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OZET

Saghkh ve Kadmiyum Uygulanan Ratlarda Theranekronun Testis

Dokusu Uzerine EtkKisi

Calismada Theranekron’un saglikli ve kadmiyum uygulanarak hasar olusturulmus rat
testislerinde, herhangi bir etkisi olup olmadigi ortaya koyulmaya calisilmistir.
Theranekronun heniiz yeni kesfedilmekte olan rejeneratif 6zelliklerinden yararlanilmaya
caligilirken ayni zamanda tam bilinmeyen yan etkileri de gézlenmeye ¢alisiimustir.

Saglikli ve erigskin 40 adet erkek Wistar albino rat 5 gruba ayrildi. Birincigrup
kontrol grubu olarak kullamildi. ikinci, 3. ve 4. gruplarda kadmiyum kloriir (7 mg/kg)
subkutan uygulandi. Ikinci gruptaki denekler 24 saat sonra sakrifiye edildi. Ugiincii
gruptaki deneklerin 6 giin sonra sakrifikasyonu yapildi. Dordiincii grupta kadmiyum kloriir
verildikten 24 saat sonra Theranekron uygulamasi (0.3 mg/kg, subkutandz) yapildi. Besinci
grupta sadece Theranekron (0.3 mg/kg, subkutandz) uygulandi. Her iki grupta da 6 giin
sonra deneklerin sakrifikasyonu yapildi. Kan serumunda nitrit, nitrat ve MDA
(Malondialdehyde) diizeylerine bakildi. Deneklerin sperm sayimlar: ve sperm morfolojileri
degerlendirildi. Testis ve epididimisin genel yapisini ortaya koymak amaciyla Crossman’in
modifiye U¢li boyama teknigi kullanildi. Kadmiyum klorid uygulamasinin testis ve
epididimiste dejeneratif degisikliklere neden oldugu, Kadmiyum klorid uygulanan
deneklerde Theranekron uygulamasimin beklenen doku iyilesmesini saglamadigi gozlendi.
Tek basmna Theranekron uygulamasinda ise testis ve epididimisin normal morfolojik
yapilarin1 koruduklari saptandi, herhangi bir bozulmaya rastlanmadi. Theranekron’un dozu
ve uygulanma bi¢imi nedeniyle bu sonuglar elde edilmis olabileceginden, degisik doz ve
uygulama yollar1 farkli sonuclar olusturabilir. Bu alanda yapilacak baska calismalarla daha
ayrintili sonuglar elde edilebilir.

Anahtar kelimeler: Theranekron, Kadmiyum, testis, rat,



ABSTRACT

The Effect of the Theranekron on Healthy and Cadmium Induced
Testis of Rats

In the study, it was tried to find out if Theranekron had effects on healthy and cadmium
induced testicles. Exploring regenerative effects of Theranekron, it was also tried to
observe the possible side effects of it. Fourty Wistar male rats were divided into five
groups. 1st Group was used as control group. Cadmium chloride (7 mg/kg) was injected
subcutaneously (2nd, 3rd and 4th Groups). Sacrification of the rats in the second group
were made after 24 hours from Cadmium chloride administration and in the 3rd group rats
were sacrifed 6 days later. After 24 hours from the administration of Cadmium chloride,
Theranekron was given (0.3 mg/kg, subcutaneously) in the 4th group. In the 5th group
only Theranekron (0.3 mg/kg, subcutaneously ) was given and the rats were sacrified after
5 days. Nitrite, nitrate and MDA (Malondialdehyde) levels were commentated in the blood
serum. Sperm count and sperm morphology of the objects in the group were also
evaluated. Crossman’s Modified Triple stain was used to show the general structure of the
testicles and epididimys. It was put forward that the Cadmium chloride manipulation
caused degenerative changes in the testicles and in the epididimydis, and Theranekron
administration did not provide expected tissue recovery after the use of Cadmium chloride.
The use of Theranekron only by itself did not cause any morphological changes in the
question tissues.

These results might be caused by the dosage and administration method of Theranekron,
different dosage and administration methods may result different. More detailed results can
be obtained by future studies of this field.

Key words: Theranekron, cadmium, testis, rat
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1. GIRIS

Testis kadmiyuma karsi olduk¢a duyarhidir (Siu ve ark. 2009). Kadmiyum
testiste dogrudan hasar olusturabilir (Boga 2007, Siu ve ark. 2009). Kadmiyum
toksistesinin testikuler doku hasarina, testikuler agirlik azalmasina, diisiik androjen
salinimina neden oldugu yapilan ¢alismalarda saptanmistir (Ognjanovic ve ark. 2010,
Yari ve ark. 2010). Kadmiyum kaynakli oksidatif stresin ve inflamasyonun testikuler
toksisitesinin  patogenezisinde ve disfonksiyonunda Onemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir. ~ Oksidatif stresin iNOS (indiiklenebilir nitrik oksid sentetaz)
aktivasyonuna yol agtig1 iyi bilinmektedir (Tugcu ve ark. 2010, Chen ve ark. 2012).
Kadmiyumun siiperoksit anyon iiretimini uyararak lipid peroksidasyonu (LPO)‘na
neden oldugu da bilinmektedir (Jamall ve Smith 1985). Calismalarda kadmiyuma
maruz kalan testislerde, kadmiyum toksisitesiyle iliskili lipid peroksidasyonun
olustugu bildirilmektedir (Farombi ve ark. 2012).

Kadmiyum kan-testis bariyerinde bozulmaya, germ hiicrelerinde kayiba, 6dem,
hemoraji ve nekrozise sebep olup, sonucta infertiliteyle sonuglanan saglik
problemlerine yol agmaktadir (Siu ve ark. 2009, Colakoglu ve ark. 2011). Tek doz
subkutandz (s.c.) kadmiyum kloriir enjeksiyonunda (0.68mg/100gr), testikuler arterin
ligasyonunu takiben gozlenene benzer sekilde akut iskemik nekrozis olusur. Yaklasik 6
saat i¢inde, kaput epididimis’i de icerecek bicimde, testiste olduk¢a belirgin 6dem ve
hemorajik kahverengimsi renk degisikligi gozlenir. 18-24 saat sonra morumsu renk
degisikligi ve 6dem, genel vakuollesme, kismi dekolman ve germinal epitelde yaygin
piknoz saptanmistir (Mason ve ark. 1964). 7mg/kg’lik subkutandz kadmiyum kloriir
uygulanan ratlarda, uygulamadan 24 saat sonra belirgin testikuler hemoraji ve 6dem
gozlendigi bildirilmektedir (EI-Ashmawy ve Youssef 1999, Thompson ve Bannigan
2008). Yapilan ¢alismalarda, ¢esitli ajanlarin kadmiyum kaynakl testikuler toksisiteye
kars1 antioksidan ve antienflamatuar aktiviteleri ile etki gosterdikleri saptanmistir
(Aktas ve ark. 2012, Fouad ve Jresat 2013, Fouad ve ark. 2013).

Koyu kahverengi, tliylii bir oriimcek olan Tarantula cubensis’in 1siriginin
giderek genisleyen kizil bir areolaya sebep oldugu ve 1sirilan yerin ¢evresinin sistigi,

nekrotik bir lezyona sebep oldugu bildirilmektedir. Hatta deri, fasya ve tendonlarda



dokiilmelere neden oldugundan, ¢ocuklarda 6liime neden olabilecek sistemik etkilerin
bile gozlenebildiginden bahsedilmektedir (Hughes ve Dake 1891, Veiga ve ark. 2000,
Richardson-Boedler 2002). Homeopatik bir ilag olan Tarantula cubensis ekstrakti,
Kiiba tarantulasinin zehirinden elde edilir. Bu ilag Theranekron® (Richter Pharma,
Wels, Avusturya) ticari adi ile piyasada yer almaktadir ve bir siiredir veteriner
hekimlikte iistiin bir basar1 ile hizmet vermektedir.

T. cubensis ekstraktinin etki mekanizmasi ¢ok iyi tanimlanmamakla birlikte
antiflojistik, nekrotizan, demarkatif etkileri ve epitelizasyon yetenegi ile yara
iyilesmesi gibi etkileri yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Koch ve Stein 1980,
Stampa 1986, Sardari ve ark 2007). Theranekronun antiinflamatuar etki ile daha fazla
yangiy1 onleyerek doku onarimini sagliyor olabilecegi (Stampa 1986, Sardari ve ark.
2007); tendon iyilesmesinin inflamatuar siireglerinin modiilasyonunda rol aliyor
olabilecegi diistiniilmektedir (Oryan ve ark. 2012a). Sardari ve ark. (Sardari ve ark.
2011) normal at kaninin hematolojik ve biyokimyasal analizini yaptiklar1 ¢aligmada,
Theranekronun inflamatuar etkisi olmadigini ileri siirmiislerdir.

Bu tez ¢aligmasinda, Theranekron’un saglikli ve kadmiyum uygulanarak hasar
olusturulmus rat testislerinde, herhangi bir etkisi olup olmadigi ortaya koyulmaya
caligilmigtir. Theranekronun heniiz yeni kesfedilmekte olan rejeneratif 6zelliklerinden
yararlanilmaya c¢alisilirken ayni zamanda heniiz tam bilinmeyen yan etkileri de

gozlenmeye ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Erkek Genital Sistemi’nin Embriyolojik Gelisimi

Testis ve bunlarin akitici kanallari, bel bolgesindeki intermedier mezodermin
tirogenital plagindan meydana gelir. Bu bolgedeki solom epitelinde sagli-sollu iki kabarti
meydana gelir. Crista genitalis adin1 alan bu kabartilar testis ve ovaryumun g¢atisini
olustururlar (Ozer ve ark. 2007, Hassa ve Ast1 2010).

Sulkus primitivus, daha sonra da vitelliis kesesi ve allantois yoluyla go¢ eden
primordial gonositler 6n bagirsak duvarinda yerlesmis olan genital ¢ikintiya, yani ileride
indiferensiye gonadi olusturacak yapiya yerlesirler (McGeady ve ark. 2011).

Kedi, kobay, fare gibi memelilerde ilk olarak somitogenezisin basladigi anda,
vitellus kesesi endodermi ve komsu siplahnik mezodermde goriilen germ hiicrelerinin 6n
midenin dorsal mezenteryumuna dorsal yonde ve gonad olusum sahasina dogru ameboid
hareketlerle geldigi, gonadlart orten sélom epitelini aktive ederek, en son cinsiyet
hiicrelerinin olusmasini sagladig1 diisiiniilmektedir (Ozer ve ark. 2007, Hassa ve Asti
2010).Dejenere olan mezonefroz tiiplerindeki bazi mezonefroz hiicrelerinin, ileride gonad
dokusunu olusturacaklar1 bolgeye invaze olarak gonad taslaginin olusumunda asil hiicre
rolii oynadiklart ileri siiriilmistiir. Gonad taslagini olusturan bazi hiicreler sélom
epitelinden ve ayni zamanda da alttaki mezensimden kdken alabilir (McGeady ve ark.
2011).

Erkek gonadinin gelismesi, genital kivrimin medullar bdlgesinde gergeklesir (Ozer
ve ark. 2007). Genotipik erkeklerde intragonadal rete sisteminin periferindeki mezonefroz
hiicreleri, i¢lerinde primordial gonositlerin de oldugu hiicre kordonlarin1 sekillendirir.
Seminifer kordonlar olarak bilinen bu kordonlar, at nali seklini alir ve gelisen gonadin
merkezinde mezonefroz hiicreleriyle bunlarin uzantilar1 kaynasir. Seminifer kordonlar
kivrimli hale gelerek tubulus seminiferus kontortuslari sekillendirir (McGeady ve ark.
2011). Kivrimli seyreden bu tubuller rete testis araciligi ile duktus efferentese baglidir.
Primitif seks kordonlar1 s6lom epitelinden mezensimal bir tabaka olan Tunika albuginea ile

ayrilmistir. Bu tabaka gonadin kan donanimini saglar. Testis olusumu belirlendikten sonra



primordiyal germ hiicreleri spermatogonialar1 olusturur. Mezonefrik kanal epitellerinden
koken alan destek hiicreleri de Sertoli hiicrelerini sekillendirir. Tubuluslar arasinda
bulunanve testisin testosteron hormonunu yapan interstiyel hiicreler olan Leydig
hiicrelerinin kdkeni kesin olmamakla birlikte mezodermaldir (Ozer ve ark. 2007, McGeady
ve ark. 2011).

Testislerin kranial kutbundan siniis lirogenitalise uzanan mezonefroz kanallari
erkek genital kanallar1 halinde varligini siirdiiriir. Ductuli eferenteslerin giris noktasinin
kaudalindeki mezonefroz kanalinin bir segmenti, epididimisi sekillendirmek tizere uzar ve
kivrimli bir sekil alir. Mezonefroz kanalinin geriye kalan ve kalin bir kas duvari bulunan
kaudal segmenti, duktus deferensi yapar (McGeady ve ark. 2011). Tubuluslarla
mezonefroz borucuklar1 arasindaki baglanti kollar1 rete testis’i, mezonefrik tubullerin
bazilar1 gonadal kordonlar ile kaynasarak duktuli efferentes’i, mezonefrik tubullerin testis
ile yakin iligkili olan kism1 duktus epdidimidis’i, kaudalde kalan diger kismi da duktus
deferens’i yapar (Ozer ve ark. 2007, Hassa ve Ast1 2010).

2.2 .Erkek Genital Sistemi’nin Anatomisi

Erkek tiireme sistemi speomatozoonlarin {iretiminden sorumlu olan ve erkek
cinsiyet hormonlarin1 {ireten bir ¢ift testisten, iretilen spermatozoonlarin depolanip
iletilmesinden sorumlu olan genital kanallar, seminal siviy1 salgilayan eklenik genital
bezlerden ve spermayi disi genital kanala aktaran penisten olusur (Girgin ve ark. 2008).

Testisler, yarim ay bi¢imindeki epididymis’in eklenik oldugu tunica albuginea ad1
verilen siki bag dokudan yapilmig kalin bir kapsiil ile sarili, oval sekilli bir ¢ift organdir.
Scrotum denilen deriden bir kese i¢inde funiculus spermaticus ile asili durur (Walker ve
Homberger 1997, Girgin ve ark. 2008). Ureme sezonu boyunca igerisinde testisler yer
aldig1 i¢in biiylir, fakat nonreprodiiktif donemde rodentlerde ve diger bazi memelilerde
testisler viicut bosluguna ¢ekilir. Birgok memelide sperm hiicreleri abdomendeyken olusan
yiiksek 1s1 sirasinda tam olgun degildir; sperm olusumunun final agsamasi i¢in skrotumdaki
biraz daha diisiik olan sicaklik gereklidir (Walker ve Homberger 1997). Ergin ratlarda
inguinal kanal agiktir. Bu yiizden testisler bazen geri karin bosluguna donebilir (Poyraz
2000, Bayraktaroglu 2012).



Deri ve bagdokunun altinda, icerisinde testisi bulunduran kremaster bosluklar
(keseler) yer alir. Kremaster posu duvari, gévde duvart muskulus abdominis transversus’un
uzantis1 olan kremaster kasindan olusur. Ratta kremaster kasi testisin peritoneal bosluga
geri c¢ekilmesinde goérev aldigi igin iyi gelismistir (Walker ve Homberger 1997).
Kremasterik poslarin igerisindeki bosluk peritoneal kavitenin kaudal bir uzantisidir ve
vaginal kavite olarak adlandirilir. Kremasterik keseye (posa) ulagsmak i¢in vaginal kavite
muskuler abdominal duvar igerisinden gegmek zorundadir. Bu gegis inguinal kanal olarak
adlandirilir (Walker ve Homberger1997).

Hilal seklindeki epididimis testisi kismen kusatir. Seminifer tubullerde {iretilen
sperm hiicreleri testisin kraniyal ucunda rete testis denen agi olusturan mikroskobik
tubullere geger. Rat’ta, testisin kraniyal ucundaki rete testis kismi epididimisin basindan
testise dogru uzanan kordon benzeri bir yap1 sekillendirir. Sperm hiicreleri epididimiste
ilerlemeye devam eder ve duktus deferens (sperm kanali)’e girer. Bir grup aksesor genital
bez uretraya baglanmis durumdadir. Bunlar birer ¢ift halinde bulunan prostat, vezikiiler ve
coagulating bez (koyulastirici bez)’lerdir. Bu bezlerin salgilar1 ejakulasyon boyunca sperm
hiicrelerini tagiyan, aktive eden, onlar i¢in bazi besinleri saglayan ve vajinanin hafif asidik
ortamini notralize eden maddeler igeren seminal siviyr olusturur. Ratlarin vezikiiler ve
coagulating bezleri sadece ejekulasyonun sonuna dogru salgilarimi birakirlar(Walker ve
Homberger 1997).

2.3. Erkek Genital Sistemi’nin Histolojisi

2.3.1. Testisin Histolojik Yapisi

Testisler skrotumdan ayrildiginda tunika vaginalisin pariyetal tabakasinin skrotuma
yapisik kaldigr viseral tabakanin ise alttaki tunika albuginea tabakasi ile birlestigi
goriilmektedir. Tunika vaginalisin viseral tabakas1 mezotel hiicreleriyle doselidir ve tunika
albuginea ile karisan az miktarda gevsek bag dokusundan olusmustur (Ozer ve ark.2007).
Tunika albuginea diizensiz kompakt (fibr6z) bag dokusundan olusmus dayanikli bir

kapsiildiir. Yapisinda ¢ogunlukla kollagen iplikler ile az miktarda elastik yer alir. Testis



arterleriyle anostomozlar yapan vena agi, tunika albugineanin vaskuler katmanin
olusturur. Kapsiilden igeri giren bag dokusu miktar tiirlere gore degismektedir. Sigan, fare
ve kopek testislerinde bu miktar ¢ok azdir (Ozer ve ark. 2007). Seminifer tubiillerin arasini
dolduran gevsek bagdokusu kan ve lenf damarlari, fibrositler, serbest mononiikleer
hiicreler ve Leydig (interstisyel) hiicreler igermektedir. Interstisyel endokrin hiicreler
testikiilerandrojenler salgilarlar. Mezensim benzeri Oncii hiicrelerden, fotal ve prepubertal
olarak iki jenerasyon interstisyel hiicre gelisir. Leydig hiicreleri kordonlar ya da kiimeler
seklinde bulunurlar ve her hiicre bir kilcal damarla yakin temasta degildir (Ozer ve ark.
2007)

Yetigkin bir ratta yaklasik 20 adet seminifer tubul bulunur. Zikzakli sekilde
seyreden tubuller rete testis ile sonlanir. Seminifer tubullerde sirasiyla, spermatogonia,
spermatositler ve 1-2 sirali spermatid yer alir. Sertoli hiicreleri tubuliin bazalinden
limenine kadar uzanir (McKeever 1970, Russel 1992, Ozer ve ark. 2007, Bayraktaroglu
2012).

Seminifer tubullerin igerisinde yer alan Sertoli hiicreleri prepubertal gonadlarin
farklilagsmis destek hiicrelerinden kdken alirlar. Eriskin Sertoli hiicreleri, diizensiz sinirlara
sahip, uzun hiicrelerdir. Hiicrenin genis olan taban kismi bazal membran iizerine oturur ve
apikal sitoplazma tubiilun lumenine dogru uzar. Oval ya da armut bi¢imli ve derin
kivrimlara sahip cekirdek, hiicrenin genis olan bazal kisminda yer alir ve biiyiik bir
cekirdekcik icerir (Ozer ve ark. 2007). Komsu Sertoli hiicreleri birbirlerine, aktin
filamanlar1 ve endoplazma retikulumunun yilizeyin hemen altindaki sisternalariyla iligkili
tight junction’lar ile baglanirlar. Bu baglantilar bazal kompartmani, adluminal
kompartmandan ayimrir ve kan-testis bariyerini sekillendirir. Spermatogenik koken
hiicrelerinin yenilenmesi ve spermatogonyumlarin ¢ogalmasi, intertubiiler doku sivisinin
nispeten serbest gecis yaptig1 bazal kompartmanda gerceklesir. Kan-testis bariyeri, mayoz
ve spermiyogenezin yasamsal islevlerinin gergeklesmesi i¢in gerekli olan kontrollii bir
mikro cevrenin olusmasini saglar (Ozer ve ark. 2007, Girgin ve ark. 2008). Sertoli
hiicreleri spermatogenik hiicreler i¢in beslenme, korunma ve destek gorevlerini
istlenmistir. Ayrica dejenere spermatogenik hiiceleri ve spermatidlerden ayrilan artiklar
fagosite ederler; FSH ve testosteronun germ hiicreleri {izerindeki etkilerini ayarlarlar;
spermatogenik olaylarin  senkronizasyonuna katilirlar; spermatogonik faliyetlerin

diizenlenmesine yardim etmek i¢cin ABP (androjen baglayici protein), testikiiler tansferin,



anti miilleriyen hormon, inhibin gibi maddeler sentezler ve salgilarlar (Ozer ve ark. 2007,
Girgin ve ark. 2008).

FSH, Sertoli hiicrelerini aktive ederek germ hiicrelerinde mayozun tamamlanmasini
saglar. Testosteronu Ostrojenlere doniistiiriir. Ostrojenler seminifer tubullerin bazal ve
adluminal boliimlerine girerler. Seminifer tubullerden de perifere dogru hareket ederek
kana karisirlar ve kandaki Ostrojen miktarini arttirirlar. Sertoli hiicreleri testosteronu
dihidrotestosteron’a da doniistiiriirler ve olusan bu androjenin biyolojik potansiyeli
testosterondan daha yiiksektir. Ayrica, testosteron seminifer tubuliin bazal boliimiinden
adluminal boliimiine Sertoli hiicreleri yolu ile gecer ve bu gecis asamasinda herhangi bir
degisiklige ugramaz. ABP, Sertoli hiicrelerinin {irettigi maddelerden bir tanesidir. ABP,
seminifer tubullerde androjen konsantrasyonunun stabilize edilmesinde ve tubullerdeki
androjenlerin etki gdstermek {izere toplayici rete kanallarina ve kaput epididimise
yonlendirilmesinde rol alir. Protein yapisinda olan inhibin FSH uyarimina bir yanit olarak
sertoli hiicrelerince iretilir ve FSH salgilanmasini durdurmak iizere hipofizin 6n lobundaki
gonadotroplar tizerine etki yapar. Yiiksek derecedeki spermatojenik aktiviteyi ve Sertoli
hiicre aktivitesini engellemek amaciyla inhibin negatif geri bildirim yoluyla FSH
konsantrasyonunu baskilamaktadir. Bunun aksine Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen ve
kimyasal olarak inhibine benzeyen bir molekiil olan aktivin ise hipofiz bezi lizerine pozitif
geri bildirim uygular. Béylece FSH salgilanmasin1 uyararak germ hiicrelerinin gelismesini
saglar. Erkekte dolasimdaki FSH seviyesinin yiikselmesi sonucu inhibin diizeyi de artar.
Bunu takiben Sertoli hiicrelerinin aktivitesi azalir. Boylece spermatogenez baskilanmig
olur (Brackett 2008).

Spermatogonyumdan spermatozoon olusumuna kadar erkek esey hiicrelerinin
gosterdigi histolojik siire¢ spermatogenez olarak adlandirilir (Tekelioglu 2002).
Spermatozoonun gelisme ve farklilagma asamalarindaki farkli spermatogenik hiicreler,
Sertoli hiicrelerinin aralarinda ya da st tarafinda yer alirlar. Spermatogonyumlardan
spermatozoon gelisinceye kadar gecen olaylar dizisi spermatogenezis olarak adlandirir
(Ozer ve ark. 2007). Seminifer tubuller iki tip somatik hiicre (miyoid ve sertoli hiicresi) ile
5 tip germ hiicresi icermektedir. Bu germ hiicreleri sunlardir: (1) spermatogonia; (2) primer
spermatositler; (3) sekonder spermatositler; (4) spermatidler ve salinma sonrasinda da (5)
spermatozoa’dir (Brackett 2008). Spermatogenezin dogrudan hormon kontrolii testisler

icindeki Leydig hiicreleri ve Sertoli hiicreleri tarafindan saglanmaktadir. Leydig hiicreleri



hipofizin 6n lobundan salgilanan LH (luteinlestirici hormon) tarafindan uyarildiklarinda
testosteron iretirler. Prolaktin, LH 1 Leydig hiicreleri iizerinde bulunan reseptorlerle
etkilesimini kolaylagtirabilir. Seminifer tubuller icinde bulunan Sertoli hiicreleri, hipofizin
Oon lobundan salgilanan ve gonadotropik etkili FSH (folikiil stimiile edici hormon)’a
bagimlidir (Brackett 2008).

Spermatozoon bas ve kuyruk olmak iizere 2 kisimdan olusmaktadir. Bir baglanti
pargasi ile bas kuyruga baglanmistir. Kuyruk ti¢ pargadan meydana gelmektedir. Bunlar
orta parga, esas parca ve son parca olarak adlandirilirlar (Kierszenbaum 2006). Bas
boliimiiniin biiylik kismini igerisinde paternal DNA’nin oldugu yogun ve kompakt yapidaki
cekirdek kaplamaktadir. (Erdemir ve ark. 2011). Cekirdegin 6n kismi akrozomal kep ile
sarilidir ve bu yapinin i¢ ve dis akrozomal membranlar1 arka ugta birlesir. Akrozomal kep
cok sayida hidrolitik ve proteolitik enzimler igerir. Akrozomal enzimler, dollenme
esnasinda zona pellusida’nin delinmesi i¢in gereklidir. Tiire 6zgii olan ve buna bagli olarak
da tiirler arasinda farklilik gosteren spermatozoon basinin seklini, ¢cekirdegin sekli belirler.
(Ozer ve ark. 2007). Rat spermatozoonun bas kismi 2.5 pm uzunluktadir ve bir kancayi
andirmaktadir. Yogun bir niikleus igcermektedir ve akrozom olarak adlandirilan daha az
yogun olan bir uca sahiptir. Kuyrugun orta pargasi, sentriyolleri ve mitokondriyal
materyalden olusan spiral sarmal bir kilifi icerir (IRDG ve CASA 2000). Orta parcanin
esas1, karakteristik flagellum yapisindadir: 1 ¢ift merkezi, 9 ¢ift periferal yerlesimli
mikrotubiil, aksiyal flament kompleksini olusturur. Bu yapinin disinda 9 adet uzunlamasina
yerlesimli, gittikge incelen dis fibriller yer alir. Bu fibriller de heliks tarzinda yerlesmis
mitikondriyonlarla sarilmiglardir (Ozer ve ark. 2007). Esas par¢a kuyrugun en uzun
parcasidir. Yedi dis yogun lif ile sarili merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur
(Kierszenbaum 2006). Kuyrugun son pargasi sadece aksonem yani dokuz mikrotubul ¢ifti
tarafindan gevrelenmis 2 sentral tubul bulunan kisa bir pargadir (Kierszenbaum 2006). Son
parcanin distalinde bu ciftler teke diiserek degisik seviyelerde son bulur. (Ozer ve ark.
2007). Spermatozoon’un uzun bir aksiyal filament iceren kuyrugu, olgun oldugu kisa bir
stire i¢in vibratil hale gelir (IRDG ve CASA 2000).

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1 ve lenfatik kanal veya sinuzoidler
yakininda, intertubuler alanda yerlesmistir (Kierszenbaum 2006). Gruplar halinde tunika
albuginea, epididimis, spermatik kordon ve mediastinumda da gosterilmistir. Testosteron

hormonu {iretilmesi ve salgilanmasindan sorumludurlar. Neuroendokrin fonksiyonlar1 da



vardir. Parakrin olarak oksitosin, substans-P, B-endorfin ve benzeri salgilar endokrin
fonksiyonlarindan dolay1 kilcal damarlarla iligkili degisen boyutlarda topluluklar yaparlar.
Iki gekirdekli olabilirler. Tipik steroid salgis1 yapan hiicrelere benzerler. Bu hiicrelerde
salgi graniilii bulunmaz, iiretilen testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve bekletilmeden
kana verilir (Tekelioglu 2002).

Leydig hiicrelerinin biiyiimesi, gelismesi ve islevleri LH’1n tropik etkisine bagimlidir.
LH’m yoklugu Leydig hiicrelerinin kiigiilmesine ve testosteron iiretiminin durmasina yol
acarken, LH 1in salgilanmas1 Leydig hiicrelerini uyararak hipertrofiye olmalarini saglar.
Leydig hiicreleri testosteron iirettigi miiddetce LH iizerinde negatif geri bildirim ile
hormonal homeostaz siirdiiriiliir. Yiikselen testosteron seviyeleri LH iizerinde negatif geri
bildirim olusturarak LH salintmini durdurur ve takiben testosteron seviyeleri diiser
(Brackett 2008).

Leydig hiicrelerinin hormonu olan testosteronun baslica fonksiyonlari: normal
seksiiel davramislarin  sergilenmesi, penis eklenti bezleri ve sekonder erkeklik
karekterlerinin  gelismeleri ile  fonksiyonlarinin  siirdiiriilmesinin  baglatilmast,
spermatogenezisin kontrolii (folikiil stimiile edici hormon FSH ile birlikte), hipofiz ve
hipotalamusa negatif feedback etkisi, genel anabolik etkiler ve dogumdan o6nce wolf
kanalinin varligim1 koruma ve onun duktus deferens ile epididimise farklilagmasi olarak

stralanabilir (Ozer ve ark. 2007).

2.3.2. Rete Testis’inve Epididimis’in Histolojik Yapisi

Spermatozoonlar digsartya ulasmadan Once mutlaka uzun ve ince kanallardan
gecmek zorundadirlar. Biitiin memeli hayvanlarda seminifer tubiillerin ¢ogu rete testis
civarinda son bulurlar ve testis tubiilleri olarak bilinen tubulus rektus’lar ile rete testise
baglanirlar (Ozer ve ark. 2007).

Mediyastinum testisin gevsek bag dokusu ile sarili diizensiz anastomozlar yapan
kanallar, rete testisi olusturur (Ozer ve ark. 2007). Ratlarda rete testis intratestikiiler ve
ekstratestikiiler boliim olmak iizere iki kisimdan olusur. Intratestikiiler bdliim merdiven
benzeri kanallar ag1 seklindedir. Ekstratestikiiler boliim ise diizensiz boliinmis kavite

seklindedir ve duktuli efferentes’e acilir (Roosen-Runge 1961, Leeson 2005).



Spermatozoonlar rete testislerden duktuli eferentesler vasitasiyla toplanirlar ve duktus
deferense aktarilirlar (Ozer ve ark. 2007).

Ratlarda bir ¢ift epididimis kaput, istmus ve kauda boliimlerinden olusur. Kanallar
silyal1 epitel ile ortiiliidiir (McKeever 1970, Bayraktaroglu 2012). Epididimisin etrafinda
diizensiz kompakt bag dokusunda olusmus bir tunika albuginea ve en disinda da tunika
vaginalisin visseral yapragi bulunur (Ozer ve ark. 2007).

Duktuli efferentes ve duktus epididimidis’in baslani¢ kisimlar1 epididimisin kaput
(bag) kismini olusturur. Duktuli eferentes rete testis’i duktus epididimidis’e baglar.
Duvarlar silyumlu ve silyumsuz tek katli prizmatik epitel ile doselidir. Silyumlu hiicreler
spermatozoonlarin duktus epididimidise dogru hareket etmelerine yardimci olurken,
silyumsuz hiicrelerin ¢ogu absorbisyon islemine katilir. Kanal epiteli etraflarindan 3-6 sira
gevsek bir bicimde yerlesmis mikro miyofibroblastlar ve bag dokusuyla c¢evrelenmistir
(Ozer ve ark. 2007).

Duktus epididimidis tek ve oldukca kivrimli olan bir kanaldir. Kanalin uzunlugu
tiirlere gore degisir. Bu kanal ¢evresini saran bag dokusu ile birlikte epididimisin kavda
(kuyruk) ve korpusunu (gdvde) olusturur. Kiiciik, poligonal sekilli bazal hiicreler ve
prizmatik hiicrelerden olusan stereosilyumlu yalanct ¢ok katli prizmatik epitel ile
dosenmistir. Epitel icinde makrofaj ve lenfositlere de rastlanir. Epitel katmani, sayisi
epididimisin kavdasina dogru gittikge artan sirkiiler seyi diiz kas hiicreleri ile
cevrelenmistir (Junqueira ve Carneiro 2003, Ozer ve ark. 2007). Testisi terk eden sivinin
biiyiikk bir kismi duktuli efferentesler ile duktus epididimis’in proksimal kisminda geri
emilir. Sertoli hiicrelerinden salgilanan androjen baglatici protein ve inhibin de buradan
emilir (Ozer ve ark. 2007). Duktus epididimidis spermatozoonlarm olgunlastigi, délleme
yetenekleri i¢in gerekli olan ileriye dogru hareket etme 6zelligini kazandiklar1 kanaldir
(Kierszenbaum 2006).

Duktus epididimidis, kauda kisminin sonunda duktus deferens denen kalin duvarli,
diiz kanala déniisiir (Junqueira ve Carneiro 2003, Ozer ve ark 2007). Duktus deferens
silyal1 yalanct ¢ok katl prizmatik epitel katmani, kalin bir katman halindeki sirkiiler ve
longitudinal seyirli diiz kaslar ve organi distan saran tunika seroza’dan olusur (Khan ve

ark. 2003, Ozer ve ark. 2007, Bayraktaroglu 2012).
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2.4. Ratlarda Spermatozoon’un Mikroskopik Muayenesi

2.4.1. Spermatozoa Yogunlugunun Belirlenmesi

Birim hacimde bulunan spermatozoa sayisinin bulunmasi ile spermatozoon
yogunlugu tespit edilebilmektedir. Birim hacim olarak bazi {ilkeler pl, bazilar1 ise ml
kullanmaktadir. Ancak ejekulatta bulunan toplam spermatozoa sayisi goézoniinde
bulundurulacagindan hangi hacim birimi kullanilirsa kullanilsin ejekulattaki toplam
spermatozoa sayist degismez. Ayni tiirdeki hayvanlar arasinda hatta bireyler ve ayni
bireyden alinan degisik ejekulatlar arasinda g¢evresel faktorler, bakim-besleme, sperma
alma sekline bagli olarak sperma yogunlugu degisebilir. Sperma yogunlugunun tespit
edilmesi amaciyla uygulanan en giivenli yontem, bilimsel c¢alismalarda sonucunun
giivenilirligi acisindan hemositometrik yontemdir. Yogunluk tayininde spermanin
sulandirilmasinda Hayem soliisyonu, %10’luk NaCl ¢ozeltisi veya serum fizyolojik
icerisine birka¢ damla formalin damlatilmasi ile hazirlanan soliisyonlar kullanilabilir.
Sayim icin ¢esitli lamlar kullanilmakla beraber pratikte Thoma lami daha ¢ok

kullanilmaktadir (Coyan ve ark. 2002).

2.4.2. Spermatozoonlarin Morfolojik Muayenesi

Spermatozoonlarin normal formundan ayrilmasi fekondasyon kabiliyetinin azalmasina
neden olur (Coyan ve ark. 2002). Rat sperm morfolojisi i¢in genel olarak kabul gormiis bir
smiflandirma semas1 yoktur. Farkli semalar kullanilmakla birlikte (Linder ve ark. 1992,
Yoshizaki ve ark. 1999, Kobayashi 2005) total morfolojik anomalilerin belirlenmesinin
istatistik sonuglarin1 daha dogru bir bigimde ortaya koydugu diisiintilmektedir (Seed ve ark.
1996). Basi etkileyen ve ortaparcayr ya da kuyrugu etkileyen anomaliler seklinde yapilan
klasifikasyon semasi da yaygin olarak kullanilmaktadir (Rouge 2004).

Bununla birlikte spesifik anormalilerin goriildiigi durumlarda, bu anomalinin de
tizerinde durulmasimmin ¢aligmalarin  yorumlanmasma katkida bulunabilecegi ileri

stirilmektedir (Seed ve ark. 1996).
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Spermatozoonlarin morfolojik anomalilerinin belirlenmesinde boyama islemi igin
spermatozoonlarin yapisini ortaya ¢ikaran boyama yontemleri kullanilabir. Bu amagla basit
boyama yontemleri eosin, nigrosin, eosin-nigrosin, bromfenolblue ve ¢ini mirekkebi
boyalar1 kullanilabilecegi gibi spermatozoon morfolojisinin incelenmesi i¢in Giemsa,

Karras, Farelly gibi boyama yontemleri de kullanilmaktadir ( Coyan ve ark. 2002).

2.5. Kadmiyum’un Rat Genital Sistemi Uzerine Etkileri

Agir bir metal olan kadmiyum, hem insanlar hem de hayvanlar icin toksik olan,
biyosferdeki en yaygin g¢evresel kirleticilerden biridir. (Goyer ve ark. 2001, Siu ve ark.
2009, Colakoglu ve ark. 2011, Fouad ve ark. 2013). Kadmiyum, oksijen (kadmiyum oksit),
stilfiir (kadmiyum siilfat), klorid (kadmiyum kloriir) gibi elementlerle kombinasyon halinde
bulunur. Kadmiyum o6zellikle akii sanayi, nikel-kadmiyum pil {iretimi (Adams 1992),
kursun eritme ve aritma, demir ve ¢elik liretimi, kadmiyum igeren pigment tiretimi (Elinder
ve ark. 1985), ¢6p yakma, giibreler (Zwenni ve ark. 1992), kadmiyum igeren malzemeler
ile (Syers ve ark. 1986, Taylor 1997) metal kaplamada kullanilmaktadir (Elinder ve ark.
1985, Serah ve ark. 2012). Kadmiyum bunlardan baska stabilizatér olarak plastik ve
sentetik elyaf sanayinde, televizyon tiipleri ve floresan lamba yapiminda, niikleer reaktor
kontrol sistemlerinde ve alagimlarda kullanilmaktadir (Boga 2007). Sigara da énemli bir
kadmiyuma maruz kalma aracidir (Serah ve ark., 2012, Fouad ve ark. 2013). Kadmiyumun
osteomalazi, hepatotoksisite, renal toksisite, norotoksisitenin yani sira infertilite ve kanser
ile de baglantili oldugu saptanmistir (Wong ve Klaassen 1982, Din ve Frazier 1985, Jamall
ve Smith 1985, Waalkes ve ark. 1988, Yang ve ark. 2006, Serah ve ark. 2012).

Agir bir metal olan kadmiyum major g¢evresel toksik ajanlardan biridir. Maden
endiistrisinde madenlerin eritilmesi ve iglenmesi gibi endiistriyel aktivitelerde kadmiyum,
atmosfere kadmiyum oksit, klorid veya siilfid olarak salinir. Maden endiistrisinde ¢alisan
insanlar ve maden endiistrisinin yakininda bulunan kisiler kadmiyuma maruz kalirlar.
Havadaki 0.04 pug/m3, igme suyundaki 1 pg/l ve daha diisiik seviyelerdeki kadmiyum
tehlike gostermemektedir. Bir insan giinde ortalama 1 pg/giin yiyecekler yoluyla, 1-3
pg/glin sigara yoluyla kadmiyum absorbe etmektedir. Kadmiyumun bdbrek, prostat,
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karaciger ve pankreasi iceren bir¢cok organda kanserojenik etki gdsterdigi bildirilmektedir.
Bununla beraber kadmiyum insan viicudunda olduk¢a uzun siiren yarilanma Omriine
sahiptir ve bobrek ve karaciger basta olmak {iizere biitliin viicutta biritkme egilimi
gostermektedir. Kadmiyum viicutta absorbe olduktan sonra albumine baglanarak
karacigere gelir ve karacigerde sisteinden zengin agir metal baglayan bir protein olan
metallothionein (MT)’in sentezini indiikler. MT’ye bagli kadmiyum karacigerden
plazmaya geger ve idrar ile atilir. Yapilan calismalarda kadmiyumun, testis dokusunda
oldukca ciddi yapisal bozukluklar meydana getirdigi saptandi. Uzun siire kadmiyum
maruziyetinin infertiliteye sebep olan ciddi hasarlar olusturabilecegi soylenebilir
(Colakogluve ark. 2011).

Yapilan bir bagka ¢alismada kadmiyuma maruz birakilan ratlarin testis ve
epididimislerinde agirlik olarak bir azalmanin oldugu; testislerde, epididimis kanallarinda
ve seminal vezikiillerinde dejenaratif degisikliklere sebep oldugu gozlemlenmistir. Erkek
tireme organinda kadmiyumun hasar etkisi olduk¢a fazladir. Kadmiyum testislerde
kanamalara, 6deme ve nekrozlara yol agar. Kadmiyum testis disinda diger organlara da
ciddi zarar verir. Karaciger, bobrek, kemik, yumurtalik ve testisler iizerinde sorunlar
olusturur. Bunun diginda tiiméorlere de sebep oldugu bazi kaynaklarda bildirilmektedir (El-
Ashmawy ve ark. 1999, Ibrahim ve ark. 1999).

2.6. Theranekron’un Dokular Uzerine Etkisi ve Tedavi Amach Kullanim Alanlar

Killr kahverengi oriimcek diye bilinen Tarantula Cubensis’in zehri bazi canlilarda
felc yapma ve Oliim riski tasisa da bu zehir laboratuar kosullarinda alkol extrati ile
panzehire doniistiirilmiistiir. Piyasada bu panzehir Theranekron isminde kullanilip birgok
hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Jinekoloji alaninda en yaygin ¢alismalardan biri olan
endometriozis hastalift bunun baslarinda gelmektedir. Endometriozis hastaligi
endometriyum bezlerinin normal olarak rahim i¢ tabakasinda bulunmasi gerekirken rahim
disinda viicudun diger bolgelerinde de bulunmasidir. Endometriozis disilerde kisirliga
sebep olan etmenlerden birisidir. Bu hastaligin tedavisinde, Theranekron kontrollii bicimde
hasta olan rata verilmistir. Sonuglara bakildiginda Theranekronun endometriyum bezlerine

etki ettigi ve bezlerin rahimin icine dogru geriledigi gozlemlenmistir. Yapilan
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aragtirmalarda terenecron ilacinin hayvanlarda goriilen farkli hastaliklarin tedavisinde de
kullanildig1 bilinmektedir (Dolapcioglu ve ark. 2013).

Homeopatik bir ilag olan theranekron (Tarantula cubensis ekstrakti), meme timorii
bulunan kopeklerde, savunma olusturarak tiimor biiyiimesini durdurdugu ve bazi
olgulardada tiimoériin  kiglildiigii goriilmektedir. Ayrica niiks olgusunun yillarca
goriilmedigi ve yasam kalitesinin eskiye oranla 6nemli oranda arttigi vurgulanmaktadir.
Homeopati, ilk kez onsekizinci yiizyilin sonlarinda Dr. Samuel Hahnemann tarafindan
tanitilmis "benzeseyler benzerleriyle tedavi edilebilir = similia similibuscurantur” savina
dayanan bir sagitim metodudur. Bu kavram, yiiksek dozlar1 kullanildiginda ayni hastalik
belirtilerini olusturan ilaglarin, seyreltilmis dozlariyla hastaligin tedavisi anlamina
gelmektedir. Tarantula cubensis'in etkileri, tiimér biliyiimesinin durmasi, genel durumun
diizelmesi, lenf bezlerindeki siskinliklerin azalmasi, timdr merkezinin sertlesmesi,
kapsiiliin kalinlagmas1 ve tiimorii ¢evreleyen dokuda demarkasyon seklinde siralanabilir
(Kagar ve ark. 2007)

Sigirlarda {ilser, paronisi ve apse tedavilerinde kullanilmistir. Theranekronun bazi
hastaliklarda tedavi olarak kullanilmasinin sebebi ise patolojik ve normal hiicreleri
birbirinden ayirmasi, ¢ok hizli rejenerasyon oOzelligi gostermesinden dolayr viicudun
savunma mekanizmasini harekete gecirdigi diigiiniilmektedir (Dolapcioglu ve ark. 2013).

Theranekron ¢abuk iyilestirme Ozelliginden dolay1 bazi bilim adamlarinin farkli
tedavilerine konu olmustur. Ciftlik hayvanlarinda yapilan bir ¢alismada, Theranekronun
yaralarin kapanmasinda ve yaralarin daralmasinda etkili olup olmadig1 kontrollii deneylerle
incelenmistir. Yapilan arastirmalar sonucu Theranekronun yaralarin ilesme siirelerini

artirdi@1 ve yara daralmasini hizlandirdigi bulgularina ulagilmistir (Sardari ve ark. 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gruplarin Olusturulmasi

Calismada 40 adet, 200 — 250 g agirhiginda, erigkin, erkek Wistar Albino rat
kullanildi. Denekler, kadmiyum kloriir igermeyen %0.9’luk NaCl (subkutandz) verilecek
olan kontrol grubunda (1. grup), kadmiyum kloriir uygulanip (%0.9’luk NaCl igerisinde
¢cozdirilmiis) (7 mg/kg, subkutandz) tedavi uygulanmamis grupta (2. ve 3. grup),
kadmiyum kloriir uygulanip (%0.9’luk NaCl icerisinde ¢o6zdirtilmis) (7 mgkg,
subkutanoz), 24 saat sonra Theranekron (0.3 mg/kg, subkutandz) enjekte edilmis grupta
(4. grup) ve kadmiyum kloriir icermeyen %0.9’luk NaCl (subkutandz) uygulanip, 24 saat
sonra Theranekron (0.3 mg/kg, subkutandz) enjekte edilmis grupta (5. grup) 8 adet rat
bulunacak sekilde bes ayr1 gruba boliindii.

1. grup: Kadmiyum Kkloriir icermeyen %0.9’luk NaCl (subkutandz) uygulanan
kontrol grubu, (8 hayvan)

2. grup: Kadmiyum kloriir uygulanip (%0.9’luk NaCl igerisinde ¢ozdiiriilmiis) (7
mg/kg, subkutan6z) tedavi uygulanmamis grup, (24 saat sonra sakrifikasyonu yapildi) (8
hayvan)

3. grup:Kadmiyum kloriir uygulanip (%0.9’luk NaCl igerisinde ¢ozdiiriilmiis) (7
mg/kg, subkutanéz) tedavi uygulanmamis grup, (islemden 6 giin sonra sakrifikasyonu
yapildi) (8 hayvan)

4. grup: Kadmiyum kloriir uygulanip (%0.9’luk NaCl icerisinde ¢ozdiirtilmiis) (7
mg/kg, subkutandz) 24 saat sonra Theranekron (0.3 mg/kg, subkutandz) enjekte edilmis
grup, (islemden 6 giin sonra sakrifikasyonu yapildi) (8 hayvan)

5. grup: Kadmiyum kloriir icermeyen %0.9’luk NaCl (subkutan6z) uygulanip, 24
saat sonra Theranekron (0.3 mg/kg, subkutanéz) enjekte edilmis grup (8 hayvan) olarak
ayrild.
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4. ve 5. gruplarda Theranekron uygulamasi yapildiktan sonra, Theranekronun etkisini
gosterebilmesi i¢in 5 giin beklendi. Tiim gruplarda bulunan deneklerin ketamin-xylasine

anestezisi altinda dekapitasyon ile sakrifikasyonu yapildi.

3.2. Biyokimyasal Analiz Metodu

Deneklerin kalbinden almman kan Orneklerinden elde edilenkan serumunda MDA
(Malondialdehyde) ve NO (nitrik oksid) diizeylerine bakildi. Biyokimya analizleri
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildu.

NO diizeyine bakabilmek icin Nitrat/Nitrit Kolorimetrik Olgiim Kiti kullanild:
(Cayman Chemical, 780001).

Plazma MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (1979)
tarafindan Onerilen metoda gore yapildi. Plazma MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve
pH:3.5’te, doku homojenatinin kaynar su banyosunda bir saat inkubasyonu sonucu, lipit
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’ ’nin TBA ile olusturdugu pembe renkli

kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iimii esasina dayanir.

3.3. Spemanmn Mikroskobik Muayenesi I¢in Uygulanan Prosediir

Her denegin sol kauda epididimisi alinarak petri kaplarina konuldu ve kiiclik
parcalara ayrildi. Normal ve anormal sperm morfolojisine bakabilmek i¢in, elde edilen
sperm slispansiyonundan bir miktar alinip Hancock soliisyonu igerisine konarak tespit
edildi. Bu soliisyondan 3-4 damla lam iizerine damlatilarak, smear hazirlandi. Her bir
denek icin iki adet hazirlanan smear 6rnekleri, %1°lik eosin B ile boyand1 (Coyan ve ark.
2002).

Her smear Orneginde 300 spermatozoon bas ve kuyruk morfolojisi agisindan
mikroskobik olarak incelendi. Morfolojik anomaliler total, bas, kuyruk ve distal
sitoplazmik damlacik anomalileri seklinde siniflandirildi (Coyan ve ark. 2002, Seed ve ark.
1996).
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Spermatozoa yogunlugunun belirlenmesi i¢in Thoma lami1 (new) kullanilarak birim
hacimde bulunan spermatozoon sayisi tespit edildi. Thoma laminda incelemek i¢in sperma
%0.9’luk serum fizyolojik ile 1/200 oraninda sulandirildi. Thoma laminda yer alan her iki

sayim sahasi da kullanilarak her bir rat i¢in sayim yapildi (Coyan ve ark. 2002).

3.4. Dokulara Uygulanan Histolojik Prosediir

Histolojik incelemeler i¢in alinan testis ve epididimis dokusu ornekleri, %10’luk
notiir Formol ile tespit edildikten sonra, 24 saatlik yikama islemini takiben dereceli
alkollerden gegcirildi. Ksilolde bekletildikten sonra parafin i¢ine gomiilerek bloklama islemi
yapildi. Hazirlanan parafin bloklardan 5 mikronluk seri kesitler alindi. Testis ve
epididimisin genel yapisini ortaya koymak amaciyla kesitler Crossman’in modifiye tiglii
boyama teknigi (Denk ve ark. 1989) ile boyandi. Boyamasi yapilan kesitlerin
dehidrasyonlar1 yapildiktan ve ksilol ile parlatildiktan sonra Entellan® kullanilarak
kapatildilar. Sonuglarin degerlendirilmesi kesitlerin CX21 Olympus binokiiler mikroskoba
bagli Olympus sc100 kamera sistemi ve cellSens Entry bilgisayar goriintiileme sistemi
kullanilarak yapildi, uygun goriilen bolgelerin fotograflar1 ¢ekilerek calisma igerisinde

kullanildi.

3.5. listatistiksel Analizler

Sonuglar ortalama + Standart Hata(SE) olarak ifade edildi. Her bes gruba ait
biyokimya analiz bulgular1 ile sperm yogunlugu ve sperm morfolojik anormalliklerinin
istatistiksel degerlendirmesi ve bu gruplar arasindaki farkliliklar varyans analizi (ANOVA)
ile analiz edildikten sonra gruplar arasindaki tiim parametrelerde anlamli farkliliklar tespit
edebilmek i¢in Duncan’in post. Hoc. Testi uygulanarak SPSS (IBM SPSS Statistics 23,
https://mku.edu.tr/files/program/SPSS23.rar) programi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik Bulgular

Kadmiyumlu gruplarda (2, 3 ve 4. Gruplar) testiste morluklar, dis yapisinda bozulma tespit
edildi. Ugiincii grupta testisin makroskopik goriintiisiinde kiigiilme ve kanama gdzlendi.
Kadmium-Theranekron uygulanan 4. grupta testisin makroskopik goriintiisiinde kiigiilme
ve kanama goriildii. Ayrica kauda epididimiste kontrol grubuna gore kiigiilme oldugu

saptandi.

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Lipid peroksidasyon firiinii olan MDA analizlerinin degerlendirmesi yapildiginda
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel farklilik gézlenmemektedir.

Gruplar arasi nitrit diizeyleri karsilagtirildiginda bir farkliliga rastlanmazken, nitrat
diizeyleri karsilagtirildiginda Kadmiyum + Theranekron grubunun diger gruplara gore
istatistiksel fark verdigi, ylikseldigi goriilmektedir. Kadmiyum 6 giin grubu Kadmiyum +
Theranekron grubuna benzer sonu¢ goézlenmistir. Nitrit/nitrat diizeyleri incelendiginde
istatistiksel olarak onemli diizeyde olmasa da kadmiyum 24 saat grunda diger gruplara

gore nitrit/nitrat oraninin arttigi gézlenmektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Theranekron ve Cd uygulanan ratlarin kan serumunda Nitrat/Nitrit Colorimetrik Assay Kit ile
(Cayman Chemical, Item No: 780001) ve MDA kit ile elde edilen nitrit, nitrat, nitrit/nitrat ve MDA
diizeylerinin analiz sonuglari: (Mean +SE, n=7)

N Nitrit n | Nitat N | Nitrit/nitrat N | MDA
Mean | Std. Error Mean Std. Error Mean Std. Error Mean | Std. Error

Konrtol 7| 8326 2,740 71 36,799 a 5,307 7 | 0,302ab 0,120 8 | 3,355 0,187
Kadmiyum 24 saat 8 | 12,767 1,972 8| 28014a 4,587 8| 0,606b 0,148 8 | 3,556 0,317
Kadmiyum 6 giin 8| 10,347 2,821 8 | 42,639 ab 6,337 8 | 0,2450a 0,060 8 | 3,452 0,242
Theranekron 5| 6579 1,014 5] 32902a 5,854 5| 0254a 0,081 8 | 3,702 0,273
Kadmiyum+Theranekron | 7 | 9,020 1,418 7 | 56,884b 7,952 7 0,188 a 0,044 8 | 3,603 0,193

7 7| p<0.05 7| p<0.05 7

18




4.3. Sperm Yogunlugu ve Morfolojisi ile lgili Bulgular:

Sperm yogunlugu degerlendirmelerinde kadmiyum 24 saat grubu kontrol grubuna
gore istatistiksel farklilik goriilmiistiir. Kadmiyum 6 giin grubu ile kadmiyum 24 saat
grubu arasinda farklilik gériilmezken, kontrol grubuna gore istatistiksel fark gézlenmistir.
Theranekron grubu, kontrol grubu ve kadmiyum 24 saat grubu ile benzer degerler
gostermektedir. Kadmiyum+Theranekron grubunun kontrol, kadmiyum 24 saat ve
Theranekron gruplarinin 3’4 ile de istatistiksel fark verdigi g6zlenmistir.
Kadmiyum+Theranekron grubu kadmiyum 6 giin grubu ile benzer deger gostermektedir.
Theranekron grubu kadmiyum 6 giin grubu ile benzer deger gostermektedir. Kadmiyum 24
saat, Kadmiyum 6 giin, Theranekron ve Kadmiyum+Theranekron gruplarinin hepsinde de
kontrol grubuna gore bir diisiis oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte
kadmiyum+Theranekron grubunun diger 3 gruba oranla ¢ok daha yiiksek diizeyde farklilik
gosterdigi, sperm miktarinin ciddi anlamda diistiig gézlenmektedir (Cizelge4.2).

Sperm morfolojisi degerlendirmelerinde kadmiyum 6 giin grubunda 2 adet,
Kadmiyum+Theranekron grubunda 4 adet ratin kauda epididimisinden hi¢ sperm elde
edilememistir. Istatistik sonuglarin1 etkilememesi igin bu ratlar degerlendirmeye
alinmamistir. Sekil 4.1’de normal bir spermatozoona ait goriintli yer almaktadir.
Morfolojik anomaliler total, bas (Sekil 4.2, yildiz), kuyruk (Sekil 3, ok) ve distal
sitoplazmik damlacik anomalileri (Sekil 4.3,4.4,4.5 ok baslar1) seklinde siniflandirilmastir.
Kontrol grubuna ait bulgular (Sekil 1) ile karsilagtirilarak istatistitksel analizleri yapilmistir
(Cizelged.3).

Total sperm morfoloji anomalisi agisindan bakildiginda kadmiyum 24 saat grubu ve
theranekron grubunun kontrol grubu ile istatistiksel acidan farkli olmadigi goriiliirken,
kadmiyum 6 giin grubu ile Kadmiyum+Theranekron grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda degerlerin yiikseldigi gozlenmektedir. Ozellikle
Kadmiyum+Theranekron grubunda total anomalinin kadmiyum 6 giinden de daha yiiksek
farklilik verdigi saptanmustir. Istatistiksel agidan kadmiyum 24 saat grubu ve theranekron
grubu kontrol grubuna gore farklilik gostermemekle birlikte degerlere bakildiginda aslinda
anomali miktarinda ciddi anlamda bir artis oldugu gézlenmektedir.

Sperm bas anomalisi yoniinden istatistiksel sonuglar degerlendirildiginde Kadmiyum

6 giin grubu ile Kadmiyum+Theranekron grubunun kontrol grubuna gore farklilik

19



gosterdikleri goriilmektedir. Kadmiyum 6 giin grubu ile Kadmiyum+Theranekron
grubunun degerleri arasinda farklilik bulunmamaktadir. Theranekron grubunun kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan farkli olmadig1 goriilmekle birlikte, degerlere bakildiginda
bas anomalisi yoniinden ciddi anlamda bir artis oldugu gozlenmektedir.

Istatistiksel acidan kuyruk anomalisi degerlendirildiginde sadece
kadmiyum+Theranekron grubunun kontrol grubuna gore farkli oldugu, diger gruplarin
kontrol grubu ile sonuglarinin benzer oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte istatistiksel
acidan farklilhik goriilmemekle birlikte, kadmiyum 6 giin grubunda kuyruk anomalisi
kontrol grubuna gére 6nemli diizeyde artmistir.

Sperm distal damlacik anomalisi yoniinden istatistiksel sonuglar degerlendirildiginde
sadece Kadmiyum+Theranekron grubunun kontrol grubuna gore farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Kadmiyum 6 giin ve Theranekron gruplar istatistiksel agidan farklilik
gostermemekle birlikte, degerlere bakildiginda her iki grubun degerleri de kontrol grubuna
gore onemli diizeyde yiiksektir. Kontrol 6 grubunda theranekron grubuna gore daha fazla

artis vardir.

Cizelge4.2: Kauda epididimal sperm sayimlarina ait istatistik ¢izelgesi

Mean+SE n | Sperm count x 10°® sperm
Kontrol 8 | 347,11£25,84 2
Kadmiyum 24 saat 8 | 228,20+22,76°
Kadmiyum 6 giin 5 | 171,40+12,19"
Theranekron 8 | 285,60+48,99 2
Kadmiyum+Theranekron 4 | 67,73£21,94°¢

P 0,001
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Sekil 4.1: Normal morfolojik yapiya sahip spermatozoon gériiniimii. Eosin B.

Sekil 4.2: Bag anomalili (*) spermatozoon (Kadmiyum 24 saat grubuna ait). Eosin B.
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Sekil 4.3: Smear Orneginde distal sitoplazmik damlacik (ok basi) ve kuyruk anomalisi (ok) gdzlenen
spermatozoonlar (Kadmiyum 6 giin grubuna ait). Eosin B.

Sekil 4.4: Distal sitoplazmik damlacik (ok baglari) anomalili spermatozoonlar (Kadmiyum+ Theranekron
grubuna ait smear 6rneginden). Eosin B.
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Sekil 4.5: Distal sitoplazmik damlacik (oklar) anomalili spermatozonlar (Theranekron grubuna ait smear
orneginden). Eosin B.

Cizelge 4.3: Sperm anomalilerine ait istatistik ¢izelgesi

Mean+SE Totalanomali % Bas anomalisi Kuyruk anomalisi Distal
% % Damlacikano
malisi %

Kontrol 0,23+0,09 2 0,15+0,06 2 0,15+0,07 2 0,00+0,00 2
Kadmiyum 24

1,13+0,21 2 0,46+0,10 2 0,60+0,18 # 0,08+0,03 2
saat
Kadmiyum 6

20,86+7,76 ° 15,47+6,07 2,23+0,49 2 3,46+1,28 2
glin
Theranekron 3,25+0,83 2 1,02+0,33 2 0,98+0,22 2 1,25+0,33 2
Kadmiyum +
Theranekron 45,404+19,45 ¢ 19,43+11,87° 10,90+8,50 b 15,07+7,09 ©
p =0,000 =0,003 =0,03 =0,000
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4.4. Histolojik ve Histopatolojik Bulgular:

Grup 1’in testis ve epididimis kesitlerinde genel goriiniimiin normal oldugu gézlendi.
Seminifer tubuller (Sekil 4.6, st), germ hiicreleri (Sekil 4.7), sertoli (Sekil 4.7, st) ve leydig
hiicreleri (Sekil 4.6, Ih), epididimal kanallar (Sekil 4.8, 4.9, 4.10)tam olarak goriildii.
Herhangi bir yapisal bozukluga, infiltrasyonaya da hemorajiye rastlanmadi.

Grup 2’ye ait kesitlerde testikiiler dejeneratif degisiklikler gozlendi. Seminifer
tubullerde yapisal biitiinliigiin bozuldugu (Sekil 4.11), tubullerin bazal membranlarindan
ayrildigr saptand1 (Sekil 4.11, 4.12, ok bas1). Spermatogenik hiicrelerin histolojik
yapilarinda bozulma, piknotik degisiklikler goriildii (Sekil 4.12). Interstisyel bagdokusunda
yaygin diizeyde hemoraji, ddem veldkosit infiltrasyonu bulunurken kan damarlarinda
hiperemi gozlendi(Sekil 4.11,4.12). Piknotik ¢ekirdekli Leydig hiicrelerine rastlandi.
Damarlarda 16kositler ve lenfosit artis1 saptandi. Kanallarda dilatasyona rastlandi. Tiim
kanallarda epitel hiicrelerinde bozulma, piknotik c¢ekirdekli hiicreler ve kanal igerisinde
lokosit gortildi (Sekil 4.13, 4.14). Epididimis kanallar1 iginde spermatidlere rastlandi
(Sekil 4.15, yildiz). Duktus deferensin disin1 saran bag dokuda yer yer 16kositler goriildii,
hemoraji saptandi. Duktus deferens’in diger epididimal kanallara oranla yapisal
biitiinliiginii korudugu bununla birlikte epitel hiicrelerinde hipertrofi ve degisik piknoz
asamalarinda piknotik ¢ekirdekler bulundugu gézlendi (Sekil 4.15).

Grup 3’te dejenerasyondan nekroza varan degisikliklere rastlandi. Tunika
albugineanin kalinlagtigi saptandi. Testisin interstisyel bagdokusunda yaygmn diizeyde
hemoraji, dilatasyon go6zlendi. Damarlarda hiperemi, genisleme saptandi (Sekil
4.16).Seminifer tubullerin yapisal biitlinligiinii tamamen kaybettigi, Spermatogenik
hiicrelerinde jenerasyona ugradigi saptandi (Sekil 4.17). Epididimal bag dokuda l6kosit
infiltrasyonu ve anaplazik yapilar bulunurken, epididimal kanallar igerisinde
olgunlasmamis esey hiicrelerine rastlandr (Sekil 4.18). Baz1 deneklerde duktus deferensin
yapisinin tamamen bozuldugu goézlenirken, bazi1 deneklerde ise sadece epitel hiicrelerinde
hipertrofi ve degisik piknoz asamalarinda piknotik cekirdekler saptandi (Sekil 4.19).
Duktuli eferentis testislerin diger kanallara oranla daha saglam olduklar1 goriildii.

Kadmiyum+Theranekron uygulanan grup 4’te tunika albugineanin kalinlastigi,
testisin interstisyel bagdokusunda bozulmalar oldugu gériildii. intersitisyel bag dokusunda

hiperemi gozlendi, hemorajiye rastlanmadi (¢ok az rastlandi, kadmiyum 6 giline gore)
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(Sekil 4.20, 4.21). Interstisyel bag dokuda displazik yapilara rastlandi (Sekil 4.20).
Seminifer tubullerin bazal membranindan ayrildigi, yapisal biitiinligiiniin bozuldugu
saptandi (Sekil 4.22). Leydig hiicrelerinin bozuldugu goriildii. Testisteki damarlarda
hiperemi gozlendi (Sekil 4.20, 4.21). Epididimiste kanallar arasinda bag doku tarafindan
smirlandirilmis anaplazik yapilara rastlandi. Epididimis kanallarinin genel olarak yapisal
biitlinliiglinii korudugu sodylenebilirse de baz1 kisimlarda yer yer, bazi kisimlarda ise daha
yogun birsekilde epitel hiicrelerinde hipertrofiye rastlandi, piknotik gekirdekli hiicreler
gozlendi (Sekil 4.24, 4.25). Kanallar igerisinde spermatid goriildi vefarkli gelisme
asamasindaki esey hiicrelerine de rastlandi (Sekil 4.24). Duktus epididimidis’in duktus
deferens’e yakin kisimlarindan gegen kesitleri incelendiginde epitel katmani c¢evreleyen
bag dokuda kalinlasma goézlendi (Sekil 25). Epitel katman ile bazal membran arasinda
ayrilmalar saptand1 (Sekil 4.26).

Grup 5’e ait kesitlerde testis ve epididimis kanallarinin normal yapilarint koruduklart
gozlendi. Seminifer tubullerde, spermatogenik hiicrelerde, Sertoli ve Leydig hiicrelerinde
(Sekil 27, 28), epididimal kanallarda (Sekil 4.29, 4.30) histolojik agidan herhangi bir

yapisal bozukluga, infiltrasyona ya da hemorajiye rastlanmadi.

Sekil 4.6: Grup 1’e ait rat testis dokusunun histolojik goriiniimii. lh: Leydig hiicresi, st: seminifer tubul.
Triple.
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Sekil 4.7: Grup 1°e ait rat testis dokusunda seminifer tubul’{in histolojik goriiniimii. ps: primer spermatosit, s:
spermatid, ss: sekonder spermatosit, st: Sertoli hiicresi, ok: spermatogonyum. Triple.

Sekil 4.8: Duktulus efferentis’lerin Grup 1’de goriinimii. Triple.
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Sekil 4.9: Grup 1°de duktus epididimidis’in goriinimii. Triple.

Sekil 4.10: Grup 1’de Duktus deferens’in genel goriiniimii. Triple.
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Sekil 4.11: Grup 2’de rat testisinde bazal membranlarindan ayrilan seminifer tubuller (ok basi), interstisyel
bagdokusunda yaygin diizeyde hemoraji (h), hiperemi (*). Triple.

Sekil 4.12: Grup 2’de rat testisinde bazal membranlarindan ayrilan seminifer tubuller (ok basi), interstisyel
bagdokusunda yaygin diizeyde hemoraji (h), hiperemi (*). Triple.
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Sekil 4.13: Grup 2’de epididimal kanallarda yapisal bozulma ve hemoraji. Triple.

Sekil 4.14: Grup 2’de rat epididimisinde duktulus efferentis’lerin epitel katmaninda bozulma (ok bas),
hemoraji (*). Triple.
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Sekil 4.15: Grup 2’de duktus deferensin goriiniimii. 0k basi: piknotik ¢ekirdek, yildizlar: spermatidler. Triple.

Sekil 4.16: Grup 3’e ait testis dokusunda yapisal biitiinliiglinii tamamen kaybeden (ok bag1) seminifer tubuller
(st), interstisyel bagdokuda hemoraji, h: hiperemi. Triple.
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Sekil 4.17: Grup 3’e ait testis dokusunda seminifer tubuliin (st) ve interstisyel bag dokunun (ib) yakin
gorlintimii, h: hemoraji, *: hiperemi. Triple.

Sekil 4.18: Grup 3’te rat epididimisinde duktulus efferentis’lerin goriiniimii. Anaplazik yap1 (*). Triple.
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Sekil 4.19: Grup 3’te duktus deferensin gdriniimil. ok basi: piknotik ¢ekirdek, *: epitel hiicrelerinde
hipertrofi. Triple.

Sekil 4.20: Grup 4’¢ ait testis dokusunun goriiniimii. Tunika albuginea’da (ta) kalinlagsma, damarlarda
genigleme ve hiperemi (h), interstisyel bagdokusunda (ib) bozulmalar ve displazik yapilar goriildii. st:
nekroze olmus seminifer tubuller. Triple.
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Sekil 4.21: Grup 4’e ait testis dokusunda seminifer tubuliin (st) ve interstisyel bag dokunun (ib) yakin
goriiniimii. h: hiperemi. Triple.

i

Sekil 4.22: Grup 4’e ait testis dokusunda seminifer tubuliin (*) yakin goriiniimd. ib: interstisyel bagdoku, ok
bast: bazal membranindan ayrilan seminifer tubul. Triple.
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Sekil 4.23: Grup 4’e ait epididimiste kanallar (de) arasinda bag doku ile g¢evrelenmis anaplazik yap1 (*).
Triple.

Sekil 4.24: Grup 4’e ait epididimal kanallarda bazi epitel hiicrelerinde hipertrofi ve piknotik ¢ekirdekli
hiicreler (ok basi), kanal igerisinde ¢ok sayida olgunlagmamis esey hiicreleri (*). Triple.
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Sekil 4.25: Grup 4’e ait Duktus deferens’e yakin duktus epididimis’lerin histolojik goriiniimii. ok bast: epitel
katmanda hiicreler arasinda bozulmalar. Triple.

Ny A

Sekil 4.26: Grup 4’e ait duktus deferens’e ait goriintii. ok: epitel katman ile bazal membran arasinda
ayrilmalar. Triple.
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Sekil 4.27: Grup 5’e ait rat testis dokusunun histolojik goriiniimii. lh: Leydig hiicresi, st: seminifer tubul.
Triple.

Sekil 4.28: Grup 5’e ait rat testis dokusunda seminifer tubul’lin histolojik goriiniimil. ps: primer spermatosit,
s: spermatid, ss: sekonder spermatosit, st: Sertoli hiicresi, ok: spermatogonyum. Triple.

36



Sekil 4.29: Grup 5’te duktus epididimidis’in goriiniimi. Triple.

Sekil 4.30: Grup 5°te Duktus deferens’in genel goriiniimii. Triple.
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5. TARTISMA

Yapilan ¢alismalar incelendiginde rat testisinde kadmiyumun etkilerini incelemek
amaciyla NO ve lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA analizlerinin testis dokusunda
yapilmis oldugu goriilmektedir(Fouad ve ark. 2009, Wang ve ark. 2012). Literatiir
bilgilerinde kan serumundaki nitrik oksidin final triinleri olan nitrit, nitrata ve nitrit/nitrat
oranlarina rastlanmamistir. Biyolojik sistemlerde nitrik oksit nitrat veya nitrite oksitlenir.
Nitratin nitrite indirgenmesinin genellikle kadmiyum gibi kimyasal indirgeyicilerle veya
bakteriyel nitrat rediiktaz enzimlerle muamele edilmesiyle gerceklestigi bildirilmektedir
(Sun ve ark. 2003). Proinflamatuvar bir mediator olan NO’nun tek doz intraperitoneal
kadmiyum klorid enjeksiyonu (2 mg/kg) yapilan ratlarin testikiiler dokusunda 6nemli
diizeyde arttig1 bildirilmektedir (Fouad ve ark. 2009). Kadmiyum kloriir uygulanan bir
calismada (Wang ve ark. 2012) ve kadmiyum siilfat uygulanan diger bir ¢alismada (Ige ve
ark. 2012) kadmiyum toksisitesinin testikiiler MDA konsantrasyonunu onemli miktarda
arttirdi@1 bildirilmektedir. Yapilan calismalar incelendiginde kadmiyum uygulamasinin
testikiiler dokuda asir1 NO ekspresyonuna sebep olarak yogun enflamatuvar reaksiyona
sebep oldugu goriilmektedir. Yiiksek diizeyde NO damar genislemesi ve 6dem gibi toksik
etkilere sebep olmaktadir(Clancy ve Abramson 1995, Fouad ve ark 2009). Kadmiyuma
maruz kalmanin, testikiiler dokuda lipid peroksidasyonunda artig, antioksidan
savunmasinda azalma ve enflamatuvar medyatorlerin iiretiminde artig ile iliskili oldugu
bildirilmektedir (Aktas ve ark. 2012, Fouad ve Jresat 2013) Yapilan ¢alismada her ne kadar
istatistiksel bir farklilik géziikmese de Theranekronun kadmiyum 6 giine gore nitrik oksitin
oksitlenmesini yavaglattigi goriilmektedir. Kadmiyum 6 giindeki nitrat diizeylerine gore
Theranekron+Kadmiyum grubu nitrat diizeyleri yiiksek, nitrit diizeyleri ise degismemistir.
Bu bulgular theranekronun kadmiyumun nitrati nitrite indirgeyici etkisini azalttigi
diistincesini akla getirmektedir. Theranekron ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde MDA ve
NO diizeylerini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamastir.

Rat testis dokusunda kadmiyumun etkilerini incelemek igin yapilan ¢alismalarin
cogunda sperm sayimmi ya da sperm kalitesine bakilmadigi, bazilarinda sperm sayimi ve
motilitesi yapilip sperm anomalisine bakilmadigi (Wang ve ark. 2012, Asadi ve ark.

2014),bazilarinda ise sperm sayimi yapilirken sperm anomalileri yoniinden sadece total
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sperm kalitesinin 6l¢iildiigii goriilmektedir (Ige ve ark. 2013). Calismamizda uygulanan
kadmiyum dozunu deneyen diger ¢aligsmalar incelendiginde sperm sayimi1 ve sperm kalitesi
acisindan yapilan bir ¢alismaya rastlanmamustir. Theranekron ile ilgili yapilmis ¢alismalar
incelendigi zaman testis dokusu ile ilgili herhangi bir literatiire rastlanmamistir.
Dolayistyla sperm kalitesi ve sperm yogunlugu {iizerine bir etkisi olup olmadigi da
bilinmemektedir. Bu tez galismasinda hem sperm sayimlari yapilarak gruplar arasinda
karsilagtirmalar yapilmistir, hem de belirgin diizeyde gozlenen morfolojik anomaliler
saptanarak gerek total gerekse bas, kuyruk ve distal sitoplazmik anomalilerin gruplar arasi
karsilastirmast yapilmastir.

Yapilan caligmada, kontrol grubu ile diger gruplar arasinda sperm sayimlari
bakimindan bir karsilastirma yapildiginda istatistiksel olarak en ¢ok azalmanin
Kadmiyum+Theranekron grubunda oldugu goriilmektedir. Theranekron grubunda ise
istatistiksel olarak sperm yogunlugu etkilenmemis gibi goriinsede kontrol grubuyla
karsilastirildigi zaman sperm miktarinda, kadmiyum 24 saat grubundaki gibi diisiis
yasandig1 goriilmektedir. Bu bulgular dogrultusunda Therenekronun kadmiyum ile birlikte
verilmesi kadmiyumun hasar verici etkisini azaltmamaktadir. Bu durumun tam aksine
kadmiyumun hasar verici etkisini artirdigi goriilmektedir.

Sperm morfolojisi acisindan grublar incelendiginde ise kadmiyum 6 giin grubu ile
Kadmiyum+Thernekron grublarinda anomali diizeyi, kontrol grubuna goére ¢ok yiiksek
diizeyde ¢ikmaktadir. Theranekron grubunun sperm yogunlugunda da gorildigi gibi
kadmiyumun testislerde olusturdugu hasari gidermedigi bunun tam tersine anomali sperm
miktarmi artirdigi  gériilmektedir. Theranekron grubu incelendiginde ise Theranekron
grubunun istatistiksel agidan kontrol grubu ile bir fark gostermedigi ancak kadmiyum 24
saat grubunda gozlenen morfolojik bozukluklarla benzer istatistiksel sonuglar verdigi
goriilmektedir.

Kadmiyum caligmalarinda sperm sayimi ve total sperm kalitesinin ol¢iildiigii
calismalardaki sonuglar bu ¢alismadaki bulgularla karsilastirildiginda, intraperitoneal yolla
3 giin boyunca 0.3 mg/kg kadmiyum siilfat uygulanan ratlarda sperm sayisinda ve sperm
morfolojisinde 6nemli bir azalma oldugu bildirilmektedir (Ige ve ark. 2013).Asadi ve ark.
(2014)’nin yaptig1 bir caligmada 48 saat ara ile 16 giin boyunca 1 mg/kg intraperitoneal
yolla uygulanan kadmiyum Kkloriirin sperm sayisinda 6nemli &lglide azalmaya neden

oldugundan bahsedilmektedir (Asadi ve ark. 2014). Wang ve ark. (2012) 5 hafta boyunca
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subkutan yolla giinde bir kez 0,4 mg/kg kadmiyum kloriir uygulandiginda, kadmiyum
toksisitesinin epididimal sperm konsantrasyonunda 6nemli bir azalmaya sebep oldugundan
s0z etmektedirler. Bu durumda her ne kadar dozlarda, uygulama siirelerinde yontemlerinde
farklilik bulunsa da sonuglarin benzerlik gosterdigi sdylenebilir.

Daha once yapilan ¢aligmalara bakildiginda, ¢alismalarda uygulanan kadmiyum
dozlarinin ve uygulama yontemlerinin ¢ok ¢esitlilik gosterdigi goriilmektedir (Fende ve
Niewenhuis 1977, Robert 1980, Thompson ve Bannigan 2008, Wang ve ark. 2012). Doz ve
uygulama yontemi agisindan bakildiginda El-Ashmawy ve ark. (1999)’nin, ¢alismada
uygulanan doz ile aymi dozu uyguladigi, kadmiyum kloriirin 7mg/kg sc seklinde
uygulanarak, 1 giin sonra ratlarin kesilip incelendigi goriilmektedir. Testislerin sistigi ve
renklerinin koyu kirmizi ya da siyah oldugu bildirilmektedir. Belirgin testikiiler 6dem ve
hemoraji  gozlendiginden bahsedilmektedir. Calismada elde edilen bulgularla
karsilastirildiginda elde edilen bulgularin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Bununla
birlikte literatiirler incelendiginde 6 giin sonraki etkilerini gozlemleyen bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Yapilan tez c¢alismasinda testis ve epididimiste akut nekroz
sekillendirebilmek i¢in 7mg/kg s.c. doz seklinde verilmistir.

Tarantula cubensis’in ekstrakti olan Theranekron homeopatik bir ilagtir ve veteriner
hekimlikte kullanilmaktadir (Kacar ve ark.2007). Yapilan calismalar genellikle bazi
hayvanlarda agiz ve dis etindeki yaralarn iyilestirdigi (Lotfollahzadeh ve ark. 2012),
bazilarindada yaralarin etrafinda ve kanda ilthaplanma durumunu azalttigi, zarar goren
tendonlar1 tedavi siirecini hizlandirdigr gibi iyilestirici 6zelliklerinden basedilmektedir
(Oryan ve ark. 2012a, Oryan ve ark. 2012b). Ayn1 zamanda Theranekron ile ilgili tim
caligmalara bakildiginda genel olarak histolojik ya da histopatolojik yonden cok az
inceleme yapildig1r goriilmektedir. Bu g¢alismalar, rat tendon yaralanmasi ile ilgili iki
calisma (Oryan ve ark. 2012a, Oryan ve ark. 2012b), Icen ve ark. (2011) tarafindan yapilan
kanin oral papillomat6z ¢alismasi, Veiga ve ark. (2000)’nin bazal membran yapilariiizerine
kahverengi oriimcek zehirinin etkisi ile ilgili ¢alismasi ve Dolapcioglu ve ark. (2013)’nin
ratlarda yapmis oldugu endometriyozis ¢aligmasidir. Calismada 6. Giinde de kadmiyuma
bakmamizin nedeni Theranekronun etki siiresinin prospektiiste 5 glin olarak verilmesidir.
Homeopatik bir ilag olarak bildirilen Theranekron, kadmiyum uygulamasimi takiben 24.

saatte yani nekroz olustuktan sonra verilerek, kadmiyumun olusturacagi hasarlar iizerine
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olumlu ya da olumsuz ne tiir etkileri olacag: incelenmistir. Ayn1 zamanda Theranekronun
heniiz tam bilinmeyen yan etkileri de gdzlenmeye ¢aligiimistir.

Kadmiyum klorid uygulamasinin, daha dnce yapilmis olan ¢alismalarda bildirildigi
bi¢imde testis ve epididimiste dejeneratif degisikliklere neden oldugu gézlendi (Colakoglu
ve ark. 2011). Kadmiyum 24 saat grubu ile kadmiyum 6 giin grubu karsilastirildiginda,
kadmiyum 24 saat ile kadmiyum 6 gilin grubunun her ikisinde de dejeneratif bozukluklara
rastlanmakla birlikte, siire gectik¢e histolojik agidan bozuklugun daha yaygin bir bigim
aldig1, ayrica epididimal kanallar arasinda anaplazik yapilarin sekillendigi saptandi.

Kadmiyum+Theranekron grubuna ait doku kesitleri incelendiginde interstisyel
bagdokusunda bozulmalar ve hiperemi goriildii, hemorajiye rastlanmadi. Seminifer
tubullerin bazal membranindan ayrildigr ve yapisal biitiinliigliniin bozuldugu saptandi.
Leydig hiicrelerinde bozulma goriildii. Testisteki damarlarda hiperemi go6zlendi.
Epididimis kanallarinin genel olarak yapisal biitiinliigiinii korudugu sdylenebilirsede bazi
kisimlarda yer yer epitel hiicrelerinde sisme oldugu gozlendi, piknotik ¢ekirdekli hiicrelere
rastland1. Kanallar igerisinde spermatid goriildii ve epitel katman ile bazal membran
arasinda ayrilmalar saptandi. Bu bozukluklara rastlanmasi nedeniyle kadmiyum klorid
uygulanan deneklerde Theranekron uygulamasinin beklenen doku iyilesmesini saglamadigi
gozlenmektedir. Bununla birlikte kadmiyum 6 giin uygulamasinda goriilen anaplazik
yapilarin, Kadmiyum+Theranekron grubunda gene goriilmekle birlikte bag doku ile
sinirlandirilmig bigimde gozlenmesi Theranekron ile yapilan ¢aligmalarda daha 6nceden de
bildirildigi bicimde (Kagar ve ark. 2007) Theranekronun tiimorii ¢evreleyen dokuda
demarkatif etkisini ortaya koydugunu diisiindiirmektedir.

Tek basina Theranekron uygulamasinda isetestis ve epididimis kanallarinin normal
yapilarin1  koruduklari, Seminifer tiibiillerde, spermatogenik hiicrelerde, Sertoli
hiicrelerinde, Leydig hiicrelerinde ve epididimal kanallarda histolojik agidan herhangi bir
yapisal bozukluga, infiltrasyona ya da hemorajiye rastlanilmadig goriilmektedir.

Yapilan caligmalar incelendiginde her ne kadar reproduktif organlarla ilgili ayrintili
bir ¢alismaya rastlanmamis olsa da, Theranekronun bazi hayvanlarda agiz ve dis etindeki
yaralan iyilestirdigi (Lotfollahzadeh ve ark. 2012), bazilarinda da yaralarin etrafinda ve
kanda ilthaplanma durumunu azalttig1, zarar goren tendonlar1 tedavi siirecini hizlandirdig
gibi iyilestirici Ozelliklerinden basedilmektedir (Oryan ve ark. 2012a, Oryan ve ark.
2012b). Ancak kadmiyum ile birlikte Theranekron uygulandiginda elde edilen bulgular
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diger calismalarda bildirilen bu o6zelliklerini, rat testis dokusunda yansitmamaktadir.
Tarantula cubensis ekstrakti olan theranekron’un homeopatik amagli kullanildigi bazi
kaynaklarda bildirilmektedir (Kagar 2007). Homeopatik ilaglar iizerinde yapilan
calismalarda Therenekronun bu ilag grubuna dahil edildigi goriilmiis ve deney

sonuglarinda Therenekronun tiimér olusumunu belirli dlglide yavaslattigr bildirilmistir

(Ozyurtlu 2007).
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6. SONUC

Literatiir taramamiza gore ratlarda theranekronun saglikli ve kadmiyum
uygulanarak hasar olusturulmus testis ve epididimis iizerine etkisi {izerine yapilan ilk
aragtirma olan bu calismamizda, Theranekronun histolojik agidan saglikli doku iizerine
goriiniirde herhangi bir etkisi yokmus gibi goziikse de anomalili sperm miktarinda ciddi
anlamda artisa sebep oldugu sonucuna ulasilabilir. Kadmiyum ile birlikte Theranekron
uygulandiginda ise hemorajinin azalmasi, anaplazik yapilarin bag doku tarafindan
siirlandirilmis olmast olumlu 6zellikler olarak karsimiza ¢iksa da, sperm miktarinin ciddi
anlamda diismesi, sperm anomalisinin ciddi diizeyde artmast ve hem testis hem de
epididimiste histolojik yap1 biitiinliigiiniin sadece kadmiyum uygulanan deneklerdeki kadar
hasarli olmas1 theranekronun beklenen doku iyilesmesini saglamadigini diisiindiirmektedir.

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken benzer nitelikte c¢alismaya
rastlanmadigindan, karsilastirmalarsadece literatiirde bulunan kadmiyum ve kontrol
gruplar1 ile yapilabilmistir. Calismanin bulgular1 genel anlamda da literatiir ile uyum
gostermistir. Diger degerlendirmeler ¢aligmada yer alan gruplar arasinda yapilmistir.

Theranekron Tarantula Cubensis’in piyasada bulunan tek hazir preperatidir.
Theranekron’un ratlarda uygulama dozu hesaplanirken, firmanin prospektiisiinde yer alan
ve diger hayvanlar i¢in verilmis olan dozlara bakilarak canli agirlik bazinda hesaplanmis
ve aynm1 zamanda Theranekron ile ilgili tiim caligmalara bakildiginda ratlarda yapilan tek
calismanin Dolapcioglu ve ark.” nin (2013) yaptig1 ¢aligma oldugu goriilerek ¢alismada
kullanilan doz, tezde kullanilan ratlarda uygulanmistir. Theranekronun dozu ve
uygulanma bi¢imi nedeniyle bu sonuclar elde edilmis olabileceginden, degisik doz ve
uygulama yollar1 farkli sonuglar1 olusturabilecegi akla gelmektedir. Bu nedenle
theranekron ile ilgili yapilacak baska ¢alismalarla daha ayrintili sonuglar elde edilebilir ve

ayni alanda yapilmas1 muhtemel yeni ¢aligmalara 151k tutabilir.
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