral yolla arsenik verilen farelerin testis dokusunda seminifer tiibiil
capinda azalma ve testikiiler atrofiyi gostermistir. Benzer sekilde Manna ve dig.
(2008) arsenik ile yaptiklari bir ¢alismada, testiste seminifer tiibiillerde dejenerasyon,
nekroz ve spermatositlerde defoliasyonu gostermistir. Das Neves ve dig. (2004)
farelerde yaptiklar1 bir ¢calismada, arsenigin testis seminifer tiibiillerinde atrofiye yol

actigimi gostermistir. Calismamizda testis dokusunun histopatolojik incelemesinde
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arsenigin seminifer tlibiil yapilarinda diizensizlik, spermatogenik seriye ait hiicre
sayisinda azalma ve seminifer tiibiillerin bazilarinin duvarinda vakuolizasyona,
morfometrik 6l¢timlerde ise seminifer tiibiil ¢aplarinin azalmasina neden oldugu
gozlendi. Elde ettigimiz histopatolojik ve morfometrik bulgular literatiirle paralellik
gostermektedir. Benzer bulgular daha oOnceki ¢aligmalarda da gozlenmistir
(Sanghamitra ve dig. 2008, Das ve dig. 2009, Fouad ve dig. 2011, Ferreira ve dig.
2012, Momeni ve dig. 2012, Uygur ve dig. 2013). Bizim ¢alismamizda oldugu gibi
arsenik toksisitesine karsi testis dokusunda kuersetinin etkilerini 1s1k mikroskobik
olarak gosteren bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Calismamizda kuersetin ile
tedavi edilen grup arsenik grubu ile karsilastirildiginda, arsenigin neden oldugu
histopatolojik hasarlar1 ve morfometrik 6lgiimlerdeki azalmalar1 kuersetinin azalttig:
bulundu. Daha 6nce yapilan ¢alismada Taepongsorat ve dig. (2008) kuersetinin
verilme siliresine ve dozuna bagli olarak seminifer tiibiil alanini arttirdiginm
bildirmistir. Baska bir ¢aligmada Uygur ve dig. (2014) etanoliin neden oldugu
testikiiler hasar1 kuersetinin azalttigin1 bildirmislerdir. Bu bilgilere gore kuersetin
cesitli toksik etkenlerin testiste neden oldugu histopatolojik hasarlar1 ve morfometrik
degisiklikleri azaltan giiclii bir maddedir. Bizim c¢alismamizda da kuersetinin bu
etkisi gosterilmistir.

JTBS testisteki histolopatolojik hasar1 degerlendirmede kullanildi. JTBS ile
germinal epiteldeki progresif dejenerasyonun degerlendirilmesi miimkiindiir.
Calisgmamizda JTBS degerleri arsenik grubunda diisiikk olarak tespit edildi. Bu da
arsenigin testiste belirgin bir dejenerasyona neden oldugunu gostermektedir.
Seminifer tiibiillerdeki atrofi, dejenerasyon ve spermatogenik hiicrelerdeki azalma
spermatognesis eksikliginin isaretidir. Bulgularimizla uyumlu olarak Uygur ve dig.
(2013) arsenigin testis JTBS skorlarinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda JTBS skorlarinda kuersetin uygulamasi ile artma gozlendi. Bu veriler
1s1g¢inda kuersetinin seminifer tiibiillerdeki dejenarasyonu ve spermatogenik seri
hiicrelerindeki azalmay1 ¢gnemli dlciide onledigi goriilmektedir. Kuersetinin bu etkisi
literatiirde bildirilmistir. Kanter ve dig. (2012)’in yapmis olduklar1 c¢aligmada
streptozotosinle diyabet olusturulmus siganlarin testislerindeki hasarda kuersetinin
JTBS skorlarini arttirdigini géstermistir.

Serbest radikal iiretimi patofizyolojinin bir parcasidir ve pek ¢ok metalin

toksisitesi serbest radikal tiretimi ile ilgilidir (Miller ve dig. 2002). Serbest radikaller
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direkt ya da indirekt yollarla hiicre oliimiine yol acabilmektedir. Spermatogenik
hiicreler de dahil olmak iizere pek ¢ok hiicre tipinde apoptozis oksidatif stres ile
baglantilidir. Apoptozis, bir¢ok fizyolojik ve patolojik olaylarda meydana gelen
programlanmis hiicre oliimiidiir. Apopitotik siirecin baslamasinda hiicre i¢i ve hiicre
dis1 kokenli 6lim sinyalleri etkili olur. Bu uyarilara maruz kalan hiicrede, ilgili
genetik mekanizma harekete geger ve apoptozis baslar (Kus ve dig 2008). Bu
calismada, testis dokusunda apopitozu gostermek amaciyla TUNEL boyama yapildi.
Arsenige maruz kalma sonucunda testis dokusunda apopitozun ve buna bagl olarak
da apopitotik indeksin arttigi gozlendi. Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, arsenik
toksisitesinin DNA kiriklarina yol agtigi ve apopitotik hiicre olimiinii arttirdigini
gostermektedir (Das ve dig. 2004, Das ve dig. 2009). Bulgularimizla uyumlu olarak
Uygur ve dig. (2013) arsenigin testiste apoptozisi ve apopitotik indeksi arttirdigini
bildirmislerdir. Literatiirde testikiiler apoptozis iizerinde kuersetinin antiapopitotik
etki gosterdigi bildirilmistir (Uygur ve dig. 2014). Calismamizda kuersetin TUNEL
pozitif hiicre sayini arsenik grubuna gore anlamli olarak azaltarak apopitotik indekste
de azalmaya sebep oldugu gosterilmis ve Kkuersetinin testis dokusunda apoptozisi
onemli dl¢giide azalttig1 sonucuna varilmistir.

Hiicre proliferasyon isaretleyicisi olarak kullanilan PCNA’nin olmadig1 ya da
cok az oldugu durumlarda hiicrenin apoptozise gittigi bildirilmistir (Kelman 1997,
Giines 1999, Cogulu ve dig. 2007). Testisteki seminifer tiibiillerin tiim safhalarinda
erken donem primer spermatosit ve spermatogonyumlarda PCNA ekspresyonu
mevcuttur (Kang ve dig. 1997). Calismamizda kontrol grubuna ait si¢anlarin erken
donem spermatosit ve spermatogonyumlarinda yogun bir sekilde PCNA pozitif
hiicreler saptandi. Arsenik uygulamasinin ise PCNA pozitif hiicre sayisint 6nemli
Olglide azalttig1 ve bu azaligin literatiir ile uyumlu oldugu gézlendi (Uygur ve dig.
2013).  Testikiiler germ  hiicrelerinde = PCNA  ekpresyonunun  azalmasi
spermatogenesis ve proliferatif aktivitenin azalmasinin gostergesidir. Bulgularimiza
gore arsenik hiicre proliferasyonunu ve spermatogenez siirecini olumsuz olarak
etkilemektedir. Kuersetin uygulamasi ile birlikte PCNA ekpresyonunda artis goriildii.
Bu da kuersetinin arsenigin olumsuz etkilerini azaltarak spermatogenezi olumlu
yonde etkiledigini gostermektedir. Kanter ve dig. (2012) streptozotosinle

diyabet olusturulmus  siganlarin  testislerinde  kuersetin  tedavisinin  PCNA
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ekspresyonunu arttirdigini bildirmistir. PCNA indeksi degerlendirildiginde arsenigin
PCNA indeksini diistirdiigii kuersetinin ise arttirdigi tespit edildi.

Viicutta meydana gelen fizyolojik islevler sirasinda ya da patolojik bir siireg
igerisinde ortaya c¢ikan serbest radikaller ile antioksidan sistem arasindaki dengenin
serbest radikaller tarafina kaymasi sonucu oksidatif hasar ortaya ¢ikar ve cesitli
mekanizmalar ile biyomolekiillere hasar verir. Organizma oksidatif hasara karsi
kendini enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistem ve molekiillerle korur (Kus ve
dig. 2008). Dokularda 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 dig. 1998, El-Sokkary ve
dig. 1999, Husain ve dig. 2001). Calismamizda arsenigin testislerde neden oldugu
oksidatif hasarin bir gostergesi olan SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerindeki azalma
kuersetin verilmesiyle 6nemli 6l¢lide onlenebilmektedir. Arsenigin testis antioksidan
enzim aktivitelerini azalttig: literatiirde bildirilmistir (Manna 2008, Das ve dig. 2009,
Fouad ve dig. 2011, Reddy 2011, Uygur ve dig.2013 ). Kuersetinin antioksidan
etkisini Zhang (2005) horoz spermatogonial hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, Uygur ve
dig. (2014) ise testis dokusunda oksidatif stresin artmasina bagli olarak goriilen
GSH-Px ve SOD aktivitelerindeki azalmayr ve MDA diizeylerindeki artist
onlemesiyle de ortaya koymuslardir. Bulgularimiz literatiirde yer alan bilgilerle
uyum gostermekte ve kuersetinin antioksidan Ozellikleriyle arsenigin zararh
etkilerini 6nemli 6l¢giide Oonledigini géstermektedir.

Arsenigin serbest radikaller araciligiyla olusturdugu testikiiler toksisitenin bir
diger mekanizmasinin da lipid peroksidasyonu oldugu diistiniilmektedir. Testikiiler
membranlar oksidatif bozulmaya dayaniksiz polienoik yag asidi bakimindan
zengindir. Lipid peroksidasyonu, membranlarin islevini yitirmesine, hiicre nekrozu
yoluyla hiicre 6liimiine ve sonugta testikiiler disfonksiyona yol a¢ar (Manna ve dig.
2008, Das ve dig. 2009, Fouad ve dig. 2011, Reddy ve dig. 2011). Lipid
perokidasyonu ile olusan iirlinlerin TBA ile reaksiyona girmesi sonucu MDA ortaya
¢ikmaktadir. MDA miktar1 serbest radikal hasar1 hakkinda bilgi vermektedir (Varan
ve dig. 1999). Calismamizda, arsenigin testiste doku MDA diizeylerini arttirdigi
saptand1. Yapilan c¢aligmalar arsenik maruziyeti ile lipid peroksidasyonu arasinda

iliski bulundugunu ve MDA diizeylerini arttirdigim1 gostermektedir. (Chang ve dig.
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2007, Garcia-Chavez ve dig. 2007, Das ve dig. 2009, Uygur ve dig. 2013).
Bulgularimiz arsenige bagli testikiiler toksisitenin patogenezinde lipid peroksidasyon
triinlerindeki artisin da etkili oldugu gorisiinii desteklemistir ve c¢alismamizin
sonuglart literatiirii desteklemektedir. Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu tizerindeki
etkileri bir¢cok aragtirmaci tarafindan calisilmis ve MDA diizeylerini anlamli olarak
diistirdiikleri gosterilmistir (Devi 1999, Kahraman ve dig. 2003, Middleton ve dig.
2000, Nijveldt ve dig. 2001, Uygur ve dig. 2014). Hollman ve dig. (1995) % 0,2
kuersetin igeren dietle beslenen siganlarda kontrol grubuna gore antioksidan
kapasitenin belirgin sekilde yiiksek oldugunu ve lipid peroksidasyonunun inhibe
oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda arsenigin testislerde neden oldugu MDA
diizeylerindeki artisin kuersetin verilmesiyle azaltildigi ve bdylelikle lipid
peroksidasyonunun azaldigi gézlendi. Bu sonug kuersetinin antioksidan etkinligini
lipid peroksidasyonunu engelleyerek yaptigini diisiindiirmektedir.

Arsenigin sicanlarda testosteron biyosentezinde azalma yaptigi ve kan
testosteron diizeyini belirgin bir sekilde diisiirdiigli daha oOnceki ¢alismalarda
gosterilmistir (Fouad ve ark., 2011). Bununla birlikte ¢alismamizda arsenigin serum
testosteron diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalmaya neden
oldugu saptandi. Calismamizda kuersetin verilen grupta arsenik grubu ile
karsilastirildiginda anlamsizda olsa bir artis goriilmistiir. Uygur (2010) yapmis
oldugu ¢alismada siganlarda etanol maruziyeti sonucu testosteron seviyesinin
kuersetin tedavisi ile artmig oldugunu tespit etmistir.

Kan arsenik degerlerinin yiiksek olmasi sperm motilitesinde azalmaya neden
olur (Pizent ve Zivkovic 2012). Calismamizda arsenigin testis dokusunda biriktigi
belirlendi. Bu birikim testikiiler hasara neden olarak morfolojik degisikliklere,
apoptozise ve oksidatif strese yol agmaktadir. Bununla birlikte yaptigimiz ¢alismada
kuersetinin testis dokusundaki arsenik birikimini engelleyemedigi fakat arsenigin
olusturdugu zararl etkileri azalttig1 ortaya konuldu.

Sonug olarak bu ¢aligmada, arsenik toksisitesinin testiste neden oldugu hasara
kars1 kuersetinin koruyucu etkisi ilk kez incelenmistir. Kuersetin antiapopitotik ve
antioksidatif etkileri ile arsenigin testis dokusunda neden oldugu morfometrik ve
histopatolojik hasarlari, apoptozisi, hiicre proliferasyonundaki olumsuz etkiyi,
oksidatif stresi, lipid peroksidasyonunu ve birikimden kaynakli doku hasarini

azaltarak testiste koruyucu etki gostermektedir. Calismamiz arsenigin testiste
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olusturdugu zararli etkilerin 6nlenmesi, koruyucu ya da destek tedavilerinin
gelistirilmesi agisindan antioksidanlarin etkilerinin arastirildigi ¢alismalara ve

literatiire 6nemli katkilar saglamaktadir.
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