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Eviskin Erkek Sicanlarda Karbon Tetrakloriir ile Olusturulan

Testis Hasar1 Uzerine Kuersetinin Etkisi
Effect of Quercetin on CCl, Induced Testicular Injury in Adult Male
Rats
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Ozet: Karbon tetrakloriir (CCl,), endiistride sogutucu floroklorokarbonlarin iiretiminde kullamilan organik bir
bilesiktir. CCl, testikiiler hiicrelere hasar vererek erkek {ireme fonksiyonlarini olumsuz yonde etkiler. Kuersetin,
antioksidan 6zellikleri iyi bilinen bir flavonoiddir. Bu ¢aligmada CCl, uygulanmis erkek si¢anlarin testisleri tizerinde
CCl ’tin olusturdugu hasarda kuersetinin etkisini incelemeyi amagladik. Bu c¢alismada toplam 28 adet erigkin
Spraque-Dawley tiirii erkek sigan kullanildi. Deney hayvanlari; Kontrol grubu, CCl, grubu, kuersetin, CCl, +
kuersetin grubu olmak {izere toplam 4 gruba ayrildi. Bu deney hayvanlarindan; kontrol grubuna 7 giin boyunca giinde
bir kez belirlenen dozda zeytinyagi, CCl, grubuna 7 gilin boyunca giinde bir 0.5 ml/kg CCl,, kuersetin grubuna 7 giin
boyunca giinde bir tek dozda 20 mg/kg kuersetin, CCl, + kuersetin grubuna ise 7 giin boyunca giinde bir kez 0.5
mil/kg CCl, ve 7 giin boyunca giinde bir 20 mg/kg kuersetin intraperitoneal yolla uygulandi. Deney hayvanlari deney
siiresi sonunda anestezik madde ile uyutuldu ve testis dokusu drnekleri Bouin soliisyonu igerisine alind1. Ornekler
rutin histolojik islemlerin ardindan bloklandi. Her bir bloktan 3 um kesit alinarak Hematoksilen-Eozin ve Periyodik
Asit-Schiff + Hematoksilen boyalariyla boyandi ve mikroskobik incelemeleri yapildi. Calisma sonucunda elde edilen
bulgulara gore, kontrol grubundaki siganlarin testislerinde normal histolojik yapi, CCl, uygulanmus siganlarin
testislerinde yogun spermatogenetik hiicre hasari, CCl, + kuersetin verilen grupta ise azalmig hiicre hasar1 gézlendi.
CCl,’lin erkek siganlarin testisleri lizerinde toksisiteye yol actigi, kuersetinin ise CCl,’iin testislerde olusturdugu bu
hasar1 azalttig1 goriildi.
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Abstract: Carbon tetrachloride (CCl,), the industry refrigerant is an organic compound used in the production of
chlorofluorocarbon. Damage to testicular cells by CCl, adversely affect male reproductive functions. Quercetin is a
flavonoid antioxidant properties are well known. In this study, the testes of male rats on applied CCl, damage caused
by CCl, aimed to investigate the effect of quercetin. In this study, a total of 28 adult male Spraque Dawley rats were
used. Laboratory animals; Control group, CCl, group, quercetin group, including CCl, + quercetin group was divided
into 4 groups. This experimental animals; control group for 7 days, once daily determined dose of olive oil, CCl,
group daily for 7 days of a 0.5 ml/kg CCl,, quercetin group daily for 7 days in a single dose of 20 mg/kg of quercetin,
CCl, + quercetin group for 7 days once a day 0.5 ml/kg daily for 7 days CCl, 20 mg/kg were injected with quercetin.
Experimental animals were anesthetized with anesthetic agent at the end of test period, and testis tissue samples taken
up in Bouin solution. After the staining process was blocked. 3 mm sections taken from each block hematoxylin and
eosin and periodic acid-Schiff + were stained with hematoxylin and microscopic examinations were performed.
According to the findings obtained from the study, the normal histological structure of the testis of rats in the control
group, intense spermatogenic cells in the testes of rats by CCl, injury, CCl, + quercetin decreased cell damage was
observed in the group. As a result, the testes of male rats on CCl,-induced toxicity, quercetin is formed in the testes
of CCl, was found to reduce this damage.
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Karbon tetrakloriir ile olusturulan testis hasari tizerine kuersetinin etkisi

1. Giris

Karbon tetrakloriir (CCl4), tetraklor metan
gibi bir¢ok sekilde de isimlendirilen organik
bir bilesiktir. CCl4, gliniimiizde endiistride
sogutucu floroklorokarbonlarin {iretiminde
dolayisiyla, klima ve soguk hava deposu
makinalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. CCl,, yiliksek oranda toksik
bir madde olarak insan ve hayvanlarda
potansiyel kanserojenik bir etkiye sahiptir.
CCl4’in basta karaciger olmak iizere bobrek,
testis, kalp, akciger, beyin ve diger dokularda
da toksik etkisinin oldugu c¢esitli ¢aligmalarla
gosterilmistir (1). CCl,lin, sperm motilitesi
ve konsantrasyonunda azalmaya sebep
olurken, anormal sperm sayisinda da artig
meydana getirdigi gorilmiistiir. Germinal
hiicrelerde dejenerasyon, interstisyel alanda
ise 6dem ve konjesyona sebep olmaktadir (2).
CCl, spermatogenik seri hiicrelerinde hasar,
bazal membran ayrilmasi, seminifer tiibiil
atrofisi, interstisyel alanda genisleme ve
sperm sayisinda azalma meydana
getirmektedir (3). Bu sonuglara gore, CCl,
testis dokusunda ciddi histopatolojik hasarlara
neden olmaktadir.

Kuersetin, glikozidik baglarla fenolik gruplara
bir ya da daha fazla seker grubunun
baglanmasiyla olusan glikozitler ya da
aglikonlar seklinde bitkinin temel olarak
yapraklarinda ve diger boliimlerinde meydana
gelir. Giinimiizde cesitli bitki ¢aylarinin
igerisinde bulunan kuersetin; biyokimya, gida
kimyasi, boya kimyasi, tip kimyasi, boya
endiistrisi ve kozmetik alanlarinda
kullanilmaktadir. Genellikle birgok bitkinin
kok, govde ve  ¢igeklerinde  farkli
flavonoidlerle birlikte bulunur (4). Kuersetin,
antioksidan  ozellikleri olan  bir  bitki
pigmentidir. Bu pigment, LDL (diisiik
yogunluklu lipoprotein) kolesteroliin okside
olmasint oOnleyebilir ve hiicrelerin kansere
doniigsmesini geciktirebilir. Kuersetin, serbest
radikalleri yakalama 6zelliginden dolay1 giiglii
bir antioksidandir (5). Bu bilgiler 1s18inda bu
calismanin amaci; erkek sicanlara verilen
CCl4 etken maddesinin, testisler lzerinde
olusturdugu hasarin tespit edilmesi ve bu siire

boyunca verilen kuersetinin  bu hasar
iizerindeki koruyucu etkilerinin
arastirilmasidir.

2.Gere¢ ve Yontem

Histolojik islemler: Calismamizda Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 342/2013 sayili
karariyla etik onayr almmis 2504300 gram
agirliginda 28 adet eriskin Spraque-Dawley
k1 erkek sican kullanildi. Deney hayvanlari,
her bir grupta 7 adet sican olacak sekilde
Kontrol, Karbon tetrakloriir, Kuersetin ve
Karbon tetrakloriir+Kuersetin grubu olarak 4
gruba ayrildi. Bu deney hayvanlarindan;
kontrol grubuna 7 giin boyunca giinde bir kez
belirlenen dozda zeytinyagi, CCl, grubuna 7
giin boyunca giinde bir 0.5ml’kg CClyg,
kuersetin grubuna 7 gilin boyunca giinde bir
tek dozda 20mg/kg kuersetin, CCl,+kuersetin
grubuna ise 7 glin boyunca giinde bir kez
0.5ml/kg CCl, ve 7 giin boyunca giinde bir
20mg/kg  kuersetin intraperitoneal yolla
uygulandi. Deney hayvanlart deney siiresi
sonunda anestezik madde ile uyutuldu ve
testis dokusu Ornekleri Bouin soliisyonu
igerisine alindi. Ornekler rutin histolojik
islemlerin ardindan bloklandi. Her bir bloktan
3um kesit alinarak Hematoksilen-Eozin ve
Periyodik  Asit-Schiff +  Hematoksilen
boyalariyla ~ boyandi  ve  mikroskobik
incelemeleri yapildi.

Istatistiksel analiz: Tiim veri analizleri SPSS
21.0 paket programlar1 ile yapildi. Siirekli
nicel veriler; n, ortalama ve standart sapma
olarak ifade edildi. Bagimli ve bagimsiz
gruplarda olusan ve normal dagilim gdsteren
stirekli veriler, Paired Samples T Test ve One
Way Anova testleri ile analiz edildi. P<0.05
olasilik degerleri anlamli olarak kabul edildi.

3.Bulgular

Histolojik bulgular: Isik mikroskobik olarak
kontrol ve deney gruplarini olusturan sigan
testislerinin genel goriiniimii saptamak igin
Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit
Schiff (PAS)+Hematoksilen (H) boyast
uygulanmstir.

Istk mikroskobik degerlendirilmelerde;

Kontrol —grubu: Seminifer tiibillerdeki
spermatogenik hiicre serileri ve Sertoli
hiicreleri  ile tiiblillerde devam eden
spermatogenez normal yapida  gorildi.

Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri normal
yapida gozlendi. Ayrica bazal membran ve
tunika albuginea yapisi normal gozlendi
(Sekil 1a-d).
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Resim 1. Kontrol grubu. Normal yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre
serileri; spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid hiicreleri (rs-st) ve tiibiillerde devam
eden spermatogenez gériilmekte. Normal goriintimlii interstisyel alan (*) ve Leydig hiicreleri (—)
izlenmekte. Ayrica normal yapidaki tunika albuginea (W) yapisi goriilmekte (bar:200um, bar:100um,

bar:50.0um, HE, a-d)

CCl, grubu: Seminifer tiibiil duvarindaki
spermatogenik hiicrelerde dejeneratif
degisiklikler ve hiicresel kayiplar ile birlikte
yogun tiibiiler hasar ve baz tiibiillerde atrofi
goriildii (Sekil 2a-d, Sekil 3a-d). Interstisyel
alanda ise ayrilmalar ve O6dem ile damar

kongesyonu dikkat c¢ekti (Sekil 2b, Sekil
3a,b,d). Ayrica tiibiil duvarindan ayrilmig
bazal membran yapist gozlendi (Sekil 2d,
Sekil 3b). PAS+H ile boyanan oOrneklerde
liimende tiiblil duvarindan koparak ayrilmis
hiicre kiimeleri goriildii (Sekil 3c).
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Resim 2. Karbon tetrakloriir (CCly) grubu: Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplar ile birlikte yogun tiibiiler hasar (*) ve bazi tiibiillerde atrofi
(—) goriilmekte. Interstisyel alanda ise ayrilmalar ve édem () ile damar kongesyonu (W) dikkat
¢cekmekte. Ayrica tibiil duvarindan ayrilmis bazal membran yapisi (kalin ok) goriilmekte (bar:500um,
bar:200um bar:100um, HE)(a-d).
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Resim 3. Karbon tetrakloriir (CCly) grubu: Seminifer tibiil duvarindaki spermatogenik hiicrelerde
dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplar (W) ile birlikte yogun tiibiiler hasar gériilmekte. Interstisyel
alanda ise ayrilmalar (*) dikkat ¢cekmekte. Ayrica tiibiil duvarindan ayrilmig PAS pozitif bazal membran
yapist (—) ve liimende hiicre kiimeleri (¢ift yonlii ok) gériilmekte (bar:200um, bar:100um, bar:50.0um,
PAS+HE)(a-d).

Kuersetin Grubu: Normale yakin yapidaki alanda Leydig hiicreleri, makrofajlar ve damar
seminifer tiibiilde spermatagonyumlar, primer yapilarinin kontrol grubuna benzer yapi
spermatositler,  sekonder  spermatositler, gdosterdigi gézlendi. Spermatogenezin normal
spermatidler, bazal membran, interstisyel devam ettigi goriildii (Sekil 4a-d).
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Resim 4. Kuersetin (QE) grubu: Normale yakin yapidaki seminifer tiibiiller ve tiibiil duvarmndaki spermatogenik
hiicre serileri; spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps), spermatid hiicreleri (rs-St) ile tibiillerde devam eden
spermatogenez goriilmekte. Normale yakin goriiniimlii interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (L) izlenmekte. Ayrica
normal yapidaki PAS pozitif bazal membran yapisi (—) goriilmektedir (bar:200um, bar:100um, bar:50.0um,

bar:20.0um, PAS+HE, a-d).

CCl +Kuersetin Grubu: Bazi tiibullerde hasar
devam etse de genellikle azalmus tiibiiler hasar
ve normale yakin yapidaki seminifer tiibiiller
ile devam eden spermatogenez izlendi (Sekil
5a-h). interstisyel alanda ise azalmis 6dem ve

normale yakin goriinimlii Leydig hiicreleri
gozlendi. Ayrica normale yakin yapidaki PAS
pozitif bazal membran yapis1 gorildii (Sekil
5¢-d).
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Resim 5.Karbon tetrakloriir (CCly)+kuersetin (QE) grubu:Bazi tiibiillerde hasar devam etse de (*)
genellikle azalmis tibiiler hasar ve normale yakin yapidaki seminifer tiibiiller ile devam eden
spermatogenez izlenmekte. Interstisyel alanda ise azalmis édem ve normale yakin gériiniimli Leydig
hiicreleri (W) gozlenmekte. Ayrica normale yakin yapidaki PAS pozitif bazal membran yapisi (—)
goriilmekte (bar:200um, bar:50.0um, HE,a,b, PAS+HE,c-d).

Istatistiksel bulgular: Gruplar arast deney kuersetin grubu p=0.007**) CCl, ve
oncesi agirhk ile deney sonrasi agirhik  CClytkuersetin grubu deney Oncesi ve deney
kiyaslandiginda kontrol grubu ve kuersetin  sonrast agirliklari  kiyaslandiginda  viicut
grubunda Onemli diizeyde bir farkliik agirliginda azalma olmustur fakat anlamli
goriilmiistiir  (kontrol grubu p<0,001*** degildir (Grafik 1).
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Grafik 1. Deney éncesi deney sonrasi agirlik kiyaslamasi.

4.Tartisma

CCly, tipik bir toksik ajandir ve toksik etkisi
serbest radikal liretimi ile olmaktadir (6). Bu
maddenin, dokularda hasar  olusturma
mekanizmasi, CCl,’iin sitokrom P450 enzimi
araciligiyla olduk¢a toksik triklorometil
(CCI3) ve triklorometil peroksil (CCI302)
serbest radikallerine  doniisiimii  sonrasi
baslayan lipit peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan
oksidatif hasar olarak agiklanmustir (7).
Viicutta, fizyolojik ortamda veya herhangi bir
patolojik olay sonucunda olusan serbest
radikaller ile bunlarin koruyucusu olan
antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine kaymasi
oksidatif stresi gosterir. Organizma, oksidatif
hasara karsi enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan sistem ve molekiillerle korunur.
CCl,’iin basta karaciger olmak iizere bobrek,
testis, kalp, akciger, beyin ve diger dokularda
da toksik etkisinin oldugu cesitli ¢aligmalarla
gosterilmigtir . Deneysel olarak
gergeklestirilmis daha Onceki arastirmalarda,
CCl, maruziyetinin testislerde oksidatif doku
hasarma ve lipid peroksidasyonuna yol agtig
bildirilmistir. Ayrica, daha 6nce yapilmig olan
benzer ¢alismalarda, CCl4 toksisitesine bagl
olarak testis dokusunda histopatolojik
degisikliklerin de meydana geldigi ortaya
konmustur (8). Bizim c¢alismamizda bu
caligmalara paralel olarak CCl4’e maruz kalan
testiste histopatolojik hasarlar gozlenmistir.
CCl4 uygulamasinin erkek deney
hayvanlarinda oksidatif toksisite ile {ireme

sisteminde, morfolojik, yapisal ve fonksiyonel
hasara yol actig1 bildirilmistir (2,3,9,10).

Kuersetin, siiperoksit ve hidroksil radikallerini
temizlemekte, lipid peroksidasyonunu inhibe
etmektedir ve lipid peroksil radikallerini
azaltmaktadir. Bir¢ok arastirmaci, kuersetin
antioksidan aktivitesi sayesinde erkek iireme
islev bozuklugu {izerinde iyilestirme etkisi
oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak,
kuersetin lipid peroksidasyonu antioksidan
enzim aktivitesinin artirilmasi ve azaltilmasi
ile CCl,’tin neden oldugu karaciger fibrozu
tizerine yararli bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir ~ (2,11-15). Sunulan bu
arastrmada CCl, ve Kuersetin birlikte
calisilmig ve etkileri arastirilmigtir. CCly
uygulanan siganlarin testislerinde  ciddi
hiicresel hasar gozlenmekle birlikte CCly, ile
beraber kuersetin uygulamasinin bu hasari
azalttig goriilmiistiir.

5.Sonu¢

CCl,, testis iizerinde oldukca toksik etki
gostermektedir. Bazal membranda kalinlagma,
seminifer tiibiillerde vakuolizasyon,
spermatogenik  hiicrelerde yogun hasar,
spermatogonyumlarda kromatin
yogunlasmasina bagli piknotik ¢ekirdek,
interstisyel —alanda 6dem olusumu ve
damarlarda konjesyon ve dilatasyona neden
olarak  spermatogenezi olumsuz ydnde
etkilemektedir. 7 giin boyunca giinde bir
0.5mg/kg CCl, ile 20mg/kg kuersetin verilen
grupta, testis agirh@r ve viicut agirliginda
herhangi bir azalma gdzlenmemistir. 7 giin
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boyunca giinde bir 0.5mg/kg CCl, ile
20mg/kg kuersetin verilen grupta kuersetin,
CCly’lin testis tizerinde olusturdugu hasari

azaltmaktadir. Kuersetin’in, CCly’iin
toksitesini nasil onlediginin ortaya
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