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1. OZET
Tiitlin dumaninda bulunan kimyasallarin dokularda olusturdugu oksidatif
stres sonucunda; hicresel metabolizmada bozukluklar, lipit peroksidasyonu,
membran gecirgenliginde artis, protein ve DNA oksidasyonu meydana gelir.
Titlin dumanina maruz kalinmasi sonucunda, bir¢ok dokunun ve organin zarar

gordiigi bilinmektedir.

Tiitin dumaninda bulunan ve kan yoluyla viicudun her yerine tasinan
toksik maddelerin dokulardaki oksidan - antioksidan sistemler arasindaki dengeyi
bozmasi olasidir. Bu durumda artan serbest radikaller, doku hasarma yol

acgacaktir.

Ellajik asit nar, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu ve tizlim gibi birgok bitkide
bulunan ve dokular1 oksidatif hasara karsi korumasi ile taninan polifenolik bir
bilesiktir. Ayrica antikanserojenik, antiapoptotik ve antiinflamatuvar etkileri de

bilinmektedir.

Bu c¢alismada tiitiin dumaninin testis dokusunda meydana getirecegi
oksidatif hasara karsi, giliglii bir antioksidan olan ellajik asidin koruyucu

etkilerinin incelenmesi amaclanmustir.

Calismamizda 8 haftalik ve ortalama 200£10 g agirliginda 24 adet eriskin
Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar; grup I (Kontrol), grup Il
(Tiitlin dumanina maruz birakilan), grup III (Titlin dumanina maruz birakilan +
musirdzi yagi) ve grup IV (Titiin dumanina maruz birakilan + Ellajik asit) olmak

Uzere rastgele 4 esit gruba ayrildi.



Grup 11, grup Il ve grup IV' deki ratlar, ginde iki defa birer saat tltin
dumanina maruz birakildi. Grup I1I' deki ratlara tiitin dumanina ilaveten ellajik
asidi ¢ozmede kullanilan miktarda misir6zii yagi, grup 1V'deki ratlara ise titln
dumanina ilaveten misirdzii yaginda ¢oziilmiis ellajik asit 12 mg/kg dozunda gin

asir1 oral gavaj yoluyla verildi.

12 haftalik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki ratlar dekapite edildi.
Testis dokular1 alinarak rutin histolojik takip serilerinden gecirildi. Elde edilen
preparatlar H&E, PAS ve Masson’un iiglii boyasi ile boyandi. Ayrica endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) imminohistokimyasal boyama ve apoptozis igin ise
TUNEL metodu uygulandi. Kan ornekleri ile biyokimyasal analizler, sperm

ornekleri ile de sperm analizleri yapildi.

Tiitlin duman1 ve tiitin dumanm1 + misirdzii yagi gruplarindaki ratlarin
ortalama viicut agirlik degisim yiizdesinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi. Tiitiin dumani + ellajik asit grubu

ile diger gruplar arasinda ise istatistiksel a¢idan fark bulunamadi.

Sag ve sol testis agirliklart agisindan tiitiin dumani + ellajik asit grubunda
tiitlin dumani1 grubuna kiyasla istatiksel agidan anlamli bir artis gézlendi (p<0,05).
Epididimis, prostat bezi ve seminal vezikiil agirliklarinda ise gruplar arasi

istatistiksel bir farklilik olmadig: tespit edildi.

Tiitiin duman1 + ellajik asit grubundaki ratlarin rolatif testis agirliklarinda

kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi.

Sperm yogunlugu ve sperm motilitesi degerlerinin gruplar arasindaki farki

istatistiksel agidan anlamsiz bulundu. Tiitlin duman1 uygulamasinin kontrol grubu



ile karsilastirildiginda anormal sperm miktarin1 anlamli bigimde arttirdig1 tespit
edildi. Ellajik asit uygulamasinin ise anormal sperm miktarini tiitiin dumani

grubuna kiyasla ciddi anlamda diisiirdiigi tespit edildi.

Isik mikroskobu altinda yapilan histolojik degerlendirmelerde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda tiitiin dumanina maruz birakilan gruba ait kesitlerde
seminifer tubul germinal epitelinde 6nemli derecede dejenerasyon, seminifer
tiibiiliin bazal membranlarinda ayrilmalar, vaskiiler konjesyon, atrofik tiibiiller,
interstisyel alanda 6dem, ve bazi tiibiillerin liimenlerine dokiilmiis immatiir
hicreler tespit edildi. Tiitin dumanmi + Msirézii yagi uygulanan gruba ait
kesitlerde ise yalnizca tiitiin dumanina maruz birakilan grup Il ile benzer bulgulara

rastlandi.

Titin dumani ile birlikte ellajik asit uygulanan grupta ise; testis
dokusunda germinal epitel dejenerasyonunda, vaskuler konjesyonda, interstisyel
O0demde belirgin iyilesme ve seminifer tiibiil bazal membranlarindaki ayrilmalarda

azalma gozlendi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiitlin dumani ve tiitin dumani +
misirdzi yagr gruplarnda TUNEL pozitif hiicrelerde anlamli bir artig vardi. Tutin
dumani + ellajik asit grubunda ise, TUNEL pozitif hiicre sayisinin kontrol grubu

ile benzer oldugu belirlendi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiitin dumani ve tiitin dumani +
musirdzi yagr gruplarinda eNOS immunreaktivitesi agisindan anlamli bir artig
tespit edildi. Titin dumam1 + ellajik asit grubunda ise eNOS

immunreaktivitesinde azalma tespit edildi.



Malondialdehit (MDA) dizeylerinin kontrol grubuna gore tiitiin dumani ve
titin dumani+ misirdzi yagr gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttigi, ellajik asit uygulamasinin ise MDA seviyesini kontrole yakin bir diizeye
indirdigi tespit edildi. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktivitelerinin; kontrol grubuna gore titiin dumani ve tiitiin dumani1 + misir6zii
yag1 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi bulundu. Tutln
dumani + ellajik asit grubunda ise hem CAT hem de GSH-Px aktivitelerinin titln
dumani ve tiitlin duman1 + misirézii yagi gruplarina kiyasla istatistiksel olarak

onemli diizeyde arttig1 tespit edildi.

Sonug olarak yapilan bu deneysel calisma sonucunda tiitiin dumanina
maruz kalmanin erkek iireme sistemini etkileyerek hasar verdigi tespit edildi.
Tiitlin dumani maruziyetine karst koruyucu amagla kullanilan ellajik asidin ise;
antioksidan o6zelligi sayesinde, tiitiin dumaninin olusturdugu olumsuz etkileri

belirgin bigimde azalttig1 gdzlendi.

Anahtar Kelimeler: Tiitiin dumani, Ellajik asit, Histoloji, Biyokimya,

Testis.



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 | (Control), group Il (Tobacco smoke), group Il (Tobacco

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

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

twice a day. In addition to tobacco smoke exposure, 12 mg/kg and dissolved in



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 I11.

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



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



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.



3. GIRIS
3.1. Testis

3.1.1. Testis Anatomisi

Testisler scrotum ic¢inde yer alan, “sperma” adi verilen erkek cinsiyet
hicreleri ve “androjen” adi verilen erkek cinsiyet hormonunun yapimindan

sorumlu, bir ¢ift erkek lireme organidir.

Yanlardan biraz basilmig bir kus yumurtas: biiyiikliigiindedir. Agirlig
yaklasik 20-25 gram olup, st ve alt uglar aras1 4 - 5 cm, 6n ve arka kenar arasi

2,5 - 3 cm, i¢ ve dis yiiz arasi1 ise yaklasik 2 - 2,5 cm kadardir.

Testisin iist ucu ile arka kenar1 hari¢ diger kisimlar1 “scrotum” iginde
serbest olarak bulunur ve diizgiin ylizeylidir. Testisin arka kenarinin orta kisminda
bulunan “mediastinum testis’ten testis damar ve sinirleri ile sperm kanalciklar

girip ¢ikar.

“Tunica vaginalis testis” adi verilen iki yaprakli seréz zarin “lamina
visceralis (epiorchium)” ad1 verilen i¢ yapragi testis ve epididimisi Orttiikten sonra
ikisinin arasima sokularak dig kisimda “siniis epididimisi” olusturur. “Lamina
parietalis (periorchium)” ad1 verilen dis yapragi ise scrotumun i¢ yliziinii orter. Bu
iki lamina prenatal hayatta testislerin karindan scrotuma inerken beraberlerinde

stirtikledikleri peritoneum uzantisidir.

Testisin arka kenar1 boyunca scrotuma tutunmayi saglayan “ligamentum
epididimis superius” ve “ligamentum epididimis inferius” adi verilen birlestirici

baglar mevcuttur.



Tunica vaginalis testisin visseral yapraginin altindaki fibréz kisma “tunica
albuginea” adi verilir. Tunica albuginea’nin i¢ yilizlinden ¢ikan ve bag dokusundan

olusan lamellere “septula testis” ad1 verilir.

Septula testis’ler mediastinum testise gelince birbirleri ile birleserek daha
kalin bag doku orgiisii ile ayrilmis bélmecikleri olusturur. Her bir lobulus iginde
asil testis salgisi isini yapan ve birbirleriyle anastomozlagsmis “tubuli seminiferi

contorti” ad1 verilen 3-4 kanalcik bulunur.

Tubuli seminiferi contorti’lerin u¢ kisimlari, “tubuli seminiferi recti” adi
verilen diiz kanalciklar halinde devam ederek “mediastinum testise” gelirler.
Burada “rete testis” adi verilen ag yapmis olan kanalciklara acilirlar (Sekil 1).
Rete testis’ten ayrilan 12-15 kadar kiiciik kanalciga “ductuli efferentes testis™ adi

verilir. Bu kanalciklar epididimisin “caput epididimisini” meydana getirirler (1).
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Septum scroti |
| ; Raphe scroti
|

Lamina visceralis* ol | /
Tunica vaginalis testis { F

Lamina parietalis™*
Fascia spermatica interna « ,! /
N/

M. cremaster —

Fascia cremasterica —

Corpus epididymidis /
Ductus deferens

Plexus pampiniformis
Ductus deferens

Sekil 1: Testisin anatomik gorinim (2).

3.1.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen sperm
cesidi ile fertilizasyon esnasinda belirleniyor olsa da erkek ve disi morfolojik
ozellikleri, embriyonik olarak 7. haftaya kadar ayirt edilemez. Genital sistem
erken donemde her iki cinste de birbirine benzer, bu nedenle genital sistemin
gelisiminin baslangic donemi “seksiiel gelisimin farklanmamis sathasi” olarak
adlandirilir.

Gonadal gelisimin ilk sathalari 5. haftada ortaya cikar. Mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezengimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde “gonadal kabart1”
olusur. “Gonadal kordonlar” ad1 verilen parmak seklindeki epitelyal kordonlar da

altindaki mezensim igerisine dogru kisa silirede biiyiirler. Bu safthadaki
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farklanmamis gonad, dista yer alan bir korteks ve i¢ tarafta yer alan bir
medulladan olugmaktadir (3).

Insan embriyosunda primordiyal germ hiicreleri gelisimin erken
evrelerinde yolk kesesi duvarinda allantoise yakin bir yerde endoderm hiicreleri
arasinda belirir. Amibik hareketlerle son barsagin mezenterinin dorsali boyunca
ilerler. 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir ve 6. haftada da genital
kivrimlart iggal eder. Kivrimlara gelemedigi takdirde gonadlar gelisemez.
Gonadlarin over veya testise farklanmasinda primordiyal germ hiicrelerinin
belirleyici etkisi vardir. Eger embriyo, genetik olarak erkekse primordiyal germ
hiicreleri XY cinsiyet kromozom kompleksini tagirlar. Testis belirleyici faktori
(TBF) kodlayan Y kromozomunun etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlari
cogalmaya devam eder. Cogalan primitif cinsiyet kordonlar1 medullanin ig
kesimlerine dogru ilerleyerek “testis” ya da “medullar kordonlar1” olustururlar.
Bezin hilusuna dogru, kordonlar “rete testis” tiibiillerini olusturacak olan ince

hiicre siralarindan olusmus bir ag sekline dontistir (Sekil 2).

Gelisimin ilerleyen safhalarinda testis kordonlar1 “tunica albuginea” adli
yogun fibréz bir bag dokusuyla yiizey epitelinden ayrilir. Dordiincii ayda testis
kordonlari, primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey epitelinden tiireyen “sertoli
hiicrelerinden” meydana gelmistir. “Interstisyel Leydig hiicreleri” gonadal

siskinligin orijinal mezensiminden koken alir.

Gelisimin 8. haftasinda Leydig hiicrelerinden testosteron salinimi baslar.
Puberteye kadar solid halde kalan kordonlarin i¢i pubertede bosalarak “seminifer
tiibiilleri” olustururlar. Seminifer tiibiiller kanalize olduktan sonra rete testis

tiibiilleriyle birlesir ve “ductuli eferenteslere” katilirlar. Bu eferent ductuslar,
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mezonefrik sistemin geri kalan bosaltim tiibllleri olup rete testis ile mezonefrik

(Wolffian) kanallar arasindaki iligskiyi saglarlar (4).
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Testis Geligimi

Mezonefrik kanal
Primer cinsiyet kordonu
Primordiyal germ hilcreleri
Farklilagmamig gonad

Seminiferdz tibil kesiti

Naral krest hiicrelerinin toplanmas)

4

Noral tiip

Ovaryan korteks kesiti

Over Geligimi

Sempatik gangliyon
Aort

',

Paramezonefrik kanal
Suprarenal medulla primordiyuma

Suprarenal korteks primordiyuma

Sekil 2: Gonadal gelisim (3).
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3.1.3. Testis Fizyolojisi

Gonadotropin serbestleyici hormon (GnRH) 10 amino asitli bir peptid
olup, hipotalamusun arkuat niikleusunda yer alan néron govdelerinden salgilanir.
Bu néronlarin sonlanmalar1 baslica hipotalamusun median eminens bolgesinde
gerceklesir. Bu bolgedeki néronlardan salgilanan GnRH, hipotalamik-hipofizer
portal sistem damarlarina serbestlenir. Daha sonra portal kan yoluyla 6n hipofize
tasinarak Luteinizan hormon (LH) ve Follikil stimile edici hormon (FSH)’ nin
salgilanmasini uyarir.

Testislerde interstisyel alanda bulunan Leydig hicrelerinden testosteron
salgilanmasi, ancak hipofiz bezinden salgilanan LH’ nin uyaris1 ile gercgeklesir.
Salgilanan testosteron miktari, uyarici LH miktariyla dogru orantilidir. Testislerde
olgun Leydig hiicreleri normalde dogumdan sonra birka¢ hafta kadar bulunur,
daha sonra 10 yasindan sonrasina kadar bulunmaz. Ancak herhangi bir yastaki
cocuga saflastirilmis LH enjekte edildiginde veya puberte doneminde LH
salgisinin  arttigi  durumlarda, testislerdeki interstisyel dokuda bulunan
fibroblastlar, fonksiyon goren Leydig hiicrelerine doniisiirler.

Luteinizan hormon uyarisi ile testislerden salgilanan testosteron hormonu,
karsit olarak 6n hipofizden LH sekresyonunu etkiler. Bu inhibisyonun biiyiik
kismi, olasilikla testosteronun dogrudan hipotalamusa etkisi sonucu, GnRH
salgisinin azaltilmasina baglidir. Bu da daha sonra, 6n hipofizden LH ve FSH
salgisimm azaltir. LH’nin azalmasi1 da testislerin testosteron sekresyonunda
azalmaya neden olur. Boylece testosteron salgisinin ¢ok fazla olmasi halinde,
otomatik olarak negatif geri bildirim etkisiyle hipotalamus ve 6n hipofizin salgisi

azaltilarak testosteron sekresyonu baskilanir ve hormon diizeyi normale getirilir.
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Buna zit olarak, testosteronun ¢ok az olmasi halinde hipotalamustan
yiiksek diizeyde GnRH salgilanir. On hipofizden LH ve FSH salgis1 artmasina
bagl olarak testikiler testosteron sekresyonu da artar.

Follikul stimule edici hormon, seminifer tibdllerde 6zgil FSH
reseptorleriyle Sertoli hlcrelerine baglanir. Bu olay, hicrelerin biyumesine ve
cesitli spermatogenik maddelerin salgilanmasina neden olur.

Aynmi anda interstisyel alanlardaki Leydig htcrelerinden tibuller icgine
diflize olan testosteron hormonu, spermatogenez Uzerinde siddetli bir tropik etki
goOsterir. Bu nedenle, spermatogenezin baslamasi ic¢in, FSH ve testosteron
hormonlarinin her ikisi de gereklidir. Seminifer tibdller sperm yapimini
azaltiginda, On hipofiz bezinden FSH salgis1 belirgin olarak artar.
Spermatogenezin hizlanmas1 durumunda ise FSH salgis1 azalir. On hipofiz bezi
Uzerindeki bu negatif geri bildirim etkisinin sebebi, Sertoli hicrelerinden
salgilanan, “inhibin” adi verilen bir bagka hormondur. Bu hormon, dogrudan 6n
hipofiz bezi Uzerinde, FSH salgisin1 baskilayan kuvvetli bir etkiye sahiptir (5)

(Sekil 3).
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Sekil 3: Spermatogenezin hormonal kontroli. (5).
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3.1.4. Testis Histolojisi
3.1.4.1. Testisler

Erkek tireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusur (6). Testisler baglica testosteron hormonu ve spermatozoon {iiretiminden

sorumludurlar.

Testislerin dis kismi “tunica albuginea” adi verilen yogun bag doku
yapisindaki kalin bir kapsiil ile ¢evrilidir. Tunica albuginea testisin arka yiiziinde
kalinlagarak “mediastinum testisi” olusturur. Mediastinum testisten organ igerisine
giren fibroz uzantilar, testisi yaklasik 250 adet piramidal lobiile ayirir. Her lobiilde
gevsek bag doku ile sarili 1-4 adet “seminifer tiibiil” yer alir. Seminifer tiibiiller
arasinda kalan “interstisyel alan” ise Leydig hiicreleri adi verilen interstisyel

hiicrelerin yani sira sinirler, kan ve lenf damarlar1 igerir.

Embriyolojik gelisim esnasinda testisler scrotuma go¢ ederken, her bir
testis peritonu “tunica vaginalis” adi verilen ¢ift katli ser6z bir kese seklinde
beraberinde siiriiklerler. Tunica vaginalis testisin 6n ve yan kisimlarinda tunica

albuginea’y1 orter (7).

3.1.4.2. Seminifer Tubduller

Seminifer tiibiillerin duvar peritiibiiler bag doku kilifi, bazal membran ve

cok katli seminifer tiibiillerin germinal epitelden olusur.

Peritiibiiler bag doku kilifi; kollajen lifler, miyoepitelyal hiicreler ve bag doku
kaynakli yass1 hiicrelerden meydana gelir. Germinal epitelin hicreleri;
spermatogenetik germ hicreleri ve Sertoli hicreleri (destek hiicreleri) olmak Gzere

iki gruba ayrilir.
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Spermatogenetik germ hiicreleri; bazal laminaya yakin olarak bulunan
"Tip A ve Tip B spermatogonyumlar”, Tip B spermatogonyum’dan kdken alan ve
boyutlar1 daha biiyiik olan “primer spermatositler”, daha kii¢iik ve kisa olan
“sekonder spermatositler” ve bunlardan farklilasan “‘spermatidler” ile

“spermatozoon’’lardan olusur.

Sertoli hiicreleri bazal membrana dayanir ve spermatogenetik seri hiicreler
arasinda uzanirlar. Bu hiicreler bazal kisimlarindan birbirlerine baglanarak ‘kan-
testis bariyeri’ni olusturur. Sertoli hiicrelerinin, germinal epitelin alt siralarindaki
farklilasan germ hiicrelerini destekleyici ve besleyici gorevleri de vardir. Bunun

disinda fagositik 6zellikleri de bulunur (8) (Sekil 4).

Interstisyel hitcreler

Arteriyol

Seminifer tibil limeni Sertoli hitereleri

Lamina propriya ve bazal membran

Biliinme halindeki primer

i Bélinme halindeki
spermatositler

spermatogonyumlar

Sertoli hilcreleri Primer spermatositler

Spermatozoonlar Sckonder spermatositler

; > Spermatidler
Primer spermatositler

Artenyoller

Veniillerler

Sekil 4: Testisin histolojik gérinima. (9)
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3.1.4.3. Sertoli Hicreleri

Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelinin yaklasik %10’unu Sertoli
hiicreleri olusturur. Spermatozoonlar liimene birakilana dek, Sertoli hiicrelerinin
kriptaya benzer girintilerine yerlesik konumda bulunurlar. Bitisik hiicreler taban
ve yan yiizeylerindeki siki baglanti kompleksleriyle (gap junction) birbirine
tutunur. Bu tutunma kompleksleri, epiteli bazal ve adluminal bolmelere ayirarak
‘kan-testis bariyeri’nin olusmasini saglar. Boylece seminifer tiibiil yapisinin
icindeki spermatogenetik seri hiicreler, otoimmiin reaksiyonlarindan ve kanda

bulunan maddelerden korunur (10).

Bunun yani sira Sertoli hiicrelerinin ¢ok Onemli fonksiyonlar1 vardir:
Gelismekte olan  spermatozoonlarin  desteklenmesi ve  beslenmesinin
diizenlenmesi, spermiyogenez sirasinda spermatid sitoplazmasinin atilan kisminin
fagosite edilmesi, embriyonik gelisim esnasinda erkek fetusta paramezonefrik
(Muller) kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan Anti-Millerian
Hormon (AMH) dretimi. FSH ve testosteron kontrolii altinda seminifer ttibillere
genital kanallar yoniinde akan ve sperm tasinmasinda kullanilan androjen
baglayict proteinin (ABP) salgilanmasi ve 6n hipofiz bezinden FSH sentez ve

salimmasini 6nleyen inhibin peptidinin sekresyonu (7).

3.1.4.4. Leydig Hucreleri

Testislerde seminifer tiibiiller arasinda kalan bolgelerde diger bir deyisle
interstisyel alanda bag dokusu, sinirler, pencereli kapillerler ve lenf damar1 gibi
yapilar bulunur. Bu yapilar arasinda ergenlikten itibaren belirginlesen ve islevsel

hale gelen bir takim hiicreler yer alir.
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Yuvarlak ya da ¢okgen sekilli, merkezi yerlesmis bir ¢cekirdege sahip olan
bu hicrelere Leydig hicreleri denir. Temel gorevi erkeklik hormonu olan

testosteronun sentezi ve salgisini diizenlemektir.

Testosteron  hormonu  spermatogenez, cinsiyet farklilasmasi  ve

gonadotropinlerin salgisinin kontolii i¢in 6nemli bir hormondur (7).

3.1.4.5. Spermatogenez

Spermatogonyumlar, seminifer tiibiiliin bazal membranina oturmus olan,
caplart yaklasik 12 um olan, araliksiz yenilenen diploid kok hiicre toplulugudur.
Bollnduklerinde seminifer tubullerin Ggte bir orta bolgesinde bulunan buytk
niikleuslara sahip primer spermatositleri olustururlar. Bu hiicreler 10-22 guin sonra
mayoz boélunme gecirerek sekonder spermatositleri meydana getirirler. Sekonder
spermatositler deoksiriboniikleik asit (DNA) replikasyonuna ugramaksizin hizla
ikinci mayoz boliinmeyi gecirerek haploid kromozom sayisina sahip, yuvarlak
hiicreler olan spermatidleri olustururlar (Sekil 5).

Spermatidler, Sertoli  hiicrelerinin  girintileri  arasina ~ gdmiilmiis
durumdadir. Liimene dogru ilerlerken sekilleri uzar ve “spermiyogenez” adi
verilen mitoz boliinmenin gergeklesmedigi karmasik bir olgunlagsma siirecine

girerler (10).
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lamina

Fibroblast

Interstisyel hicreler

Sekil 5: Spermatogenez (7).

3.1.4.6. Spermiyogenez

Yuvarlak  sekilli, hareketsiz ~ spermatidlerin  uzayarak hareketli
spermatozoonlara doniistligli siralt degisimleri kapsayan karmasik bir olgunlagma
siirecidir. Seminifer tiibiil epitelinin {ist katmanlarinda gerceklesen bu
degisiklikler; ¢ekirdek kromatinin yogunlagmasi, ¢ekirdegin uzamasi, akrozomun
olugmasi, sitoplazma organellerinin tipik hiicredeki konumuna yerlesmesi, tek bir
kamg1 yapisinin olugmasi ve artik sitoplazmanin ortadan kalkmasi seklinde

siralanabilir.

22



Ilk olarak Golgi kompleksinin cekirdege bitisik kisminda birka¢ adet
kiiclik akrozom vezikiilii olusur. Bu vezikiiller birleserek ¢ekirdek zarina tutunan,
zarla sarli, tek ve biiyilk bir akrozom olusturur. Vezikiil igerisinde Once
cekirdegin On yiizlinii, olgun durumda ise spermatozoonun 6n tarafini olusturacak
olan akrozom granilii meydana gelir. Degisime ugramis lizozom yapisinda olan
akrozom, fertilizasyonda spermatozoonlarin disideki oosit zona pellusidasini ve
korona radiyatasini asabilme olanagi saglayan hiyaluronidaz, lizozomal

hidrolazlar ve proteaz icerir (10).

3.2. Tatdn
Tiitlin, tarimsal iiretim doneminden sonra bazi teknik asamalardan gegerek

“islenmis tiitiin” haline dontisen bir endistri bitkisidir (11).

Solanaceae (patlicangiller) familyasina ait olan tiitiin taksonomik olarak
“nicotiana” cinsine dahildir. 65 farkli tiire sahip olan bu cinsin “Nicotiana
tabacum” ve “Nicotiana rustica” tiirleri endiistriyel amagli olarak
kullanilmaktadir. Genellikle tek yillik bir bitki olan tiitiiniin yetismesi, iklim

sartlarina baglh olarak degisim gostermekle birlikte ortalama 80-120 glindur (12).

3.2.1. Tiitiin Kullaniminin Tarihgesi

Tiitlintin  ilk olarak Christoper Colomb ve arkadaslar1 tarafindan
Amerika’dan Avrupa’ya getirildigi bilinmektedir (13).

Colomb, San Salvador’da tiitiin yapraklarimin yerliler tarafindan gubuklarla
tiittiiriildigiini, agizda ¢ignendigini gdrmiis ve tiitiin ictikleri “tobacco” adindaki

saz borusundan dolay1 bu bitkiye ‘tiitiin’ adin1 vermistir (14).
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Maya ve Aztekler’de tiitiin yapraklar1 yara tedavisinde kullanilirken; tiitiin
dumani ise gogiis hastaliklar1 ve bas agrilarinin tedavisinde kullanmistir (16).

Portekiz’deki Fransiz el¢isi Jean Nicot, tiitiiniin astim, okstiriik, bas ve
mide agrilarina iyi geldigini Fransiz Kraligesine sunmustur. Bu gelisme iizerine
tiitine “Kralige otu” ya da “Sefir otu” adi da verilmistir (15). Fransa’dan diger
Avrupa iilkelerine yayilan tiitline, Jean Nicot’a ithafen “nicotiana”, 1828 yilinda
bulunan alkaloitine de “nicotin” ismi verilmistir (13).

Osmanlr’da ise ilk tiitlin tariminin Makedonya, Yenice ve Kircali’de;
Anadolu’da ise Ege Bolgesi'nde Izmir’in Selcuk ilgesine bagli Ayasuluk

tepelerinde yapildig1 kaydedilmistir (15).
3.2.2. Tiitiiniin I¢erigi

Kurutulmus tiitlin igeriginin biiyiik bir kismin1 karbonhidratlar ve
proteinler olusturur. Bunun yani sira alkoloidler, terpenler, polifenoller, aromatik
hidrokarbonlar, ketonlar, aldehitler, aminler, nitriller, azot ve oksijenin
heterosiklik bilesikleri, pestisidler gibi birgok bilesen de mevcuttur.

Tiim alkaloidlerin yaklasik %951 nikotindir. Nikotinin ¢ok buylk bir
kismu tiitiin bitkisinin kok uglarinda sentezlenir, yapraklarinda depolanir. Buna
bagl olarak nikotin miktar1 kok gelismesi ile yakindan ilgilidir. Kurak kosullarda
yetistirilen tiitiinlerde, kokler suya ulasma amaciyla biliylimeye ve gelismeye
devam ettiklerinden nikotin oranlar1 yiiksektir. Bazi arastirmacilara gore ise kurak
kosullarda diisiik pH nedeniyle olusan asit ortamda nikotin buharlasamadigindan,
bu kosullarda yetigen tiitiin bitkisinin nikotin yiizdesi daha yiiksek olacaktir (17).

Nikotin tiitin bagimliligindan sorumlu olan maddedir. Inhalasyon,

sindirim veya deri yoluyla viicuda alindiginda tamamina yakini emilir. Bir
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sigaradaki nikotin miktar1 kullanilan tiitiiniin tiirline ve imalat teknolojisine gore
degismekle beraber 20 mg'a kadar ¢ikabilir.

En yaygin kullanilan tiitlin {iriinii olan sigaranin igilmesi esnasinda
nikotinin yanarak ayrismasi sonucu biiyiik bir kisminin tahrip olmasi nedeniyle
viicuda alinan nikotin miktar1 1 mg kadardir. Ancak bu miktar i¢ilen sigaranin
cinsine, inhalasyonun derinligine ve inhalasyondan sonra nefes tutma siiresine
gore 0.05 mg ile 2 mg arasinda degisme gosterebilir. Beyinde, adrenal bez
medullasinda, burun ve mide mukozasinda, bobrekte, tiikiiriik bezlerinde
konsantre olur. Nikotin maruziyetinin epileptik ataklara, merkezi sinir sistemi
depresyonuna, kusmaya, fetusta gelisme geriligine, erken doguma ve diisiik
dogum agirligina neden oldugu saptanmistir. Ayrica nikotinin anne siitli
araciligiyla bebege gectigi de bilinmektedir (18-21).

Tiitlin bitkisinin dogal komponentleri olan nitrozaminler, tutlintin yakilarak
inhale edilmesi, ¢ignenmesi ya da toz haline getirilerek enfiye seklinde buruna
cekilmesi ile viicuda girerler. Tiitlinlin biitiin ¢esitlerinde nitr6zaminlerin
kanserojen etkileri mevcuttur (19-22).

Tiitlinde bulunan ve insan saglig1 agisindan potansiyel karsinojen oldugu
bilinen diger bir bilesen de stirandir. Bas agrisina, okiiler ve konjunktival
irritasyona, bulantiya, halsizlige, bas doénmesine, motor koordinasyonunda
bozulmaya, dikkat eksikligine ve renk gérme keskinliginde azalmaya yol acar.

Gebelerde spontan diisiik riskini artirirken erkeklerde anormal sperm
yiizdesinde artisa neden olur. Plastik, polyester, sentetik kauguk gibi farkli

endustri alanlarinda kullanilir.
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Tiitlinlin yanmasi ile ortaya ¢ikan ve inhalasyon ile viicuda alinan diger bir
bilesen ise karbon monoksit (CO) bir gazidir. Bu gaz hemoglobine giiclii bir
afinite ile baglanir ve kanin oksijen tasima kapasitesini oldukca diisiiriir. Kalpten
kaynaklanan gogiis agrilarinin artmasina, egzersiz toleransinin azalmasina ve bas
agrisina yol acar. Miyoglobine baglanarak kalp kasi ve diger Kkaslarin
fonksiyonunu bozar. Psikomotor fonksiyonlarda azalmaya neden olur. Fetus
uzerine toksik etkisi bilinmektedir.

Tiitin dumam igerigindeki bir diger madde olan benzopiren ise
kanserojendir. Diisiik dozlarda tekrarlayan maruziyeti, tek bir seferdeki yiksek
doz maruziyetine goére daha toksiktir. Hem disi hem de erkek iireme sistemi

tizerine olumsuz etkileri vardir (18-21).

3.2.3. Tiitiin Uriinlerinin Kullanimi

Genetik olarak modifiye edilmis ya da saf haldeki tiitlin yapraginin
tamamen veya bir kisminin hammadde olarak kullanilmasi ile elde edilen tiim
rtinler “tiitlin Uriinii” olarak adlandirilir. En yaygin kullanilan tiitiin iirtinleri

sigara, pipo, puro, nargilelik tiitiin, enfiye ve ¢ignemelik tiitiindiir (1).

3.2.4. Tiitiin Kullamiminmin Epidemiyolojisi

2012 yilinda yapilan Kiiresel Yetigkin Tiitlin Arastirmasi (KYTA)
verilerine gore Tiirkiye’de toplam 14,8 milyon kisi (%27,1) tiitliin {iriini
kullanmaktadir. Tiitiin kullanim siklig1 erkeklerde %41,5 iken, kadinlarda bu oran
%13,1 olarak hesaplanmustir. Tiitiin {irinii kullananlar iginde %23,8’lik bolim her

giin tiitlin kullanmaktadir (erkeklerin %37,3’1i, kadinlarin %10,7’s1). Tiitlin tirtini
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kullananlarin ¢ok biiytik bir kism1 (%94,8) mamul sigara igmekte olup, %0,8 lik
oranla nargile az tuketilen bir titun Granidar.

Her giin sigara igenlerin yaklasik dortte tigii (%70,4) giinde 11 ve daha
fazla sayida sigara igmektedir; giinde i¢ilen ortalama sigara sayisi ise 19,2’ dir.

Her giin sigara i¢enlerin her giin sigara igmeye basladiklar1 yas ortalamasi
17,1 olup, sigara icenlerin %58,7’si Sigara satin almak igin yasal yas sinir1 olan
18 yasindan daha O0nce sigara igmeye baslamislardir. Kadinlarda sigaraya baslama

yas1 ortalama 17,9 iken, erkeklerde ortalama 16,8’dir (23).

3.2.5. Tiitiin Dumaninin Viicuttaki Etkileri

Dunya genelindeki 6nlenebilir hastaliklarin ve erken Oliimlerin en sik
karsilagilan  nedeni  tiitin  driinlerinin  kullanimidir.  Amerika  Birlesik
Devletleri'nde (ABD) tiitiin iriinlerinin kullanimina bagli 6liimler; kanser
Oliimlerinin tigte birini, tiim erken 6liimlerin ise beste birini olusturmaktadir (24).

Tiitlin igerigindeki olduk¢a zararli 4000’1 askin kimyasaldan dolay1
vucuttaki tim doku ve sistemler Ulzerinde olduk¢a olumsuz etkilere sahiptir.
Solunum sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve lireme sistemi tiitiin kullanimindan

nispeten en fazla etkilenen sistemlerdir (25) (Tablo 1).
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Tablo 1: Tiitiin kullaniminin vicuttaki etkileri (25).

TUTUN KULLANIMININ VUCUTTAKI ETKILERI

Saglar
Solunum ve akcigerler

Kalp
Gozler

Eller

Beyin ve zihinsel etkileri

Gogus

Kan

immiin sistem
Deri

Disler

Karaciger
Agiz ve bogaz

Burun
Kemikler
Ayak ve bacaklar

Bobrekler ve mesane
Disi Greme sistemi

Erkek Greme sistemi

Koku ve sararma (lekelenme)

Akciger kanseri, Oksurik ve balgam, nefes
darhigi. Pnémoni, astim, kronik obstruktif
akciger hastaligi (KOAH), anfizem, tliberkiloz.
Miyokard infarktiist, koroner arter hastaliklar
Gozlerin iceri kagmast, kérlik (makula
dejenerasyonu) ve katarakt

Zayif dolasim (soguk parmak): Periferik damar
hastalig1 Katran lekeli parmaklar.

inme, bagimhlik, kayg, beyin kimyasinda
degisiklik

Ozefagus kanseri

Losemi

Gugsuzlik, halsizlik

Erken yasta kingikliklar

Renk degisikligi, lekelenme, plak, dis kaybi,
gingivit

Kanser

Dudak, agiz, bogaz ve larinks kanserleri

Tat ahminda azalma ve sigara dumani kokusu
Koku aliminda azalma

Osteoporoz, omurga ve kalca kiriklan

Bacak agrilarinda artis ve kangren: Periferik
damar hastahig1 Buerger hastalig

Kanser

Adet agrilari, erken menapoz Serviks kanseri
infertilite ve hamile kalmada gecikme
Spermlerde; sekil bozuklugu, hareket kaybi ve
sayilarinda azalma infertilite ve iktidarsizlik

3.3. Serbest Radikaller
Serbest radikaller; reaktif oksijen turleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri
(RNS) gibi ortaklanmamis elektronlara sahip, yarilanma omiirleri oldukg¢a kisa

olan yapilardir (26) (Tablo 2).
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Tablo 2: Serbest radikaller (27)

Reaktif Tirler

Reaktif
Oksijen
Tarleri
(ROS)

Reaktif
Nitrojen
Tdrleri
(RNS)

Hidroksil radikali
(OH)

Siiperoksit radikali
(G2)

Hidrojen peroksit
(H20)

Organik
hidroperoksit
(ROOH)

Singlet oksijen (*O,)

Nitrik oksit (NO)

Peroksinitrit
(ONOO)

Peroksinitroz asit
(ONOOH)

Yarilanma
sliresi (saniye)

10°

10°

Kararh

Kararh

1073

Oldukca
kararh

Uretim sekli

Vicutta artmis
demir
konsantrasyonu

Genellikle
mitokondri ve
kardiyovaskiler
sistem

Metabolik
reaksiyonlar
surecinde

Gecis metal iyonlar
reaksiyonlaryla

Fotosentez ve
kimyasal
reaksiyonlar

Norotransmitter ve
kan basinci
dizenleyici

NO Ve Oy
formlarindan

ONOO’ nin
Protonlanmis formu

Etkilesimi

Lipid, karbohidrat,
protein ve nikleik
asitler gibi hiicresel
bilesiklerle etkilesir.

Demir- kiikirt iceren
enzimleri inaktive
eder.

Lipid, protein ve
nikleik asitlerle
etkilesir.

PUFA daki lipit
peroksidasyonu ile
etkilesir.

Hicresel protein ve
lipitlerle etkilesir.

Nukleik asitlerin
yikimi ve
deaminasyonu.

Siklooksigenaz
enziminin aktive
edilmesi.

Noérotransmitterlerle
etkilesir.

Yiksek konsantrasyondaki serbest radikaller; proteinler, lipidler ve DNA

gibi biyomolekiiller ile reaksiyona girerler. Ayrica viicutta serbest radikallerin

artis1, oksidatif strese, hiicrenin fizyolojik fonksiyonunda degisime ve birgok

hastaligin olusmasina neden olur (27).
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Memeli hiicreleri, oksidanlarin ve antioksidanlarin olusumu arasinda
denge kurulmasina izin veren bir antioksidan koruma sistemine sahiptir. Bu iki
sistem arasindaki dengede meydana gelen aksakliklar, oksidatif strese neden olur.
Oksidatif hasar; yasam dongilisii boyunca birikir ve miyokardiyal infarktis,
ateroskleroz, norodejeneratif bozukluklar, romatoid artrit, kanser gibi farkli

patolojik durumlara yol acar (28).

Normal testikiiler fonksiyon agisindan serbest radikalller ile antioksidan
sistem arasindaki dengenin korunmasi olduk¢a onemlidir (29). Testislerde redoks
homeostazisini saglamak ve spermleri oksidatif hasardan korumak i¢in seminal
plazmada ¢ok sayida etkili enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemleri
mevcuttur. Seminal plazmada bulunan enzimatik antioksidanlar; superoksit
dismutaz (SOD) (30, 31), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon redlktaz

(GHS-Rd) ve katalaz (CAT) dir (32).

Non-enzimatik antioksidanlar ise askorbat (33, 34), a-tokoferol (35),
pirtivat (36), glutatyon (GSH) (37, 38), taurin ve hipotaurindir (39). Seminal
plazma antioksidan konsantrasyonunun, saglikli erkeklerde infertil erkeklere

oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (34, 40, 41).

Memeli spermatozoa membranlari, sperm akigkanligini saglayan g¢oklu
doymamis yag asitlerinden zengindir. Ancak bu durum spermleri serbest radikal
kaynaklt peroksidaz hasarlarina karst olduk¢a duyarli kilar (30). Yuksek
miktardaki ROS; membran lipitleri, proteinleri, niiklear ve mitokondriyal DNA ile
etkileserek sperm iiretimini ve kalitesini olumsuz yonde etkiler (42, 43). ROS

kaynaklt DNA hasar1 germ hiicrelerindeki apoptozisi arttirir (44).
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3.4. Nitrik Oksit ve Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

Bir¢ok protein ve molekiil; testislerdeki spermatogenik silirecin baslamasi
ve germ hiicrelerinin  gelisimi  gibi  bircok  hiicresel ~mekanizmanin
diizenlenmesinde rol alir. Bu molekiillerden bazilar1 iyi sekilde karakterize
edilmis sitokinlerden interlokin-1a (IL-1a), interlokin-6 (IL-6) ve timdor nekrosiz
faktor a (TNF-a) olup bunun yani sira inflamasyon ve immiinitenin protein
karakterli olmayan dizenleyicilerden nitrik oksit (NO) de bu gruba dahil edilir

(44, 45).

Nitrik oksit; sinir sisteminde, kardiyovaskiler sistemde ve immin
sistemde biyolojik olarak islem goren kisa omiirlii serbest radikaldir (46). Kiguk
molekiil boyutu ve difiizyon 6zelliginden dolay1 birgok mekanizmada oldukca
etkilidir. Bunun yami sira iretildigi yerlerden baska yerlerde de aktivite
gosterebilir. 1 um’ den daha az seviyelerde diizenleyici molekil gorevi Ustlenen
NO, yiiksek seviyelerde serbest radikallerin olusumu yoluyla DNA, protein ve
lipitlerde hasara neden olabilir (47). NO ayrica spermatogenezis siirecinde germ
hiicrelerindeki apoptozisi regiile eder. Asirt NO seviyesinin, dogrudan germ hiicre

apoptozisini tetikledigi bildirilmistir (48).

Nitrik oksit sentazlar (NOS); L-arjininden, NO ve L- citiullinine
donglsini  katalizleyen enzim ailesidir. NOS’lar testislerde infertilite,

spermatogenezis ve sperm maturasyonu ile iligkilidir (49).

Nitrik oksit sentazlar fonksiyonel olarak iki formda bulunurlar: endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS) ve néronal nitrik oksit sentaz (nNOS) Ca*? bagimli

fonksiyon gosterirken, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) fonksiyonu Ca*?
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bagimli degildir (46, 50). Endotelyal nitrik oksit sentaz; damar gevsemesinde ve
fizyolojik olarak yeterli seviyede NO iiretiminde gorev alir (51). Testislerde
eNOS’un Leydig hcrelerinden, Sertoli hicrelerinden, spermatogenetik seri

hiicrelerden ve endotelyal hiicrelerden eksprese edildigi bildirilmistir (49).

3.5. Apoptozis
Programlanmais hiicre 6liimii terimi ilk olarak 1964 yilinda ortaya atilmistir

ve patolojik bir durumdan ¢ok, kontrollii ve siral1 bir olay dizisidir (52).

Gelisim boyunca gereginden fazla iiretilen hiicreler apoptozis ile elimine
edilir. Ayrica bircok doku ve organin olusumunda da apoptozisin rol aldigi
bilinmektedir (53). Cevresel kontaminantlarin ¢gogu testikiiler hiicrelerin oksidan-
antioksidan sistemleri arasindaki dengeyi bozar ve apoptozis gibi baglantili diger

yolaklar1 aktive ederek hasar meydana getirir (54) (Sekil 6).

Normal testikiiler olaylar esnasinda ortaya ¢ikan ROS’lar testis
fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ©6nemli rol oynarlar (55). Testislerdeki
ROS’larin en 6nemli kaynagi olarak semendeki fagositik lokositler goriilse de,
germ hicreleri de Onemli bir ROS dretme potansiyeline sahiptir (56).
Spermatogenezis slrecinde olusan bu ROS’lar, testikiiler apoptozisin
diizenlenmesinde gorev alirlar (57). Testislerdeki apoptoziste hem intrinsik hem

de ekstrinsik apoptotik yolaklar kullanilir (58, 59).
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Sekil 6: Apoptozis olusum yolagi (55).
3.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, hucreleri serbest radikaller olarak bilinen stabil olmayan
molekiillere kars1 koruyan maddelerdir. Serbest radikallerle etkilesip onlari

stabilize hale getirerek neden olacaklari hasarlari engeller (60).

Oksidasyon tepkimeleri yasam i¢in elzem olsa da ayni1 zamanda hiicreler
agisindan oldukca tehlikelidir. Bu nedenle canlilar farkli antioksidanlardan olusan
oldukca kompleks antioksidan koruma sistemlerine sahiptir. Antioksidanlarin

seviyesindeki diisiis ya da antioksidan enzimlerin aktivitesinin baskilanmasi
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hiicresel hasara ve hiicre 6liimiine yol acan oksidatif stres olusumuna neden olur

(61).

Antioksidanlar Gutteridge ve Halliwellin’in tanimina gore 3 kategoriye
ayrilir: primer antioksidanlar, sekonder antioksidanlar ve tersiyer antioksidanlar

(62).

Enzimatik antioksidanlar dogrudan ya da dolayli yoldan ROS’lara kars1
savunmaya katkida bulunurlar. CAT, SOD, GSH-Px ve GSH-Rd bunlara drnektir.
Non-enzimatik antioksidanlardan GSH, vitamin E ve vitamin C, ROS ve RNS’leri
supurdict; drik asit ise plazma, albumin, N-asetilsistein ve melatonindeki

peroksinitritleri supuruci olarak islev goriir (63) (Tablo 3).
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Tablo 3: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (64).

ENZINATIK
ANTIOKSIDANLAR

Hidroksi-benzok ast
Fenolik asitler
Hidroksi-sinnamik st

Karotencidler

4
<
-
Z
<
L
)
A
0
-
Z
<

Vitaminler

- Isoflavanoidler

ﬁntosrﬁmdmler

ENZIMATIK OLMAYAN M Flavanonlar
ANTIOKSIDANLAR | Favonoidler
Favanollar
ks kot

Flavonlar

Flavonallar

35



3.7. Fenolik Fitokimyasallar

Fenolik bilesenler ya da diger bir deyisle fenolik fitokimyasallar bitki
orijinli sekonder metabolitler olup, dogadaki besin kaynaklarinin en bol bulunan
cesitlerinden biridir. Bu fenolik metabolitler, bitkileri biyolojik ve ¢evresel strese
kars1 koruyarak islev goriirler. Ayrica bakteriyel veya fungal enfeksiyon gibi

patojenik olaylara cevaben de sentezlenirler (65-67).

Ellajik asit (EA) gibi fitokimyasallar 6zellikle sebze ve meyvelerin 6nemli
bilesenleri olup, saglik lizerine yararh etkilerini kanser, karaciger hastaliklar1 ve
vaskiiler hastaliklar gibi oksidasyon ile iliskili hastaliklar {izerine gosterirler.
Fitokimyasallarin biyolojik fonksiyonlarin1 hem dogrudan bir antioksidan gibi
davranarak hem de hiicresel antioksidan enzim sistemlerini uyararak gosterdikleri
ve bu sekilde oksidatif stresin negatif etkilerine karsi miicadele ettikleri
diistiniilmektedir. Yapilarindaki fenolik halka ve hidroksil bilesenlerinden dolay1

efektif antioksidanlar gibi fonksiyon gorerek serbest elektronlar1 yok edebilirler.

Elde edilen kanitlar biyolojik sistemlerde patojenitenin uyarilmasindan
serbest radikal kaynakli oksidatif stresin onemli derecede sorumlu oldugunu
diistindiirmektedir. Hiicresel sistemlerde oksidatif stres icin akla gelen ilk
mekanizma reaktif oksijen turlerinin olusumudur. Hiicrelerde bu reaktif oksijen
tiirlerinin hizlica yok edilmesini saglayan birgok antioksidan sistemlerinin oldugu
bilinmektedir. Endojen antioksidan enzimler, GSH ve diger doku tiyolleri gibi ¢ok
sayida endojen antioksidan faktorler, hem proteinleri, koenzim Q, biluribin ve
tiratlar, cesitli besin igerikleri (ilk olarak vitaminler ve fenolik fitokimyasallar)

reaktif oksijen tiirlerine kars1 biyolojik koruma sistemlerini olusturur (68, 69).
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Fenolik fitokimyasallarin oksidatif stres kaynakli hastaliklar Gzerindeki
etkileri tam olarak aydinlatilmamistir. Ancak bu hastaliklar iizerindeki pozitif
etkilerini GSH, askorbat, SOD, CAT kaynakli antioksidan koruma cevabini

giiclendirerek gergeklestirdikleri diistiniilmektedir.

Epidemiyolojik veriler sebze ve meyveden zengin diyetle beslenen
populasyonlarda kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi kronik

hastaliklarin insidansinin daha diisiik oldugunu ortaya koymaktadir (70-73).

3.7.1. Ellajik Asit

Ellajik asit (2,3,7,8-tetrahydroxy[1]-benzopyranol[5,4,3-cde]benzopyran-
5,10-dione) basta kirmizi meyveler olmak tizere ¢esitli bitki tiirlerinde bulunan
fenolik bir lakton bilesigidir (Sekil 7). 1831 yilinda Braconnot tarafindan
kesfedilmistir (74). Molekiiler agirligi 302.197 g mol™ olup, oldukca termostabil
bir molekiildiir (75). Bitki hiicre duvarlarinin ve hiicre membranlarinin yapisal bir
bileseni olarak “ellajitanninler” de denilen suda ¢oziinebilir tanninler bigiminde
bulunur.

Ellajitanninler glukozun ellajik asitli esterleridir. Hidroliz olduklar1 zaman
EA’y1 olustururlar. Nar, cilek, ahududu, kizilcik ve iiziimde EA konsantrasyonu

oldukca yuksektir (76, 77).
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Sekil 7: Ellajik asidin kimyasal yapis1 (78).

3.7.2. Farmakolojik Aktiviteleri

Yapilan ¢aligsmalarda ellajik asidin kuvvetli antioksidan etkisinin yan1 sira
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), noroprotektif (95), nefroprotektif (96), kardiyoprotektif

(97) ve hepatoprotektif aktiviteleri oldugu bildirilmistir (98).
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3.7.3. Molekuler Hedefleri

Ellajik asit viicuttaki etkilerini ¢oklu yolaklarin diizenlenmesi ile
gerceklestirir: niiklear eritroit-2 baglantili faktor-2 (Nrf2) Gzerinden antioksidan
cevabin aktivasyonu, proinflamatuvar ajanlarin inhibisyonu, bazi biiylime

faktorlerinin ekpresyonun diizenlenmesi, adhezyon molekiillerinin azaltilmasi

(99) (Sekil 8).
1t Nrf2 4 Notch + SOD 4+ COX-2
* PPAR-y 4+ STAT + CAT + INOS
+ NFk-B + HIF1a + GPx + eNOS
+ AP-1 + FoxO1 t GST + MMP-2,-9
+ B-catenin 4 FoxO3a + HO-1 + PON1
4+ Snail + NQO1 ¢ DNMT-1
[ e ]
t IL-10 + TNF-a + TGF-B ¢ VEGF
+ INF-y 4 PDGF + EGF
+ MCP-1 + HGF + FGF
+ 1L-1,-2,-6,-8,-12,-18 + IGF-2
4+ TLR-2,-4 + HMMR + ICAM-1 + E-cadherin
+ VEGFR-2 + ERa + VCAM-1 + Claudin
+ PDGFR + E-selectin
N 7
t p38 4 PKA H t pS3 + PCNA
+ INK1,2 + PKC ELLAJIK t p21 + cyelin D1, E
+ MAPK 4 JAK i - t Bax 4 Bel-2,-XL
+ PI3K 4 CDK-2,-6 ASIT t RASD1 + a-SMA
+ GSK-3p + CK2 & Wnt 4+ collagen

Sekil 8: Ellajik asitin molekiiler hedefleri (99).

3.7.4. Antioksidatif Etkisi

Ellajik asit reaktif oksijen tiirlerine karsi siipiiriicii aktivite gosterir.
Yapisindaki fonksiyonel dort tane hidroksil ve iki tane lakton gruplar sayesinde
0O; 7, HO’, H,0, ve ONOO’ radikallerini ortadan kaldirabilir (100-102). Ayrica
GSH sentaz, glutamat-sistein ligaz katalitik alt Unitesi ve glutamat-sistein ligaz
diizenleyici alt {initesinin regililasyonu ile GSH seviyesini arttirir. Bunu yani sira
SOD, CAT, GSH-Px ve GSH-S-transferaz enzimlerinin olusumlarini indiikler
(103-105). Bu sayede ¢esitli patolojik durumlarin ana sebeplerinden olan oksidatif

strese kars1 antioksidan cevabi giiclendirerek hiicresel koruma saglar.
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3.8. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada tiitiin dumani maruziyetinin testis dokusunda olusturacagi
hasara karsi ellajik asidin koruyucu etkilerinin TUNEL metodu, spermatolojik
degerlendirmeler ile histokimyasal, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal

yontemlerle incelenmesi amaglanmustir.
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4, GEREC-YONTEM

Bu calisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun
05/02/2014 tarih ve 2014/4 sayili 42 no’lu karar1 geregince etik yonden uygun
bulunarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM), Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 laboratuvarlari
ve Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda yapildi.

Calisma biitgesinin tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (FUBAP)’ nin TF. 14.27 proje no’ lu karar1 geregince
karsilandi.

4.1. Deney Hayvanlarinin Beslenmeleri ve Barindirilmalari

Calismamizda FUDAM’dan temin edilen ortalama agirligi 200 + 10 gr
olan 24 adet 8 haftalik eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Deney
hayvanlart FUDAM hayvan laboratuvarinda 12 saat (07:00-19:00) aydinlik - 12
saat (19:00- 07:00) karanlik periyodunda, 21+1 °C ortam sicakliginda takip
edildi. Ozel olarak tasarlanmis kafeslerde barindirilan ratlar, Elazig Yem Sanayi
A.S. Yem Fabrikasi’'nda 6zel olarak hazirlanmis pelet yem seklindeki rat
yemleriyle beslenerek ad libitum su ve yiyecek alimlari saglandi. Pelet yemlerin
igerigi tablo 4’de gosterilmistir.

Yemler icin celik kaplar, su icin ise paslanmaz celik bilyeli cam

biberonlar kullanildi.
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Tablo 4: Ratlara verilen pelet yemin bilesimi.

Madde ad1 (%) Miktan
Bugday 15
Misir 10
Arpa 27
Kepek 8
Soya 29,4
Balik unu 8
Tuz 0,6
Kavimix VM23-Z 0,2
Methionin* 0,2
DCP** 1,6

"1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg By
0,006 mg By, 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 olusur.

4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi
24 adet rat deney baslangicinda ilk tarttimlart yapildiktan sonra her grupta

6 adet rat olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi.

Kontrol grubu (Grup 1) : Bu gruptaki ratlara deney suresi olan 12 hafta

boyunca herhangi bir islem uygulanmada.

Tiitiin dumamna maruz birakilan grup (Grup II) : Bu gruptaki ratlar,
deney i¢in 0zel olarak tasarlanmis cam kafes igerisinde giinde 2 defa 1’er saat

tutiin dumanina maruz birakildi.
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Tiitiin dumanina maruz birakilan + Misirozii yag: grubu (Grup 111) :
Bu gruptaki ratlara, titin dumanmna ilaveten ellajik asidi ¢6zmede kullanilan

miktarda misirdzii yagi, giin asir1 oral gavaj yoluyla verildi.

Tiitiin dumamna maruz birakilan + EA grubu (Grup 1V) : Bu
gruptaki ratlara, tiitiin dumanina ilaveten giin asir1 12 mg/kg dozunda misirézii
yaginda ¢ozdiiriilmiis EA (A15722 Lot: 10176718, Ellagic acid hydrate, Alfa

Aesar, Germany) oral gavaj yoluyla verildi.

Deney siiresi boyunca tiim ratlar, her hafta diizenli olarak tartilarak olas1
kilo degisimleri takip edildi. Ayrica FUDAM’daki deney hayvanlari iinitesinde
bulunan diger c¢alismalara ait deney hayvanlarinin duman kokusundan
etkilenmemesi i¢in tiitin dumanina maruz birakilan ratlar, ayri bir odada
barmndirildilar.

4.3. Deney diizenegi ve tiitiin dumaninin verilmesi

Ratlarin tiitlin dumanina maruz birakilmasi i¢in, 150x50x50 boyutlarinda
kapag1 iistten agilabilir sekilde 6zel bir cam kafes dizayn edildi. 10 gramlik
tiitlinlin yanmas ile ortaya c¢ikan duman akvaryum hava pompasit (AP-001

XILONG Aquarium Air Pump, China) araciligiyla cam kafes igerisine verildi.

Tutln dumani verilecek her bir gruba ait ratlar, ayrn kafeslerde olacak
bicimde bu diizenek araciliiyla deney siiresi boyunca her giin esit miktarda

dumana maruz birakildilar (Sekil 9).
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Ustten agilabilir kapak

Sekil 9: Deney hayvanlarinin tiitiin dumanina maruz birakilma diizenegi.

4.4. Doku Orneklerinin Alinmasi

12 haftalik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki ratlar intraperitoneal
olarak uygulanan ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) anestezisi altinda
dekapite edildi. Ratlarin testis, seminal vezikiil, prostat bezi ile epididimis
dokular1 hizla ¢ikarildi histolojik analizler i¢in bouin soliisyonuna alindi.
Biyokimyasal analizler icin ratlardan kan 6rnegi ile testis dokusu alindi. Doku
ornekleri ve kandan elde edilen serum daha sonra calisilmak tlizere -20 °Cde

saklandi.
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4.5. Viicut ve Organ Agirhklariimn Olgiilmesi
12 haftalik deney siiresi sonunda ratlar dekapite edildikten sonra testisler,
epididimisler, seminal vezikiil ile prostat bezi ¢ikarilarak ¢evre yag dokularindan

arindirildiktan sonra tartildi. Testislere ait rolatif agirlik hesaplandi.

Rolatif Testis Agirhgi= Absolut testis agirhgi (gr)x 100
Vucut agirhigi (gr)

4.6. Semen Analizi

4.6.1. Sperm Yogunlugu

Sag kauda epididimis petri kabi igerisinde 1 ml serum fizyolojik (%0,9’luk
NaCl) ile bistiiri yardimiyla pargalandi. Parcaciklar 2 dakika boyunca bir pensle
tyice ezildi. Epididimisteki biitliin spermatozoonlarin serum fizyolojiye ge¢mesi
icin oda sicakliginda 4 saat inkubasyona birakildi. Bekleme siiresini takiben
spermatozoon igeren sivi alyuvar pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar; 5g sodyum
bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin ve 100 ml distile su iceren sollisyon da
101 cizgisine kadar c¢ekildi. Boylece spermatozoon igeren sivi 1:200 oraninda
sulandirilmis oldu.

Yaklasik 10 pl sulandirilmig sivi 6nceden lamel yapistirilmis Neubauer
laminin her iki sayim (toplam 400 kiiclik kare, 0.1 mm° hacim) alanina lamelin
kenarina pipetin ucu degdirilerek yerlestirildi. Neubauer lam1 151k mikroskobuna
yerlestirilip 5 dakika beklenerek soliisyon igerisindeki spermatozoonlarin tiim
alana homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Her iki sayim alanindaki tiim

karelere diisen spermatozoonlar 151k mikroskobunda x200’liik biiyiitmede sayildi.
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4.6.2. Sperm Motilitesi

Motilite dlgiimiinde kullanilacak lam, 1sitma tablasi iizerine yerlestirilerek
sicakliginin 37 0C’ye ulagmasi saglandi. Isitilan lama birka¢ damla Tris tamponu
[Tris (hidroksimetil) aminometan (3.63 g), glukoz (0.50 g), sitrik asit (1.99 g) ve
distile su (100 ml)] damlatildi. Sol kauda epididimise bistiiri yardimiyla birkag
defa kesi atildi. Kesi bolgelerinden ¢ikan ve spermatozoon igeren sivi Tris
tamponu lizerine damlatilip lamel yardimiyla karistirilarak homojen bir hal almasi
saglandi. Motilite hesaplamasi, sol kauda epididimisten alinan bir damla

siispansiyon i¢in 3 farkli saha incelenip ortalamalar1 alinarak yapildi.

4.7. Histolojik Degerlendirmeler

Testis dokulart bouin sollisyonunda yaklasik 8 saat boyunca tespit
edildikten sonra sirasiyla % 50°lik, % 60’lik ve % 70’lik etil alkol
soliisyonlarinda yikandi. Yikanan dokular rutin histolojik takip serilerinden
(Tablo 5) gegirilerek dehidrate edildi. Dehidratasyondan sonra ksilolde parlatilip
parafine ( P3558-1kg Sigma-Aldrich Paraplast Embedding Media, U.S.A)
gomdaldu. Parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda kesitler rodajli ve polilizinli
lamlara alindi. Hazirlanan preparatlar Hematoksilen- Eozin (H&E) boyast,
Periyodik Asit Schiff (PAS) boyasi ve Masson’un {i¢lii boyasi ile boyandi. Isik

mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenip fotograflandi.
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Tablo 5: Histolojik takip islem basamaklari.

SIRA ISLEM SURE
1 % 70 Alkol 2 saat
2 % 80 Alkol 1.5 saat
3 % 96 Alkol 30 dakika
4 % 96 Alkol 30 dakika
5 9% 100 Alkol 30 dakika
6 % 100 Alkol 30 dakika
7 Alkol + Ksilol 15 dakika
8 Kasilol | 10 dakika
9 Ksilol Il 20 dakika
10 Yumusak parafin + Ksilol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 saat
12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat
14 GOmme
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4.8. TUNEL Metodu

Sogutulan parafin bloklardan 5-6 pum kalinliginda kesitler polilizinli
lamlara alind1. Pozitif kontrol i¢in meme dokusu kullanildi. Negatif kontrol i¢in
doku iizerine Tdt enzimi yerine Reaction Buffer kullanilarak diger basamaklarda

herhangi bir degisiklik yapilmadi.

Kit igeriginde belirtilen (Lot No: 2470976, ApopTag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit, Millipore) ve Tablo 6’ de gdsterilen terminal
deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate
(dUTP)-biotin nick end-labeling (TUNEL) boyama islemleri uygulanarak

apoptozise giden hicreler belirlendi.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. Degerlendirmede Harris hematoksilen ile
maviye boyanmis g¢ekirdekler normal, kahverengi ¢ekirdek boyamasi gosteren

hicreler ise apoptotik hiicreler olarak kabul edildi.

Kesitlerde 10'luk buyutmede rastgele secilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal +
apoptotik) hiicrelere oranlanmasi ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplanarak

istatistiksel analizleri yapildu.

48



Tablo 6: TUNEL boyamasi islem basamaklari.

SIRA ISLEM SURE
1 60°C etlv Bir gece
2 Kasilol 3x15 dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3’er dakika
4 PBS ( phosphate buffered saline) 5 dakika

5 Kesitlerin gevreleri siirlayici kalem ile ¢izilir.

6 1:500 dilisyondaki Protinaz K soliisyonu 7 dakika

7 PBS 3x5 dakika

8 Endojen peroksit blokaj1 (%3 H20,) 5 dakika

9 PBS 3x5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika

11 Calisma soliisyonu (% 70 pl Reaction Buffer + % 30 60 dakika

TdT Enzyme)
12 Stop/Wash Buffer ( 2 ml ) + Distile su (68 ml) oda 10 dakika
sicakliginda
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3x5 dakika

15 DAB Dilution Buffer (600 ul) + DAB Substrate (12 pl)  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 soliisyunu ile kapatma.
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4.9. immunohistokimyasal Degerlendirme
Testis dokusunda eNOS immdunreaktivitesinin belirlenmesi icin Avidin-

Biotin-Peroksidaz Kompleksi yontemi uygulandi. (Tablo 7).

Polilizinli lamlara sogutulmus parafin bloklardan 5-6 pm kalinliginda
kesitler alindi. Ksilol ile deparafinizasyon ve seffaflagtirma isleminden sonra
dokular azalan dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen retrieval igin sitrat
tampon soliisyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi.
Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in H,O, bloker (TA-125-HP Lot No:
HP18180, Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific ) ile muamele edildi.
Zemin boyasini engellemek ic¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Ultra V
Block, Thermo Scientific) soliisyonu uygulamasindan sonra primer antikor
(PA1712-1 Lot No: 01714jd011231, Polyclonal Anti-NOS3Antibody, Boster
Immunoleader) damlatilan dokular 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
dokular, PBS (P4417-100TAB, Phosphate Buffered Saline, Sigma Aldrich) ile
yikandi. 30 dakika nemli ve karanlik ortamda oda 1sisinda sekonder antikor (TP—
060-BN, Biotinylated Goat Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), Thermo
Scientific) ile inkiibe edildi. PBS ile yikanan dokular Horse Radish Peroksidaz (HRP)
(TS-060-HR, Streptavidin Peroxidase, Thermo Scientific,) enzimi ile 30 dakika

nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra PBS icerisine alindu.
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Tablo 7: immiinohistokimyasal boyama prosediirii.

SIRA ISLEM SURE

1 Ksilol | 10 dakika
2 Ksilol 11 10 dakika
3 Ksilol 111 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 1s1s1inda sogutma 20 dakika
10 PBS 3x5 dakika
11 H.02 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 Cesme suyu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile

kapatma
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Dokulara AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole) substrat soliisyonu (TA-060-
HA, AEC Substrate System, Thermo Scientific ) damlatildi. Reaksiyon 1sik
mikroskobunda goriintii sinyali alindiktan sonra biitiin dokularda es zamanl
olarak distile su ile sonlandirildi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapildi.
Distile su ile yikanan preparatlar kapatma soliisyonu (Large Volume Vision
Mount, TA-125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.

Negatif kontrol olarak kullanilan dokularda ise primer antikor yerine PBS
kullanildi, diger basamaklarda herhangi bir degisiklik yapilmadi. Hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobunda (Novel N-800M x20) incelenerek degerlendirildi
ve fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde;
immiinreaktivitenin yaygimlhg: (0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %7/6-
100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢cok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak

histoskor olusturuldu (Histoskor= yayginlik x siddet).

4.10. Biyokimyasal Analizler

Dekapitasyondan hemen sonra eksize edilen testis dokular1 serum
fizyolojik ile yikanip -20 °C’de calisma giinline kadar muhafaza edildi.
Cozdiiriilen doku ornekleri % 1.15’lik KCI ile 1:10 oraminda (agirlik/hacim)
sulandirilip homojenize edildikten sonra, 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
GSH-Px aktivitesinin saptanmasi i¢in ise homojenize edilen doku 6rnekleri 11000
rpm’de 20 dakika santrifuj edildi. Elde edilen supernatantlarda MDA, CAT ve

GSH-Px aktivitesi tayini asagida belirtilen yontemlere gore yapildi.
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4.10.1. Testis dokusunda malondialdehit diizeyinin tayini

Dokuda MDA tayini Placer metoduna gore yapildi (106). Bu metodun
temeli lipit peroksidasyonu sonucu olusan aldehit iirlinlerinden biri olan MDA ile
tiobarbitiirik asit (TBA)’in reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda
pembe renkli bir kompleks olusmakta ve ¢ozeltinin absorbansi 532 nm’de
spektrofotometrik ~ olarak  Olcllerek  lipit  peroksidasyonunun  derecesi

saptanmaktadir.

4.10.2. Testis dokusunda katalaz aktivitesinin tayini

Dokuda CAT aktivitesinin 6lgimi Aebi metoduna gore yapildi (107). Bu
yontemde H,0,’nin CAT tarafindan iki molekiil su ve bir molekiil oksijene yikim

hiz1 240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iiliir.

4.10.3. Testis dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini

Dokularda GSH-Px aktivitesi 6l¢timii igin Beutler metodu kullanildi (108).
GSH-Px, GSH’in okside glutatyona (GSSG) oksidasyonunu H,O, kullanarak
katalizler. GSSG olusum hizt GSH-Rd reaksiyonu araciligiyla 6l¢iiliir. Reaksiyon
ortamindaki t-butilhidroperoksidin (enzim 0lctiimlerinde en uygun peroksid
substratidir) her bir molekiiliiniin rediiksiyonu i¢in 1 mol GSSG olusur. GSSG’nin
GSH’a rediiksiyonu ise GSH-Rd enziminin katalizledigi reaksiyonla gerceklesir.
Bu reaksiyonda GSSG’nin her bir molinin rediksiyonu icin 1 mol Nikotinamid
Adenin Dinukleotid Fosfat- Hidrojen (NADPH) okside olur. GSH-Px aktivitesi de
NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’deki sistemin

optik dansitesindeki diisiisten hesaplanir.
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4.11. istatistiksel Analiz
Tim istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical Package for Social
Sciences) paket programinda yapildi. Veriler ortalama + standart sapma degerleri

olarak sunuldu. p<0.05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi.

Normal dagilim gosteren ¢oklu gruplarin aralarindaki farkliliklari test
etmek i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) uygulandi. Ikili karsilastirmalar

icin ise Post-hoc Tukey testi kullanildi.
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5. BULGULAR
5.1. Viicut Agirhik Degisim Yiizdesi
Deney boyunca diizenli yapilan tartimlar sonunda tiim gruplardaki ratlarin
ortalama viicut agirlik degisim ytlizdeleri hesaplandi (Sekil 10).

TUtin dumani ve tiitiin dumam1 + misirézii yag1 gruplarindaki ratlarin

Vicut agirhk degisim yiizdesi (%): Son Agirlik - ilk Agirlik x 100
Son Agirhk

ortalama viicut agirlik degisim yiizdesinde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlendi (p<0.05). Tiitiin duman1 + EA grubu

ile diger gruplar arasindaki fark ise istatistiksel agidan anlamsiz bulundu (p>0.05).

VUCUT AGIRLIK DEGISiIM YUZDESI (%)

H VUCUT AGIRLIK DEGISIM
YUZDESI (%)

KONTROL TUTUN TUTUN TUTUN
DUMANI DUMANI+ DUMANI +
EA MISIROZU

YAGI

Sekil 10: Vicut agirlik degisim yuzdesi. Degerler ortalama olarak verilmistir.

5.2. Ureme organlari agirhklar

Sag ve sol testis agirliklar agisindan tiitiin duman1 + EA grubunda hem
kontrol grubuna hem de tiitiin dumani grubuna kiyasla istatiksel agidan anlamli bir
artis gozlendi (p<0,05). Epididimis, prostat bezi ve seminal vezikiil agirliklarinda

gruplar arasi istatistiksel bir farklilik olmadigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo 8).
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Tablo 8: Ureme organ agirliklar (gr).

Gruplar Sag testis Sol testis Sol Sag Prostat bezi Seminal
epididimis epididimis vezikl

Kontrol 1.22+0.11 1.24+0.13 0.54+0.07 0.49+0.02 0.61+0.13 1.12+0.33

grubu

Tatun 1.32+0.10 1.33£0.12 0.51+0.04 0.48+0.04 0.53+0.14 1.07+0.05

dumani

grubu

Tatun 1.33+0.09 1.35+0.09 0.47+0.05 0.46+0.03 0.47+0.11 0.91+0.18

duman +

Misirozii yagi

grubu

Tatun 15740 11a,b 1.5740 09a 0.57+0.05 0.55+0.08 0.62+0.14 1.13+0.30

dumam + EA R R

grubu

Degerler; ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna goére karsilagtirildiginda,

*Tiitiin duman grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).

5.3. Rolatif testis agirh@

Titlin duman1 + EA grubundaki ratlarin rolatif testis agirliklar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig bulundu (p<0.05).
Diger gruplar arasinda rolatif testis agirligi acisindan énemli bir fark bulunmadi

(p>0.05) (Sekil 11).

ROLATIF TESTIS AGIRLIGI

1,2

0,8
0,6 -
0,4 - . L
® ROLATIF TESTIS AGIRLIGI
0,2 -
0 1 T T T

KONTROL TUTUN TUOTUN TUTON
DUMANI DUMANI+ DUMANI +

EA MISIROZU

YAGI

Sekil 11: Rolatif testis agirligi (gr). Degerler ortalama olarak verilmistir.
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5.4. Semen analizi

Sperm yogunlugu ve sperm motilitesi degerlerinin gruplar arasindaki farki
istatistiksel agidan Onemli bulunmadi (p>0,05). Tiitlin dumani uygulamasinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anormal sperm miktart anlamli bigimde
arttirdigr tespit edildi (p<0,05). EA uygulamasinin ise anormal sperm miktarini
kontrol grubuna ve tiitiin dumani grubuna kiyasla ciddi anlamda distirdiigi tespit

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

Tablo 9: Semen parametreleri.

Gruplar Sperm yogunlugu Sperm Anormal sperm
(x10° sperm/caudo 1ml™")  mpotilitesi (%) miktari (%)
Kontrol grubu 44.25+6.13 62.50+9.58 5.75+0.95
Tiitiin dumam grubu 42.50+7.50 60.00£8.16 7.50+1.25°
Tiitiin dumam + 41.50£9.57 60.00£8.16 6.25+0.50
Misirézii yagi grubu
Tiitiin dumam + EA 45.50+9.84 62.500+5.77 3.50+1.29*"
grubu

Degerler ortalama= standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna goére karsilastirildiginda,

*Tiitiin dumani grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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A: Kontrol B: Tiitiin dumar C: Tiitiin dumam + EA D: Tiitiin dumam + Misi6zii yag

Sekil 12: Tum gruplara ait sperm goriintaleri. x200.

5.6. Histolojik Degerlendirmeler
Kontrol grubuna (grup I) ait ratlarin testis dokulari incelendiginde
seminifer tlibiillerin germinal epiteli ile bazal membranlar1 ve interstisyel alan

normal yapida izlendi (Sekil 13-15).

12 hafta boyunca tiitiin dumanina maruz birakilan grup II’ ye ait kesitlerde
seminifer tubdl germinal epitelinde 6nemli derecede dejenerasyon, vaskiler
konjesyon, atrofik tiibiiller, interstisyel alanda 6dem, ¢ok sayida seminifer tiibiiliin
bazal membranlarinda ayrilmalar ve bazi tiibiillerin liimenlerine dokiilmiis

immatur hicreler tespit edildi (Sekil 16-19).
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Titlin dumami + musirdzii yag uygulanan grup III’ e ait kesitlerde ise
yalnizca tiitlin dumanina maruz birakilan grup II ile benzer bulgulara rastlandi

(Sekil 20-22).

Tiitlin duman ile birlikte EA uygulanan grup IV’ te ise kontrol grubuna
benzer sekilde normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli ve normal
spermatogenez izlendi. Germinal epitel dejenerasyonunda, vaskiler konjesyonda,
interstisyel 6demde belirgin iyilesme ve seminifer tiiblil bazal membranlarindaki
ayrilmalarda azalma gozlendi (Sekil 23-25).

Tim gruplardaki ratlara ait kesitler incelenerek bu bulgulara gore histoskor
cikarildi (Tablo 10). Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Kontrol
grubu ve tiitlin dumani grubu ile kiyaslanarak istatistiksel agidan anlamli bulunan
degerler isaretlendi.

Tablo 10: Histolojik degerlendirmelere ait histoskor tablosu.

Gruplar Konjesyon Seminifer tubul Lumene Limendeki Bazal Atrofik tiibiil  intersitisyel
dejenerasyonu dékulen sperm membran 6dem
hucre yogunlugu ayrilmasi

Kontrol 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
grubu

Ut a a a a a a a
l-rlt:lj:m 2,50+0,57 3,00+0,00 2,00+0,81 1,00+0,00 2,00+0,00 2,25+0,50 2,50+0,57
grubu

Uti a a a a a a a
;—rnt::nw 2,00+0,81 2,50+0,57 2,00+0,81 1,25+0,50 1,75+0,81 2,00+0,81 2,25+0,50
Muisirozi
yag1
grubu

Utd b b b b b
hwn - LS0x057 0.2540,50 0754050 55040570 025:0,50°  1,004057°  1,0040,81
EA grubu

Degerler ortalama= standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna goére karsilagtirildiginda,

*Tiitiin dumani grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 13: Kontrol grubu. Normal gérinimlu seminifer tibul germinal epiteli (<), interstisyel alan
(=) ve normal spermatogenez (75(). H&E x200.

Sekil 14: Kontrol grubu. Normal gértniimli seminifer tiibil germinal epiteli (<), bazal
membrani () ve interstisyel alan (=>) ve normal spermatogenez (¢ ). PAS x200.
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Sekil 15: Kontrol grubu. Normal histolojik goriinimli seminifer tiibil germinal epiteli ve bazal
membrani (<), interstisyel alan (=) ve normal spermatogenez (). Masson’un iiglii boyast x200.

Sekil 16: Tiitiin dumam grubu. Seminifer tiibiil limenine dokiilmiis immatiir hiicreler (), atrofik
tiibil (), interstisyel alanda 6dem (A) ve seminifer tiibiil germinal epitelinde dejenerasyon (=).
H&E x200.
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Sekil 17: Tiitiin dumani grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda ayrilmalar (—), vaskiiler
konjesyon (¢) H&E x200.

L=50.000um

Sekil 18: Tiitiin duman1 grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda ayrilmalar (—) ve interstisyel
alanda 6dem (A). PAS x200.

62



Sekil 19: Tiitiin dumani grubu. Seminifer tubil germinal epitelinde dejenerasyon (=), vaskiiler
konjesyon (A) ve interstisyel alanda 6dem (—). Masson’un tiglii boyasi x200.

Sekil 20: Titiin dumani + musir6zii yagi grubu. Seminifer tubil limenine dokiilmiis immatiir
hicreler (75() ve seminifer tubll germinal epitelinde dejenerasyon (=). H&E x200.
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Sekil 21: Tiitiin duman1 + musir6zii yagi grubu. Seminifer tubil limenine dokiilmiis immatiir
hucreler (Y%) ve seminifer tibl germinal epitelinde dejenerasyon («). PAS x200.

Sekil 22: Tiitiin dumani + musirdzii yagi grubu. Vaskiler konjesyon (A) ve seminifer tibul
germinal epitelinde dejenerasyon (=). Masson’un {iglii boyas1 x200.
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Sekil 23: Tiitiin duman1 + EA grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli (<) ve
normal spermatogenez (Y¢) H&E x200.

Sekil 24: Tiitiin dumani + EA grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (—),
seminifer tlbul germinal epiteli (=) ve vaskdiler konjesyonda azalma (A). PAS x200.
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Sekil 25: Tiitiin duman1 + EA grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (—) ve
normal spermatogenez (*). Masson’un ti¢lii boyast x200.

5.7. TUNEL Bulgular:

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1sik
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi testis dokusunda
spermatogenik seri hiicrelerinde gozlendi. TUNEL pozitifligi; kontrol grubu
(Sekil 26) ve tiitiin duman1 + EA grubunda (Sekil 29) benzerdi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiitlin dumani grubunda anlamli bir artig vardi (p<0.05) (Sekil
27). Tiitin dumani grubu ile kiyaslandiginda tiitiin dumani + misirdzii yagi
grubunda ise anlamli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05) (Sekil 28). Pozitif
kontrol igin rat meme dokusu kullanildi (Sekil 30). Negatif kontrolde ise TUNEL

pozitifligine rastlanmadi (Sekil 31). (Tablo 11).
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Tablo 11: Apoptotik indeks (%).

GRUPLAR APOPTOTIK INDEKS (%)
Kontrol grubu 1.16 £0.40
TUttn dumam grubu 4.83+0.98%
Tutun dumam + Masirézii yagi grubu 450+ 0.83%
Tiitiin dumani + EA grubu 1.85+0.69"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna goére karsilagtirildiginda,

*Tiitiin dumani grubuna gore karsilastirldiginda, (p<0.05).

Sekil 26: Kontrol grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). x400

67



Sekil 28: Tiitiin dumani + musirézii yagi grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). x400.
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i - . . JaARE B = b r

Sekil 30: Pozitif kontrol rat meme dokusu. TUNEL pozitif hiicre (—). x400.
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Sekil 31: Negatif kontrol. TUNEL. x100.

5.8. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS) immiinreaktivitesi

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz immiinreaktivitesi igin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 1gik mikroskobu altinda incelenmesi sonucu;
eNOS imminreaktivitesi testis dokusunda interstisyel alanda gorildi. eNOS
immunreaktivitesi kontrol grubunda (Sekil 32) ve tiitiin duman1 + EA (Sekil 35)
grubunda benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiitiin duman1 grubunda
anlamli bir artis vardi (p<0.05) (Sekil 33). Tiitin dumani grubu ile
kiyaslandiginda tiitlin dumani + misirdzii yagi grubunda ise istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 34). Negatif kontrolde ise eNOS

immiinreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 36). (Tablo 12).

70



Tablo 12: eNOS imminreaktivitesi.

GRUPLAR HiSTOSKOR (yayginhk x siddet)
Kontrol grubu 0.28+ 0.07
TUtin dumam grubu 1.60+0.31°
Tutin dumani + Masirézii yagi grubu 1.45+ 0.352
Titiin dumam + EA grubu 0.28+0.18"

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna goére karsilagtirildiginda,

*Tiitiin dumani grubuna gére karsilastinldiginda, (p<0.05).

Sekil 32: Kontrol grubu. interstisyel alanda eNOS immiinreaktivitesi (—). x400.

71



Sekil 34: Tiitiin dumani + misirézii yag1 grubu. Interstisyel alanda artrms eNOS immiinreaktivitesi
(—). x400.
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Sekil 35: Tiitiin dumani + EA grubu. Interstisyel alanda eNOS immiinreaktivitesi (—). x400.

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

Gruplarin testis dokusu MDA dizeyleri ile GSH-Px ve CAT aktiviteleri
Tablo 9’da verilmistir. Yapilan degerlendirmelerde lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA dizeylerinin titiin dumani ve tltin dumani + misir6zii yagi
gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttig1 belirlendi (p<0.001). Titiin dumanm1 + EA grubunda ise tutln
dumani ve tdtin dumani + misirdzii yagi gruplarina gére anlamli diizeyde

azalarak kontrol grubuna yakin diizeylerde oldugu saptandi (p<<0.001).

Bununla birlikte antioksidan savunma sisteminin enzimlerinden olan CAT
ve GSH-Px enzim aktivitelerinin; kontrol grubuna gore tutlin dumani ve tutln
dumani + misirézii yagi gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi
bulundu (p<0.001). Hem CAT hem de GSH-Px aktivitelerinin tiitin dumani + EA
grubunda titiin dumani + misir6zii yagi gruplarina gore istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde arttigi tespit edildi (p<0.001). Kontrol grubu ile titiin dumam + EA
grubu arasinda CAT ve GSH-Px aktiviteleri agisindan istatistiksel agidan anlaml

bir farklilik tespit edilemedi (p>0.05).
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Tablo 13: Gruplarin testis dokusu MDA, CAT, GSH-Px diizeyleri.

GRUPLAR MDA CAT GSH-Px
(nmol/g doku) (k/g protein) (U/g protein)
Kontrol grubu 14,030 + 0,857° 20,404 + 0,922° 107,395 + 6,763"

Tutin dumam grubu

Tutin dumam + musirozii

yagi grubu

Tiitiin  dumam

grubu

p degeri

21,864 + 1,246°

21,409 + 0,965

14,742 + 1,544°

p < 0.001

13,130 + 1,614%

12,446 +2,734%

19,880 + 1,495"

p < 0.001

71,127 +5,696°

64,828 +5,613°

109,429 + 15,691°

p< 0.001

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. a:Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

b: Tiitlin dumani grubu ile karsilastirildiginda (p < 0.001).
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6. TARTISMA

Tiitiin kullanimi, ciddi anlamda bir¢ok saglik sorununa yol acan, tedavi
edilebilir hastalik ve 6liim sebepleri arasinda ilk sirada yer alan risk faktoriidiir.
Titlin dumanina maruz kalanlarin normal yasam siiresinin kisaldigi ve Olim
yasinin distiigii bilinmektedir. Diinya genelinde her 10 élimden birinin nedeni
tiitlin kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklardir (23). Tiitiin kullaniminin
solunum sistemi, kardiyovaskiler sistem, Ureme sistemi ve gastrointestinal
sistemler Gizerinde olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (109).

Erkek infertilitesi insanoglunun giiniimiizdeki en biiyiikk saghk
problemlerinden biridir. Dolayisiyla bu konunun aydinlatilmasi amaciyla siirekli
yeni bilimsel arastirmalar yapilmaktadir.

Tiitiin dumanina maruz birakilan deney hayvanlarinin viicut agirliklarinda
diisiis oldugu daha onceki caligmalarda gosterilmistir (110, 111). Calismamizda
da bu sonuglarla uyumlu olarak tiitiin dumanina maruz kalan hayvanlarin viicut
agirligi degisim ylizdelerinde azalma bulunmustur.

Yamamoto ve arkadaslarinin Wistar cinsi ratlar tizerinde yapmis olduklari
bir calismada tiitiin dumanina maruz kalmanin sperm miktarini, motilitesini ve
fertilizasyon kapasitesini azalttig1 bildirilmistir (112). Bir baska ¢alismada ise 10
hafta boyunca sigara dumanina maruz birakilan erkek farelerin epididimal
spermatozoon sayisinda azalma ve kuyruksuz sperm anomalisinde artis tespit
edilmistir (111). Kapawa ve arkadaslarinin yapmis olduklart bir ¢alismada ise
Wistar cinsi ratlarda 10 haftalik tiitiin maruziyetinin hareketli sperm yuzdesinde

ve motilitede azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (113).
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Bizim yaptifimiz sperm analizlerinde ise sperm yogunlugu ve sperm
motilitesi degerlerinin gruplar arasindaki farki istatistiksel agidan anlamsiz olarak
belirlendi. Ancak literatiirle paralel olarak tiitiin dumani uygulamasinin anormal
sperm miktarini anlamli bir bi¢imde arttirdig: tespit edildi.

60 giin boyunca giinde 2 saat sigara dumanina maruz birakilan Wistar cinsi
ratlara ait testis dokularinin elektron mikroskobu altinda incelenmesi sonucu
spermatogenetik seri hicrelerinde 6nemli derecede dejenerasyon ve belirgin
ayrilmalar gozlendigi, germinatif epitel biitiinligliniin ise zarar gordiigu
bildirilmistir (114). 13 hafta boyunca giinde 24 dakika sigara dumanina maruz
birakilan Spraque-Dawley cinsi ratlarin testis dokular1 incelendiginde; seminifer
tiibiil caplarinda, germinal epitel yiiksekliginde, Leydig ve spermatogenik seri
hiicrelerinin sayilarinda azalma oldugu rapor edilmistir (115). La Maestra ve
arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise 10 hafta boyunca ginde 3 saat
sigara dumanmma maruz birakilan erkek farelerin testislerindeki seminifer
tibdllerde dejenerasyon ve atrofi, seminifer tubul germinatif epitelinde incelme,
interstisyel alanda 6dem ve Leydig hiicrelerinin sayisinda azalma tespit edilmistir
(111).

Bizim calismamizda da literatiirdeki bu bulgulara paralel olarak 12 hafta
boyunca giinde 2 saat tiitin dumanina maruz birakilan gruptaki ratlara ait
kesitlerde seminifer tibul germinal epitelinde 6nemli derecede dejenerasyon, ¢ok
sayida seminifer tiibiiliin bazal membranlarinda ayrilmalar, vaskiiler konjesyonda

artis, atrofik tiibiiller ve interstisyel alanda 6dem tespit edildi.

Dokuda fizyolojik ortamin korunmasinda, canliligin devamliliginda ve

bozulmus fonksiyonlu hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda etkin olan
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programlanmis hiicre 6liimii apoptozis, testikiiler dokuda da sik gergeklesen bir
olaydir. Spermatogenezis; spermatogonyumlardan hiicre béliinmesi ve
farklilasmasi yoluyla olgun sperm olusmasidir. Saglikli bir spermatogenezis
siireci i¢inde, devamli olarak gerceklesen hiicresel gelisim ve farklilasmanin yani
sira germ hiicrelerde apoptozis de goriiliir ve bu durum sperm olusumu kritik rol
oynar (116, 117) Apoptozis, spermatogeneziste genellikle spermatositler ve
spermatogonyumlarda gerceklesir (118). Germ hiicrelerindeki bu hiicresel 6lim
spermatozoanin normal gelisimi a¢isindan oldukc¢a 6nemlidir (119). Yapilan bir
caligmada testis dokusunda devamli olarak spontan apoptozis gerceklestigi rapor
edilmistir (120). Testiste, hiicresel farklilasma esnasinda hasar goren bu germ
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasina yonelik bu siire¢te erkek germ hiicrelerinin
yaklagik % 75'"1 apoptozise maruz kalir (121). Testikiiler gelisimin erken
donemlerinde baslayan apoptozis siireci, gelisen germ hiicreleri ile Sertoli
hiicreleri arasinda orani1 dengede tutmaya yonelik fizyolojik bir olaydir (122-125).
Spermatogeneziste germ hiicre apoptozisinin hormonal olarak diizenlendigi tespit
edilmistir (126, 127). Hipofizektomize ratlarin hem germ hiicrelerinde hem de
somatik hiicrelerinde yogun apoptozis gergeklestigi ve FSH veya hCG hormon
tedavilerinin bu yogun apoptozis engellenebildigi gosterilmistir (127, 128). Testis
dokusunun 1s1 ve radyasyon gibi faktorlere olan duyarliligi da germ hiicrelerindeki
apoptozisi artiran énemli bir etkendir (129). Ozetle testis dokusundaki dengeyi
bozan dig uyaranlarin varliginda fizyolojik olmayan yliksek diizeylerde apoptozis
gerceklesir, bu duruma bagli olarak da spermatogeneziste bozulma ve infertilite

durumlar1 ortaya ¢ikabilir (130-132).
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Rajpurkar ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada peripubertal donemdeki
Spraque-Dawley cinsi ratlar 45 giin boyunca sigara dumanina maruz birakilmig
olup bu durumun testislerde apoptotik indeksi arttirdigi bildirilmistir (133). Yine
baska bir calismada 8 hafta boyunca giinde 3 saat sigara dumanina maruz
birakilan Wistar cinsi ratlarin testis dokusu incelenmis ve seminifer tibul
dejenerasyonu, atrofik tiibiillerde ve apoptotik indekste artis oldugu gosterilmistir
(134). Calismamizda 12 hafta boyunca giinde 2 saat uygulanan tiitiin dumani
maruziyetinin ratlarin testislerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda apoptotik

indeksi istatistiksel olarak anlamli bigimde arttirdig1 goriildii.

Erkek iireme fonksiyonu ve fertilizasyon a¢isindan 6nemli roller iistlenen
NO, fizyolojik durumlarda sperm motilitesini ve canliligin1 destekler. Ancak
oksidatif stres gibi durumlarda yiikselen NO konsantrasyonu istenmeyen etkiler
gosterir.  Testikiiler torsiyonda ve c¢esitli inflamasyon modellerinde NO
seviyesinin belirgin bi¢cimde artti1 tespit edilmistir (135, 136). Apoptotik germ
hiicrelerinin artis1 ile NOS aktivitesinin artmasi ve total antioksidan kapasitesinin
azalmasi arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir (137). 8 haftalik Wistar cinsi
ratlarda kadmiyum ile olusturulmus testikiiler —hasar sonucu eNOS
immiinreaktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (138). Bizim ¢alismamizda da tiitiin
dumanina maruz kalan ratlarda interstisyel alanda eNOS immiinreaktivitesinin

kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttig1 goriildii.

Spermatozoalar plazma membranlarindaki ¢oklu doymamis yag asitleri ve
sitoplazmalarindaki  stpdriici  enzimlerin  konsantrasyonlarindaki — diisiikliik
sebebiyle asir1 ROS kaynakli hasarlara olduk¢a duyarlidirlar (139, 140). Serbest

radikal artis1 hiicre membranlarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini oksitleyip

79


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rajpurkar%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12435077

bozulmalarina neden olarak lipid peroksidasyonunu uyarabilir.Sperm lipidlerinin
peroksidasyonu spermatozoa membran lipidlerinin matriks yapisina zarar
verebilir.Buna baglh olarak meydana gelen hiicre i¢i adenozin tri fosfat (ATP)’nin
hizli kaybi, aksonemal hasara, sperm hareketliliginin azalmasina ve spermin
boyun kisminda defektlere neden olur (141, 142). ROS biriktigi zaman meydana
gelen bu oksidatif hasara karsi testislerde ¢esitli antioksidan enzimler kullanilarak
korunma mekanizmalar1 gelisir. Bunlardan en 6nemlileri CAT ve GSH-PX’tir
(143). Wistar cinsi ratlar Uzerinde yapilan deneysel bir ¢alismada giinde 4 defa
30’ar dk uygulanan tiitin dumaninin testislerde MDA seviyesini arttirdigi,

GSH-Px ve CAT diizeyinin ise diisiirdiigii bildirilmistir (144).

Tiitlin duman1 maruziyetinin testis dokusundaki etkilerine kars1 ellajik asidin
nasil bir rol oynadigina dair herhangi bir literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Ancak

ellajik asidin ¢ok giiglii bir antioksidan oldugu rapor edilmistir (145, 146).

Yapilan iki ayr1 g¢alismada 8 haftalik Spraque-Dawley cinsi ratlarda
15mg/kg dozunda siklosporin-A ve 7 mg/kg dozunda sisplatin ile olusturduklar
testikiiler hasarlar sonucunda anormal sperm ylizdesinde artig, spermatogenik seri
hiicrelerinde nekrozis, tlibiler dejenerasyon ve atrofi, interstisyel ddem, vaskiiler
konjesyon ve liimene dokiilmiis immatiir hiicreler gézlenmistir. 10 mg/kg dozunda
oral gavaj yoluyla uygulanan ellajik asitin ise bu bulgularin ¢ogunda belirgin
bicimde azalma saglayarak testiste koruyucu etki gosterdigi rapor edilmistir.
Ayrica yine ayni ¢alismada siklosporin-A uygulamast MDA seviyesinde artisa;
GSH-Px, GSH ve CAT aktivitesinde ise diisiise neden olmustur. Ellajik asit
uygulamasinin bu degisimleri onleyerek, oksidatif stres kaynakli doku hasarini

engelledigi bildirilmistir (83, 147). Adriamisin ile olusturulan testikller hasara
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karst 2 mg/kg dozunda uygulanan ellajik asidin koruyucu etki gostererek lipid

peroksidasyonunu ve apoptozisi azalttigi rapor edilmistir (148).

Bizim caligmamizda da tiitlin dumani ile birlikte uygulanan ellajik asidin
ratlarin rolatif testis agirliklarini kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlaml sekilde arttirdigi bulundu.

Anormal sperm miktarin1 ise kontrol grubu ve tiitin dumani grubuna
kiyasla ciddi anlamda diistirdiigii tespit edildi. Histolojik degerlendirmelerde tiitin
dumani + ellajik asit grubunda kontrol grubuna benzer sekilde normal goriiniimlii
seminifer tubul germinal epiteli ve normal spermatogenez izlendi. Ellajik asit
uygulamasinin, tiitiin dumanina maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan seminifer tiibiil
germinal epitel dejenerasyonunda, vaskiler konjesyonda, interstisyel ddemde
belirgin iyilesmeyi ve seminifer tiibiill bazal membranlarindaki ayrilmalarda
azalmay1 sagladigi goriildii. Ayrica ellajik asit uygulamasinin interstisyel alandaki
eNOS immiinreaktivitesini diisiirdiigli ve apoptotik indeksi azalttig1 tespit edildi.
Ayrica tiitlin dumani maruziyeti ile birlikte uygulanan ellajik asidin testis
dokusunda MDA diizeyini diisiirdiigii, antioksidan enzimlerden CAT ve GSH-PX

diizeylerini ise arttirarak dokuda koruma sagladig: bulundu.

Sonu¢ olarak calismamizin bulgular birlikte degerlendirildiklerinde 12
hafta boyunca glinde 2 saat uygulanan tiitlin dumaninin rat testis dokusunda
oksidatif hasara yol actigi goriildii. Giiclii antioksidan o6zelligi bilinen ve
beslenmede yaygin olarak tiiketilen, ozellikle kirmizi meyvelerin yapisinda
bulunan ellajik asitin, tiitiin dumani kaynakli bu oksidatif hasara karsi ciddi

anlamda koruyucu bir etki gosterebilecegi tespit edildi.
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