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1. ÖZET 

 Tütün dumanında bulunan kimyasalların dokularda oluşturduğu oksidatif 

stres sonucunda; hücresel metabolizmada bozukluklar, lipit peroksidasyonu, 

membran geçirgenliğinde artış, protein ve DNA oksidasyonu meydana gelir. 

Tütün dumanına maruz kalınması sonucunda, birçok dokunun ve organın zarar 

gördüğü bilinmektedir.  

 Tütün dumanında bulunan ve kan yoluyla vücudun her yerine taşınan 

toksik maddelerin dokulardaki oksidan - antioksidan sistemler arasındaki dengeyi 

bozması olasıdır. Bu durumda artan serbest radikaller, doku hasarına yol 

açacaktır.  

 Ellajik asit nar, çilek, böğürtlen, ahududu ve üzüm gibi birçok bitkide 

bulunan ve dokuları oksidatif hasara karşı koruması ile tanınan polifenolik bir 

bileşiktir. Ayrıca antikanserojenik, antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkileri de 

bilinmektedir.  

 Bu çalışmada tütün dumanının testis dokusunda meydana getireceği 

oksidatif hasara karşı, güçlü bir antioksidan olan ellajik asidin koruyucu 

etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

 Çalışmamızda 8 haftalık ve ortalama 200±10 g ağırlığında 24 adet erişkin 

Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar kullanıldı. Ratlar; grup I (Kontrol),   grup II 

(Tütün dumanına maruz bırakılan), grup III (Tütün dumanına maruz bırakılan + 

mısırözü yağı) ve grup IV (Tütün dumanına maruz bırakılan + Ellajik asit) olmak 

üzere rastgele 4 eşit gruba ayrıldı. 
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 Grup II, grup III ve grup IV' deki ratlar, günde iki defa birer saat tütün 

dumanına maruz bırakıldı. Grup III' deki ratlara tütün dumanına ilaveten ellajik 

asidi çözmede kullanılan miktarda mısırözü yağı, grup IV'deki ratlara ise tütün 

dumanına ilaveten mısırözü yağında çözülmüş ellajik asit 12 mg/kg dozunda gün 

aşırı oral gavaj yoluyla verildi. 

12 haftalık deney süresi sonunda tüm gruplardaki ratlar dekapite edildi. 

Testis dokuları alınarak rutin histolojik takip serilerinden geçirildi. Elde edilen 

preparatlar H&E, PAS ve Masson’un üçlü boyası ile boyandı. Ayrıca endotelyal 

nitrik oksit sentaz (eNOS) immünohistokimyasal boyama ve apoptozis için ise 

TUNEL metodu uygulandı. Kan örnekleri ile biyokimyasal analizler, sperm 

örnekleri ile de sperm analizleri yapıldı. 

Tütün dumanı ve tütün dumanı + mısırözü yağı gruplarındaki ratların 

ortalama vücut ağırlık değişim yüzdesinde, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş gözlendi. Tütün dumanı + ellajik asit grubu 

ile diğer gruplar arasında ise istatistiksel açıdan fark bulunamadı. 

Sağ ve sol testis ağırlıkları açısından tütün dumanı + ellajik asit grubunda 

tütün dumanı grubuna kıyasla istatiksel açıdan anlamlı bir artış gözlendi (p<0,05). 

Epididimis, prostat bezi ve seminal vezikül ağırlıklarında ise gruplar arası 

istatistiksel bir farklılık olmadığı tespit edildi. 

 Tütün dumanı + ellajik asit grubundaki ratların rölatif testis ağırlıklarında 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir artış belirlendi.  

Sperm yoğunluğu ve sperm motilitesi değerlerinin gruplar arasındaki farkı 

istatistiksel açıdan anlamsız bulundu. Tütün dumanı uygulamasının kontrol grubu 
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ile karşılaştırıldığında anormal sperm miktarını anlamlı biçimde arttırdığı tespit 

edildi. Ellajik asit uygulamasının ise anormal sperm miktarını tütün dumanı 

grubuna kıyasla ciddi anlamda düşürdüğü tespit edildi.  

Işık mikroskobu altında yapılan histolojik değerlendirmelerde kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında tütün dumanına maruz bırakılan gruba ait kesitlerde 

seminifer tübül germinal epitelinde önemli derecede dejenerasyon, seminifer 

tübülün bazal membranlarında ayrılmalar, vasküler konjesyon, atrofik tübüller, 

interstisyel alanda ödem, ve bazı tübüllerin lümenlerine dökülmüş immatür 

hücreler tespit edildi. Tütün dumanı + mısırözü yağı uygulanan gruba ait 

kesitlerde ise yalnızca tütün dumanına maruz bırakılan grup II ile benzer bulgulara 

rastlandı. 

Tütün dumanı ile birlikte ellajik asit uygulanan grupta ise; testis 

dokusunda germinal epitel dejenerasyonunda, vasküler konjesyonda, interstisyel 

ödemde belirgin iyileşme ve seminifer tübül bazal membranlarındaki ayrılmalarda 

azalma gözlendi. 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında tütün dumanı ve tütün dumanı + 

mısırözü yağı gruplarnda TUNEL pozitif hücrelerde anlamlı bir artış vardı. Tütün 

dumanı + ellajik asit grubunda ise, TUNEL pozitif hücre sayısının kontrol grubu 

ile benzer olduğu belirlendi. 

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında tütün dumanı ve tütün dumanı + 

mısırözü yağı gruplarında eNOS immünreaktivitesi açısından anlamlı bir artış 

tespit edildi. Tütün dumanı + ellajik asit grubunda ise eNOS 

immünreaktivitesinde azalma tespit edildi. 
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Malondialdehit (MDA) düzeylerinin kontrol grubuna göre tütün dumanı ve 

tütün dumanı+ mısırözü yağı gruplarında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

arttığı, ellajik asit uygulamasının ise MDA seviyesini kontrole yakın bir düzeye 

indirdiği tespit edildi. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim 

aktivitelerinin; kontrol grubuna göre tütün dumanı ve tütün dumanı +  mısırözü 

yağı gruplarında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azaldığı bulundu. Tütün 

dumanı + ellajik asit grubunda ise hem CAT hem de GSH-Px aktivitelerinin tütün 

dumanı ve tütün dumanı + mısırözü yağı gruplarına kıyasla istatistiksel olarak 

önemli düzeyde arttığı tespit edildi. 

Sonuç olarak yapılan bu deneysel çalışma sonucunda tütün dumanına 

maruz kalmanın erkek üreme sistemini etkileyerek hasar verdiği tespit edildi. 

Tütün dumanı maruziyetine karşı koruyucu amaçla kullanılan ellajik asidin ise; 

antioksidan özelliği sayesinde, tütün dumanının oluşturduğu olumsuz etkileri 

belirgin biçimde azalttığı gözlendi. 

Anahtar Kelimeler: Tütün dumanı, Ellajik asit, Histoloji, Biyokimya, 

Testis. 
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2. ABSTRACT 

EXAMINATION OF ANTIOXIDANT EFFECT OF ELLAGIC ACID ON 
TESTICULAR TISSUE IN RATS THAT WERE EXPOSED TO TOBACCO 
SMOKE 

The disorders on cellular metabolism, lipid peroxidation, increase on 

membrane permeability, protein and DNA oxidation occurs because of the 

oxidative stress on tissues created by chemicals in tobacco smoke. It is known that 

exposure to tobacco smoke damages many tissues and organs. 

Toxic substances in tobacco smoke which are carried to every part of the 

body by blood, are likely to disturb the balance between oxidant - antioxidant 

systems on tissues. In this case, increased free radicals cause tissue damage. 

Ellagic acid is a polyphenol compound that found in fruits such as 

pomegranate, strawberry, blackberry, raspberry and grape. Its known that ellagic 

acid has protective effects against oxidative damage. Also its anti-cancerogenic, 

anti-apoptotic and anti-inflammatory effects are known. 

In our study, it is aimed to examine the protective effects of ellagic acid, 

which is a powerful anti-oxidant, against oxidative damage on testis tissue caused 

by the chemicals in tobacco smoke. 

In this study, 8 weeks old and average 200±10 grams weight twenty-four 

male Spraque-Dawley rats were used. The rats were divided randomly into 4 

equal groups: group I (Control), group II (Tobacco smoke), group III (Tobacco 

smoke + corn oil) and group IV (Tobacco smoke + ellagic acid). 

The rats in group II, III and IV were exposed to tobacco smoke 1 hour 

twice a day. In addition to tobacco smoke exposure, 12 mg/kg and dissolved in 
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corn oil ellagic acid, was applied to the rats in group IV by oral gavage. Equal 

amount of corn oil used in solving ellagic acid was applied to the rats by oral 

gavage in group III.  

At the end of the 12 weeks experimental period rats were decapitated. 

Testicular tissues were removed and processed by using routine parafine 

techniques. The testis slides were stained by H&E, PAS and Masson’s Trichrome 

methods. Also endothelial nitric oxide synthase (eNOS) immunohistochemical 

stain and TUNEL methods for apoptosis were applied. Biochemical analyzes on 

blood samples and sperm analyzes on sperm samples were performed. 

A significant decrease of percentage of body weight change was detected 

in tobacco smoke and tobacco smoke + corn oil groups when compared with 

control group. There was no significantly difference between tobacco smoke + 

ellagic acid and the other groups in terms percentage of body weight change. 

Right and left testis weights of rats in tobacco smoke + ellagic acid group, 

significantly increased compared with control group. There was no statistically 

difference detected in epididymis, prostate and seminal vesicle weights between 

the groups. 

The relative testis weights of rats in tobacco smoke + ellagic acid group 

were significant increased compared to the control group. 

The difference of sperm motility and sperm concentration between the 

groups wasn’t found significant. A significant increase in abnormal sperm amount 

was detected in tobacco smoke group compared with control group. The reduction 
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in the amount of abnormal sperm was found in tobacco smoke + ellagic acid 

group compared with tobacco smoke group. 

In histological examination with light microscope of rat testis tissues in 

tobacco smoke group compared with control group; degeneration in seminiferious 

tubule germinative epitelium, seperation in basement membranes, vascular 

congestion, atrophic tubules, edema in interstitial area and immature cell debris in 

tubule lumen were detected. On the other hand, in the rat testis which were 

experimented tobacco smoke + corn oil,   similiar finding with the tobacco smoke 

group were detected.  

Significant improvement were observed in germinative epitelium 

degeneration, seperation of seminiferious tubule basement membranes, vascular 

congestion and intersititial edema in rat testis tissues of tobacco smoke + ellagic 

acid group. 

In tobacco smoke and tobacco smoke + corn oil groups, a significant 

increase was detected in TUNEL positive cells number compared to the control 

group. In tobacco smoke + ellagic acid group, the number of TUNEL positive 

cells was detected similar to control group. 

A significantly increased eNOS immunoreactivity was observed in tobacco 

smoke and tobacco smoke + corn oil group compared to the control group. On the 

other hand, eNOS immunoreactivity decreased in tobacco smoke + ellagic acid 

group. 

A significantly increase was detected in the levels of MDA, in tobacco 

smoke and tobacco smoke + corn oil groups compared with the control group. It 
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was found that ellagic acid administration reduced the MDA levels similar to the 

control group. CAT and GSH-Px enzyme activities in tobacco smoke and tobacco 

smoke + corn oil groups were significantly decreased compared to the control 

group. Also significantly increase in CAT and GSH-Px enzyme activities was 

detected in tobacco smoke + ellagic acid group compared with the tobacco smoke 

and tobacco smoke + corn oil groups.   

As a result of this experimental study, it was observed that exposure to 

tobacco smoke effects negatively the male reproductive system. it was also 

observed that ellagic acid, which is used as a protector against tobacco smoke 

exposure, decreases the negative effects of tobacco smoke prominently by means 

of  its antioxidant property. 

KEY WORDS: Tobacco smoke, Ellagic acid, Testis, Rat, TUNEL. 
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3. GİRİŞ 
3.1. Testis 

3.1.1. Testis Anatomisi 

Testisler scrotum içinde yer alan, “sperma” adı verilen erkek cinsiyet 

hücreleri ve “androjen” adı verilen erkek cinsiyet hormonunun yapımından 

sorumlu, bir çift erkek üreme organıdır. 

Yanlardan biraz basılmış bir kuş yumurtası büyüklüğündedir. Ağırlığı 

yaklaşık 20-25 gram olup, üst ve alt uçlar arası 4 - 5 cm, ön ve arka kenar arası 

2,5 - 3 cm, iç ve dış yüz arası ise yaklaşık 2 - 2,5 cm kadardır.  

Testisin üst ucu ile arka kenarı hariç diğer kısımları “scrotum” içinde 

serbest olarak bulunur ve düzgün yüzeylidir. Testisin arka kenarının orta kısmında 

bulunan “mediastinum testis’ten testis damar ve sinirleri ile sperm kanalcıkları 

girip çıkar.  

“Tunica vaginalis testis” adı verilen iki yapraklı seröz zarın “lamina 

visceralis (epiorchium)” adı verilen iç yaprağı testis ve epididimisi örttükten sonra 

ikisinin arasına sokularak dış kısımda “sinüs epididimisi” oluşturur. “Lamina 

parietalis (periorchium)” adı verilen dış yaprağı ise scrotumun iç yüzünü örter. Bu 

iki lamina prenatal hayatta testislerin karından scrotuma inerken beraberlerinde 

sürükledikleri peritoneum uzantısıdır. 

Testisin arka kenarı boyunca scrotuma tutunmayı sağlayan “ligamentum 

epididimis superius” ve “ligamentum epididimis inferius” adı verilen birleştirici 

bağlar mevcuttur. 
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Tunica vaginalis testisin visseral yaprağının altındaki fibröz kısma “tunica 

albuginea” adı verilir. Tunica albuginea’nın iç yüzünden çıkan ve bağ dokusundan 

oluşan lamellere “septula testis” adı verilir.  

Septula testis’ler mediastinum testise gelince birbirleri ile birleşerek daha 

kalın bağ doku örgüsü ile ayrılmış bölmecikleri oluşturur. Her bir lobulus içinde 

asıl testis salgısı işini yapan ve birbirleriyle anastomozlaşmış “tubuli seminiferi 

contorti” adı verilen 3-4 kanalcık bulunur.  

Tubuli seminiferi contorti’lerin uç kısımları, “tubuli seminiferi recti” adı 

verilen düz kanalcıklar halinde devam ederek “mediastinum testise” gelirler. 

Burada “rete testis” adı verilen ağ yapmış olan kanalcıklara açılırlar (Şekil 1). 

Rete testis’ten ayrılan 12-15 kadar küçük kanalcığa “ductuli efferentes testis” adı 

verilir. Bu kanalcıklar epididimisin “caput epididimisini” meydana getirirler (1). 
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Şekil 1: Testisin anatomik görünümü (2). 

3.1.2. Testis Embriyolojisi 

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dölleyen sperm 

çeşidi ile fertilizasyon esnasında belirleniyor olsa da erkek ve dişi morfolojik 

özellikleri, embriyonik olarak 7. haftaya kadar ayırt edilemez. Genital sistem 

erken dönemde her iki cinste de birbirine benzer, bu nedenle genital sistemin 

gelişiminin başlangıç dönemi ”seksüel gelişimin farklanmamış safhası” olarak 

adlandırılır.  

Gonadal gelişimin ilk safhaları 5. haftada ortaya çıkar. Mezonefrozun 

medialinde, mezotelde bir kalınlaşma meydana gelir. Bu epitelin ve altındaki 

mezenşimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde “gonadal kabartı” 

oluşur. “Gonadal kordonlar” adı verilen parmak şeklindeki epitelyal kordonlar da 

altındaki mezenşim içerisine doğru kısa sürede büyürler. Bu safhadaki 

11 
 



farklanmamış gonad, dışta yer alan bir korteks ve iç tarafta yer alan bir 

medulladan oluşmaktadır (3). 

İnsan embriyosunda primordiyal germ hücreleri gelişimin erken 

evrelerinde yolk kesesi duvarında allantoise yakın bir yerde endoderm hücreleri 

arasında belirir. Amibik hareketlerle son barsağın mezenterinin dorsali boyunca 

ilerler. 5. haftanın başında primitif gonadlara ulaşır ve 6. haftada da genital 

kıvrımları işgal eder. Kıvrımlara gelemediği takdirde gonadlar gelişemez. 

Gonadların over veya testise farklanmasında primordiyal germ hücrelerinin 

belirleyici etkisi vardır. Eğer embriyo, genetik olarak erkekse primordiyal germ 

hücreleri XY cinsiyet kromozom kompleksini taşırlar. Testis belirleyici faktörü 

(TBF) kodlayan Y kromozomunun etkisiyle, primitif cinsiyet kordonları 

çoğalmaya devam eder. Çoğalan primitif cinsiyet kordonları medullanın iç 

kesimlerine doğru ilerleyerek “testis” ya da “medullar kordonları” oluştururlar. 

Bezin hilusuna doğru, kordonlar “rete testis” tübüllerini oluşturacak olan ince 

hücre sıralarından oluşmuş bir ağ şekline dönüşür (Şekil 2). 

Gelişimin ilerleyen safhalarında testis kordonları “tunica albuginea” adlı 

yoğun fibröz bir bağ dokusuyla yüzey epitelinden ayrılır. Dördüncü ayda testis 

kordonları, primitif germ hücreleri ve bezin yüzey epitelinden türeyen “sertoli 

hücrelerinden” meydana gelmiştir. “İnterstisyel Leydig hücreleri” gonadal 

şişkinliğin orijinal mezenşiminden köken alır.  

Gelişimin 8. haftasında Leydig hücrelerinden testosteron salınımı başlar. 

Puberteye kadar solid halde kalan kordonların içi pubertede boşalarak “seminifer 

tübülleri” oluştururlar. Seminifer tübüller kanalize olduktan sonra rete testis 

tübülleriyle birleşir ve “ductuli eferenteslere” katılırlar. Bu eferent ductuslar, 
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mezonefrik sistemin geri kalan boşaltım tübülleri olup rete testis ile mezonefrik 

(Wolffian) kanallar arasındaki ilişkiyi sağlarlar (4). 
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Şekil 2: Gonadal gelişim (3). 
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3.1.3. Testis Fizyolojisi 

Gonadotropin serbestleyici hormon (GnRH) 10 amino asitli bir peptid 

olup, hipotalamusun arkuat nükleusunda yer alan nöron gövdelerinden salgılanır. 

Bu nöronların sonlanmaları başlıca hipotalamusun median eminens bölgesinde 

gerçekleşir. Bu bölgedeki nöronlardan salgılanan GnRH, hipotalamik-hipofizer 

portal sistem damarlarına serbestlenir. Daha sonra portal kan yoluyla ön hipofize 

taşınarak Luteinizan hormon (LH) ve Follikül stimüle edici hormon (FSH)’ nın 

salgılanmasını uyarır.   

Testislerde interstisyel alanda bulunan Leydig hücrelerinden testosteron 

salgılanması, ancak hipofiz bezinden salgılanan LH’ nın uyarısı ile gerçekleşir. 

Salgılanan testosteron miktarı, uyarıcı LH miktarıyla doğru orantılıdır. Testislerde 

olgun Leydig hücreleri normalde doğumdan sonra birkaç hafta kadar bulunur, 

daha sonra 10 yaşından sonrasına kadar bulunmaz. Ancak herhangi bir yaştaki 

çocuğa saflaştırılmış LH enjekte edildiğinde veya puberte döneminde LH 

salgısının arttığı durumlarda, testislerdeki interstisyel dokuda bulunan 

fıbroblastlar, fonksiyon gören Leydig hücrelerine dönüşürler.  

Luteinizan hormon uyarısı ile testislerden salgılanan testosteron hormonu, 

karşıt olarak ön hipofizden LH sekresyonunu etkiler. Bu inhibisyonun büyük 

kısmı, olasılıkla testosteronun doğrudan hipotalamusa etkisi sonucu, GnRH 

salgısının azaltılmasına bağlıdır. Bu da daha sonra, ön hipofizden LH ve FSH 

salgısını azaltır. LH’nın azalması da testislerin testosteron sekresyonunda 

azalmaya neden olur. Böylece testosteron salgısının çok fazla olması halinde, 

otomatik olarak negatif geri bildirim etkisiyle hipotalamus ve ön hipofizin salgısı 

azaltılarak testosteron sekresyonu baskılanır ve hormon düzeyi normale getirilir.  
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Buna zıt olarak, testosteronun çok az olması halinde hipotalamustan 

yüksek düzeyde GnRH salgılanır. Ön hipofizden LH ve FSH salgısı artmasına 

bağlı olarak testiküler testosteron sekresyonu da artar. 

Follikül stimüle edici hormon, seminifer tübüllerde özgül FSH 

reseptörleriyle Sertoli hücrelerine bağlanır. Bu olay, hücrelerin büyümesine ve 

çeşitli spermatogenik maddelerin salgılanmasına neden olur.  

Aynı anda interstisyel alanlardaki Leydig hücrelerinden tübüller içine 

difüze olan testosteron hormonu, spermatogenez üzerinde şiddetli bir tropik etki 

gösterir. Bu nedenle, spermatogenezin başlaması için, FSH ve testosteron 

hormonlarının her ikisi de gereklidir. Seminifer tübüller sperm yapımını 

azalttığında, ön hipofiz bezinden FSH salgısı belirgin olarak artar. 

Spermatogenezin hızlanması durumunda ise FSH salgısı azalır. Ön hipofiz bezi 

üzerindeki bu negatif geri bildirim etkisinin sebebi, Sertoli hücrelerinden 

salgılanan, “inhibin” adı verilen bir başka hormondur. Bu hormon, doğrudan ön 

hipofiz bezi üzerinde, FSH salgısını baskılayan kuvvetli bir etkiye sahiptir (5) 

(Şekil 3). 
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Şekil 3: Spermatogenezin hormonal kontrolü. (5). 
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3.1.4. Testis Histolojisi 

3.1.4.1. Testisler  

Erkek üreme sistemi testisler, genital kanallar, yardımcı bezler ve penisten 

oluşur (6). Testisler başlıca testosteron hormonu ve spermatozoon üretiminden 

sorumludurlar.  

Testislerin dış kısmı “tunica albuginea” adı verilen yoğun bağ doku 

yapısındaki kalın bir kapsül ile çevrilidir. Tunica albuginea testisin arka yüzünde 

kalınlaşarak “mediastinum testisi” oluşturur. Mediastinum testisten organ içerisine 

giren fibröz uzantılar, testisi yaklaşık 250 adet piramidal lobüle ayırır. Her lobülde 

gevşek bağ doku ile sarılı 1-4 adet ”seminifer tübül” yer alır. Seminifer tübüller 

arasında kalan “interstisyel alan” ise Leydig hücreleri adı verilen interstisyel 

hücrelerin yanı sıra sinirler, kan ve lenf damarları içerir.  

Embriyolojik gelişim esnasında testisler scrotuma göç ederken, her bir 

testis peritonu “tunica vaginalis” adı verilen çift katlı seröz bir kese şeklinde 

beraberinde sürüklerler. Tunica vaginalis testisin ön ve yan kısımlarında tunica 

albuginea’yı örter (7). 

3.1.4.2. Seminifer Tübüller 

Seminifer tübüllerin duvarı peritübüler bağ doku kılıfı, bazal membran ve 

çok katlı seminifer tübüllerin germinal epitelden oluşur.   

Peritübüler bağ doku kılıfı; kollajen lifler, miyoepitelyal hücreler ve bağ doku 

kaynaklı yassı hücrelerden meydana gelir. Germinal epitelin hücreleri; 

spermatogenetik germ hücreleri ve Sertoli hücreleri (destek hücreleri) olmak üzere 

iki gruba ayrılır.  

18 
 



Spermatogenetik germ hücreleri; bazal laminaya yakın olarak bulunan 

”Tip A ve Tip B spermatogonyumlar”, Tip B spermatogonyum’dan köken alan ve 

boyutları daha büyük olan “primer spermatositler”, daha küçük ve kısa olan 

“sekonder spermatositler” ve bunlardan farklılaşan “spermatidler” ile 

“spermatozoon”lardan oluşur.  

Sertoli hücreleri bazal membrana dayanır ve spermatogenetik seri hücreler 

arasında uzanırlar. Bu hücreler bazal kısımlarından birbirlerine bağlanarak ‘kan-

testis bariyeri’ni oluşturur. Sertoli hücrelerinin, germinal epitelin alt sıralarındaki 

farklılaşan germ hücrelerini destekleyici ve besleyici görevleri de vardır. Bunun 

dışında fagositik özellikleri de bulunur (8) (Şekil 4). 

 

 

Şekil 4: Testisin histolojik görünümü. (9) 
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3.1.4.3. Sertoli Hücreleri 

Puberteden sonra seminifer tübül epitelinin yaklaşık %10’unu Sertoli 

hücreleri oluşturur. Spermatozoonlar lümene bırakılana dek, Sertoli hücrelerinin 

kriptaya benzer girintilerine yerleşik konumda bulunurlar. Bitişik hücreler taban 

ve yan yüzeylerindeki sıkı bağlantı kompleksleriyle (gap junction) birbirine 

tutunur. Bu tutunma kompleksleri, epiteli bazal ve adluminal bölmelere ayırarak 

‘kan-testis bariyeri’nin oluşmasını sağlar. Böylece seminifer tübül yapısının 

içindeki spermatogenetik seri hücreler, otoimmün reaksiyonlarından ve kanda 

bulunan maddelerden korunur (10).  

Bunun yanı sıra Sertoli hücrelerinin çok önemli fonksiyonları vardır:  

Gelişmekte olan spermatozoonların desteklenmesi ve beslenmesinin 

düzenlenmesi, spermiyogenez sırasında spermatid sitoplazmasının atılan kısmının 

fagosite edilmesi, embriyonik gelişim esnasında erkek fetusta paramezonefrik  

(Müller) kanalların gerilemesini sağlayan bir glikoprotein olan Anti-Müllerian 

Hormon (AMH) üretimi. FSH ve testosteron kontrolü altında seminifer tübüllere 

genital kanallar yönünde akan ve sperm taşınmasında kullanılan androjen 

bağlayıcı proteinin (ABP) salgılanması ve ön hipofiz bezinden FSH sentez ve 

salınmasını önleyen inhibin peptidinin sekresyonu (7). 

3.1.4.4. Leydig Hücreleri 

Testislerde seminifer tübüller arasında kalan bölgelerde diğer bir deyişle 

interstisyel alanda bağ dokusu, sinirler, pencereli kapillerler ve lenf damarı gibi 

yapılar bulunur. Bu yapılar arasında ergenlikten itibaren belirginleşen ve işlevsel 

hale gelen bir takım hücreler yer alır.  
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Yuvarlak ya da çokgen şekilli, merkezi yerleşmiş bir çekirdeğe sahip olan 

bu hücrelere Leydig hücreleri denir. Temel görevi erkeklik hormonu olan 

testosteronun sentezi ve salgısını düzenlemektir.  

Testosteron hormonu spermatogenez, cinsiyet farklılaşması ve 

gonadotropinlerin salgısının kontolü için önemli bir hormondur (7). 

3.1.4.5. Spermatogenez 

Spermatogonyumlar, seminifer tübülün bazal membranına oturmuş olan, 

çapları yaklaşık 12 µm olan, aralıksız yenilenen diploid kök hücre topluluğudur. 

Bölündüklerinde seminifer tübüllerin üçte bir orta bölgesinde bulunan büyük 

nükleuslara sahip primer spermatositleri oluştururlar. Bu hücreler 10-22 gün sonra 

mayoz bölünme geçirerek sekonder spermatositleri meydana getirirler. Sekonder 

spermatositler deoksiribonükleik asit (DNA) replikasyonuna uğramaksızın hızla 

ikinci mayoz bölünmeyi geçirerek haploid kromozom sayısına sahip, yuvarlak 

hücreler olan spermatidleri oluştururlar (Şekil 5).  

Spermatidler, Sertoli hücrelerinin girintileri arasına gömülmüş 

durumdadır. Lümene doğru ilerlerken şekilleri uzar ve “spermiyogenez” adı 

verilen mitoz bölünmenin gerçekleşmediği karmaşık bir olgunlaşma sürecine 

girerler (10). 
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Şekil 5: Spermatogenez (7). 

3.1.4.6. Spermiyogenez 

Yuvarlak şekilli, hareketsiz spermatidlerin uzayarak hareketli 

spermatozoonlara dönüştüğü sıralı değişimleri kapsayan karmaşık bir olgunlaşma 

sürecidir. Seminifer tübül epitelinin üst katmanlarında gerçekleşen bu 

değişiklikler; çekirdek kromatinin yoğunlaşması, çekirdeğin uzaması, akrozomun 

oluşması, sitoplazma organellerinin tipik hücredeki konumuna yerleşmesi, tek bir 

kamçı yapısının oluşması ve artık sitoplazmanın ortadan kalkması şeklinde 

sıralanabilir. 
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İlk olarak Golgi kompleksinin çekirdeğe bitişik kısmında birkaç adet 

küçük akrozom vezikülü oluşur. Bu veziküller birleşerek çekirdek zarına tutunan, 

zarla sarılı, tek ve büyük bir akrozom oluşturur. Vezikül içerisinde önce 

çekirdeğin ön yüzünü, olgun durumda ise spermatozoonun ön tarafını oluşturacak 

olan akrozom granülü meydana gelir. Değişime uğramış lizozom yapısında olan 

akrozom, fertilizasyonda spermatozoonların dişideki oosit zona pellusidasını ve 

korona radiyatasını aşabilme olanağı sağlayan hiyaluronidaz, lizozomal 

hidrolazlar ve proteaz içerir (10). 

3.2. Tütün 

Tütün, tarımsal üretim döneminden sonra bazı teknik aşamalardan geçerek 

“işlenmiş tütün” haline dönüşen bir endüstri bitkisidir (11). 

Solanaceae (patlıcangiller) familyasına ait olan tütün taksonomik olarak 

“nicotiana” cinsine dahildir. 65 farklı türe sahip olan bu cinsin “Nicotiana 

tabacum” ve “Nicotiana rustica” türleri endüstriyel amaçlı olarak 

kullanılmaktadır. Genellikle tek yıllık bir bitki olan tütünün yetişmesi, iklim 

şartlarına bağlı olarak değişim göstermekle birlikte ortalama 80-120 gündür (12).  

3.2.1. Tütün Kullanımının Tarihçesi 

Tütünün ilk olarak Christoper Colomb ve arkadaşları tarafından 

Amerika’dan Avrupa’ya getirildiği bilinmektedir (13). 

Colomb, San Salvador’da tütün yapraklarının yerliler tarafından çubuklarla 

tüttürüldüğünü, ağızda çiğnendiğini görmüş ve tütün içtikleri “tobacco” adındaki 

saz borusundan dolayı bu bitkiye ‘tütün’ adını vermiştir (14). 
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Maya ve Aztekler’de tütün yaprakları yara tedavisinde kullanılırken; tütün 

dumanı ise göğüs hastalıkları ve baş ağrılarının tedavisinde kullanmıştır (16). 

Portekiz’deki Fransız elçisi Jean Nicot, tütünün astım, öksürük, baş ve 

mide ağrılarına iyi geldiğini Fransız Kraliçesine sunmuştur. Bu gelişme üzerine 

tütüne “Kraliçe otu” ya da “Sefir otu” adı da verilmiştir (15). Fransa’dan diğer 

Avrupa ülkelerine yayılan tütüne, Jean Nicot’a ithafen “nicotiana”, 1828 yılında 

bulunan alkaloitine de “nicotin” ismi verilmiştir (13).  

Osmanlı’da ise ilk tütün tarımının Makedonya, Yenice ve Kırcali’de; 

Anadolu’da ise Ege Bölgesi’nde İzmir’in Selçuk ilçesine bağlı Ayasuluk 

tepelerinde yapıldığı kaydedilmiştir (15). 

3.2.2. Tütünün İçeriği 

Kurutulmuş tütün içeriğinin büyük bir kısmını karbonhidratlar ve 

proteinler oluşturur. Bunun yanı sıra alkoloidler, terpenler, polifenoller, aromatik 

hidrokarbonlar, ketonlar, aldehitler, aminler, nitriller, azot ve oksijenin 

heterosiklik bileşikleri, pestisidler gibi birçok bileşen de mevcuttur.  

Tüm alkaloidlerin yaklaşık %95’i nikotindir. Nikotinin çok büyük bir 

kısmı tütün bitkisinin kök uçlarında sentezlenir, yapraklarında depolanır. Buna 

bağlı olarak nikotin miktarı kök gelişmesi ile yakından ilgilidir. Kurak koşullarda 

yetiştirilen tütünlerde, kökler suya ulaşma amacıyla büyümeye ve gelişmeye 

devam ettiklerinden nikotin oranları yüksektir. Bazı araştırmacılara göre ise kurak 

koşullarda düşük pH nedeniyle oluşan asit ortamda nikotin buharlaşamadığından, 

bu koşullarda yetişen tütün bitkisinin nikotin yüzdesi daha yüksek olacaktır (17). 

Nikotin tütün bağımlılığından sorumlu olan maddedir. İnhalasyon, 

sindirim veya deri yoluyla vücuda alındığında tamamına yakını emilir. Bir 

24 
 



sigaradaki nikotin miktarı kullanılan tütünün türüne ve imalat teknolojisine göre 

değişmekle beraber 20 mg'a kadar çıkabilir. 

En yaygın kullanılan tütün ürünü olan sigaranın içilmesi esnasında 

nikotinin yanarak ayrışması sonucu büyük bir kısmının tahrip olması nedeniyle 

vücuda alınan nikotin miktarı 1 mg kadardır. Ancak bu miktar içilen sigaranın 

cinsine, inhalasyonun derinliğine ve inhalasyondan sonra nefes tutma süresine 

göre 0.05 mg ile 2 mg arasında değişme gösterebilir. Beyinde, adrenal bez 

medullasında, burun ve mide mukozasında, böbrekte, tükürük bezlerinde 

konsantre olur. Nikotin maruziyetinin epileptik ataklara, merkezi sinir sistemi 

depresyonuna, kusmaya, fetusta gelişme geriliğine, erken doğuma ve düşük 

doğum ağırlığına neden olduğu saptanmıştır. Ayrıca nikotinin anne sütü 

aracılığıyla bebeğe geçtiği de bilinmektedir (18-21). 

Tütün bitkisinin doğal komponentleri olan nitrozaminler, tütünün yakılarak 

inhale edilmesi, çiğnenmesi ya da toz haline getirilerek enfiye şeklinde buruna 

çekilmesi ile vücuda girerler. Tütünün bütün çeşitlerinde nitrözaminlerin 

kanserojen etkileri mevcuttur (19-22). 

Tütünde bulunan ve insan sağlığı açısından potansiyel karsinojen olduğu 

bilinen diğer bir bileşen de stirandır. Baş ağrısına, oküler ve konjunktival 

irritasyona, bulantıya, halsizliğe, baş dönmesine, motor koordinasyonunda 

bozulmaya, dikkat eksikliğine ve renk görme keskinliğinde azalmaya yol açar. 

Gebelerde spontan düşük riskini artırırken erkeklerde anormal sperm 

yüzdesinde artışa neden olur. Plastik, polyester, sentetik kauçuk gibi farklı 

endüstri alanlarında kullanılır.  
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Tütünün yanması ile ortaya çıkan ve inhalasyon ile vücuda alınan diğer bir 

bileşen ise karbon monoksit (CO) bir gazıdır. Bu gaz hemoglobine güçlü bir 

afinite ile bağlanır ve kanın oksijen taşıma kapasitesini oldukça düşürür. Kalpten 

kaynaklanan göğüs ağrılarının artmasına, egzersiz toleransının azalmasına ve baş 

ağrısına yol açar. Miyoglobine bağlanarak kalp kası ve diğer kasların 

fonksiyonunu bozar. Psikomotor fonksiyonlarda azalmaya neden olur. Fetus 

üzerine toksik etkisi bilinmektedir. 

Tütün dumanı içeriğindeki bir diğer madde olan benzopiren ise 

kanserojendir. Düşük dozlarda tekrarlayan maruziyeti, tek bir seferdeki yüksek 

doz maruziyetine göre daha toksiktir. Hem dişi hem de erkek üreme sistemi 

üzerine olumsuz etkileri vardır (18-21).  

3.2.3. Tütün Ürünlerinin Kullanımı 

Genetik olarak modifiye edilmiş ya da saf haldeki tütün yaprağının 

tamamen veya bir kısmının hammadde olarak kullanılması ile elde edilen tüm 

ürünler “tütün ürünü” olarak adlandırılır. En yaygın kullanılan tütün ürünleri 

sigara, pipo, puro, nargilelik tütün, enfiye ve çiğnemelik tütündür (1). 

3.2.4. Tütün Kullanımının Epidemiyolojisi 

 2012 yılında yapılan Küresel Yetişkin Tütün Araştırması (KYTA) 

verilerine göre Türkiye’de toplam 14,8 milyon kişi (%27,1) tütün ürünü 

kullanmaktadır. Tütün kullanım sıklığı erkeklerde %41,5 iken,  kadınlarda bu oran 

%13,1 olarak hesaplanmıştır. Tütün ürünü kullananlar içinde %23,8’lik bölüm her 

gün tütün kullanmaktadır (erkeklerin %37,3’ü, kadınların %10,7’si). Tütün ürünü 
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kullananların çok büyük bir kısmı (%94,8) mamul sigara içmekte olup, %0,8 lik 

oranla nargile az tüketilen bir tütün ürünüdür. 

Her gün sigara içenlerin yaklaşık dörtte üçü (%70,4) günde 11 ve daha 

fazla sayıda sigara içmektedir; günde içilen ortalama sigara sayısı ise 19,2’dir.  

Her gün sigara içenlerin her gün sigara içmeye başladıkları yaş ortalaması 

17,1 olup,  sigara içenlerin %58,7’si sigara satın almak için yasal yaş sınırı olan 

18 yaşından daha önce sigara içmeye başlamışlardır. Kadınlarda sigaraya başlama 

yaşı ortalama 17,9 iken,  erkeklerde ortalama 16,8’dir (23). 

3.2.5. Tütün Dumanının Vücuttaki Etkileri 

Dünya genelindeki önlenebilir hastalıkların ve erken ölümlerin en sık 

karşılaşılan nedeni tütün ürünlerinin kullanımıdır. Amerika Birleşik 

Devletleri’nde (ABD) tütün ürünlerinin kullanımına bağlı ölümler; kanser 

ölümlerinin üçte birini, tüm erken ölümlerin ise beşte birini oluşturmaktadır (24). 

Tütün içeriğindeki oldukça zararlı 4000’i aşkın kimyasaldan dolayı 

vücuttaki tüm doku ve sistemler üzerinde oldukça olumsuz etkilere sahiptir. 

Solunum sistemi, kardiyovasküler sistem ve üreme sistemi tütün kullanımından 

nispeten en fazla etkilenen sistemlerdir (25) (Tablo 1).  
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Tablo 1: Tütün kullanımının vücuttaki etkileri (25). 

 

3.3. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller; reaktif oksijen türleri (ROS) ve reaktif nitrojen türleri 

(RNS) gibi ortaklanmamış elektronlara sahip, yarılanma ömürleri oldukça kısa 

olan yapılardır (26) (Tablo 2). 

 

 

 

  TÜTÜN KULLANIMININ VÜCUTTAKİ ETKİLERİ 

Saçlar   Koku ve sararma (lekelenme) 
Solunum ve akciğerler Akciğer kanseri,  öksürük ve balgam, nefes 

darlığı. Pnömoni, astım, kronik obstruktif 
akciğer hastalığı (KOAH), anfizem, tüberküloz. 

Kalp  Miyokard infarktüsü, koroner arter hastalıklar  
Gözler  Gözlerin içeri kaçması, körlük (makula 

dejenerasyonu) ve katarakt 
Eller  Zayıf dolaşım (soğuk parmak): Periferik damar 

hastalığı Katran lekeli parmaklar. 
Beyin ve zihinsel etkileri İnme, bağımlılık, kaygı, beyin kimyasında 

değişiklik  

Göğüs  Özefagus kanseri 
Kan  Lösemi  
İmmün sistem Güçsüzlük, halsizlik 
Deri  Erken yaşta kırışıklıklar 
Dişler Renk değişikliği, lekelenme, plak, diş kaybı, 

gingivit 
Karaciğer  Kanser  
Ağız ve boğaz Dudak, ağız, boğaz ve larinks kanserleri 

Tat alımında azalma ve sigara dumanı kokusu 
Burun  Koku alımında azalma 
Kemikler  Osteoporoz, omurga ve kalça kırıkları 
Ayak ve bacaklar Bacak ağrılarında artış ve kangren: Periferik 

damar hastalığı Buerger hastalığı 
Böbrekler ve mesane Kanser  
Dişi üreme sistemi  Adet ağrıları, erken menapoz Serviks kanseri 

İnfertilite ve hamile kalmada gecikme  
Erkek üreme sistemi Spermlerde; şekil bozukluğu, hareket kaybı ve 

sayılarında azalma İnfertilite ve iktidarsızlık 
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Tablo 2: Serbest radikaller (27) 

Reaktif Türler   Yarılanma 
süresi (saniye) 

Üretim şekli   Etkileşimi 

 
 
 
Reaktif  
Oksijen  
Türleri  
(ROS) 

Hidroksil radikali 
(.OH) 

10-9 Vücutta artmış 
demir 
konsantrasyonu  

Lipid, karbohidrat, 
protein ve nükleik 
asitler gibi hücresel 
bileşiklerle etkileşir. 

Süperoksit radikali 
(O2

.) 
10-6 Genellikle 

mitokondri ve 
kardiyovasküler 
sistem 

Demir- kükürt içeren 
enzimleri inaktive 
eder. 

Hidrojen peroksit 
(H2O2) 

Kararlı  Metabolik 
reaksiyonlar 
sürecinde 

Lipid, protein ve 
nükleik asitlerle 
etkileşir. 

Organik 
hidroperoksit 
(ROOH) 

Kararlı  Geçiş metal iyonları 
reaksiyonlarıyla  

PUFA daki lipit 
peroksidasyonu ile 
etkileşir. 

Singlet oksijen (1O2) 10-6 Fotosentez ve 
kimyasal 
reaksiyonlar 

Hücresel protein ve 
lipitlerle etkileşir. 

 
Reaktif  
Nitrojen  
Türleri 
(RNS) 

Nitrik oksit (NO.) 5 Nörotransmitter ve 
kan basıncı 
düzenleyici 

Nükleik asitlerin 
yıkımı ve 
deaminasyonu. 

Peroksinitrit 
(ONOO.) 

10-3 NO. Ve O2
. 

formlarından 
Siklooksigenaz 
enziminin aktive 
edilmesi. 

Peroksinitröz asit 
(ONOOH) 

Oldukça 
kararlı  

ONOO.’ nin 
Protonlanmış formu  

Nörotransmitterlerle 
etkileşir.  

 

Yüksek konsantrasyondaki serbest radikaller; proteinler, lipidler ve DNA 

gibi biyomoleküller ile reaksiyona girerler. Ayrıca vücutta serbest radikallerin 

artışı, oksidatif strese, hücrenin fizyolojik fonksiyonunda değişime ve birçok 

hastalığın oluşmasına neden olur (27). 
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Memeli hücreleri, oksidanların ve antioksidanların oluşumu arasında 

denge kurulmasına izin veren bir antioksidan koruma sistemine sahiptir. Bu iki 

sistem arasındaki dengede meydana gelen aksaklıklar, oksidatif strese neden olur. 

Oksidatif hasar; yaşam döngüsü boyunca birikir ve miyokardiyal infarktüs, 

ateroskleroz, nörodejeneratif bozukluklar, romatoid artrit, kanser gibi farklı 

patolojik durumlara yol açar (28). 

Normal testiküler fonksiyon açısından serbest radikalller ile antioksidan 

sistem arasındaki dengenin korunması oldukça önemlidir (29). Testislerde redoks 

homeostazisini sağlamak ve spermleri oksidatif hasardan korumak için seminal 

plazmada çok sayıda etkili enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemleri 

mevcuttur. Seminal plazmada bulunan enzimatik antioksidanlar; süperoksit 

dismutaz (SOD) (30, 31), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon redüktaz 

(GHS-Rd) ve katalaz (CAT) dır (32).  

Non-enzimatik antioksidanlar ise askorbat (33, 34), α-tokoferol (35), 

pirüvat (36), glutatyon (GSH) (37, 38), taurin ve hipotaurindir (39). Seminal 

plazma antioksidan konsantrasyonunun, sağlıklı erkeklerde infertil erkeklere 

oranla daha yüksek olduğu görülmüştür (34, 40, 41). 

Memeli spermatozoa membranları, sperm akışkanlığını sağlayan çoklu 

doymamış yağ asitlerinden zengindir. Ancak bu durum spermleri serbest radikal 

kaynaklı peroksidaz hasarlarına karşı oldukça duyarlı kılar (30). Yüksek 

miktardaki ROS; membran lipitleri, proteinleri, nüklear ve mitokondriyal DNA ile 

etkileşerek sperm üretimini ve kalitesini olumsuz yönde etkiler (42, 43). ROS 

kaynaklı DNA hasarı germ hücrelerindeki apoptozisi arttırır (44).  
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3.4. Nitrik Oksit ve Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz  

Birçok protein ve molekül; testislerdeki spermatogenik sürecin başlaması 

ve germ hücrelerinin gelişimi gibi birçok hücresel mekanizmanın 

düzenlenmesinde rol alır. Bu moleküllerden bazıları iyi şekilde karakterize 

edilmiş sitokinlerden interlökin-1a (IL-1a), interlökin-6 (IL-6) ve tümör nekrosiz 

faktör a (TNF-a) olup bunun yanı sıra inflamasyon ve immünitenin protein 

karakterli olmayan düzenleyicilerden nitrik oksit (NO) de bu gruba dahil edilir 

(44, 45). 

Nitrik oksit; sinir sisteminde, kardiyovasküler sistemde ve immün 

sistemde biyolojik olarak işlem gören kısa ömürlü serbest radikaldir (46). Küçük 

molekül boyutu ve difüzyon özelliğinden dolayı birçok mekanizmada oldukça 

etkilidir. Bunun yanı sıra üretildiği yerlerden başka yerlerde de aktivite 

gösterebilir. 1 µm’ den daha az seviyelerde düzenleyici molekül görevi üstlenen 

NO, yüksek seviyelerde serbest radikallerin oluşumu yoluyla DNA, protein ve 

lipitlerde hasara neden olabilir (47). NO ayrıca spermatogenezis sürecinde germ 

hücrelerindeki apoptozisi regüle eder. Aşırı NO seviyesinin, doğrudan germ hücre 

apoptozisini tetiklediği bildirilmiştir (48). 

Nitrik oksit sentazlar (NOS); L-arjininden, NO ve L- citiullinine 

döngüsünü katalizleyen enzim ailesidir. NOS’lar testislerde infertilite, 

spermatogenezis ve sperm maturasyonu ile ilişkilidir (49). 

Nitrik oksit sentazlar fonksiyonel olarak iki formda bulunurlar: endotelyal 

nitrik oksit sentaz (eNOS) ve nöronal nitrik oksit sentaz (nNOS) Ca+2 bağımlı 

fonksiyon gösterirken, indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) fonksiyonu Ca+2 
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bağımlı değildir (46, 50). Endotelyal nitrik oksit sentaz; damar gevşemesinde ve 

fizyolojik olarak yeterli seviyede NO üretiminde görev alır (51). Testislerde 

eNOS’un Leydig hücrelerinden, Sertoli hücrelerinden, spermatogenetik seri 

hücrelerden ve endotelyal hücrelerden eksprese edildiği bildirilmiştir (49). 

3.5. Apoptozis 

Programlanmış hücre ölümü terimi ilk olarak 1964 yılında ortaya atılmıştır 

ve patolojik bir durumdan çok, kontrollü ve sıralı bir olay dizisidir (52). 

Gelişim boyunca gereğinden fazla üretilen hücreler apoptozis ile elimine 

edilir. Ayrıca birçok doku ve organın oluşumunda da apoptozisin rol aldığı 

bilinmektedir (53). Çevresel kontaminantların çoğu testiküler hücrelerin oksidan-

antioksidan sistemleri arasındaki dengeyi bozar ve apoptozis gibi bağlantılı diğer 

yolakları aktive ederek hasar meydana getirir  (54) (Şekil 6).  

Normal testiküler olaylar esnasında ortaya çıkan ROS’lar testis 

fonksiyonlarının düzenlenmesinde önemli rol oynarlar (55). Testislerdeki 

ROS’ların en önemli kaynağı olarak semendeki fagositik lökositler görülse de, 

germ hücreleri de önemli bir ROS üretme potansiyeline sahiptir (56). 

Spermatogenezis sürecinde oluşan bu ROS’lar, testiküler apoptozisin 

düzenlenmesinde görev alırlar (57). Testislerdeki apoptoziste hem intrinsik hem 

de ekstrinsik apoptotik yolaklar kullanılır (58, 59). 
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Şekil 6: Apoptozis oluşum yolağı  (55). 

 3.6. Antioksidanlar   

            Antioksidanlar, hücreleri serbest radikaller olarak bilinen stabil olmayan 

moleküllere karşı koruyan maddelerdir. Serbest radikallerle etkileşip onları 

stabilize hale getirerek neden olacakları hasarları engeller (60). 

             Oksidasyon tepkimeleri yaşam için elzem olsa da aynı zamanda hücreler 

açısından oldukça tehlikelidir. Bu nedenle canlılar farklı antioksidanlardan oluşan 

oldukça kompleks antioksidan koruma sistemlerine sahiptir. Antioksidanların 

seviyesindeki düşüş ya da antioksidan enzimlerin aktivitesinin baskılanması 
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hücresel hasara ve hücre ölümüne yol açan oksidatif stres oluşumuna neden olur 

(61). 

             Antioksidanlar Gutteridge ve Halliwellin’in tanımına göre 3 kategoriye 

ayrılır: primer antioksidanlar, sekonder antioksidanlar ve tersiyer antioksidanlar 

(62).  

              Enzimatik antioksidanlar doğrudan ya da dolaylı yoldan ROS’lara karşı 

savunmaya katkıda bulunurlar. CAT, SOD, GSH-Px ve GSH-Rd bunlara örnektir. 

Non-enzimatik antioksidanlardan GSH, vitamin E ve vitamin C, ROS ve RNS’leri 

süpürücü; ürik asit ise plazma, albumin, N-asetilsistein ve melatonindeki 

peroksinitritleri süpürücü olarak işlev görür (63) (Tablo 3). 
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Tablo 3: Antioksidanların sınıflandırılması (64). 
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3.7. Fenolik Fitokimyasallar 

Fenolik bileşenler ya da diğer bir deyişle fenolik fitokimyasallar bitki 

orijinli sekonder metabolitler olup, doğadaki besin kaynaklarının en bol bulunan 

çeşitlerinden biridir. Bu fenolik metabolitler, bitkileri biyolojik ve çevresel strese 

karşı koruyarak işlev görürler. Ayrıca bakteriyel veya fungal enfeksiyon gibi 

patojenik olaylara cevaben de sentezlenirler (65-67).  

Ellajik asit (EA) gibi fitokimyasallar özellikle sebze ve meyvelerin önemli 

bileşenleri olup, sağlık üzerine yararlı etkilerini kanser, karaciğer hastalıkları ve 

vasküler hastalıklar gibi oksidasyon ile ilişkili hastalıklar üzerine gösterirler. 

Fitokimyasalların biyolojik fonksiyonlarını hem doğrudan bir antioksidan gibi 

davranarak hem de hücresel antioksidan enzim sistemlerini uyararak gösterdikleri 

ve bu şekilde oksidatif stresin negatif etkilerine karşı mücadele ettikleri 

düşünülmektedir. Yapılarındaki fenolik halka ve hidroksil bileşenlerinden dolayı 

efektif antioksidanlar gibi fonksiyon görerek serbest elektronları yok edebilirler. 

Elde edilen kanıtlar biyolojik sistemlerde patojenitenin uyarılmasından 

serbest radikal kaynaklı oksidatif stresin önemli derecede sorumlu olduğunu 

düşündürmektedir. Hücresel sistemlerde oksidatif stres için akla gelen ilk 

mekanizma reaktif oksijen türlerinin oluşumudur. Hücrelerde bu reaktif oksijen 

türlerinin hızlıca yok edilmesini sağlayan birçok antioksidan sistemlerinin olduğu 

bilinmektedir. Endojen antioksidan enzimler, GSH ve diğer doku tiyolleri gibi çok 

sayıda endojen antioksidan faktörler, hem proteinleri, koenzim Q, biluribin ve 

üratlar, çeşitli besin içerikleri (ilk olarak vitaminler ve fenolik fitokimyasallar) 

reaktif oksijen türlerine karşı biyolojik koruma sistemlerini oluşturur (68, 69). 
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Fenolik fitokimyasalların oksidatif stres kaynaklı hastalıklar üzerindeki 

etkileri tam olarak aydınlatılmamıştır. Ancak bu hastalıklar üzerindeki pozitif 

etkilerini GSH, askorbat, SOD, CAT kaynaklı antioksidan koruma cevabını 

güçlendirerek gerçekleştirdikleri düşünülmektedir.  

Epidemiyolojik veriler sebze ve meyveden zengin diyetle beslenen 

populasyonlarda kanser, kardiyovasküler hastalıklar ve diyabet gibi kronik 

hastalıkların insidansının daha düşük olduğunu ortaya koymaktadır (70-73). 

3.7.1. Ellajik Asit 

Ellajik asit (2,3,7,8-tetrahydroxy[1]-benzopyranol[5,4,3-cde]benzopyran-

5,10-dione) başta kırmızı meyveler olmak üzere çeşitli bitki türlerinde bulunan 

fenolik bir lakton bileşiğidir (Şekil 7). 1831 yılında Braconnot tarafından 

keşfedilmiştir (74). Moleküler ağırlığı 302.197 g mol-1 olup, oldukça termostabil 

bir moleküldür (75). Bitki hücre duvarlarının ve hücre membranlarının yapısal bir 

bileşeni olarak “ellajitanninler” de denilen suda çözünebilir tanninler biçiminde 

bulunur.  

Ellajitanninler glukozun ellajik asitli esterleridir. Hidroliz oldukları zaman 

EA’yı oluştururlar. Nar, çilek, ahududu, kızılcık ve üzümde EA konsantrasyonu 

oldukça yüksektir (76, 77).  

37 
 



 

Şekil 7:  Ellajik asidin kimyasal yapısı  (78). 

 

3.7.2. Farmakolojik Aktiviteleri 

Yapılan çalışmalarda ellajik asidin kuvvetli antioksidan etkisinin yanı sıra 

antimutajenik (79), antigenotoksik (80,81), antiapoptotik (82–84), 

antikarsinojenik (85), antibakteriyal (86), antiviral (87), antialerjik (88), 

antiinflammatuvar (89, 90), antiatherojenik (91), antidiyabetik (92), antiepileptik 

(93), antidepresan (94), nöroprotektif (95), nefroprotektif (96), kardiyoprotektif 

(97) ve hepatoprotektif aktiviteleri olduğu bildirilmiştir (98). 
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3.7.3. Moleküler Hedefleri 

Ellajik asit vücuttaki etkilerini çoklu yolakların düzenlenmesi ile 

gerçekleştirir: nüklear eritroit-2 bağlantılı faktör-2 (Nrf2) üzerinden antioksidan 

cevabın aktivasyonu, proinflamatuvar ajanların inhibisyonu, bazı büyüme 

faktörlerinin ekpresyonun düzenlenmesi, adhezyon moleküllerinin azaltılması 

(99) (Şekil 8). 

Şekil 8: Ellajik asitin moleküler hedefleri (99). 

3.7.4. Antioksidatif Etkisi 

Ellajik asit reaktif oksijen türlerine karşı süpürücü aktivite gösterir. 

Yapısındaki fonksiyonel dört tane hidroksil ve iki tane lakton grupları sayesinde 

O2 •−, HO•, H2O2 ve ONOO• radikallerini ortadan kaldırabilir (100-102). Ayrıca 

GSH sentaz, glutamat-sistein ligaz katalitik alt ünitesi ve glutamat-sistein ligaz 

düzenleyici alt ünitesinin regülasyonu ile GSH seviyesini arttırır. Bunu yanı sıra 

SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-S-transferaz enzimlerinin oluşumlarını indükler 

(103-105). Bu sayede çeşitli patolojik durumların ana sebeplerinden olan oksidatif 

strese karşı antioksidan cevabı güçlendirerek hücresel koruma sağlar.   
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3.8. Araştırmanın Amacı 

Bu çalışmada tütün dumanı maruziyetinin testis dokusunda oluşturacağı 

hasara karşı ellajik asidin koruyucu etkilerinin TUNEL metodu, spermatolojik 

değerlendirmeler ile histokimyasal, immünohistokimyasal ve biyokimyasal 

yöntemlerle incelenmesi amaçlanmıştır. 
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4. GEREÇ-YÖNTEM 
 
Bu çalışma, Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 

05/02/2014 tarih ve 2014/4 sayılı 42 no’lu kararı gereğince etik yönden uygun 

bulunarak, Fırat Üniversitesi Deneysel Araştırma Merkezi (FÜDAM), Fırat 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı laboratuvarları 

ve Fırat Üniversitesi Veteriner Fakültesi Biyokimya Anabilim Dalı 

laboratuvarında yapıldı.  

Çalışma bütçesinin tamamı Fırat Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinasyon Birimi (FÜBAP)’ nin TF. 14.27 proje no’ lu kararı gereğince 

karşılandı. 

4.1. Deney Hayvanlarının Beslenmeleri ve Barındırılmaları 

Çalışmamızda FÜDAM’dan temin edilen ortalama ağırlığı 200 ± 10 gr 

olan 24 adet 8 haftalık erişkin Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanıldı. Deney 

hayvanları FÜDAM hayvan laboratuvarında 12 saat (07:00-19:00) aydınlık - 12 

saat (19:00- 07:00) karanlık periyodunda, 21±1 ˚C ortam sıcaklığında takip 

edildi. Özel olarak tasarlanmış kafeslerde barındırılan ratlar, Elazığ Yem Sanayi 

A.Ş. Yem Fabrikası’nda özel olarak hazırlanmış pelet yem şeklindeki rat 

yemleriyle beslenerek ad libitum su ve yiyecek alımları sağlandı. Pelet yemlerin 

içeriği tablo 4’de gösterilmiştir.  

Yemler için çelik kaplar, su için ise paslanmaz çelik bilyeli cam 

biberonlar kullanıldı.  
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Tablo 4: Ratlara verilen pelet yemin bileşimi. 

Madde adı (%) Miktarı  

Buğday 15 

Mısır 10 

Arpa 27 

Kepek 8 

Soya 29,4 

Balık unu 8 

Tuz 0,6 

Kavimix VM23-Z 0,2 

Methionin* 0,2 

DCP** 1,6 

* 1 gramında: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg B1, 2,4 mg B2, 1,2 mg B6, 
0,006 mg B12 vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth., 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 
mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur.   
** % 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan oluşur. 

 

4.2. Deney Gruplarının Oluşturulması  

24 adet rat deney başlangıcında ilk tartımları yapıldıktan sonra her grupta 

6 adet rat olacak şekilde rastgele 4 gruba ayrıldı. 

Kontrol grubu (Grup I) : Bu gruptaki ratlara deney süresi olan 12 hafta 

boyunca herhangi bir işlem uygulanmadı.  

Tütün dumanına maruz bırakılan grup (Grup II) : Bu gruptaki ratlar, 

deney için özel olarak tasarlanmış cam kafes içerisinde günde 2 defa 1’er saat 

tütün dumanına maruz bırakıldı. 
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Tütün dumanına maruz bırakılan + Mısırözü yağı grubu (Grup III) : 

Bu gruptaki ratlara, tütün dumanına ilaveten ellajik asidi çözmede kullanılan 

miktarda mısırözü yağı, gün aşırı oral gavaj yoluyla verildi.  

Tütün dumanına maruz bırakılan + EA grubu (Grup IV) : Bu 

gruptaki ratlara, tütün dumanına ilaveten gün aşırı 12 mg/kg dozunda mısırözü 

yağında çözdürülmüş EA (A15722 Lot: 10176718, Ellagic acid hydrate, Alfa 

Aesar, Germany) oral gavaj yoluyla verildi. 

Deney süresi boyunca tüm ratlar, her hafta düzenli olarak tartılarak olası 

kilo değişimleri takip edildi. Ayrıca FÜDAM’daki deney hayvanları ünitesinde 

bulunan diğer çalışmalara ait deney hayvanlarının duman kokusundan 

etkilenmemesi için tütün dumanına maruz bırakılan ratlar, ayrı bir odada 

barındırıldılar.  

4.3. Deney düzeneği ve tütün dumanının verilmesi 

Ratların tütün dumanına maruz bırakılması için, 150x50x50 boyutlarında 

kapağı üstten açılabilir şekilde özel bir cam kafes dizayn edildi. 10 gramlık 

tütünün yanması ile ortaya çıkan duman akvaryum hava pompası (AP-001 

XİLONG Aquarium Air Pump, China) aracılığıyla cam kafes içerisine verildi.  

Tütün dumanı verilecek her bir gruba ait ratlar, ayrı kafeslerde olacak 

biçimde bu düzenek aracılığıyla deney süresi boyunca her gün eşit miktarda 

dumana maruz bırakıldılar (Şekil 9). 
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Şekil 9: Deney hayvanlarının tütün dumanına maruz bırakılma düzeneği.  

 

4.4. Doku Örneklerinin Alınması 

12 haftalık deney süresi sonunda tüm gruplardaki ratlar intraperitoneal 

olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) anestezisi altında 

dekapite edildi. Ratların testis, seminal vezikül, prostat bezi ile epididimis 

dokuları hızla çıkarıldı histolojik analizler için bouin solüsyonuna alındı. 

Biyokimyasal analizler için ratlardan kan örneği ile testis dokusu alındı. Doku 

örnekleri ve kandan elde edilen serum daha sonra çalışılmak üzere -20 0C’de 

saklandı.  
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4.5. Vücut ve Organ Ağırlıklarının Ölçülmesi 

  12 haftalık deney süresi sonunda ratlar dekapite edildikten sonra testisler, 

epididimisler, seminal vezikül ile prostat bezi çıkarılarak çevre yağ dokularından 

arındırıldıktan sonra tartıldı. Testislere ait rölatif ağırlık hesaplandı.  

4.6. Semen Analizi 

4.6.1. Sperm Yoğunluğu 

Sağ kauda epididimis petri kabı içerisinde 1 ml serum fizyolojik (%0,9’luk 

NaCl) ile bistüri yardımıyla parçalandı. Parçacıklar 2 dakika boyunca bir pensle 

iyice ezildi. Epididimisteki bütün spermatozoonların serum fizyolojiye geçmesi 

için oda sıcaklığında 4 saat inkubasyona bırakıldı. Bekleme süresini takiben 

spermatozoon içeren sıvı alyuvar pipetinin 0.5 çizgisine kadar; 5g sodyum 

bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin ve 100 ml distile su içeren solüsyon da 

101 çizgisine kadar çekildi. Böylece spermatozoon içeren sıvı 1:200 oranında 

sulandırılmış oldu.  

 Yaklaşık 10 µl sulandırılmış sıvı önceden lamel yapıştırılmış Neubauer 

lamının her iki sayım (toplam 400 küçük kare, 0.1 mm3 hacim) alanına lamelin 

kenarına pipetin ucu değdirilerek yerleştirildi. Neubauer lamı ışık mikroskobuna 

yerleştirilip 5 dakika beklenerek solüsyon içerisindeki spermatozoonların tüm 

alana homojen bir şekilde dağılması sağlandı. Her iki sayım alanındaki tüm 

karelere düşen spermatozoonlar ışık mikroskobunda x200’lük büyütmede sayıldı. 
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4.6.2. Sperm Motilitesi 

Motilite ölçümünde kullanılacak lam, ısıtma tablası üzerine yerleştirilerek 

sıcaklığının 37 0C’ye ulaşması sağlandı. Isıtılan lama birkaç damla Tris tamponu 

[Tris (hidroksimetil) aminometan (3.63 g), glukoz (0.50 g), sitrik asit (1.99 g) ve 

distile su (100 ml)] damlatıldı. Sol kauda epididimise bistüri yardımıyla birkaç 

defa kesi atıldı. Kesi bölgelerinden çıkan ve spermatozoon içeren sıvı Tris 

tamponu üzerine damlatılıp lamel yardımıyla karıştırılarak homojen bir hal alması 

sağlandı. Motilite hesaplaması, sol kauda epididimisten alınan bir damla 

süspansiyon için 3 farklı saha incelenip ortalamaları alınarak yapıldı. 

4.7. Histolojik Değerlendirmeler 

Testis dokuları bouin solüsyonunda yaklaşık 8 saat boyunca tespit 

edildikten sonra sırasıyla % 50’lik, % 60’lık ve % 70’lik etil alkol 

solüsyonlarında yıkandı. Yıkanan dokular rutin histolojik takip serilerinden 

(Tablo 5) geçirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatılıp 

parafine ( P3558-1kg Sigma-Aldrich Paraplast Embedding Media, U.S.A) 

gömüldü. Parafin bloklardan 5-6 µm kalınlığında kesitler rodajlı ve polilizinli 

lamlara alındı. Hazırlanan preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyası, 

Periyodik Asit Schiff (PAS) boyası ve Masson’un üçlü boyası ile boyandı. Işık 

mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenip fotoğraflandı. 
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Tablo 5: Histolojik takip işlem basamakları. 

 

 

SIRA İŞLEM SÜRE 

1 % 70 Alkol 2 saat 

2 % 80 Alkol 1.5 saat 

3 % 96 Alkol 30 dakika 

4 % 96 Alkol 30 dakika 

5 % 100 Alkol 30 dakika 

6 % 100 Alkol 30 dakika 

7 Alkol + Ksilol 15 dakika 

8 Ksilol I 10 dakika 

9 Ksilol II 20 dakika 

10 Yumuşak parafin + Ksilol 45 dakika 

11 Yumuşak parafin 1 saat 

12 Yumuşak parafin – Sert parafin 1.5 saat 

13 Sert Parafin 3 saat 

14 Gömme  
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4.8. TUNEL Metodu 

Soğutulan parafin bloklardan 5-6 μm kalınlığında kesitler polilizinli 

lamlara alındı. Pozitif kontrol için meme dokusu kullanıldı. Negatif kontrol için 

doku üzerine Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanılarak diğer basamaklarda 

herhangi bir değişiklik yapılmadı. 

Kit içeriğinde belirtilen  (Lot No: 2470976, ApopTag Plus Peroxidase In 

Situ Apoptosis Detection Kit, Millipore) ve Tablo 6’ de gösterilen terminal 

deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate 

(dUTP)-biotin nick end-labeling (TUNEL) boyama işlemleri uygulanarak 

apoptozise giden hücreler belirlendi.  

Hazırlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek 

değerlendirildi ve fotoğraflandı. Değerlendirmede Harris hematoksilen ile 

maviye boyanmış çekirdekler normal, kahverengi çekirdek boyaması gösteren 

hücreler ise apoptotik hücreler olarak kabul edildi.  

Kesitlerde 10'luk büyütmede rastgele seçilen alanlarda, normal ve 

apoptotik en az 500 hücre sayıldı. Apoptotik hücrelerin, toplam (normal + 

apoptotik) hücrelere oranlanması ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak 

istatistiksel analizleri yapıldı.  
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Tablo 6: TUNEL boyaması işlem basamakları. 

 

SIRA İŞLEM  SÜRE 

1 60ºC etüv Bir gece 

2 Ksilol 3x15 dakika 

3 % 100, % 96, % 80,  % 70 etil alkol 3’er dakika 

4 PBS ( phosphate buffered saline) 5 dakika 

5 Kesitlerin çevreleri sınırlayıcı kalem ile çizilir.  

6 1:500 dilüsyondaki Protinaz K solüsyonu 7 dakika 

7 PBS  3x5 dakika 

8 Endojen peroksit blokajı (%3 H2O2) 5 dakika 

9 PBS 3x5 dakika 

10 Equilibration tampon solüsyonu 6 dakika 

11 Çalışma solüsyonu (% 70 µl Reaction Buffer + % 30 
TdT Enzyme) 

60 dakika 

12 Stop/Wash Buffer ( 2 ml ) + Distile su (68 ml) oda 
sıcaklığında 

10 dakika 

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika 

14 PBS 3x5 dakika 

15 DAB Dilution Buffer ( 600 µl)  + DAB Substrate (12  µl ) 5-10 dakika 

16 PBS 3x5 dakika 

17 Distile su 5 dakika 

18 Harris hematoksilen 1-5 dakika 

19 Distile su 5 dakika 

20 Uygun kapatma solüsyunu ile kapatma.  
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4.9. İmmunohistokimyasal Değerlendirme 

Testis dokusunda eNOS immünreaktivitesinin belirlenmesi için Avidin-

Biotin-Peroksidaz Kompleksi yöntemi uygulandı. (Tablo 7). 

Polilizinli lamlara soğutulmuş parafin bloklardan 5-6 µm kalınlığında 

kesitler alındı. Ksilol ile deparafinizasyon ve şeffaflaştırma işleminden sonra 

dokular azalan dereceli alkol serilerinden geçirilip antigen retrieval için sitrat 

tampon solüsyonunda pH: 6’da mikrodalga fırında (750W) 12 dakika kaynatıldı. 

Endojen peroksidaz aktivitesini önlemek için H2O2 bloker (TA-125-HP Lot No: 

HP18180, Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific ) ile muamele edildi. 

Zemin boyasını engellemek için 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Ultra V 

Block, Thermo Scientific) solüsyonu uygulamasından sonra primer antikor 

(PA1712-1 Lot No: 01714jd011231, Polyclonal Anti-NOS3Antibody, Boster 

Immunoleader) damlatılan dokular 60 dakika inkübe edildi. İnkübasyondan sonra 

dokular, PBS (P4417-100TAB, Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich) ile 

yıkandı. 30 dakika nemli ve karanlık ortamda oda ısısında sekonder antikor (TP–

060-BN, Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG),  Thermo 

Scientific) ile inkübe edildi. PBS ile yıkanan dokular Horse Radish Peroksidaz (HRP) 

(TS-060-HR, Streptavidin Peroxidase, Thermo Scientific,) enzimi ile 30 dakika 

nemli ortamda oda ısısında inkübe edildikten sonra PBS içerisine alındı. 
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Tablo 7: İmmünohistokimyasal boyama prosedürü. 

SIRA İŞLEM SÜRE 

1 Ksilol I 10 dakika 

2 Ksilol II 10 dakika 

3 Ksilol III 10 dakika 

4 % 100 Alkol                       10 dakika 

5 % 96 Alkol                       10 dakika 

6 % 80 Alkol                       10 dakika 

7 Distile su   5 dakika 

8 Mikrodalga 7+5 dakika 

9 Oda ısısında soğutma 20 dakika 

10 PBS 3x5 dakika 

11 H2O2 10 dakika 

12 PBS    3x5 dakika 

13 UV blok 5 dakika 

14 Primer antikor 60 dakika 

15 PBS 3x5 dakika 

16 Sekonder antikor      30 dakika 

17 PBS    3x5 dakika 

18 Streptavidin Peroksidaz 20 dakika 

19 PBS    3x5 dakika 

20 AEC 5 dakika 

21 Distile su                                                          5 dakika 

22 Mayer’s hematoksilen 10 saniye 

23 Çeşme suyu 5 dakika 

24 Özel kapatma maddesi ile 
kapatma 
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Dokulara AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) substrat solüsyonu (TA-060-

HA, AEC Substrate System, Thermo Scientific ) damlatıldı. Reaksiyon ışık 

mikroskobunda görüntü sinyali alındıktan sonra bütün dokularda eş zamanlı 

olarak distile su ile sonlandırıldı. Mayer’s hematoksilen ile zıt boyaması yapıldı. 

Distile su ile yıkanan preparatlar kapatma solüsyonu (Large Volume Vision 

Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA)  ile kapatıldı.  

Negatif kontrol olarak kullanılan dokularda ise primer antikor yerine PBS 

kullanıldı, diğer basamaklarda herhangi bir değişiklik yapılmadı. Hazırlanan 

preparatlar ışık mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenerek değerlendirildi 

ve fotoğraflandı. 

İmmünohistokimyasal boyanmanın değerlendirilmesinde; 

immünreaktivitenin yaygınlığı (0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-

100) ve şiddeti (0: yok, +0.5: çok az, +1: az, +2: orta, +3: şiddetli) esas alınarak 

histoskor oluşturuldu (Histoskor= yaygınlık x şiddet). 

 

4.10. Biyokimyasal Analizler   

Dekapitasyondan hemen sonra eksize edilen testis dokuları serum 

fizyolojik ile yıkanıp -20 0C’de çalışma gününe kadar muhafaza edildi. 

Çözdürülen doku örnekleri % 1.15’lik KCl ile 1:10 oranında (ağırlık/hacim) 

sulandırılıp homojenize edildikten sonra, 3500 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. 

GSH-Px aktivitesinin saptanması için ise homojenize edilen doku örnekleri 11000 

rpm’de 20 dakika santrifüj edildi.  Elde edilen süpernatantlarda MDA, CAT ve 

GSH-Px aktivitesi tayini aşağıda belirtilen yöntemlere göre yapıldı. 
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4.10.1. Testis dokusunda malondialdehit düzeyinin tayini 

Dokuda MDA tayini Placer metoduna göre yapıldı (106). Bu metodun 

temeli lipit peroksidasyonu sonucu oluşan aldehit ürünlerinden biri olan MDA ile 

tiobarbitürik asit (TBA)’in reaksiyonuna dayanmaktadır. Reaksiyon sonucunda 

pembe renkli bir kompleks oluşmakta ve çözeltinin absorbansı 532 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçülerek lipit peroksidasyonunun derecesi 

saptanmaktadır.   

4.10.2. Testis dokusunda katalaz aktivitesinin tayini 

Dokuda CAT aktivitesinin ölçümü Aebi metoduna göre yapıldı (107). Bu 

yöntemde H2O2’nin CAT tarafından iki molekül su ve bir molekül oksijene yıkım 

hızı 240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülür.  

4.10.3. Testis dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini 

Dokularda GSH-Px aktivitesi ölçümü için Beutler metodu kullanıldı (108). 

GSH-Px, GSH’ın okside glutatyona (GSSG) oksidasyonunu H2O2 kullanarak 

katalizler. GSSG oluşum hızı GSH-Rd reaksiyonu aracılığıyla ölçülür. Reaksiyon 

ortamındaki t-butilhidroperoksidin (enzim ölçümlerinde en uygun peroksid 

substratıdır) her bir molekülünün redüksiyonu için 1 mol GSSG oluşur. GSSG’nın 

GSH’a redüksiyonu ise GSH-Rd enziminin katalizlediği reaksiyonla gerçekleşir. 

Bu reaksiyonda GSSG’nin her bir molünün redüksiyonu için 1 mol Nikotinamid 

Adenin Dinükleotid Fosfat- Hidrojen (NADPH) okside olur. GSH-Px aktivitesi de 

NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’deki sistemin 

optik dansitesindeki düşüşten hesaplanır. 
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4.11. İstatistiksel Analiz 

Tüm istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical Package for Social 

Sciences) paket programında yapıldı. Veriler ortalama ± standart sapma değerleri 

olarak sunuldu. p<0.05 değeri anlamlı olarak kabul edildi.  

Normal dağılım gösteren çoklu grupların aralarındaki farklılıkları test 

etmek için Tek Yönlü Varyans Analizi (ANOVA) uygulandı. İkili karşılaştırmalar 

için ise Post-hoc Tukey testi kullanıldı.  
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5. BULGULAR 

5.1. Vücut Ağırlık Değişim Yüzdesi 

Deney boyunca düzenli yapılan tartımlar sonunda tüm gruplardaki ratların 

ortalama vücut ağırlık değişim yüzdeleri hesaplandı (Şekil 10).  

 Tütün dumanı ve tütün dumanı + mısırözü yağı gruplarındaki ratların 

ortalama vücut ağırlık değişim yüzdesinde, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş gözlendi (p<0.05). Tütün dumanı + EA grubu 

ile diğer gruplar arasındaki fark ise istatistiksel açıdan anlamsız bulundu (p>0.05). 

 

Şekil 10: Vücut ağırlık değişim yüzdesi. Değerler ortalama olarak verilmiştir.  

 

5.2. Üreme organları ağırlıkları 

Sağ ve sol testis ağırlıkları açısından tütün dumanı + EA grubunda hem 

kontrol grubuna hem de tütün dumanı grubuna kıyasla istatiksel açıdan anlamlı bir 

artış gözlendi (p<0,05). Epididimis, prostat bezi ve seminal vezikül ağırlıklarında 

gruplar arası istatistiksel bir farklılık olmadığı tespit edildi (p>0,05) (Tablo 8). 
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Tablo 8: Üreme organ ağırlıkları (gr). 

Değerler; ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  
aKontrol grubuna göre karşılaştırıldığında,  
bTütün dumanı grubuna göre karşılaştırıldığında,  (p<0.05). 
 

5.3. Rölatif testis ağırlığı 

 Tütün dumanı + EA grubundaki ratların rölatif testis ağırlıkları kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir artış bulundu (p<0.05). 

Diğer gruplar arasında rölatif testis ağırlığı açısından önemli bir fark bulunmadı 

(p>0.05) (Şekil 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 11: Rölatif testis ağırlığı (gr). Değerler ortalama olarak verilmiştir.  

Gruplar 

 

Sağ testis  Sol testis Sol 
epididimis 

Sağ 
epididimis 

Prostat bezi  Seminal 
vezikül  

Kontrol 
grubu 

1.22±0.11 1.24±0.13 0.54±0.07 0.49±0.02 0.61±0.13 1.12±0.33 

Tütün 
dumanı 
grubu 
 

1.32±0.10 1.33±0.12 0.51±0.04 0.48±0.04 0.53±0.14 1.07±0.05 

Tütün 
dumanı + 
Mısırözü yağı 
grubu 
 

1.33±0.09 1.35±0.09 0.47±0.05 0.46±0.03 0.47±0.11 0.91±0.18 

Tütün 
dumanı + EA 
grubu 
 

1.57±0.11
a,b

 1.57±0.09
a
 0.57±0.05 0.55±0.08 0.62±0.14 1.13±0.30 
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5.4. Semen analizi  

Sperm yoğunluğu ve sperm motilitesi değerlerinin gruplar arasındaki farkı 

istatistiksel açıdan önemli bulunmadı (p>0,05). Tütün dumanı uygulamasının 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anormal sperm miktarı anlamlı biçimde 

arttırdığı tespit edildi (p<0,05). EA uygulamasının ise anormal sperm miktarını 

kontrol grubuna ve tütün dumanı grubuna kıyasla ciddi anlamda düşürdüğü tespit 

edildi (p<0,05) (Tablo 9). 

Tablo 9: Semen parametreleri. 

Gruplar Sperm yoğunluğu 
(x106 sperm/caudo 1ml-1) 

Sperm 
motilitesi (%) 

Anormal sperm 
miktarı (%) 

Kontrol grubu 44.25±6.13 62.50±9.58 5.75±0.95 

Tütün dumanı grubu 42.50±7.50 60.00±8.16 7.50±1.25a 

Tütün dumanı + 
Mısırözü yağı grubu 

41.50±9.57 60.00±8.16 6.25±0.50 

Tütün dumanı + EA 
grubu 

45.50±9.84 62.500±5.77 3.50±1.29a,b 

Değerler ortalama± standart sapma olarak verilmiştir.  
aKontrol grubuna göre karşılaştırıldığında,  
bTütün dumanı grubuna göre karşılaştırıldığında,  (p<0.05). 
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Şekil 12: Tüm gruplara ait sperm görüntüleri. x200. 

 

5.6. Histolojik Değerlendirmeler 

Kontrol grubuna (grup I) ait ratların testis dokuları incelendiğinde 

seminifer tübüllerin germinal epiteli ile bazal membranları ve interstisyel alan 

normal yapıda izlendi (Şekil 13-15).  

12 hafta boyunca tütün dumanına maruz bırakılan grup II’ ye ait kesitlerde 

seminifer tübül germinal epitelinde önemli derecede dejenerasyon, vasküler 

konjesyon, atrofik tübüller, interstisyel alanda ödem, çok sayıda seminifer tübülün 

bazal membranlarında ayrılmalar ve bazı tübüllerin lümenlerine dökülmüş 

immatür hücreler tespit edildi (Şekil 16-19). 
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Tütün dumanı + mısırözü yağı uygulanan grup III’ e ait kesitlerde ise 

yalnızca tütün dumanına maruz bırakılan grup II ile benzer bulgulara rastlandı 

(Şekil 20-22). 

Tütün dumanı ile birlikte EA uygulanan grup IV’ te ise kontrol grubuna 

benzer şekilde normal görünümlü seminifer tübül germinal epiteli ve normal 

spermatogenez izlendi. Germinal epitel dejenerasyonunda, vasküler konjesyonda, 

interstisyel ödemde belirgin iyileşme ve seminifer tübül bazal membranlarındaki 

ayrılmalarda azalma gözlendi (Şekil 23-25). 

Tüm gruplardaki ratlara ait kesitler incelenerek bu bulgulara göre histoskor 

çıkarıldı (Tablo 10). Değerler ortalama ± standart sapma olarak verildi. Kontrol 

grubu ve tütün dumanı grubu ile kıyaslanarak istatistiksel açıdan anlamlı bulunan 

değerler işaretlendi. 

Tablo 10: Histolojik değerlendirmelere ait histoskor tablosu. 

Değerler ortalama± standart sapma olarak verilmiştir.  
aKontrol grubuna göre karşılaştırıldığında,  
bTütün dumanı grubuna göre karşılaştırıldığında,  (p<0.05). 

 

Gruplar  Konjesyon Seminifer tübül 
dejenerasyonu 

Lümene 
dökülen 
hücre 

Lümendeki 
sperm 
yoğunluğu 

Bazal 
membran 
ayrılması 

Atrofik tübül İntersitisyel 
ödem 

Kontrol 
grubu 

0,50±0,50 
 

0,25±0,50 
 

0,00±0,00 
 

2,75±0,50 0,00±0,00 0,00±0,00 0,25±0,50 

Tütün 
dumanı 
grubu 

2,50±0,57
a
 

 
3,00±0,00

a
 

 
2,00±0,81

a
 

 
1,00±0,00

a
 2,00±0,00

a
 2,25±0,50

a
 2,50±0,57

a
 

Tütün 
dumanı + 
Mısırözü 
yağı 
grubu 
 

2,00±0,81
a 2,50±0,57

a
 2,00±0,81

a
 1,25±0,50

a
 1,75±0,81

a 2,00±0,81
a
 2,25±0,50

a
 

Tütün 
dumanı + 
EA grubu  
 

1,50±0,57 
 

   0,25±0,50
b
 

 

0,75±0,50 
 

2,50±0,57
b
 0,25±0,50

b
 1,00±0,57

b 1,00±0,81
b
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Şekil 13: Kontrol grubu. Normal görünümlü seminifer tübül germinal epiteli (↔), interstisyel alan 
(⇒) ve normal spermatogenez (     ). H&E x200.   

Şekil 14: Kontrol grubu. Normal görünümlü seminifer tübül germinal epiteli (↔),  bazal 
membranı (     ) ve interstisyel alan (⇒) ve normal spermatogenez (     ). PAS x200. 
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Şekil 15: Kontrol grubu. Normal histolojik görünümlü seminifer tübül germinal epiteli ve bazal 
membranı (↔), interstisyel alan (⇒) ve normal spermatogenez (    ). Masson’un üçlü boyası x200. 

Şekil 16: Tütün dumanı grubu. Seminifer tübül lümenine dökülmüş immatür hücreler (↓), atrofik 
tübül (    ), interstisyel alanda ödem (∆) ve seminifer tübül germinal epitelinde dejenerasyon (⇒). 
H&E x200. 
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Şekil 17: Tütün dumanı grubu. Seminifer tübül bazal membranında ayrılmalar (→), vasküler 
konjesyon (◊) H&E x200. 

Şekil 18: Tütün dumanı grubu. Seminifer tübül bazal membranında ayrılmalar (→) ve interstisyel 
alanda ödem (∆). PAS x200. 
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Şekil 19: Tütün dumanı grubu. Seminifer tübül germinal epitelinde dejenerasyon (⇒), vasküler 
konjesyon (∆) ve interstisyel alanda ödem (→). Masson’un üçlü boyası x200. 

Şekil 20: Tütün dumanı + mısırözü yağı grubu. Seminifer tübül lümenine dökülmüş immatür 
hücreler (     ) ve seminifer tübül germinal epitelinde dejenerasyon (⇒). H&E x200. 
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Şekil 21: Tütün dumanı + mısırözü yağı grubu. Seminifer tübül lümenine dökülmüş immatür 
hücreler (    ) ve seminifer tübül germinal epitelinde dejenerasyon (↔). PAS x200. 

Şekil 22: Tütün dumanı + mısırözü yağı grubu. Vasküler konjesyon (∆) ve seminifer tübül 
germinal epitelinde dejenerasyon (⇒). Masson’un üçlü boyası x200. 
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Şekil 23: Tütün dumanı + EA grubu. Normal görünümlü seminifer tübül germinal epiteli (↔) ve 
normal spermatogenez (    ) H&E x200. 

 

Şekil 24: Tütün dumanı + EA grubu. Normal görünümlü seminifer tübül bazal membranı (→),  
seminifer tübül germinal epiteli (⇒) ve vasküler konjesyonda azalma (∆). PAS x200. 
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Şekil 25: Tütün dumanı + EA grubu. Normal görünümlü seminifer tübül bazal membranı (→) ve 
normal spermatogenez (    ). Masson’un üçlü boyası x200. 

 

5.7. TUNEL Bulguları 

Apoptotik hücrelerin belirlenmesi için yapılan TUNEL boyamanın ışık 

mikroskobu altında incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifliği testis dokusunda 

spermatogenik seri hücrelerinde gözlendi. TUNEL pozitifliği; kontrol grubu 

(Şekil 26) ve tütün dumanı + EA grubunda (Şekil 29) benzerdi. Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında tütün dumanı grubunda anlamlı bir artış vardı (p<0.05) (Şekil 

27). Tütün dumanı grubu ile kıyaslandığında tütün dumanı + mısırözü yağı 

grubunda ise anlamlı bir değişiklik gözlenmedi (p>0.05) (Şekil 28). Pozitif 

kontrol için rat meme dokusu kullanıldı (Şekil 30). Negatif kontrolde ise TUNEL 

pozitifliğine rastlanmadı (Şekil 31). (Tablo 11).  
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Tablo 11: Apoptotik indeks (%). 

GRUPLAR APOPTOTİK İNDEKS (%) 

Kontrol grubu 1.16 ± 0.40 

Tütün dumanı grubu  4.83 ± 0.98a 

Tütün dumanı + Mısırözü yağı grubu 4.50 ± 0.83a 

Tütün dumanı + EA grubu 1.85 ± 0.69b 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  

aKontrol grubuna göre karşılaştırıldığında,  

bTütün dumanı grubuna göre karşılaştırıldığında,  (p<0.05). 

 

Şekil 26: Kontrol grubu. TUNEL pozitif hücre (→). x400 
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Şekil 27: Tütün dumanı grubu. TUNEL pozitif hücre (→). x400. 

Şekil 28: Tütün dumanı + mısırözü yağı grubu. TUNEL pozitif hücre (→). x400. 
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Şekil 29: Tütün dumanı + EA grubu. Az sayıda TUNEL pozitif hücre (→). x400. 

Şekil 30: Pozitif kontrol rat meme dokusu. TUNEL pozitif hücre (→). x400. 

 

69 
 



Şekil 31: Negatif kontrol. TUNEL. x100. 

5.8. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz  (eNOS) İmmünreaktivitesi 

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz immünreaktivitesi için yapılan 

immünohistokimyasal boyamanın ışık mikroskobu altında incelenmesi sonucu; 

eNOS immünreaktivitesi testis dokusunda interstisyel alanda görüldü. eNOS 

immünreaktivitesi kontrol grubunda (Şekil 32) ve tütün dumanı + EA (Şekil 35) 

grubunda benzerdi.  Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında tütün dumanı grubunda 

anlamlı bir artış vardı (p<0.05) (Şekil 33). Tütün dumanı grubu ile 

kıyaslandığında tütün dumanı + mısırözü yağı grubunda ise istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark bulunmadı (p>0.05) (Şekil 34).  Negatif kontrolde ise eNOS 

immünreaktivitesine rastlanmadı (Şekil 36).  (Tablo 12).  
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Tablo 12: eNOS immünreaktivitesi. 
GRUPLAR HİSTOSKOR (yaygınlık x şiddet) 

Kontrol grubu 0.28± 0.07 

 Tütün dumanı grubu  1.60±0.31a 

Tütün dumanı + Mısırözü yağı grubu 1.45± 0.35 a 

Tütün dumanı + EA grubu 0.28± 0.18 b 

Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir.  

aKontrol grubuna göre karşılaştırıldığında,  

bTütün dumanı grubuna göre karşılaştırıldığında,  (p<0.05). 

 

Şekil 32: Kontrol grubu. İnterstisyel alanda eNOS immünreaktivitesi (→). x400. 
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Şekil 33: Tütün dumanı grubu. İnterstisyel alanda artmış eNOS immünreaktivitesi (→). x400. 

 

Şekil 34: Tütün dumanı + mısırözü yağı grubu. İnterstisyel alanda artmış eNOS immünreaktivitesi 
(→). x400. 
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Şekil 35: Tütün dumanı + EA grubu. İnterstisyel alanda eNOS immünreaktivitesi (→). x400. 

 

Şekil 36: Negatif kontrol. x100. 
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5.9. Biyokimyasal Analizler 

Grupların testis dokusu MDA düzeyleri ile GSH-Px ve CAT aktiviteleri 

Tablo 9’da verilmiştir. Yapılan değerlendirmelerde lipid peroksidasyonunun 

göstergesi olan MDA düzeylerinin tütün dumanı ve tütün dumanı + mısırözü yağı 

gruplarında kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde arttığı belirlendi (p<0.001). Tütün dumanı + EA grubunda ise tütün 

dumanı ve tütün dumanı + mısırözü yağı gruplarına göre anlamlı düzeyde 

azalarak kontrol grubuna yakın düzeylerde olduğu saptandı (p<0.001).  

Bununla birlikte antioksidan savunma sisteminin enzimlerinden olan CAT 

ve GSH-Px enzim aktivitelerinin; kontrol grubuna göre tütün dumanı ve tütün 

dumanı + mısırözü yağı gruplarında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azaldığı 

bulundu (p<0.001). Hem CAT hem de GSH-Px aktivitelerinin tütün dumanı + EA 

grubunda tütün dumanı + mısırözü yağı gruplarına göre istatistiksel olarak önemli 

düzeyde arttığı tespit edildi (p<0.001). Kontrol grubu ile tütün dumanı + EA 

grubu arasında CAT ve GSH-Px aktiviteleri açısından istatistiksel açıdan anlamlı 

bir farklılık tespit edilemedi (p>0.05).  
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Tablo 13: Grupların testis dokusu MDA, CAT, GSH-Px düzeyleri. 

 
Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. a:Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında,           
b: Tütün dumanı grubu ile karşılaştırıldığında (p < 0.001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GRUPLAR  MDA  
(nmol/g doku) 

CAT  
(k/g protein) 

GSH-Px 
(U/g protein) 

Kontrol grubu 14,030 ± 0,857b 20,404 ± 0,922 b 107,395 ± 6,763 b 

Tütün dumanı grubu 21,864 ± 1,246a 13,130 ± 1,614 a 71,127   ± 5,696 a 

Tütün dumanı + mısırözü 
yağı grubu 

21,409 ± 0,965a 12,446 ± 2,734 a 64,828   ± 5,613 a 

Tütün dumanı + EA 
grubu 

14,742 ± 1,544b 19,880 ± 1,495 b 109,429 ± 15,691 b 

p değeri p < 0.001 p < 0.001 p< 0.001 
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6. TARTIŞMA 

Tütün kullanımı, ciddi anlamda birçok sağlık sorununa yol açan, tedavi 

edilebilir hastalık ve ölüm sebepleri arasında ilk sırada yer alan risk faktörüdür. 

Tütün dumanına maruz kalanların normal yaşam süresinin kısaldığı ve ölüm 

yaşının düştüğü bilinmektedir. Dünya genelinde her 10 ölümden birinin nedeni 

tütün kullanımına bağlı olarak ortaya çıkan hastalıklardır (23). Tütün kullanımının 

solunum sistemi, kardiyovasküler sistem, üreme sistemi ve gastrointestinal 

sistemler üzerinde olumsuz etkileri olduğu bildirilmiştir (109).  

Erkek infertilitesi insanoğlunun günümüzdeki en büyük sağlık 

problemlerinden biridir. Dolayısıyla bu konunun aydınlatılması amacıyla sürekli 

yeni bilimsel araştırmalar yapılmaktadır.  

Tütün dumanına maruz bırakılan deney hayvanlarının vücut ağırlıklarında 

düşüş olduğu daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir (110, 111). Çalışmamızda 

da bu sonuçlarla uyumlu olarak tütün dumanına maruz kalan hayvanların vücut 

ağırlığı değişim yüzdelerinde azalma bulunmuştur. 

Yamamoto ve arkadaşlarının Wistar cinsi ratlar üzerinde yapmış oldukları 

bir çalışmada tütün dumanına maruz kalmanın sperm miktarını, motilitesini ve 

fertilizasyon kapasitesini azalttığı bildirilmiştir (112). Bir başka çalışmada ise 10 

hafta boyunca sigara dumanına maruz bırakılan erkek farelerin epididimal 

spermatozoon sayısında azalma ve kuyruksuz sperm anomalisinde artış tespit 

edilmiştir (111).  Kapawa ve arkadaşlarının yapmış oldukları bir çalışmada ise 

Wistar cinsi ratlarda 10 haftalık tütün maruziyetinin hareketli sperm yüzdesinde 

ve motilitede azalmaya neden olduğu rapor edilmiştir (113).  
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Bizim yaptığımız sperm analizlerinde ise sperm yoğunluğu ve sperm 

motilitesi değerlerinin gruplar arasındaki farkı istatistiksel açıdan anlamsız olarak 

belirlendi. Ancak literatürle paralel olarak tütün dumanı uygulamasının anormal 

sperm miktarını anlamlı bir biçimde arttırdığı tespit edildi. 

60 gün boyunca günde 2 saat sigara dumanına maruz bırakılan Wistar cinsi 

ratlara ait testis dokularının elektron mikroskobu altında incelenmesi sonucu 

spermatogenetik seri hücrelerinde önemli derecede dejenerasyon ve belirgin 

ayrılmalar gözlendiği, germinatif epitel bütünlüğünün ise zarar gördüğü 

bildirilmiştir (114). 13 hafta boyunca günde 24 dakika sigara dumanına maruz 

bırakılan Spraque-Dawley cinsi ratların testis dokuları incelendiğinde; seminifer 

tübül çaplarında, germinal epitel yüksekliğinde, Leydig ve spermatogenik seri 

hücrelerinin sayılarında azalma olduğu rapor edilmiştir (115). La Maestra ve 

arkadaşlarının yapmış oldukları bir çalışmada ise 10 hafta boyunca günde 3 saat 

sigara dumanına maruz bırakılan erkek farelerin testislerindeki seminifer 

tübüllerde dejenerasyon ve atrofi, seminifer tübül germinatif epitelinde incelme, 

interstisyel alanda ödem ve Leydig hücrelerinin sayısında azalma tespit edilmiştir 

(111).  

Bizim çalışmamızda da literatürdeki bu bulgulara paralel olarak 12 hafta 

boyunca günde 2 saat tütün dumanına maruz bırakılan gruptaki ratlara ait 

kesitlerde seminifer tübül germinal epitelinde önemli derecede dejenerasyon, çok 

sayıda seminifer tübülün bazal membranlarında ayrılmalar, vasküler konjesyonda 

artış, atrofik tübüller ve interstisyel alanda ödem tespit edildi.  

Dokuda fizyolojik ortamın korunmasında, canlılığın devamlılığında ve 

bozulmuş fonksiyonlu hücrelerin ortadan kaldırılmasında etkin olan 
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programlanmış hücre ölümü apoptozis, testiküler dokuda da sık gerçekleşen bir 

olaydır. Spermatogenezis; spermatogonyumlardan hücre bölünmesi ve 

farklılaşması yoluyla olgun sperm oluşmasıdır. Sağlıklı bir spermatogenezis 

süreci içinde, devamlı olarak gerçekleşen hücresel gelişim ve farklılaşmanın yanı 

sıra germ hücrelerde apoptozis de görülür ve bu durum sperm oluşumu kritik rol 

oynar (116, 117) Apoptozis, spermatogeneziste genellikle spermatositler ve 

spermatogonyumlarda gerçekleşir (118). Germ hücrelerindeki bu hücresel ölüm 

spermatozoanın normal gelişimi açısından oldukça önemlidir (119). Yapılan bir 

çalışmada testis dokusunda devamlı olarak spontan apoptozis gerçekleştiği rapor 

edilmiştir (120). Testiste, hücresel farklılaşma esnasında hasar gören bu germ 

hücrelerinin ortadan kaldırılmasına yönelik bu süreçte erkek germ hücrelerinin 

yaklaşık % 75'i apoptozise maruz kalır (121). Testiküler gelişimin erken 

dönemlerinde başlayan apoptozis süreci, gelişen germ hücreleri ile Sertoli 

hücreleri arasında oranı dengede tutmaya yönelik fizyolojik bir olaydır (122-125). 

Spermatogeneziste germ hücre apoptozisinin hormonal olarak düzenlendiği tespit 

edilmiştir (126, 127). Hipofizektomize ratların hem germ hücrelerinde hem de 

somatik hücrelerinde yoğun apoptozis gerçekleştiği ve FSH veya hCG hormon 

tedavilerinin bu yoğun apoptozis engellenebildiği gösterilmiştir (127, 128). Testis 

dokusunun ısı ve radyasyon gibi faktörlere olan duyarlılığı da germ hücrelerindeki 

apoptozisi artıran önemli bir etkendir (129). Özetle testis dokusundaki dengeyi 

bozan dış uyaranların varlığında fizyolojik olmayan yüksek düzeylerde apoptozis 

gerçekleşir, bu duruma bağlı olarak da spermatogeneziste bozulma ve infertilite 

durumları ortaya çıkabilir (130-132).  
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Rajpurkar  ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada peripubertal dönemdeki 

Spraque-Dawley cinsi ratlar 45 gün boyunca sigara dumanına maruz bırakılmış 

olup bu durumun testislerde apoptotik indeksi arttırdığı bildirilmiştir (133). Yine 

başka bir çalışmada 8 hafta boyunca günde 3 saat sigara dumanına maruz 

bırakılan Wistar cinsi ratların testis dokusu incelenmiş ve seminifer tübül 

dejenerasyonu, atrofik tübüllerde ve apoptotik indekste artış olduğu gösterilmiştir 

(134). Çalışmamızda 12 hafta boyunca günde 2 saat  uygulanan tütün dumanı 

maruziyetinin ratların testislerinde kontrol grubu ile kıyaslandığında apoptotik 

indeksi istatistiksel olarak anlamlı biçimde arttırdığı görüldü. 

            Erkek üreme fonksiyonu ve fertilizasyon açısından önemli roller üstlenen 

NO, fizyolojik durumlarda sperm motilitesini ve canlılığını destekler. Ancak 

oksidatif stres gibi durumlarda yükselen NO konsantrasyonu istenmeyen etkiler 

gösterir. Testiküler torsiyonda ve çeşitli inflamasyon modellerinde NO 

seviyesinin belirgin biçimde arttığı tespit edilmiştir (135, 136). Apoptotik germ 

hücrelerinin artışı ile NOS aktivitesinin artması ve total antioksidan kapasitesinin 

azalması arasında korelasyon olduğu bildirilmiştir (137). 8 haftalık Wistar cinsi 

ratlarda kadmiyum ile oluşturulmuş testiküler hasar sonucu eNOS 

immünreaktivitesinin arttığı rapor edilmiştir (138). Bizim çalışmamızda da tütün 

dumanına maruz kalan ratlarda interstisyel alanda eNOS immünreaktivitesinin 

kontrol grubuna kıyasla anlamlı derecede arttığı görüldü. 

         Spermatozoalar plazma membranlarındaki çoklu doymamış yağ asitleri ve 

sitoplazmalarındaki süpürücü enzimlerin konsantrasyonlarındaki düşüklük 

sebebiyle aşırı ROS kaynaklı hasarlara oldukça duyarlıdırlar (139, 140). Serbest 

radikal artışı hücre membranlarındaki çoklu doymamış yağ asitlerini oksitleyip 
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bozulmalarına neden olarak lipid peroksidasyonunu uyarabilir.Sperm lipidlerinin 

peroksidasyonu spermatozoa membran lipidlerinin matriks yapısına zarar 

verebilir.Buna bağlı olarak meydana gelen hücre içi adenozin tri fosfat (ATP)’nin 

hızlı kaybı, aksonemal hasara, sperm hareketliliğinin azalmasına ve spermin 

boyun kısmında defektlere neden olur (141, 142). ROS biriktiği zaman meydana 

gelen bu oksidatif hasara karşı testislerde çeşitli antioksidan enzimler kullanılarak 

korunma mekanizmaları gelişir. Bunlardan en önemlileri CAT ve GSH-Px’tir 

(143). Wistar cinsi ratlar üzerinde yapılan deneysel bir çalışmada günde 4 defa 

30’ar dk uygulanan tütün dumanının testislerde MDA seviyesini arttırdığı,    

GSH-Px ve CAT düzeyinin ise düşürdüğü bildirilmiştir (144).  

         Tütün dumanı maruziyetinin testis dokusundaki etkilerine karşı ellajik asidin 

nasıl bir rol oynadığına dair herhangi bir literatür bilgisi bulunmamaktadır. Ancak 

ellajik asidin çok güçlü bir antioksidan olduğu rapor edilmiştir (145, 146).  

          Yapılan iki ayrı çalışmada 8 haftalık Spraque-Dawley cinsi ratlarda 

15mg/kg dozunda siklosporin-A ve 7 mg/kg dozunda sisplatin ile oluşturdukları 

testiküler hasarlar sonucunda anormal sperm yüzdesinde artış, spermatogenik seri 

hücrelerinde nekrozis, tübüler dejenerasyon ve atrofi, interstisyel ödem, vasküler 

konjesyon ve lümene dökülmüş immatür hücreler gözlenmiştir. 10 mg/kg dozunda 

oral gavaj yoluyla uygulanan ellajik asitin ise bu bulguların çoğunda belirgin 

biçimde azalma sağlayarak testiste koruyucu etki gösterdiği rapor edilmiştir. 

Ayrıca yine aynı çalışmada siklosporin-A uygulaması MDA seviyesinde artışa; 

GSH-Px, GSH ve CAT aktivitesinde ise düşüşe neden olmuştur. Ellajik asit 

uygulamasının bu değişimleri önleyerek, oksidatif stres kaynaklı doku hasarını 

engellediği bildirilmiştir (83, 147). Adriamisin ile oluşturulan testiküler hasara 
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karşı 2 mg/kg dozunda uygulanan ellajik asidin koruyucu etki göstererek lipid 

peroksidasyonunu ve apoptozisi azalttığı rapor edilmiştir (148). 

Bizim çalışmamızda da tütün dumanı ile birlikte uygulanan ellajik asidin 

ratların rölatif testis ağırlıklarını kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı şekilde arttırdığı bulundu.  

Anormal sperm miktarını ise kontrol grubu ve tütün dumanı grubuna 

kıyasla ciddi anlamda düşürdüğü tespit edildi. Histolojik değerlendirmelerde tütün 

dumanı + ellajik asit grubunda kontrol grubuna benzer şekilde normal görünümlü 

seminifer tübül germinal epiteli ve normal spermatogenez izlendi. Ellajik asit 

uygulamasının, tütün dumanına maruz kalma sonucu ortaya çıkan seminifer tübül 

germinal epitel dejenerasyonunda, vasküler konjesyonda, interstisyel ödemde 

belirgin iyileşmeyi ve seminifer tübül bazal membranlarındaki ayrılmalarda 

azalmayı sağladığı görüldü. Ayrıca ellajik asit uygulamasının interstisyel alandaki 

eNOS immünreaktivitesini düşürdüğü ve apoptotik indeksi azalttığı tespit edildi. 

Ayrıca tütün dumanı maruziyeti ile birlikte uygulanan ellajik asidin testis 

dokusunda MDA düzeyini düşürdüğü, antioksidan enzimlerden CAT ve GSH-Px 

düzeylerini ise arttırarak dokuda koruma sağladığı bulundu.  

Sonuç olarak çalışmamızın bulguları birlikte değerlendirildiklerinde 12 

hafta boyunca günde 2 saat uygulanan tütün dumanının rat testis dokusunda 

oksidatif hasara yol açtığı görüldü. Güçlü antioksidan özelliği bilinen ve 

beslenmede yaygın olarak tüketilen, özellikle kırmızı meyvelerin yapısında 

bulunan ellajik asitin, tütün dumanı kaynaklı bu oksidatif hasara karşı ciddi 

anlamda koruyucu bir etki gösterebileceği tespit edildi.  
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