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1. OZET

Sicanlarda Methotrexate Kaynakh Testis Hasarina Kars1 Laurocerasus

officinalis Roem. (Karayemis)’ in Antiapoptotik ve Antioksidan Etkileri

Bu ¢alisma, Methotrexate (MTX) uygulandiktan sonra antioksidan olarak verilen
L. officinalis Roem. (Karayemis=LO)’in testisler (zerindeki antioksidatif ve

antiapoptotik etkilerinin olup olmadigini aragtirma amaciyla yapildi.

Arastirmada 12 haftalik 250-300 gr araliginda 24 adet Sprague Dawley cinsi erkek
sigan kullanildi. Siganlar her biri alt1 denekten olusan dort gruba ayrildi. Kontrol grubu
sicanlarina deney stiresince (5 gun) herhangi bir uygulama yapilmadi. MTX ve MTX+LO
grubuna deneyin birinci gunu tek doz MTX (30 mg/kg) intraperitoneal (i.p) olarak enjekte
edildi. MTX+LO ve LO gruplarina 5 giin boyunca her giin ayn1 saatte LO meyvesi ile
hazirlanan ekstrakt (10 gr/kg) gavaj yontemi kullanilarak verildi. 5. giin sonunda denekler
anestezi altindayken, karin bosluguna girilerek her iki testis ve epididimis ¢ikarildi ve
kansizlagtirma yontemiyle 6tanazi yapildi. Alinan testislerin biri histolojik; kan ve diger
testis ise biyokimyasal incelemeler i¢in kullanildi. Cikarilan epididimisten alinan

spermlerin motilite ve vitalite degerlendirmeleri yapildi.

Kontrol grubu siganlarin testis yapisi, testis ve plazmadaki biyokimyasal
parametreler normal olarak izlend. MTX grubuna ait seminifer tubtllerin limenlerinde
immatiir germinal hiicreler, bazal kompartimaninda Sertoli  hucreleri ile
spermatogoniumlar arasinda agilma ve germinal epitelde yer yer vakuolizasyon izlendi.
MTX grubuna ait testis ve kan biyokimyasal analizinde MDA, SOD, CAT, PC
degerlerinin oldukga arttigi, sperm canlilik ve hareketliliginin anlamli derecede azaldig:
belirlendi. MTX+LO grubunda apoptoz indeksi, MDA, SOD, CAT, PC seviyesi MTX
grubuna gore anlamli olarak azaldigi; sperm canlilik ve hareketliliginin ise anlamli
derecede arttig1 gozlendi. MTX+LO grubunda testis histolojisi ve biyokimyasinda MTX’
in olusturdugu bozukluklarin 6énemli dlglide diizeldigi belirlendi. LO grubundaki tim

parametrelerin kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi izlendi.

Bulgularimiz MTX” in oksidatif etki ile testiste yapisal bozukluklar olusturdugu
ve sperm kalitesini azalttigini; LO meyvesinin antioksidan etkiyle, bu hasari diizelttigini,

sperm motilite ve vitalitesini arttirdigin1 gostermektedir.

Anahtar Sozcukler: Apoptoz, mikroskopi, oksidatif stres, Prunus laurocerasus, sperm



2. SUMMARY

Antiapoptotic and Antioxidant Effects of Laurocerasus officinalis Roem. (Cherry
Laurel) Against Methotrexate-induced Testicular Damage in Rats

The aim of this study was to investigate the possible protective role (antioxidant
and anti-apoptotic effects) of L. officinalis Roem. (Cherry laurel=LO) on testicular
toxicity of Methotrexate (MTX) in rats.

Twelve weeks old, twentyfour male Sprague Dawley (250-300 gr) rats were
divided into four groups as follows: control group, MTX group, MTX+LO group, LO
group. Control group had never been administered anything during the experiment. In the
first day of experiment, a single dose of Methotrexate (30 mg/kg) was intraperitoneally
administered to groups MTX and MTX+LO. Extract of L. officinalis Roem. (10 gr/kg)
was administered by gavage to groups MTX+LO and LO for 5 days. After 5 days, the
testes and epididymis of the animals were removed and abdominal aorta of the animals
were drawn blood to sacrifice. One of two testes was used for histological examinations,
the other testis and the blood were used for biochemical analysis. Motility and vitality of
sperms were evaluated in removed epididymis.

Testicular structure of control group was seen normally and malondialdehyde
(MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and protein carbonyl (PC) level
was found low. In MTX group, immature germinal cells were found in lumens of
seminiferous tubules and, vacuolization was seen in germinal epithelium. Seperation was
seen between Sertoli cells and spermatogonium. Testicular and blood biochemical
analysis of MTX group was resulted as MDA, SOD, CAT and PC level high, but motility
and vitality of sperm was low. In MTX+LO group, index of apoptosis, MDA, SOD, CAT
and PC level were significantly decreased, motility and vitality of sperm was significantly
increased in relation to MTX group. Histology and biochemistry of testis was
magnificantly treated for disorders of MTX. Parameters of LO group were similar to
control group.

As a result, this study shows that antioxidant and anti-apoptotic effects of LO
could repair MTX-induced testicular damage and oxidative stress and amplify motility
and vitality of sperms.

Key Words: Apoptosis, microscopy, oxidative stress, Prunus laurocerasus, sperm



3. GIRIS ve AMAC

Ureme yeteneginin istek disinda azalmasi ya da kaybolmasina infertilite (kisirlik)
denilmektedir. Infertil ¢iftlerin yaklasik %40’ inda problem kadinda, %40’ inda erkekte,
%20 sinde ise ciftin her ikisinde bulunmaktadir. infertilite fiziksel, psikososyal,
sosyoekonomik ve gevresel faktorlerin etkisiyle olusur. Erkek infertilitesi erkek genital
organ hastaliklar1 ve anomalileri, sperm anomalileri ve fonksiyon bozukluklari, sigara,
alkol, uyusturucu madde kullanimi, kimyasal maddelere ve radyasyona maruz kalma,

kemoterapi ve ilag gibi etkenlerle ortaya ¢ikar (1).

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglarin ¢oklu organ sistemlerinde akut toksik
yan etkiler olusturdugu iyi bilinmektedir (2). Bir folik asit antagonisti olan Methotrexate
(MTX) uzun yillardir antikanser ilaci olarak kullanilmaktadir (3). Tek doz MTX’ in
uygulanmasi, testislerde oksidatif stresin artmasina neden olur. MTX” in testis toksisitesi
onemli bir yan etkidir ve infertiliteye yol acabilir (4). Oksidatif stres testis ve tUreme
hiicrelerinin yapisinda hasara onciiliik eder (5, 6). MTX’ a maruz kalmis bir erkekte,
basta oligozoospermi olmak iizere hiicresel kromozom degisiklikleri de olugsmaktadir (7,

8). Ayrica, MTX oogenez, spermatogenez ve fertiliteye zarar verir (9, 10).

Rosaceae (Giilgiller) familyasina mensup Laurocerasus officinalis Roem.
(sinonim: Prunus laurocerasus L.) Tiirkiye’ nin kuzey kiy1 bolgesinde yetisen, yerel
ismiyle “Karayemis” ya da “Taflan” olarak bilinen, 6 m yiiksekliginde, yaprak dokmeyen
bir aga¢ tlirtidlir. Halk arasinda taze yapraklar1 agri kesici ve ates diisiiriicii olarak
kullanilir (11). LO taze meyvesi kimyasal ve antioksidan ozellikleri bakimindan test
edilmis; yiiksek miktarda su, protein, pektin ve seker yaninda gesitli fenolik bilesenler ve
mineraller icerdigi belirlenmistir. Ayrica yapisinda bulunan askorbik asit meyvenin

antioksidan 0zellik kazanmasini saglar (12).

Antioksidan 6zelligindeki bilesenler MTX tarafindan indiiklenen oksidatif stresin

toksik etkilerine kars1 testis dokusunu koruyabilir (10).

LO meyvesinin antiapoptotik ve antioksidan etkileri MTX kaynakl1 testis hasarina
kars1 daha 6nce kullanilmamistir. Bu ¢alisma Dogu Karadeniz boélgesinde bolca ve dogal
olarak da yetisen bu bitkinin, antioksidan Ozelligi sayesinde testis hasari ve semen

anomalilerini diizeltebilecegi diistiniilerek gergeklestirilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

Erkek Ureme sistemi, Greme hicrelerini (spermatozoa) yaratan bir ¢ift temel
Ureme organi (gonada, testis) ile bu hiicreleri viicut disina tasiyan iletici yollar (viae

genitales), bu yollara agilan eklenti bezleri ve penisten olusur.

Ureme organlar1 yerlesim yerine gore i¢ {ireme organlari ve dis iireme organlari
olarak iki gruba ayrilir. Testisler, iletici yollar (epididimis, ductus deferens, ductus
ejakulatorius) ve eklenti genital bezler (vezikula seminalis, prostat ve bulbodiretral bez)

i¢ ireme organlarini; penis ve skrotum ise dis tireme organlarini olusturur (13).
4.1. Testis Anatomisi

Erkekte Ureme organi olan testisler, sagli sollu olmak {izere bir ¢ift halinde
skrotum denen deri bir torba icinde bulunurlar. Her bir testis oval bicimde olup, yanlardan
basiktir. Testislerin her biri yaklagik 10-14 gr agirlikta, 4-5 cm boyunda, 2.5 cm
genisliginde ve 3 cm kalinligindadir. Sol testis 1 cm kadar daha asagidadir. Testislerin dig
ve ic iki ylzl (facies medialis, facies lateralis), 6n ve arka iki kenar1 (margo anterior,
margo posterior), Ust ve alt olmak Uzere iki ucu (extremitas superior, extremitas inferior)
vardir (14, 15).

Intrauterin hayatta karm boslugunda yer alan testisler, dogumdan hemen 6nce
kanalis inguinalisten gecerek skrotuma iner. Bu gegis sirasinda karin boslugunda
kendisini saran periton kesesini de beraberinde tasir. Dogumdan sonra bu kese periton
bosluguyla iligkisini keserek tunika vajinalis adin1 alir. Tunika vajinalisin skrotumun ig
yiizlinli doseyen parietal yapragi (periorsium) ile testisin iizerini Orten visseral yapragi
(epiorsium) arasinda ¢ok az miktarda ser6z sivi bulunur (16, 17). Testise gelen ve testisten
cikan damar ve sinirler de testisin skrotuma inisi sirasinda onu takip ederler. Bu olusumlar
bir araya gelerek funikulus spermatikus denen bir kordon olusturur. Funikulus

spermatikus testisin skrotumda asili durmasini saglayan yapidir (17, 18).

Testis tunika vajinalis, tunika albuginea ve tunika vaskulosa ile sarilmistir. Bu {i¢

tabaka testis kapsuli olarak isimlendirilir. Bu kapsiil spontan kasilmalar yapar.

Tunika albuginea kalin fibroz bir ortiidiir. Cok miktarda kollajen lif igeren bu
ortiinilin elastikiyet ve genisleme 6zelligi azdir. Tunika albuginea arka kenar1 hari¢ distan

epiorsium ile ortiiliidiir. Peritonun bulunmadig arka kenara ise epididimis tutunur ve



buradan testisin damarlar1 girip ¢ikar. Tunika albuginea, arka kenarda testisin i¢cine dogru
kalin ve vertikal yarim bir bolme seklinde uzant1 gonderir. Bu bolmeye mediastinum
testis denilir (15, 16). Mediastinum testisin 6n ve yan kisimlarindan ¢ikan uzantilara
septula testis adi verilir. Tunika albugineanin i¢ ylizeyine tutunan bu uzantilar testisi
lobiillere ayirir. Her lobiil i¢inde de tubuli seminiferi kontorti denen kanalciklar bulunur.
Spermiumlar bu kanalciklarin duvarlarinda gelismelerini tamamlar. Seminifer tibullerin
baslangi¢c kismi kivrintili, son kismu ise diizdiir. Tubuli rekti denilen bu diiz kisimlar
mediastinum testisin fibr6z dokusuna sokulur. Burada kanallarin anastomozu sonucu rete
testis denilen ag olusur. Rete testisi yapan kanalciklar mediastinum testisin iist ucunda
duktuli efferentes denilen kanallarla devam ederler. Duktuli efferentes ise tunika

albugineay1 delerek testislerden epididimise gecer (17).

Tunika vaskulosa, tunika albugineanin i¢ yiizeyinde bulunan damar ag
tabakasidir. Tunika albugineanin i¢ yiiziinii ve testis igindeki tlim lobullerin ylzlerini
orter (15).

Testisler aortanin dali olan arteria testikularisten beslenirler. Herbir testisin arka
tarafindan cikan kiigiik venler birleserek pleksus pampiniformis denilen vendz agi
yaparlar. Bu ven6z agdan 6nce iki, sonra bir vena testikularis olusur. Sag vena testikularis

cava inferiora, sol vena testikularis ise vena renalis sinistraya agilir (16).

Testisleri innerve eden simpatik lifler 9-12. gogiis spinal segmentlerinden ¢ikar.
Bu lifler pleksus aortikus ve pleksus renalisten ayrilarak arteria testikularis gevresinde

pleksus testikularisi olustururlar (17).
4.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozal ve genetik cinsiyeti, sekonder oositi dolleyen sperm tiriine
bagl olarak fertilizasyonla belirlenir. Gonadlarin erkek ve disilige farklanmalari, yani

gonadal cinsiyet yedinci haftada olur ve XX, XY kompleksine baghdir.
Gonadlar (¢ yerden koken alarak gelisirler:

1- Posterior karin duvarini déseyen sdlom epiteli (mezotelyum)

2- Solom epiteli altindaki mezensim

3- Vitelliis kesesi arka duvarinda olusan ilkel cinsiyet hiicreleri (Primordial germ
hcreleri) (19).



Gonadlar ilk olarak bir ¢ift gonadal ya da genital kabart1 denilen, s6lomik epitelin

proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla gelisimin 5. haftasinda belirirler

(20).

Geligmenin dordiincu haftasinda, vitellus kesesinin allantoise yakin duvarindaki
endoderm hiicreleri arasinda goriilen primordiyal germ hiicreleri, ameboid hareketlerle
son barsak mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, altinci haftada gonadal kabartilara
goc ederler. Bu gogten biraz dnce ya da gog¢ esnasinda sélom epiteli tekrar prolifere olur
ve mezensime yayilarak primitif cinsiyet kordonlart olustururlar. Bu kordonlar hem disi

hem erkek gonadlarinda ¢ok benzerdirler ve farklanmamis gonad olarak isimlendirilirler.

Eger embriyo erkekse, primordiyal germ hiicreleri XY cinsiyet kromozom
kompleksini tagirlar. Y kromozomu kisa kolu iizerindeki SRY (Sex-determining region
of the Y Chromosome) bolgesinde yer alan Testis Belirleyici Faktor (TBF) geni,
farklanmamis gonad iizerinde etkiye sahiptir. Bu faktor etkisiyle, primitif cinsiyet
kordonlar1 ¢ogalmaya devam ederler ve gonad medullasi i¢ine dogru uzanirlar. Olusan
bu kordonlara testis ya da medulla kordonlar1 adi verilir. Testis kordonlari, gonadin
hilusunda ince hiicre kordonlarina baglanarak, rete testis tiibiillerini olusturacak bir ag
sekline dontisiirler. Gelisimin ilerleyen evrelerinde, kalin fibroz bir kapsiil olan tunika
albuginea olustugunda testis kordonlar1 yiizey epiteliyle baglantilarin1 kaybederler (19,
20).

12. haftada tunika albugineanin geligsmesi, karakteristik olup testisin gelistiginin
onemli bir gostergesidir. 16. haftada testis kordonlar1 at nali bi¢imini alirlar ve ug
noktalar1 birleserek tubuli rektileri yaparlar. Testis kordonlar1 bu evrede, primitif cinsiyet

hicreleri ve sdlom epitelinden koken alan Sertoli hiicrelerini icerirler (19).

Gonadal kabartinin orijinal mezensiminden kdken alan Leydig hiicreleri testis
kordonlar1 arasinda bulunur. Gestasyonun sekizinci haftasinda Leydig hiicrelersi,

testosteron tiretimine baglarlar.

Puberteye kadar i¢i dolu olarak kalan testis kordonlari, pubertede limen kazanirlar
ve seminifer tiiblil adin1 alirlar. Seminifer tiibiiller bir kere kanalize olduktan sonra, rete
testis tubullerine agilir ve bunlar da duktuli efferentse baglanirlar. Efferent duktuslar

mezonefrik sistemin geri kalan bosaltim tiibiilleridir. Bu kanallar, rete testis ile



mezonefrik veya Wolff kanallarindan olusan epididimis arasinda bir baglanti islevi

gorurler (20).

Giderek biiyliyen testis, gerileyen mezonefrozdan ayrilir ve mezorkium denilen
kendi mezenteriyle asili durur. Testis geligmesinin son asamasinda, ylizey epiteli
yassilagarak ergin testisin dig yiiziinii doseyen tek katli mezotelyum yapisini olusturur

(19).
4.3. Testis Histolojisi

Testislerin i¢inde asili pozisyonda durdugu deri ve fibromiiskiiler bir yapiya sahip
olan skrotumun yag dokusuna sahip olmayisi, damardan ve ter bezinden zengin olusu

nedeniyle testis 1s1s1 karin i¢inden daha distiktir (21, 22).

Testisler ekzokrin ve endokrin salgi yapan birlesik tubuler bir bezdir (21).
Testisleri saran tunika albugineanin, testisin arka yiiziinde kalinlasarak olusturdugu
mediastinum testis, testis i¢ine dogru fibréz uzantilar (septum) yaparak testikiiler lobiiller
denilen yaklasik 250 piramidal bolme olustururlar. Bu uzantilar tam degildir ve bélmeler
cogunlukla birbirleriyle iliskilidir. Her lobiilde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer
tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler ve interstisyel
hicreleri (Leydig hcreleri) icerir. Seminifer tubuller erkek Ureme hucreleri olan
spermatozoonlart tiretirken testisin ekzokrin islevini, interstisyel hiicreler de testikuler

androjenleri salgilayarak testisin endokrin islevini yaparlar (22).
4.3.1. Seminifer Tubuller

Spermatozoonlar seminifer tubullerde iretilir. Her testiste yaklasik 250-1000
seminifer tubul bulunur. Her tubil 0,2 mm capta, 30-70 cm uzunluktadir. Bir testisteki
tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Tiibiiller kivrimhidir ve baslangicta kor
ucludur. Sonlanirken limen daralir ve diiz tiibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa
segmentler halinde devam eder. Bu duz ttbuller, seminifer tiblllerin rete testis denilen,
epitel ile doseli kanallarini olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Anastomoz
yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina
baglanmistir (21, 22).

Seminifer tibuller fibréz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve

karmasik germinal ya da seminifer epitel ile doseli kanallardir (22, 23).



4.3.1.1. Seminifer Tubul Epiteli

Seminifer tiibiil epiteli modifiye ¢ok kathi kiibik epiteldir. Epitelin {lizerine
oturdugu bazal lamina elastik fibrillerden zengin olup yaslandikca kalinlig1 artar. Bazal
laminanin disinda peritiibiiler doku (tunika propriya) bulunur. Peritubuler doku tabakalar
halinde yerlesmis bag dokusu fibrilleri ve fibroblastlardan olusur. En i¢ kisimda (bazal

laminaya yakin) 3-4 tabakali1 yassi epitele benzer myoid hicreler bulunur.

Myoid hiicreler kendi i¢cinde dogan impulslarla kontraksiyonlar yapabilir fakat
gercek diiz kas hiicresi degildirler. Bu yass1 hiicrelerin sitoplazmalarinda aktin
filamentleri bulunur (21, 24). Asagi smif hayvanlarda kontraksiyonlarin seminifer
tiibiillerde spermiumlarin ilerlemesini kolaylastiracagi diisiiniilmiistiir. Fakat insanlarda
bu fonksiyonu gdsterilmemistir. Myoid hiicreler birbirlerine membranlartyla tutunur,

ancak makromolekdllerin seminifer tiibiillere geg¢isini tamamen engellemezler.

Peritiibiiler dokunun disinda genis lenfatik kapillerler bulunur. Bdylece
peritiibiiler doku ve lenf kapillerlerinin seminifer tiibiillerle kan arasinda madde

degisimine bir engel olusturdugu 6ne siiriilmiistiir (21).

Seminifer epitelde (germinal epitel) degisik spermatogenez evrelerindeki
spermatogenik htcreler (germinal hiicreler) ile spermium olgunlasmasinda destek ve
beslenme gorevini Ustlenmis olan Sertoli hiicreleri olmak iizere iki ayr1 hiicre

populasyonu gorulir (24).
4.3.2. Sertoli Hicresi

Sertoli hiicreleri testislerin isleyisi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu hiicreler
spermatogenik serideki hiicreleri saran uzamis piramidal hiicrelerdir. Spermatogenik
hlcrelere kiyasla daha az sayida bulunurlar. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya
tutunur, apikal uclari ise siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Isik mikroskobunda,
spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida yan uzanti nedeniyle, Sertoli
hiicresi sinirlari 1yi belirlenemez. Bu yan uzantilar sayesinde seminifer epiteldeki degisik
tip hucreler bir arada tutulur. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda, bu hiicrelerin
¢ok sayida diiz endoplazmik retikulumu (SER), az granullii endoplazmik retikulumu, iyi
gelismis Golgi kompleksi, ¢cok sayida mitokondri, lizozom, mikrofibril, mikrottbdl ve

lipid inkliizyonlari igerdigi gdsterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin bazal kisimlarinda kristal



yapi niteliginde inkliizyonlarin varlig1 dikkat ¢eker. Bunlar Charcot-Bottcher kristalleri
olup, filamentdz yapida gozlenir. Siklikla iggen bigiminde olan uzamis niikkleusunda ¢ok
sayida girintiler, belirgin niikleolus ve az miktarda heterokromatin bulunur (21, 22, 24).
Olgun testiste bolinme godstermeyen Sertoli hiicreleri 1s1, radyasyon, toksik madde,

enfeksiyon gibi etkenlere karsi olduk¢a dayaniklidir (21).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar1 arasinda germinal hiicrelerin beslenmesi ve
destek gorevi basta gelir. Seminifer tiibiil duvarinda bazal laminadan liimene kadar
uzanan sitoplazmalar1 boyunca, yakin iliskide bulundugu germinal hiicrelere hem destek
olur hem de bazal laminayla iliskisi olmayan ve damarlardan uzak olan bu germinal

hicrelere peritubiler kapillerlerden alinan besleyici maddeleri ulastirir.

Farklilagsmasini bitiren spermatozoonlarin liimene verilmesinde (spermation) SER
membranlari, mikrotiibiiller ve mikrofilamentler rol oynar. Filamentlerde aktin bulunusu

bu hiicrelerin kasilma yetenegi oldugunu gosterir.

Sertoli hiicreleri, germinal epitelde Spermatogenez ile Spermiyogenez siirecinde,
dejenerasyona ugrayan hiicresel yapilar1 fagosite ederler. Bu kalint1 cisimciklerin

(residual body) fagositozu ile lipid inkliizyonlarina doniistiigiine dair goriisler vardir (24).

Sertoli hcreleri olarak seminifer tubtllere genital kanallar y6niunde akan ve
spermlerin tasinmasi i¢in kullanilan bir s1v1 salgilar. Androjen-baglayici protein tiretimi
Sertoli hiicreleri tarafindan folikiil uyarict hormon (FSH) ve testosteron kontrolii altinda
gerceklestirilir ve seminifer tiibiil i¢inde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun
yogunlastirilmasini saglar. Bu hiicreler ayn1 zamanda, 6n hipofiz bezinden FSH sentezini
ve salinmasini onleyen inhibin denilen bir peptid salgilar. Miiller kanalin1 baskilayici
hormon olarak da bilinen Anti-Miillerian hormon gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller
(paramezonefrik) kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir ve immatiir

Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir (22, 24).

Ayrica Sertoli hiicrelerinin biitliin germinal epitel hiicreleri siralarini kapsayacak
sekilde, hem bazal kompartimanda hem de adluminal kompartmanda yer almis olmasi ve
yanyana bulunan Sertoli hiicreleri arasinda da lateral ytizleri ile tutunma komplekslerinin

bulunmasi ile seminifer tiibiil icinde senkronize Spermatogenezis saglanmis olur. Boylece



Sertoli hiicrelerinin tiibiil duvarinda bitiinlik saglamasi, ayn1 zamanda Kan-Testis

Bariyeri olusumunda Sertoli hlicrelerinin 6nemini gosterir (24).

Seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bir bariyerin bulunmasi, testikiiler
stvida kandan gelen ¢ok az miktarda madde bulunmasina yol agar. Testikiiler kapillerler
pencereli tiptedir ve biiyiik molekiillerin gegisine izin verirler. Spermatogonyumlar kanda
bulunan maddelere kolayca ulasabilir. Ancak, Sertoli hiicreleri arasinda bulunan
engelleyici baglantilar, bir bariyer olusturarak biliyiik molekiillerin adluminal
kompartmanda Sertoli hiicreleri arasindaki bosluga tasinmasini engeller. Boylece,
Spermatogenezin daha ileri asamalarindaki germinal hiicreler, kandaki zararli maddelere

kars1 korunmus olur (22).
4.3.3. Spermatogenik Htcreler (Germinal Hucreler= Germ Hucreleri)

Germ hucreleri, Seminifer tubiillerin bazal laminasi ile limeni arasinda 4-8 katl
olan, siirekli ireme ve olgunlagsma gosteren siralar halindedir. Bu hiicreler bazalden
limene dogru; Spermatogonyum, Primer spermatosit, Sekonder spermatosit, Spermatid
(olgunlasmamis ve olgun) ve Spermatozoon (spermium) olarak siralanirlar. Tiibiil limeni
icinde bu hiicre tiplerinin yer aldigi olaylar; Spermatogenez ve Spermiogenez diye

birbirini izleyen iki seride toplanir.

Spermatogenez, ana germ hicresi Spermatogonyumdan Ureme ve biyime
periyodlarini izleyen mayoz boliinmeleri sonunda dort haploid kromozomlu Spermatid
olusumuna kadar gerceklesen olaylar1 kapsar. Olusan Spermatidin hareketli bir
Spermatozoona (Spermium) farklilasmasi ise Spermiogenez olarak isimlendirilir (22,
24).

4.3.3.1. Spermatogonyum (Gonosit)

Puberte baslayana kadar, Seminifer tibillerde spermatogenik hiicrelerden sadece
spermatogonyumlar bulunur. Spermatogonyumlar Pubertede hormonal etki ile mitozla

cogalarak diger tip hiicreleri olustururlar.

Spermatogonyum kendisinden gelisen hiicre tiplerine gore daha kiigiiktiir.
Cekirdegin biiyikligi, bigimi, kromatin dagilimi ve histokimyasal ozelliklerine gore
koyu boyanan Tip A, ag¢ik boyanan Tip A ve Tip B olarak tge ayrilir ve hepsi diploid
kromozomludur (21, 24).
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Koyu boyanan Tip A spermatogonyumlar, germinal epitelin kok hicresi olarak

kabul edilen, kii¢iik ve kubbe seklinde hiicreler olup, oval ve heterokromatik ¢ekirdege

sahiptir. Bu hucreler, hiicre dongistne girmezler ve mitoz bolinme gecirerek yeni koyu

ve acik A tipi spermatogonyumlara farklanirlar.

Acik boyanan tip A spermatogonyumlar, yuvarlak veya oval sekilli, 6kromatik
cekirdek ile acik sitoplazmaya sahiptir. Bu hiicreler A1, A2, A3 ve A4 olmak Uzere dort
jenerasyon halinde gozlenir. Birbirini takip eden bu serilerde, mitoz béliinme sonucunda
meydana gelen A4 tipi spermatogonyum boliiniir ve A ile B arasinda bir gegit tipi olan
ara spermatogonyumu olusturur. Bu ara spermatogonyumlar ise B tipi

spermatogonyumlara doniisir.

B tipi spermatogonyumlar, kiire seklinde ve merkezi yerlesimli ¢cekirdek¢ige sahip
hiicrelerdir. Baz1 yazarlara gore bu hucrelerin de B1, B2, B3 ve B4 olmak Uzere dort

jenerasyonu vardir ve B tipi bu spermatogonyumlar, primer spermatositleri olustururlar

(25).
4.3.3.2. Primer Spermatosit

Seminifer epitelin orta kisminda bulunan, kiire ya da oval bigimli, hacmi en buyik
olan hiicrelerdir. Olusur olusmaz birinci mayotik boliinmenin profaz evresine girerler.
Profaz evresi ¢ok uzun siirdiigiinden dolay1 en ¢ok sayida goriilen hiicrelerdir. Diploid

kromozoma sahiptirler.
4.3.3.3. Sekonder Spermatosit

Primer spermatositin mayotik boliinmesi sonucu olusan haploid kromozomlu
kucuk htcrelerdir. Haploid kromozomlu Sekonder spermatositler disi ya da erkek
gonozomlarin sadece birini igerir. Bu hucreler birbirlerine sitoplazmik koprilerle
baglidir. Kisa bir siirede ikinci mayoz boltinmeyi gegirdiklerinden kesitlerde gortlmeleri

zordur. Bolinmesiyle Spermatid denilen hiicreler olusur.
4.3.3.4. Spermatid

Spermatidler, kii¢iik boyutlar1 (7-8 um), yogunlasmis kromatin bdlgeleri igeren

niikleuslari ile ayirt edilebilirler. Seminifer tiibiillerde liimen yakinina yerlesmislerdir. Bu
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hicreler haploid kromozomludur. Birbirleriyle sitoplazmik baglantilar yapan sinsityal

hiicre kiimesi olustururlar.

Primer, Sekonder spermatosit ve Spermatidlerin arasindaki sitoplazmik kopriiler
Spermatogenezin diizenlenmesinde rol oynar ve hiicreden hiicreye bilgi alisverigine
olanak saglar. Spermatogenez tamamlaninca bu kopriiller kaybolur ve hiicreler

serbestlesir.

Spermatogonyumlardan Spermatidlerin olusmasiyla Spermatogenez
tamamlanmis olur. Olusan Spermatidler, Spermiyogenez asamasina girerek

Spermatozoonlara (Spermium) doniisiirler (21).

Spermiyogenez, Spermatozoon iiretiminin son asamasidir ve Spermatidlerin,
erkek DNA’sii1 ovuma aktarmak i¢in son derece 6zellesmis hiicreler olan Spermatozoona

dontigsme siirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gerceklesmez.

Spermiyogenez, akrozom olusumunu, niikleus yogunlagmasini ve uzamasini,
flagellum gelismesini ve sitoplazmanin ¢ogunun kaybolmasini igeren karmagik bir
stiregtir. Sonucta, daha sonra Seminifer tiibiil liimenine salinan olgun Spermatozoon

olusur. Spermiyogenez ii¢ kisimda incelenebilir.

Golgi faz1 denilen ilk asamada, Spermatid sitoplazmasi, niikleusun yakininda yer
alan belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve
diiz endoplazmik retikulum igerir. Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan kiiciik PAS
(Periyodik asit Schiff) pozitif granuller Golgi kompleksinde birikir ve daha sonra
birleserek membranla sinirli bir akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal
graniilii olustururlar. Sentriyoller gé¢ ederek olusan akrozomun karsi tarafinda hiicre
yiizeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya baslar, sentriyoller
yeniden niikleusa dogru goc¢ ederken hareket ettikce aksonemal bilesenleri ¢evresine

sarar.

Akrozomal faz denilen ikinci asamada ise akrozomal vezikiil ve graniil,
yogunlasan niikleusun 6n yarisim1 kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra akrozom
admi alir. Akrozom hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer
proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimlerin, oositleri ¢evreleyen korona

radyata hiicrelerini birbirinden ayirdigi ve zona pellusidayr sindirdigi bilinmektedir.
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Spermiyogenezin bu fazi sirasinda, spermatid seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelir
ve aksonem liimene dogru uzanir. Ayrica, niikleus uzar ve daha yogun bir hale gelir. Ayn
zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de
flagellumun proksimal kismi1 etrafinda toplanarak orta parca denilen kalinlasmis kismi
olustururlar. Bu bolge Spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagini olusturur. Flagellum
hareketi, miktortbdaller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin

etkilesmesi sonucunda olusur.

Maturasyon fazi1 denilen son asamada geriye kalan artik sitoplazma Sertoli

hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve Spermatozoonlar tiibiiliin liimenine salinirlar (22).
4.3.3.5. Spermatozoon (Spermium)

Farkl: tiirlere ait Spermatozoonlar farklilik gosterse de esasta ayni ana yapilar yer
alir. Spermatozoon ¢ok uzun bir hiicre olmasi ile (65 pm) dikkat ¢eker. Bas, boyun ve
kuyruk olarak i{i¢ ana kisimdan olusur. Kuyruk kisminda esas parga, orta parga ve son

parca halinde ti¢ segment gozlenir.

Insanda, bas uzun ekseni boyunca 7 um olan yassilagmis bir armut seklini andirir.
Nikleus hemen hemen bas bolgesini doldurur. Yogun kromatin yapisi iginde
kromatinden fakir aydinlik bolgeler niikleus vakuolleri olarak tanimlanir. Nikleusun 2/3

on kismin drten akrozom basligi, glikoprotein ile eritici enzimlerden zengindir.

Boyun boélgesi, bas ile kuyruk segmentlerini birlestiren kisa bir bolgedir. Burada
yer alan bir ¢ift Sentriollerin biri flagellumun aksonemasini olusturur. Aksonema 9+2
formiiliine uyan ¢ift mikrotiibiiller icerir. Aksonema, boyunda fibroz bir halka olusturmus

olup, etrafinda sitoplazma ortiisii belirgindir.

Kuyruk bolgesinde segmentlerinden orta parcanin biiyiikliigii, bas uzunluguna
yakindir. Bu segmentte flagellum aksonemasi disinda longitudinal 9 kalin fibril demeti
yer alir. Bunun diginda da spiral siralanmis mitokondri toplulugu yer alir. Mitokondrilerin

esas parcaya gecisini engelleyen ve fibroz bir kalinlasma halindeki anulus burada yer alir.

Kuyrugun en uzun segmentini olusturan esas parca, orta parcanin devami olan
merkezde aksonema ile longitudinal fibroz fibril demeti disinda, sirkiiler siralanmais fibroz

yapilarla dikkat ¢eker. Longitudinal fibriller ile fibr6z yapilarin iki bolgede birleserek orta
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par¢a yapisinda bir asimetri olusturmasi, hareket fonksiyonu ile ilgilidir. Son parca,

aksonemadan olusan kisa bir sonlanma halinde gozlenir (24).
4.3.4. Seminifer Epitelyum Siklusu

Seminifer epitelyum siklusu (déngusu), epitelyumda belli bir hiicre evresinin
ardisik iki goriiniimii arasinda olusan maturasyon degisiklikleri dizisidir (26). Insan ve
siganlarda spermatogenez siireci ¢ok benzer olmasina karsin bazi fakliliklar icermektedir.
Erkek siganlarda testislerin skrotuma inmesiyle beraber ilk sperm iiretimi yaklasik 45.
giinde baslar ancak optimum Uretim 75 giinde gerceklesir (27). Insanlarda her
spermatogenik dongii arasinda yaklasik 16 gn bulunurken siganlarda bu stire 12 gtinddir.
Siganlarda bir spermatogenik siklusun tamamlanmasi igin 52-54 gun gerekirken
insanlarda bu siire 65 giindiir. Siganlarda spermatogoniyal farklilagma 12. giin sonlarinda,
insanlarda da 16. gunde baslar ve spermatositlerin gelisimi igin siganlarda 14 giin,
insanlarda ise 25 giin gereklidir. Siganlarda haploid germ hiicrelerinden olgun sperme
donligiim siireci olan spermiyogenezis 7-14 gln iken insanlarda ise bu stre¢ 8-14 gundur
(28, 29).

4.3.5. Interstisyel Alan ve Leydig Hiicreleri

Testisin interstisyel dokusu, androjen tiretimi ag¢isindan 6nemlidir. Testis lobulleri
icinde Seminifer tiibiillerin aralarini dolduran interstisyum, bag dokusu lifleri ve hiicreleri
(fibrosit, lenfosit, mast hiicreleri ve makrofajlar), yaninda 6zel bir hiicre grubu olan
Leydig hiicreleri ile kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirlerden zengin bir ara doku
yapisinda gozlenir. Testikuler kapillerler pencerelidir ve kan proteinleri gibi
makromolekiillerin gegisine izin verir. Interstisyel alanda lenf damarlarinin olusturdugu
yogun ag, bu organdan alinan interstisyel siv1 ile lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi

acgiklamaktadir.

Erken fotal hayatta gelisen testiste ¢ok sayida bulunan Leydig hiicreleri, fotal
testise kan yoluyla ulasan plasental kaynakli gonadotropinler tarafindan uyarilmasi
sonucu hormon tretimine baslar. Sentezledikleri testosteron erkek genital organlarin
embriyolojik farklilasmasinda etkindir. Gebeligin 4-5 ayma kadar Leydig hiicreleri tam
gelismistir. Daha sonra dejenerasyona ugrarlar, dolayisiyla testosteron diizeyi de giderek

diiser. Dogumda bu uyart1 kalkar ve sonrasinda Leydig hiicrelerinde atrofi artar. Ancak
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pubertede hipofiz hormonlarinin (LH) uyarmasiyla Leydig hiicreleri goriilmeye

baslamaktadir. Leydig hiicreleri insanda testis dokusu hacminin %12’ sini olustururlar.

Leydig hicreleri tdbillerin arasinda 6zellikle lenfatiklere yakin konumda
gruplagmalar yaparlar. Biiyiik, oval ve eksentrik konumlu niikleuslar1 ile kolayca
taninirlar. Sitoplazmalar1 eosinofil olup, 151k mikroskobunda vezikiillii goriintistedirler.
Elektron mikroskop goruntilerinde SER ¢ok iyi gelismis oldugu ve lipid inkliizyonlar1
ile yakin topografik iliski icinde olduklar1 gézlenir. Bu yap1 steroid salgilayan hiicre tipine
uygundur. Mitokondri ve iyi gelismis Golgi kompleksi ile nadiren sentriol bulunur.
Leydig hiicrelerinde lipid ile birlikte, lipopigment granulalara rastlanir. Bu granulalar yas
ilerledikce artar. Bu hiicrelerde, organeller ve steroid sentezinde gerekli inklizyonlar
disinda, Reinke kristalleri denilen uzun kristal yapilara da rastlanir. Bu kristaller genelde
hekzagonal olup bazen birlesebilirler. Reinke Kristalleri haricinde Piring cisimler (Rice
body) de gorlebilir.

Leydig hiicrelerinin salgiladig1 testosteron, Spermatogenezin siirdiiriilmesi ve

erkekte sekonder cinsiyet karakterlerinin gelisimi igin gereklidir (21, 22, 24).
4.4. Epididimis

Testis ici genital kanallar tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentestir. Bu

kanallar, seminifer tiibiillerden gelen siviy1 ve spermatozoonlari duktus epididimise tasir.

Testiste iiretilen spermatozoonlari penise dogru tasiyan kanallar duktus

epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve tiretradir (24).

Epididimis, ¢ok sayidaki duktuli efferentes kanallarinin tek kanal halinde toplanip
kivrintilt bir kanal halindeki devamidir. Duktus epididimis, diizlestirilmis halde 4-6 m
uzunlukta olmakla beraber, kivrintili toplu halde 5 cm’ lik bir uzunluk i¢ine yerlesmistir

(22, 24).

Epididimis; kaput epididimis, korpus epididimis ve kauda epididimis olmak lzere
ti¢ bolgeye ayrilir. Kivrimlarin etrafi bag dokusu, kas ve interstisyum ile birlikte bir organ
olusturur. Epididimis duvarin1 doéseyen epitel iki siralt olup, altta izoprizmatik ve Ustte
prizmatiktir. Prizmatik hiicrelerin liimene bakan yiiziinde sitoplazmik uzantilar halinde
stereosilya yapilar1 bulunur. Stereosilyalar pasif kasilma hareketleri yapabilme

yetenegindedirler.
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Epitel, bazal lamina iizerine oturmustur; dista ince bir lamina propriya yer alir.
Sirkiiler sarilmis diiz kas tabakasi incedir. Duktus deferense yakin bolgelerde buna

longitudinal kaslar da eklenip kalinlagir.

Epididimiste kanallar1 saran kas disinda, fibr6z stroma, kan damarlari, lenfatik ve

sinirlerden zengin bir ara doku bulunur.

Epididimiste spermatozoonlarin olgunlagmasi siirer. Testisten epididimise gelen
spermatozoon zayif hareketli ve ovumu dolleme yeteneginden yoksunken, epididimiste

androjene bagli fonksiyonel olgunlasma gegirir.

Epididimis epitelinin salgist1 ve bdlgelere gore farkli morfoloji gostermesi,
bolgelerin degisik fonksiyonlarina baglidir. Bas kisminda seminifer tbdllerden gelen

stvinin resorpsiyonu, kuyruk bolgesinde ise spermiumlarin depolanmasi gergeklesir (24).
4.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller iyonlagma ve eksitasyon sonucunda dis yoriingelerinde bir veya
daha fazla eslesmemis elektron bulunduran atom veya molekiillerdir (30, 31). Genellikle
elektriksel agidan yiiksiiz olan bu atom veya molekiiller oldukca reaktif ve toksiktirler
(30, 32, 33). Serbest radikal molekiilii sahip oldugu eslesmemis elektron nedeniyle
kararsiz konumdadir. Kararli yap1 kazanabilmesi i¢in eslesmemis elektronlarin bir bagka
radikalin ayn1 durumundaki elektronu ile eslestirilmesi gerekmektedir. Kararli hale gelen
serbest radikaller elektron alic1 (oksitleyici) veya elektron verici (rediikleyici) ozellige
sahiptir (34, 35). Serbest radikaller endojen kaynakli normal metabolik olaylarin iiriinii
olabilecegi gibi; egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli su ve X 1ginlarinin sebep oldugu

eksojen kaynakli da olabilir (30, 36).

Artan serbest radikallerin elektronlari, hiicredeki diger molekiillerle etkilesime
girerek oksidatif strese sebep olurlar (31, 37). Oksidatif stres ise organizmadaki oksidan
ve antioksidan dengesinin, fazla miktarda pro-oksidan bilesenlerinin Uretilip oksidan

sistemin baskin gelmesiyle bozulmasidir (31).

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en 6nemlisi oksijen icerenler olup
bunlara serbest oksijen radikalleri (SOR), oksidan molekdlleri veya reaktif oksijen tirleri
(Reactive Oxygen Species = ROS) denilmektedir (33).
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4.5.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri, molekuler oksijen ve oksijenin en stabil formu olan
suya indirgenmesi sirasinda ve farkli oksidatif stres mekanizmalariyla olugmaktadir.
Oksijenin kendisi (singlet oksijen) ve oksijenin eksik indirgenmesi sonucu olusan
stperoksit, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalleri en iyi
bilinen serbest oksijen radikalleridir (33, 38). Aerobik canlilarin yasamlarini
stirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan oksijen, baz1 durumlarda potansiyel olarak toksik bir

molekuldur (39, 40).

Stiperoksit radikali (O27); molekiler oksijenin tek bir elektron alarak
indirgenmesiyle meydana gelir (33, 41). Bu radikal hidrojen peroksit kaynagi ve gecis
metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasi yoniinden 6nemlidir (33). Siiperoksit radikalleri
meydana geldigi hiicreden daha uzak yerlere kolayca gecerek, farkli radikallerin

olusmasina ve doku hasarina sebep olur (42, 43).

Hidrojen peroksit (H202); molekdler oksijenin iki elektron almasiyla olusabildigi
gibi siiperoksitin tek elektron almasiyla meydana gelen peroksitin, iki hidrojen atomuyla
reaksiyonu sonucunda da olusabilir (39). Hidrojen peroksit, yapisinda eslesmemis
elektron igermediginden serbest radikal 6zelligi tasimaz ve reaktif bir tiir degildir (44).
Ancak siiperoksitle reaksiyona girerek yikilir ve en reaktif olan hidroksil (OH') radikalini

olusturur (45).

Hidroksil (OH’) radikali; hidrojen peroksitin gegis elementleri varhiginda
indirgenmesiyle ya da stperoksit radikali ile reaksiyona girmesiyle hidrojen peroksitteki
O-0 baginin hemolitik par¢alanmasi sonucu iki hidroksil radikali meydana gelir (42, 46,
47). Oksijen radikallerinin en reaktif ve toksik olan formu hidroksil radikalidir (38, 42).

Singlet oksijen, serbest radikal reaksiyonlarini baslatan ve serbest radikal
reaksiyonlar1 sonucu meydana gelen singlet oksijen eslesmemis elektronu olmadigi igin
radikal degildir (33). Doymus yag asitleriyle dogrudan tepkimeye girerek peroksit
radikalini (ROO-) ve lipid peroksidasyonunu (LPO) baslatabilir (46).
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4.5.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman, hucrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim

bilesiklerinin yapilarinda bozukluklara neden olur (48, 49).
4.5.2.1. Proteinlere Etkisi

Proteinler, serbest radikal saldirilarina karst doymamis yag asitlerinden daha az
duyarhdir (33). Cok yogun saldir1 olmazsa bu hasar fazla goriilmez (44). Proteinler,
serbest oksijen radikalleri veya oksidatif stres drlnleri ile kovalent modifikasyon
sonucunda oksidasyona ugrarlar (50, 51). Serbest radikallerin aminoasit molekdllerindeki
stilfidril ya da amino gruplariyla etkilesip olusturdugu hasar sonucunda; proteinlerde
aminoasitlerin modifikasyonu, protein fragmantasyonu, protein agregasyonu ve capraz
baglanmalar gibi yapisal degisiklikler meydana gelir (33, 52). Oksidasyona ugrayan
proteinlerde disiilfit baglarinin kirilmasi, sistein kalintilarinin oksidasyonu ve yanlig yeni
disiilfit baglarinin olusumuyla proteinlerin {i¢ boyutlu yapist bozulur. Ozellikle tersiyer
yapinin bozulmasi proteinin proteolize ve oksidatif hasara yatkinligini arttirir. Boylece
ligand ve allosterik baglanma bolgelerinin geometrisi degisir ve proteinler islevlerini
kaybederler. Serbest oksijen radikallerinin proteinlerle etkilesimi, protein karbonil (PC)
tirevlerinin ve ileri oksidasyon protein Griinlerinin (AOPP) olusumuna yol agmaktadir.
PC ve AOPP ise proteinlerdeki kalic1 oksidatif hasarin gostergeleri olarak kullanilirlar
(53).

4.5.2.2. Lipid Peroksidasyonu

Biyolojik sistemlerde serbest oksijen radikallerin doymamis yag asitleri ile
oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak tanimlanir. Serbest radikaller en fazla hiicre
membrani fosfolipidlerinde bulunan doymamais yag asitlerini etkiler. Bunun sonucunda
ciddi dl¢lide membran hasar1 gozlenir ve bu hasar geri déniisiimsuzduir. Organizmada
olusan bir serbest oksijen radikali, membran yapisindaki doymamis yag asit zincirinin
metilen (CH2) grubundan bir hidrojen atomu uzaklastirir ve boylece lipid peroksidasyonu
baslar (33, 44, 54).

Lipid peroksidasyonunun sebep oldugu hiicre membrani hasariyla membran

akiskanligi kaybolur ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre icine girmesiyle hiicre
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fonksiyonlart bozulur. Lipid peroksidasyonu iiriinii olarak lipid hidroperoksitlerinin

yikimu ile aldehitler ve malondialdehid (MDA) meydana gelir.

Tiyobarbitlrik asitle 6lcllebilen MDA, superoksit radikallerinin {i¢ veya daha
fazla ¢ift bag igeren yag asitleri ile peroksidasyonu ya da eikozanoid sentezinde
serbestlesen endoperoksitler sonucu olusur (55). Membran bilesenlerinde ¢apraz
baglanma ve polimerizasyona neden olan MDA, membrandan kolaylikla difiize olarak
DNA’ nin yapisindaki nitrojen bazlarla tepkimeye girer ve mutajen, karsinojen,
genotoksik etkiler gosterir. Doku hasari incelemelerinde lipid peroksidasyon 6lglimi
kullanilmaktadir. (56).

4.6. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmada artan serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonu yavaslatan,
durduran veya engelleyen molekillere antioksidan, bu sisteme ise antioksidan savunma
sistemi denilmektedir. Hiicre hasarina sebep olan serbest radikallerle reaksiyona giren
antioksidanlar, kanser dahil bir¢ok hastalig1 ve erken yaslanmayi 6nleyen, yok eden veya
etkilerini azaltan molekiillerdir. Antioksidanlar kaynaklarina gére endojen ve eksojen

olmak Uzere iki ana gruba ayrilabilirler (57-59).
4.6.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, organizma tarafindan sentezlenip enzimatik ve
nonenzimatik olarak iki alt gruba ayrilir. Enzimatik antioksidanlara stiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR);
nonenzimatik antioksidanlara ise bilirubin, ferritin, albtmin, Urik asit ve seruloplazmin
ornek olarak verilebilir (57, 60, 61).

Serbest radikallere karsi ilk ve en dnemli savunmayi yapan SOD, organizmada
substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzimdir. SOD, superoksitin hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizleyerek hiicre igindeki siiperoksit seviyesini
azaltir. Biri sitozolde bulunan Cu-Zn merkezli, digeri mitokondride bulunan Mn merkezli

iki izoenzimi vardir (62-66).

CAT, tariflenen ilk antioksidan enzimdir ve hicre icinde % 80 oraninda
peroksizomlarda bulunur. Hidrojen peroksiti suya ve oksijene parcalayan reaksiyonda
gorev yapar (57, 67).
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4.6.2. Eksojen Antioksidanlar

Organizmada sentezlenmeyip disaridan alinan antioksidanlardir. Eksojen
antioksidanlar daha c¢ok bitkiler tarafindan sentezlenen cesitli vitamin ve fenolik
maddelerdir (68). Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitkiler tarafindan en fazla
sentezlenen sekonder metabolitlerdir. Bitkiler aleminde 5000’ den daha fazla fenolik
yapmin oldugu belirtilmektedir (69). Yapilan ¢alismalarda fenolik bilesiklerin biiyiik
cogunlugunun potansiyel olarak antioksidan, antikarsinojenik, antimutajenik,
antibakteriyel, antiviral ve antienflamatuvar 6zellige sahip oldugu ortaya koyulmustur
(70-73).

4.7. Methotrexate

Methotrexate (4-amino-4-deoxy-10-N-methylpteroylglutamic acid; MTX) 40 yili
askin siiredir losemiler, solid tiimorler, psoriasis, sarkoidoz, inflamatuar bagirsak
hastaliklari, vaskulit, romatoid artrit ve diger bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanilan folat antagonisti antimetabolittir. S fazindaki hiicreleri etkileyen MTX
dihidrofolat analogudur ve hiicre replikasyonunda anahtar enzim olan dihidrofolat
rediiktaza baglanip, piirin ve pirimidin yapiminda gerekli tetrahidrofolat sentezini inhibe
eder. Apoptozisle sonuglanan DNA defektleri, plrin ve pirimidin sentez inhibisyonuyla
olusur (74, 75).

MTX in etkinligi genelde sebep oldugu yan etkiler ve toksik durumlar ylziinden
simirlanmistir (76). MTX kaynakli toksisite dozaj programi, tedavinin uzunlugu,
hastaligin tipi, hastanin risk faktorleri, genetik ve molekiler apoptotik faktorlerin varligi
gibi etkenlerle ortaya ¢ikmaktadir (77). MTX ile yapilan son toksisite ¢aligmalarinda
oksidatif stres dikkat cekicidir (78). MTX tedavisi nedeniyle hidroksil radikalleri,
stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroklorik radikaller gibi serbest oksijen
radikallerine kars1 hiicre koruyucu antioksidan savunma sistemi zayiflar (79). Bunun
sonucunda antioksidan savunma sisteminde gorev yapan SOD ve CAT etkinligi azalir
(80, 81). Testis membraninda bulunan omega-3 yag asitleri serbest oksijen radikallerinin
hedefi haline gelir ve MTX kaynakli oksidatif stres ile testis hasar1 gozlenir (4). MTX
oksidatif stresle testikiiler toksisiteyi indiikledigi gibi dogrudan toksik etkisiyle de organa
hasar verebilir (82).
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4.8. Laurocerasus officinalis Roem. (Karayemis)

Rosaceae (Giilgiller) familyasinin Prunoideae (sinonim: Amygdaloideae) alt
familyasina mensup Laurocerasus officinalis Roem. (sinonim: Prunus laurocerasus L.)
Tiirkiye’ nin kuzey kiy1 bolgesinde yetisen, yerel ismiyle karayemis ya da taflan olarak
bilinen, 6 m yiiksekliginde, yaprak dokmeyen bir agag tiiriidiir. L. officinalis Roem. (LO)
meyveleri, Dogu Karadeniz bolgesinde daha ¢ok taze meyve ve meyve suyu, pekmez,
recel, kuru meyve ve tursu olarak tiiketilir. Ayrica halk arasinda taze yapraklari agr1 kesici
ve ates diisiiriicli olarak kullanilir. Olgun meyvesi yiiksek oranda fruktoz, glukoz, vanilik

asit ve linoleik asit icerir (11).

Karayemis (LO), Tiirkiye’ nin Dogu Karadeniz bolgesi haricinde Balkanlarin bazi
kisimlar1, Kuzey Irlanda, bati Avrupa, giiney ve bat1 Kafkasya, iran, Dogu Marmara ve
baz1 Akdeniz Ulkelerinde de yetismektedir. Laurocerasus officinalis Roem. (LO) taze
meyvesi kimyasal ve antioksidan 6zellikleri bakimindan test edilmis; yliksek miktarda su,
protein, pektin ve seker yaninda cesitli fenolik bilesenler ve mineraller icerdigi
belirlenmistir. Onerilen giinliik alim miktarma gore (Recommended Dietary Allowance:
RDA, 83) bu minerallerin oranlart meyvenin iyi bir besin kaynagi oldugunu
gostermektedir. Halk arasinda idrar soktiiriicii, antidiyabetik olarak, ayrica mide {ilseri,
sindirim sistemi problemleri, bronsit, egzama ve hemoroid tedavisinde de
kullanilmaktadir. Ayrica yapisinda bulunan askorbik asit meyvenin antioksidan 0zellik

kazanmasi saglamaktadir (12).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Kullanilan Cihazlar

Calismalarimizda kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar1 gosteren

bilgiler Sekil 1° de verilmistir.

Adyr/ Modeli

Kullanim amaci

Spektrofotometre/ UV-VIS Double PC-8 auto cell,
Labomed Inc, Culver City, USA

Biyokimyasal analizler

Dondurucu/ Joun sa Deep Freezer VXE490, Czech
Republic

Ekstrakt hazirlama,
biyokimyasal analizler

Homojenizator/ 1ka-Werke, Ultra Turrax ® T25
Basic, Germany

Ekstrakt hazirlama,
biyokimyasal analizler

pH Metre/ Hanna pH 213, Romania

Biyokimyasal analizler

Santrifuj/ Hettich, 1406 Type, Universal 320R,
Germany

Ekstrakt hazirlama,
biyokimyasal analizler

Vorteks/ Heidolph, Reaxtop

Biyokimyasal analizler,
Sperm sayimi

Su banyosu/ Nuve, ST 402

Biyokimyasal analizler

Magnetik karigtirict/ Heidolph MR 3001, Germany

Biyokimyasal analizler

ETUV/ Heraeus B12 Tip Sif: 3.1 Kendrol,
Germany

Doku takip islemleri

Sican terazisi/ Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1,
Germany

Tartim islemleri

Mikro plate okuyucu/ Tunable, Versa Max,
Microplate reader, USA

Biyokimyasal analizler

Rotary mikrotom/ Leica RM 2155

Doku kesme

Isik mikroskopu/ Olympus BX-51; Olympus Optical
Co, Ltd, Tokyo, Japan

Preparat fotografi cekme

Lipshaw Paraffin Dispenser

Doku takip islemleri

Lipshaw Benmari

Doku kesme

Isik mikroskopu/ Olympus, DP 71, Japan

Preparat fotografi cekme

Haifa, Israel

Makler Counting Chamber/ Sefi-Medical Instrument,

Sperm sayimi

Sekil 1. Calismalarda kullanilan cihazlar
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5.2. Deney Hazirh@

5.2.1. Laurocerasus officinalis Roem. (Karayemis) Meyve Ekstraktinin

Hazirlanmasi

LO (Karayemis) meyvesi ile yapilan farkli calismalar mevcuttur. Kolayli vd. (12)
yaptiklar1 ¢alismada meyveden farkli ¢oziiciilerle (etanol, aseton ve su) elde ettikleri
ekstraktlarda antioksidan aktivite yonlinden en zengin aktiviteyi sulu ekstraktin
gosterdigini bildirmislerdir. Bu sebeple yapilan ¢alismada meyveden elde edilen sulu
ekstrakt kullanildi.

Olgun LO meyvesi Agustos ayinda Trabzon il merkezinden toplandi. Meyve
calisma zamanina kadar -20 °C de saklandi ve galisma zamani derin dondurucudan
cikartildi. Buzu ¢6zundikten sonra meyvenin etli kismu ile ¢ekirdegi birbirinden ayrildi.
Etli kissmdan hassas terazide 1500 gr tartildi. Tartilan meyve buz banyosunda yeterli
miktarda saf su eklenip iyice homojenize edildi. On siizme islemi ii¢ katli beyaz temiz
tilbent ile 2 kez stzilerek yapildi ve 15000 rpm’ de santrifiij edildi. Meyve ekstrakti 45
um’ lik filtrelerden gecirildi ve 800 mL ekstrakt elde edildi. Ekstrakt erlen i¢erisinde derin
dondurucuda dondurulduktan sonra suyunu uzaklastirmak icin liyofilizatér cihazina
konuldu. Ug giin sonunda erlende kalan liyofilizat son hacmi 100 mL olacak sekilde saf
su ile ¢ozlldu. Elde edilen karayemis ekstraktinin konsantrasyonu 1500 gr/100 mL=
15000 mg/mL olarak kaydedildi ve bitiin hesaplamalar bu konsantrasyon zerinden
yapildi. Ekstraktin bir kismi eppendorf tiiplere konulup toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivite ¢aligmalari i¢in saklandi. Geriye kalan kismi deney hayvanlarinda
kullanilmak tizere +4 °C’ de saklandi ve deney siiresince hayvanlara belirlenen miktarda

verildi.
5.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Yontem, suda ve organik ¢oziiclilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin
reaktifleri ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor—

menekse renkli kompleks 765 nm’ de maksimum absorbans olusturur (84).

Calismada, standart grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir madde olan gallik asit
(Sigma) standardi kullanildi. Gallik asitin farkli konsantrasyonlar1 (0.5; 0.25; 0.125;
0.0625; 0.03125 ve 0.015625 mg/mL) hazirlanip, absorbanslar1 okundu. Standart ve 100
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kat seyreltilen numune konsantrasyonlar1 {i¢ paralel olarak galisildi. Konsantrasyona
karsilik bulunan absorbans degerleri ile grafik ¢izildi. Cizilen grafige gore karayemis
numunesinin toplam fenolik madde miktar1 bulundu. Metodun yapilis1 Tablo 1’ de

verilmistir.

Tablo 1. Toplam fenolik madde tayininde yapilan iglemler

Kor Standart Numune
Distile su 700 pL 680 pL 680 pL
Standart - 20 puL -
Numune - - 20 pL
0.5 N Folin Reaktifi 0.4 mL 0.4 mL 0.4 mL

Tiipler karistirilir ve 3 dakika sonra

% 10’ luk Na2CO3 0.4 mL 0.4 mL 0.4 mL

2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm’ de absorbans okundu.

5.2.3. Bakar (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Yontem, tiyol (-SH) tipi antioksidanlarla ¢abuk ve net sonuglara ulasir. CUPRAC,
fizyolojik pH’ lara yakin olan pH=7 ortaminda yiiriitiiliir; dolayisiyla fizyolojik kosullar
yansitma sanst daha fazladir. Uygun ¢oziicli secimiyle hem hidrofilik, hem de lipofilik
antioksidanlar tayin edilebilir. Metod, bakir (11)-neokuproin kompleksinin ortama
antioksidan ¢ozeltisi ilave edilmesi sonucunda bakir (I)-neokuproine indirgenmesi
esasina dayanir ve sonuclar i¢inde antioksidan bulunmayan referansa kars1 450 nm’ de

absorbans degerlerinin 6lgllmesiyle elde edilir (85, 86).

Analizde standart olarak Troloks® (1000-62.5 M) kullanilmistir. Standart ve 100
kat seyreltilen numune konsantrasyonlar1 ii¢ paralel olarak calisildi. Elde edilen test

sonuglar1 Troloks® esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) cinsinden verildi.
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Tablo 2. CUPRAC tayininde kullanilan miktarlar

Numune Standart Kor
10 mM CuCl> 1mL 1mL 1mL
7.5 mM Neokuproin 1mL 1mL 1mL
NH;CH3COO tamp.(1 M, pH 7.0) 1mL 1mL 1mL
Numune 0.2mL - -
Standart - 0.2mL -
Saf su 0.9 mL 0.9 mL 1.1mL

1 saatlik inklibasyondan sonra 450 nm’ de absorbans okundu.

5.2.4. DPPH* Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH- radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, Aldrich) ticari olarak satin alinabilen
bir radikal olup ¢alismada 4 mg/100 mL olacak sekilde DPPH" radikalinin metanolik
cozeltisi kullanildi. Elde edilen karayemis eksrakti degisik konsantrasyonlarda hazirlandi.
Esit hacimde (750 uL) DPPH’ ¢6zeltisi ve numune ¢ozeltileri karistirilip oda sicakliginda
50 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda DPPH™ 1n maksimum absorbans verdigi
517 nm’ de absorbanslar okundu. Kor olarak DPPH® ¢ozeltisi ve numunenin ¢ozildigi
¢oziicii kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige

gecirilerek SCsg degerleri mg/mL cinsinden hesaplandi (87).

SCso Degerlerinin Bulunmasi

SCso radikal miktarini yariya indiren numune konsantrasyonudur. SCso degerinin
bulunmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda ¢alismak gerekir. Bu nedenle ¢alismada 5 farkli
konsantrasyonda ol¢iim yapildi. Analizde standart olarak Troloks® (Aldrich) (0.02-
0.00125 mg/mL) araliginda 5 farkli konsantrasyonu kullanildi. Karayemis numunesinin
(150-9.375 mg/mL) konsantrasyon araliginda 5 farkli konsantrasyonu hazirlanip
absorbans Olclimleri yapildi ve absorbanslar konsantrasyona karsi grafige gegirildi.
Maksimum absorbansin yarisina karsilik gelen konsantrasyon miktart SCso degerini
vermektedir. SCso degeri ortamda var olan DPPH" radikalinin yarisin1 siipiiren,
temizleyen numune yada standart konsantrasyonudur. SCso degeri mg/mL veya mM gibi

birimlerle ifade edilmektedir.
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Tablo 3. DPPH yontemi igin deney sartlari

Reaktif Kor Numune
Standart ve Numune (Degisen - 750 puL
Konsantrasyonlarda)
DPPH 750 pL 750 pL
Cozucl 750 pL -

50 dakika sonra 517 nm’ de absorbans okundu.

5.3. Deney Asamasi
5.3.1. Deney Hayvanlarmin Bakimi, Barinmasi ve Temini

Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2013/2 protokol numarasiyla onay almistir. Tez
caligmasi siiresince kullanilan deney hayvanlar1 ve sarf malzeme alimi TUBITAK
(Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu) tarafindan 1002-Hizli Destek
Projesi kapsaminda 113S409 kod nolu proje ile desteklenmistir.

Calismada kullanilan 12 haftalik 24 adet Spraque Dawley cinsi erkek sicanlarin
bakimi, beslenmesi ve barinmas1 KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi sigan
takip odalarinda yapildi. Deney siiresince (5 giin) laboratuvar sicakligi ortalama 22+2 °C,
nisbi nem ortalama % 50+5 olarak ayarlandi. Sirkadiyen ritminin devami i¢in odada
bulunan 1siklar 12 saat agik 12 saat kapali tutuldu. Sicanlarin beslenmesinde standart

sigan yemi ve musluk suyu kullanildi.

Calisma siiresince siganlarin barindirilmasinda standart Tip III sigan kafesleri
kullanildi. Her kafeste yeterli miktarda yem ve su kafes iizerinde hayvanlarin kolaylikla

ulasabilecegi bolmelere yerlestirildi (Resim 1).
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Resim 1. Siganlarin bakimi ve barimasi

5.3.2. Caliymada Kullanilan Gruplar ve Deneyin Uygulanmasi

Deneyde kullanilan 24 adet sigan, her grupta alt1 hayvan olacak sekilde dért gruba

ayrildi. Denekler gruplara agirliklarina gore homojen sekilde dagitildi (Tablo 4).

Tablo 4. Calismada kullanilan gruplar ve gruplara yapilan uygulamalar

Gruplar Gruplara Yapilan Uygulamalar
Grup 1 Kontrol Grubu; herhangi bir uygulama yapilmadi.
Grup 2 MTX Grubu; deneyin ilk glnu tek doz 30 mg/kg Methotrexate
i.p olarak uygulandi.
Grup 3 LO Grubu; deney siiresince (5 giin) Karayemis ekstrakti
(10 gr/kg ekstrakt = 0.3 mL/ 300 gr) gavaj yoluyla uygulandi.
Grup 4 MTX+LO Grubu; deneyin ilk glini tek doz MTX (30 mg/kg) i.p

olarak ve deney siiresince LO ekstrakti1 (0.3 mL/ 300 gr) gavaj yolu

ile uygulandu.
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Bitln uygulamalar her giin ayni saatte (10: 00-11: 00 arasi ) yapildi. Besinci

gunitin sonunda denekler sakrifiye edilerek kan ve doku numuneleri alindi.
5.4. Histolojik Islemler
5.4.1. Kan ve Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Besinci giiniin sonunda biitiin siganlar, ketamin (50 mg/kg) ve ksilazinin
(xylazine, 5 mg/kg) i.p olarak uygulanmasindan sonra yaklasik on dakika uyutuldu. Karin
boslugundan girilerek her iki testis ve sag epididimis ¢ikarildi; abdominal aortadan
girilerek kan alindi (Resim 2). Daha sonra abdominal aorta makasla kesilerek
kansizlagtirma yontemiyle denekler sakrifiye edildi. Sag testise ait epididimis, tris tampon
soliisyonu igeren viicut 1sisindaki petri kabina alindi. Elde edilen testislerin her biri
boyuna ikiye boliindii. Her sicanda ayni testis bolgesi olmak {izere sag testisin bir yarisi
histolojik degerlendirmeler i¢in Bouin fiksatifine alindi. Testisin diger yaris1 ise
biyokimyasal analizler igin eppendorf tlplerine konuldu ve -80 °C’ deki sogutucuda
muhafaza edildi. Cikarilan sol testis enine ikiye ayrildi ve bu dokular B plani i¢in freezing
metoduyla saklandi. Alinan kanlar antikoagiilanli (% 3.2° lik Sodyum sitrat) tiiplere
konularak 3-5 dakika (dk) alt Gst edildi; 2500 rpm” de 15 dk santrifiijiin ardindan plazma

kismi alindi ve analiz zamanina kadar -80 °C’ de saklanda.

Testis dokusu slpernatanlarinda ve plazmalarda MDA, CAT, SOD ve PC

analizleri spektrofotometrik olarak yapildi.

Calismanin deney asamasi, kan ve dokularin elde edilmesi islemlerinin tiimii KTU
Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’ nde 6zel olarak hazirlanmig hayvan takip ve

cerrahi miidahale odalarinda gergeklestirildi.
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5.4.2. Bouin Fiksatifinin Hazirlanisi

Bouin fiksatifini hazirlamak igin 6nce doymus pikrik asit ¢6zeltisi (75 mL)
formaldehit (% 37, 75 mL) ile iyice karistirildi, sonra iizerine yavasca glasiyal asetik asit
(5 mL) eklenerek tekrar karistirildi (88).

Bouin fiksatifine alinan testisler 18 saat 1s1k almayan kuru ortam ve oda
sicakliginda saklandi; sirasiyla sudan uzaklagtirma, seffaflagtirma ve parafinden

gecirilme islemlerinden sonra blok haline getirildi.

Doku takibi asamasinda asagidaki islemler uygulandi:

1. % 70’ lik alkol 1 gin
2. % 90’ lik alkol 1 gin
3. % 96’ lik alkol 1 gin
4. % 100’ lik alkol 1 gin
5. % 100’ liik alkol 1 saat
6. Ksilen 5 dk (3 kez)

7. Dokular eritilmis parafin i¢erisinde 6nce 58 °C’ lik etiivde (i¢ kez 15 dk, sonrasinda ise
2 saat bekletildi.

8. Dokular oda sicakliginda bloklandk.
5.4.3. Kesitlerin Alinmasi

Kesitler KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarindaki mevcut mikrotom ile alindi. Dokuya kadar 20 um’ lik kesitler alinarak
dokunun parafini atildi. Dokuya ulasildiginda 5 pm’ lik kesitler alindi. Kesitler benmari
icindeki 45 °C’ lik sicak su iizerine koyularak kirisikliklarin agilmasi saglandi ve lam

Uzerine yerlestirildi.
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5.4.4. Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin (H.E.) ile Boyanmasi

Tim dokulardan kesitlerin alinmasi tamamlandiktan sonra boyama islemine
baslandi. Boyama sirasinda H.E. boyalar1 kullanildi. Tiim kesitlerin parafini 58 °C’ lik

etuvde iyice eritildi ve sirasiyla asagidaki islemler uygulandr:

1) Ksilen 5 dk

2) Ksilen 5 dk

3) % 100’ luk alkol 5 dk

4) % 96 lik alkol 5dk

5) % 70’ lik alkol 5dk

6) Distile su 2-3 dk

7) Hematoksilen 35 saniye
8) Musluk suyu 5 dk

9) Asit alkol 1 kez batirilip ¢ikartildi
10) Distile su 1dk

11) Amonyakli su 10 saniye
12) Distile su 1dk

13) Eozin 30 saniye
14) Distile su 1dk
15) % 70’ lik alkol 5 dk

16) % 96’ lik alkol 5 dk

17) % 100’ luk alkol 5 dk

18) Ksilen 5dk

19) Ksilen 5 dk

20) Entellan ile kapatma.
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Hazirlanan preparatlarda seminifer tiibiil capi, germinal epitel kalinligi ve
liimende olgunlagsmamis germinal hiicrelerin goriildiigii tiibiil sayist Olympus DP 71
(Japan) kamerali 151k mikroskopunda (IM) Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging
Solution, Germany) programi kullanilarak hesaplandi. Seminifer tiibiildeki
spermatogenetik hticreler ve interstisyel alan Olympus BX51 (Japan) fotomikroskoplu

IM’de incelendi ve resimler dijital ortama aktarildi.

Seminifer tubilde hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen skorlama sistemi kullanildi
(89, 90).

Johnsen skorlama sistemi (89)

10: Germinal epitel ¢ok sirali, cok sayida spermatazoa var

9: Germinal epitelyum disorganize ve liimene dogru y18ilma, spermatozoa var
8: Germinal epitel ¢ok sirali ancak limende 10'dan az spermatozoa var

7: Spermatozoa yok, ¢ok sayida spermatid var

6: Spermatozoa yok, spermatid 10'dan az

5: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var

4: Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5'den az

3: Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

2: Germ hcresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

1: Seminifer tubdl icinde hi¢ hiicre yok
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5.4.5. Epididimiste Sperm Sayim, Motilite ve Vitalite Degerlendirmeleri

1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan 6zel olarak tasarlanan Makler
Sperm Sayim Kamerasi ile sperm sayimi ve motilite degerlendirmeleri yapildi. Semen
orneginin incelendigi kameranin 10 um derinliginde olmasi spermatozoanin tek bir
diizlemde serbest hareketine olanak saglamaktadir. Makler kamerasi ile spermlerin

hareketlilik yiizdeleri daha kesin olarak saptanabilmektedir (91, 92).

Degerlendirmeler i¢in deneklerden alinan epididimis, Tris tampon soliisyonu (pH:
7.5) iceren petride pargalara ayrilip 37 °C’ lik etlivde 10-30 dk bekletildi ve spermlerin
siv1 igerisinde yiizmesi saglandi. Motilite degerlendirmesi igin bir damla semen (5 uL)
kameranin merkezine damlatilip lizerine kapak cami1 kapatildi. Dort adet kuvartz bacak
sayesinde spermlerin, 10 um derinlikte ylizmeleri saglandi. Bu derinlige ancak bir adet
sperm basi sigabilir. Bu yiizden bir hat Gizerinde 20X biiyiitme altinda, 10 karede motil ve
non-motil spermler sayildi ve 10° ile garpilarak mililitredeki (x 10° /mL) sperm sayisi
belirlendi. Motil sperm sayisinin toplam sperm sayisina orani bulunarak motilite yiizdesi
(%) olarak hesaplandi. Normal sperm konsantrasyonu (>20x 10° /ml) dikkate aliarak
degerlendirildi (91). Vitalite degerlendirmesi i¢in lam iizerine semen Orneginden bir
damla damlatildi ve {izerine instlin enjektori ile 1 damla % 1’ lik Eozin-Y eklenerek
karnistirildi ve lamel ile kapatildi. Her bir ornekte 100 sperm canlilik ag¢isindan

degerlendirildi.
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Resim 3. Makler Sayim Kamerasi (92)
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5.5. Immiinohistokimyasal Islemler ve Analizler

Testisteki apoptozu degerlendirmek i¢in TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) deoxyuridine triphospate nick end labeling assay) teknigi kullanilarak
seminifer tiibiill germinal hiicrelerinde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi. Nekroz
alanlart bulunmayan, homojen boyanmis kahverengi nukleuslu TUNEL (+) hucreler
apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. Her testiste en az 10 seminifer tiibiilde TUNEL
(+) hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 belirlendi; Apoptotik indeks (Al= TUNEL (+)
hiicre sayis1 / toplam hiicre sayist x 100) hesaplandi (93).

5.5.1. TUNEL Boyama

TUNEL teknigi i¢in In situ cell death detection kit, POD (Roche) kiti kullanildu.
Lam Uzerine alinan 5 p’ luk kesitler 1 saat 60 °C” lik etlivde bekletildikten sonra asagidaki

islemlerden gecirildi.

1. Oda 1sisinda 3x5 dk ksilende inkibe edildi.

2. % 100 etanol 2x5 dk

3. % 95 etanol 2x5 dk

4. % 70 etanol 2x5dk

5. Distile su ile yikand.

6. Oda 1s1sinda 20 pg/mL Proteinase K 15 dk

7. PBS (Phosphate Buffer Solution)’ de yikandi.
8. % 3 H202’ de 15 dk

9. Distile su ile yikand.

10. PBS’ de 2x5 dk

11. Oda 1s1sinda Large Volume UV block 10 dk

12. 75 pg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 pL TdT/dUTP karisimu ile

dokular kaplandi, 37 °C’ lik ettivde 1.5 saat nemli ortamda tutuldu.

13. PBS’ de yikandi.
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14. 100 u converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplandi ve 37 °C’ lik etlivde
inklbe edildi.

15. PBS’ de 3x5 dk yikandi.

16. 100 uL DAP ile 5 dk karanlikta oda 1sisinda beklendi.

17. Distile suda 1x2 kez yikand.

18. Hematoksilen ile 15 saniye boyanir ve ¢gesme suyu ile yikandi.
19. % 70 etanol 2x5dk

20. % 95 etanol 2x5 dk

21. % 100 etanol 2x5 dk

22. Ksilen 2x5 dk

23. Kurutulup entellan ile kapatildi.

5.6. Plazmada Yapilan Biyokimyasal Testler
5.6.1. Plazma ve Testis Doku Orneklerinde Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gére yapildi (94) ve protein standardi olarak Sigir

Serum Alblimini (BSA) kullanild:.

Kalibrasyon grafigi ¢izebilmek amaciyla hazirlanan BSA ¢o6zeltisinden (1,0
mg/mL) deney tiiplerine sirasiyla 10, 20, 30, 40 ve 50 uL konuldu. Bu sekilde tiiplerdeki
BSA nihai konsantrasyonunun 20, 40, 60, 80 ve 100 uL olmasi saglandi.

Standart igeren tlplerin disinda ham enzim kaynagindan, amonyum siilfatla
coktiiriilen ve amikon filtreden gegirilen protein karigimindan ve saf proteinden ayr1 bir
deney tiiptine 5 pL ilave edildi. Standartlarin ve Ornegin son hacimlerini 500 pL
tamamlayacak sekilde 0.1 N NaOH igindeki % 0.1 (w/v) SDS c¢ozeltisinden ilave edilip

vortekslendi.
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Her bir tupe 1 mL Lowry E ¢0zeltisi (% 2 sodyum-potasyum tartarat, % 1
CuS04.5H20 ve 0.1 N NaOH icerisinde % 2 Na>,CO:s) ilave edilip vortekslendikten sonra
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

Standartlara ve numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin
reaktifinden 100 pL ilave edildi ve karanlik ortamda 30 dk inkiibe edildi. 650 nm’ de

absorbanslar okundu.

Kalibrasyon grafigi ¢izilerek Orneklerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi.
Plazma 6rnekleri 20 kat seyreltilip protein tayini yapildi. Okunan absorbans degerleri 50
kat seyreltme ve 20 kat numune seyreltme faktorleri ile garpildi ve sonuglar pug/mL olarak

hesaplandi.
5.6.2. Plazma Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi metodu (95) kullanildi. Yontem

katalazin hidrojen peroksiti (H202) pargalayip uzaklastirmasi esasina dayanmaktadir.
Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7.0; 50 mM): 6,81 gr KH2PO4 deiyonize suda ¢ozilerek son
hacmi 1 L’ ye tamamlandi. 8.9 gr Na2HPO4.2H>0 deiyonize suda ¢oziilerek son hacmi 1
L’ ye tamamlandi. Bu ¢6zeltiler sirasiyla 1:1.5 oraninda karistirildi ve gerektiginde asit

veya baz ilavesi yapilarak pH=7.0" ye ayarlandi.

2. Hidrojen Peroksit: 240 uL % 30’ luk H202’ den alinarak son hacim fosfat tamponu ile

50 mL’ ye tamamland (giinliik hazirland1).

Plazma ornekleri 20 kat seyreltildi. Gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra Tablo 5° deki

gibi pipetleme yapildi.

Tablo 5. Plazma CAT aktivitesinde kullanilan miktarlar

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 750 uL -
Numune 1500 pL 1500 pL
H20: - 750 uL
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H20: eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’ de 30 sn sureyle
her 10 sn’ de bir absorbanslar kaydedilereck meydana gelen diisiisler izlendi. Katalaz
aktivite tayininde birinci mertebeden reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. 10 sn’ lik aralik

i¢in asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildi.

k= (2,3/10) x log(A1/Az) st

A.= Baslangi¢ Absorbansi A= 10 s sonraki absorbans

Yukaridaki formiile gére bulunan k degeri seyreltme faktorii 20 ile ¢arpildi.

5.6.3. Plazmada Malondialdehid (MDA) Seviyesinin Belirlenmesi

Lipit peroksidasyon Uriini olan MDA, oksidatif stresin bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Metot, tiyobarbitiirik asit (TBA, Merck) ile MDA’ nin olusturdugu
pembe renkli kompleksin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgilmesi
esasina dayanir (96). MDA standardi olarak 1,1,3,3-Tetrametoksipropan kullanildi. Stok
cozeltiden (100 nmol/mL) seri seyreltme ile 20; 10; 5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.3125 ve 0.15625

konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.

Yagi (1994)’ e gore plazmalarda MDA seviyesi tespit edildi. Lipid peroksidasyon
urini olan MDA ile TBA arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk
spektrofotometrik olarak ol¢iildii. TBA ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda
¢ozliniir maddeleri uzaklastirmak igin serum lipitleri proteinle birlikte fosfotungustik

asit/stlfirik asit sistemiyle ¢okturuldi.
Plazmada MDA tayini icin gerekli ¢ozeltiler asagidadir:

1- 0.084 N H2SO4: 580 uL H2SO4 (% 96’ 11K) saf su ile 250 mL’ ye tamamlandi.
2- % 10’ luk fosfotungustik asit: 0.5 gr tartilip 4.5 mL deiyonize suda ¢6zuldu.
3- % 0.67° lik TBA: 0.67 gr TBA tartilip, 50 mL suda manyetik bar yardimiyla

karistirilarak tizerine 50 mL asetik asit ilave edildi.
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0.15 mL plazma tzerine 1.2 mL H2SO4 (0.084 N) ve 150 uL fosfotungustik asit
(% 10’ luk) eklendi ve karistirildi. 5 dakika beklendikten sonra 4600 rpm’ de 10 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra iist faz atildi. Coken kisim 2 mL saf su ile vortekslendi. Her
numunenin tzerine 0.5 mL TBA eklendi ve 100 °C’ de 1 saat beklendi. Daha sonra 4500
rpm’ de 10 dakika santrfiij edildi ve 532 nm’ de absorbanslart okundu.

Standartlarin hazirlanmasinda ise; 2 mL standart tzerine 0.5 mL TBA eklendi ve
100 °C’ de 1 saat beklendi. Kor tiipiine MDA yerine 2 mL saf su ve 0.5 mL TBA konuldu.
Daha sonra 532 nm’ de absorbanslari okundu. Sonuglar nmol MDA/mL plazma olarak
ifade edildi.

5.6.4. Plazmada Stiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olguilmesi

SOD o6l¢umi, Ksantin oksidaz araciligi ile tretilen O2" radikalinin reaksiyon
ortamindan nitroblue tetrazolium (NBT, Applichem) indirgenmesinin numunede bulunan
SOD enzimi tarafindan engellenmesi prensibine dayanir (97). NBT’ nin indirgenmesi ile
560 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren mor renkli formazan olusur. SOD

aktivitesinin biiyiikliigii olusan formazanin absorbansiyla ters orantilidir.

SOD Olgiimiinde Kullanilan Cozeltiler:
1) 0.1 M pH: 7.5 potasyum fosfat tamponu

2) 0.3 mM ksantin: 0.00913 gr ksantin bir miktar distile suda ¢oziiliip, 200 mL’

ye distile suyla tamamlandi.

3) 0.6 mM EDTA: 0.023 gr EDTA (Merck) bir miktar distile suda ¢6zilip, 100

mL’ ye distile suyla tamamland.

4) 150 uM NBT: 0.0123 gr NBT bir miktar distile suda ¢6ziiltip, 100 mL’ ye distile

suyla tamamlandi.

5) 400 mM Na.COs: 2.12 gr Na,COs3 bir miktar disitle suda ¢6ziiliip, 50 mL’ ye

distile suyla tamamlandi.

6) % 0.1 Bovin Serum Alblimin: 20 mg BSA, bir miktar distile suda ¢ozilip

hacmi 20 mL’ ye tamamlandi.
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7) 2.3 M soguk amonyum silfat: 2.65 gr (NH4)2SO4 bir miktar distile suda

¢oziiliip, 10 mL’ ye distile suyla tamamlandi.

8) 0.8 mM bakar (II) kloriir: 0.00866 gr CuCl, tartilir, 80 mL distile suda ¢ozuldu.

Tartim litre bazinda hazirlanip, seyreltildi.

9) 0.125-0.25-05-1-2-3-4-5-6-7-8-9 - 10 Unite /mL’ lik SOD

standartlar1 kullanild.

Analizde kullanilacak olan reaksiyon karisimi taze hazirlandi. Reaksiyon
karisiminda 0.6 mM EDTA, 400 mM Na>COs, 0.3 mM Ksantin (Sigma), 1 gr/L BSA ve
150 uM NBT bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan karigim i¢in 80 mL EDTA, 48 mL
Na,COs, 160 mL Ksantin ve 24 mL BSA ¢ozeltilerinden eklendi ve karistirildi.
Uygulamanin hemen oncesinde 80 mL NBT eklendi ve karistirildi. Reaksiyon

karigimimiz hazir hale geldi.

Ksantin oksidaz (Applichem) enziminin 167 tnite/L’ lik bir konsantrasyonda,

buzlu (NH4)2SOs igerisinde taze olarak hazirlanmasi gereklidir.

10) 167 U/L ksantin oksidaz (diltisyon gerekli ise) soguk amonyum siilfat ile diliie
edildi.

9 mg protein/mL x 0.8 U/mg protein = 7.2 U/mL = 7200 U/L
7200 U/LxV1=167U/Lx4mL =——> V;=0.0928 mL

92.8 pL stok Ksantin oksidaz’ dan alindi, 4 mL’ ye buzlu 2M (NH4)2SO; ile

tamamlandi.

SOD standartlari: Saf SOD (Sigma) enziminden (stok 3786 U/mg kati) 1.3 mg
tartildi. 10 mL 0.1 M pH 7.5 potasyum fosfat tamponu ile ¢ozldi ve 492 U/mL’ lik stok
SOD ¢0zeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden; 0.1 M pH: 7.5 potasyum fosfat tamponu ile
seyreltmeler yaparak, 10, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, 0.5, 0.25, 0 (kér) U/mL"’ lik standartlar

hazirlandi.
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Plazmada SOD tayini i¢in 0.5 mL plazma numunesi Uzerine 400 pL
etanol:kloroform (5:3) karisimindan eklendi. Karisim 1 dakika vortekslendikten sonra
18000 g’ de, +4 °C’ de 1 saat santriflij edildi. Stpernatan kismi alindi. Numune olarak

stpernatanlar kullanildi. Pipetlemeler Tablo 6’ da verildigi gibi yapildu.

Tablo 6. Plazma SOD analizi i¢in kullanilan miktarlar

Numune Standart Kor
Numune 250 pL - -
Standart - 250 pL -
Reaksiyon karisimi 1.25mL 1.25mL 1.25mL
Ksantin oksidaz 25 pL 25 pL 25 pL
25°C’de 25 dakika karanlikta inkibe edildi.
CuCl: 0.5mL 0.5mL 0.5mL

CuCl; ilavesinden sonra tlpler vortekslendi ve 560 nm’ de absorbanslar1 okundu.

SOD konsantrasyonuna karsi, % inhibisyon degerleri grafige gegirilerek standart SOD
grafigi elde edildi.

Sonuglarin hesaplanmasi:
% inhibisyon asagidaki formiile gore yapildi.

% inhibisyon = [( kor abs-numune abs)/kor abs]x100

5.6.5. Protein Karbonil (PC) Olguimii

Plazma ve testis dokusunda protein karbonil &lcimi Protein Carbonyl
Colorimetric Assay Cayman marka kit (Cayman marka katalog no = 10005020 )
prosediirii kullanilarak yapildi. pH’ s1 6.7 olan 1 mM EDTA igeren sodyum tamponunda

doku homojenat1 hazirlandi.
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Protein Karbonil i¢cin doku homojenizasyon tamponu: 50 mM pH’s1 6.7 olan 1
mM EDTA iceren 200 mL sodyum fosfat tamponu: 3.581 gr Na2HPOg4 yaklasik 150 mL
saf suda ¢ozuldil. pH’> st HCl ile 6.7’ ye ayarlandi. Icerisine 0.0744 gr EDTA ilave edildi

ve hacmi saf su ile 200 mL ye tamamlandi.
5.7. Testis Dokusunda Yapilan Biyokimyasal Testler
5.7.1. Testis Dokusunda CAT Aktivitesinin Tayini

SOD tayininde kullanilan homojenat kullanildi ve CAT aktivitesinin tayininde
Aebi’ nin metodu (95) kullanildi.

Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7.0; 50 mM): 6.81 gr KH2PO4 deiyonize suda ¢ozilerek son
hacmi 1 L’ ye tamamlandi. 8.9 gr Na2HPO4.2H20 deiyonize suda ¢ozilerek son hacmi 1
L’ ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirasiyla 1:1.5 oraninda karistirildi ve gerektiginde asit

veya baz ilavesi yapilarak pH=7.0 ye ayarlandi.

2. Hidrojen Peroksit: 240 nL % 30’ luk H202’ den alinarak son hacim fosfat tamponu ile
50 mL’ ye tamamlandi (giinliik hazirlandz).

Deneyin yapilisi:

Doku homojenatlar1 fosfat tamponu ile 3 kat seyreltilerek 6lgiim yapilacak numuneler

olusturuldu.

Tablo 7. Doku CAT aktivitesinde kullanilan miktarlar

Reaktifler Kor Numune
Fosfat Tamponu 750 uL -
Numune 1500 puL 1500 uL
H202 - 750 uL

41



H20: eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’ de 30 sn sureyle
her 10 sn’ de bir absorbanslar kaydedilereck meydana gelen diisiisler izlendi. Katalaz
aktivite tayininde birinci mertebeden reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi. 10 sn’ lik aralik

i¢in asagidaki formiile gore hesaplamalar yapildi.

k= (2,3/10) x log(Ai/A2) s

A1= Baslangi¢ Absorbansi A= 10 sn sonraki absorbans

Yukaridaki formiile gore bulunan k degeri seyreltme faktorii 3 ile cgarpild.
Ardindan testis dokularinda mg protein basimna katalaz aktivitesi hesaplandir (k/mg

protein).
5.7.2. Testis Dokusunda MDA Tayini
Bu islem i¢in gerekli ¢ozeltiler su sekilde hazirlandi:

Doku homojenizasyon tamponu: % 1.15” lik KCI ¢ozeltisine % 0.05 lik (bir litre
icin 500 pL olacak sekilde) Triton X-100 konarak hazirlandi. 200 mL cozeltiyi
hazirlamak i¢in 1.30 gr KCI tartildi, yaklagik 200 mL suda ¢6ziildi, igerisine 100 pL
Triton X-100 ilave edildi ve hacmi 200 mL ye tamamlandi.

1.% 1’ lik H3POq4

2. % 0.67° lik TBA: 0.67 gr TBA tartilip, 50 mL suda manyetik bar yardimiyla

karistirilarak tizerine 50 mL asetik asit ilave edildi.

3. MDA standartlari: MDA Standartlar1 tetrametoksipropandan 0.01 M HCl ile 50 °C’ de
1 saat inkUbe edilerek hidrolizle elde edildi.

4. Stok MDA 200 nmol/mL’ den 150, 100, 75, 50, 25, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 nmol/mL
¢ozeltileri hazirlandi ve standartlar ¢ift ¢alisildi. Standartlara TBA” 11 ve % 1° lik H3PO4’

li ve sonrasindaki uygulamalar yapildi. Kor tipiine MDA yerine su konuldu.

Standart calismasinda 500 pL standart, agz1 kapakl tiiplere pipetlendi. Uzerine 3
mL % 1’ lik H3PO4 ve 1 mL TBA eklendi. 100 °C’ de 45 dKk etiivde inkiibasyona birakildi.
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Soguyan tiiplerin 532 nm’ de absorbanslari okundu. MDA standart grafigi ¢izildi.

Dokuda manuel MDA tayini i¢in asagidaki islemler uygulandi.
1. 50 mg (0.05 gr) doku tartildi.

2. Taplerin Uzerine 2 mL tampon koyuldu (Doku homojenizasyon tamponu Onceden

soguk olarak hazirlandi).

3. 0.05 gr olarak tartilan dokular homojenizasyon igin uygun tuplere konuldu.
4. Homojenizasyon islemi buz tizerinde yapildi.

5. 3000 rpm’ de 10 dk santriftij edildi.

6. Santrifiij islemi sonunda iistte kalan siipernatanlardan 500 pL alinip, baska kapakli
tlplere koyuldu. Numunelerde seyreltme yapmadan MDA tayini yapildi. Numuneleri

calisirken kor tiiptine numune yerine homojenizasyon tamponundan koyuldu.
7. Bu tuplerin Uzerine 3 mL % 1’ lik H3PO4 ve 1 mL TBA koyuldu.

8. 100 °C’ de 45 dk etiivde inkiibasyona birakildi.

9. Tupler 4000 rpm’ de 10 dk santrifijlendi.

10. Elisa pleytlerine 300 puL pipetlendi ve 532 nm’ de absorbans okundu.

Cizilen MDA standart grafiginden ve homojenatta yapilan protein tayini

sonuglarina bakarak, sonuglar nmol MDA/gr protein olarak verildi.

5.7.3. Testis Dokusunda SOD Tayini
Homojenizasyon Agsamasi

Homojenizasyon tamponu: Tris—HCI 50 mM pH: 7.4 (Litrede 500 pL olacak
sekilde Triton X-100 olmali) tampon soguk olmalidir. 200 mL ¢6zelti hazirlamak igin
1.21 g Tris—base tartildi yaklagik 200 mL saf suda ¢oziildii ve 100 uL Triton X-100 ilave

edildi. pH 7.4’ e HCI ¢0zeltisi ile ayarlandi ve hacmi 200 mL’ ye saf su ile tamamlandi.
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Bu tampon homojenizasyonda, numunelerin diliisyonu gerekli ise diliisyonda ve ayrica

SOD standartlarini hazirlamada kullanildi.
Homojenizasyondan sonra ayni giin i¢inde SOD c¢alisildi.

Asagidaki islemler sirasiyla uygulandi.

1. 50 mg doku alind1 ve alinan dokular kaydedildi.

2. 2 mL soguk tampona koyuldu.

3. Sogukta homojenize edildi.

4. 3000 rpm’ de 10 dk santriftj edildi.

5. SlUpernatanin bir kismi ile SOD tayini, bir kismu ile de katalaz dl¢timii yapildi.

Homojenize dokuda SOD 6l¢um:

1. 1 mL Siipernatan alind1 ve 500 uL. Etanol-Kloroform karisimi (3:2 oraninda) ilave
edildi. Kor tipune ise 1 mL homojenizasyon tamponu ve 500 pL Etanol-Kloroform

karisimi ilave edilip numunelerle ayni1 islemlere tabi tutuldu.

2. Vortekslendi.

3. Sogukta 10 000 g’ de 30 dk santrifij edildi.

4. Siipernatan alinip homojenizasyon tamponu ile diliie edildi (Diliisyon orani, birkag

numunenin rengi (absorbansi) kor ile standart arasinda kalacak sekilde tespit edildi).

5. Testis doku supernatani alindi, homojenizasyon tamponu ile 5 kat diltie edildi.

Olglimde diliie siipernatan kullanilds.
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Analizde kullanilacak olan reaksiyon karisimi taze hazirlandi. Reaksiyon
karisiminda 0.6 mM EDTA, 400 mM NaxCOs, 0.3 mM Ksantin, 1 gr/L BSA ve 150 uM
NBT bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan karisim icin 80 mL EDTA, 48 mL
Na,COs3, 160 mL Ksantin ve 24 mL BSA c¢o6zeltilerinden eklendi ve karistirildi.
Uygulamanin hemen oOncesinde 80 mL NBT eklendi ve karistirildi. Reaksiyon

karisimimiz hazir hale getirildi

Cam Tiipte Calisma Adimlari:
Tablo 8. Doku SOD analizi i¢in kullanilan miktarlar

Numune Standart Kor
Numune 250 pL - -
Standart - 250 pL -
Reaksiyon karigimi 1.25mL 1.25mL 1.25mL
Ksantin oksidaz 25 uL 25 uL 25 pL
25°C’de 25 dakika karanlikta inkibe edildi.
CuCl; 0.5mL 0.5mL 0.5mL

CuCl; ilavesinden sonra tlpler vortekslendi ve 560 nm’ de absorbanslar1 okundu.
Sonuglarin hesaplanmasi:
% inhibisyon asagidaki formiile gore yapildi.

% inhibisyon = [( kdr abs-numune abs)/kor abs]x100

5.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel olarak gruplarin biyokimyasal ve histolojik verilerinin analizlerinde
sayisal degerler Kruskal Wallis varyans analizi (post hoc olarak Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi) ile karsilastirildi, ortalama ve Standart sapmalar hesaplanarak p<
0.05 anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Antioksidan Kapasitesine Ait Bulgular
6.1.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Karayemis ekstraktinda gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra toplam fenolik
madde miktarlart Folin-Ciocalteu reaktifi ve gallik asit standardi kullanilarak tayin edildi.
760 nm’ deki absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise X-ekseninde

gosterilerek standart ¢alisma grafigi hazirlandi (Sekil 2).

Gallik Asit
1,2 -
y =1,7781x + 0,0759
A 1- R2 = 0,9985
S 08 -
O
=
o 0,6 -
[
©
2 04 -
o
A
< 02 -
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 2. Gallik asit standart ¢alisma grafigi

Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit kalibrasyon denkleminden yararlanarak
hesaplandi. 3 paralel tekrar yapildi, ortalamalar alindi ve standart sapma degeri
hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo 9’ da verilmistir. Karayemis ekstraktinin fenolik
madde igerigi gram karayemis numunesi bagina mg gallik asit esdegeri (GAE) olarak

verildi.

Tablo 9. Karayemis numunesinde toplam fenolik madde miktari
Numune Toplam Fenolik Madde Miktar1

(mg GAE/gr karayemis )
Karayemis Ekstrakti 3.213+0.162
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6.1.2. Bakir (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Kalibrasyon egrisi Troloks®’un degisik konsantrasyonlarindaki absorbans
degerlerinden faydalanarak cizildi. Troloks® konsantrasyonundan yola ¢ikarak
numunelerin antioksidan kapasitesi ve uM Troloks® esdegeri/gr numune olarak
antioksidan kapasite (TEAC) ifade edildi (Tablo 10).

0.5 Troloks
0,45 -
04 y = 0,0004x - 0,0105
T R? = 0,9996
c 0,35 -
o
\@_, 0,3 -
% 0,25 -
2 02 -
20,15 -
< 0,1 -
0,05 -
O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (LM)

Sekil 3. Troloks standart ¢alisma grafigi

Tablo 10. Karayemis numunesinin bakir (IT) indirgeme kuvveti
Numune Bakar(I1) Indirgeme Kuvveti (CUPRAC)
(mmol TEAC/gr numune)

Karayemis Ekstrakti 3.442+0.042

6.1.3. DPPH* Radikal Temizleme Aktivitesi

Artan numune konsantrasyonuna karsi 517 nm’ deki absorbanslar grafige
gecirilerek elde edilen grafiklerden antioksidan kapasiteler kantitatif olarak ifade
edilmistir. Antioksidan aktivite, numunenin SCso degeri belirlenerek standartla (Sekil 4)

karsilastirilmistir.
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Sekil 4. Troloks standart ¢alisma grafigi

SCso, baslangic DPPHe radikal konsantrasyonunu (kontroliin absorbansini) yartya
diistiren numune konsantrasyonudur. Sonuglar mg/mL cinsinden verildi. Standart olarak
Troloks® kullanilmistir. Troloks standardinin SCso degeri 0.006+0, karayemis
ekstraktinin SCsg degeri ise 48.663+0.721 mg/mL olarak bulundu (Sekil 5).

y = 0,4861¢°0,013%
R?=0,9900

Absorbans (517 nm)
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Sekil 5. Karayemis ekstraktina ait DPPH calisma grafigi
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6.2. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubu si¢anlarda, seminifer tiibiiller i¢indeki germinal hiicrelerin normal

dongiide seyrettigi, interstisyel alan dokusunun biitiinliigiinii korudugu go6zlendi
(Resim4).
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MTX grubuna ait seminifer tiibiillerin limenine daha fazla sayida immatiir

germinal hiicrelerin dokiildigl, Sertoli hiicreleri ile spermatogoniumlar arasinda

acilmalar, germinal epitelde yer yer vakuolizasyon oldugu goriildii (Resim 5a ve 5b).

¢ - R ,
R . 5

Resim 5a. MTX grubu. Mikrofotografi X400. H. N
A = Lumene dokiilen immatir germ hiicreleri
=) = Vakuolizasyon
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Resim 5b. MTX grubu. Mikrofotografi X400. H.E
% = Interstisyumda 6dem
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MTX+LO grubundaki seminifer tibullerde Sertoli hiicresi ve spermatogonyum

arasindaki agilmalarin ve vakuolizasyonun belirgin derecede azaldigi, spermatogenik

hiicrelerin yapisinin korundugu izlendi (Resim 6).

*}*}Q‘“ Tielley g e egs
Resim 6. MTX+LO grubu. Mikrofotografi X400. H.E
A = Limene dokilen immatir germ hticreler
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LO grubundaki seminifer tiibiiller kontrol grubuna benzer sekilde spermatogenik

hiicre dongiisiiniin normal bigimde seyrettigi ve tiibiil yapis1 biitiinliigtinde herhangi bir

bozulma olmadig: gozlendi (Resim 7).

. N =

ol s S g XA

Resim 7. LO grubu. Mikrofotografi X400. H.E
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Deney gruplarina ait seminifer tiibiil ¢capi, germinal epitel kalinlig1 ve germinal
hiicrelerin liimene dokiildiigi tiibiil sayisina ait istatiksel verilerin sonuglar1 Tablo 11° de

verilmigtir.

Tablo 11. Histolojik incelemelerin ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Tiibiil Cap1 (um) Germinal Epitel Kalinligi(pm) Limenine Germinal
Hiicre Dokilen Tabdl
Sayist (%)

Kontrol 287.98+2.749 94.8032+6.632 6.431+1.023
MTX 246.24% +8.86 55.6590° +1.306 62.5712° +4.343
MTX+LO  277.89°+2.598 87.2592° +6.652 31.12239 +3.056
LO 285.91+4.324 94.5608+6.84 6.3024+4.082

a= MTX grubu degerleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.05).
b= MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05).
c¢= MTX grubu degerleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05).
d=MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.05).
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TUNEL metodu ile boyanan dokularda MTX grubunda apoptotik hiicre sayisinin

kontrol grubuna gore arttig1 gézlendi (Resim 8).

. S k v B
R\ ‘ £ L - " - .
L 4 Y Py P - o

Resim 8. MTX grubu. Mikrofotografi X400. DAB boyama
A= Apoptotik hiicre

55



MTX+LO grubundaki apoptotik hiicre sayisinin MTX grubuna gore anlaml
derecede azaldig1 Resim 9’ da goriilmektedir.

&y » T

RTINS

Resim 9. MTX+LO grubu. Mikrofotografi X400. DAB boyama
A= Apoptotik hiicre

56



LO grubunda kontrol grubuna benzer olarak ¢ok seyrek apoptotik hiicre izlendi
(Resim 10).
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Deney gruplarma ait testis dokularinin seminifer tiibiil yapisinin Johnsen testis
hasar skorlamasi ile degerlendirme sonuglari, TUNEL teknigi ile degerlendirilen
Apoptotik Indeks (AI) Tablo 12’ de verilmistir. Johnsen Skoru degerlendirmesine gore;
MTX grubu skorunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azaldigi;
MTX+LO grubunda MTX grubuna gore anlamli derecede arttigi izlendi. Al
degerlendirmesine gore; AI’ in MTX grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide arttigi; MTX+LO grubuna ait AI’ in MTX grubuna gore anlamli derecede

azaldig1 izlendi.

Tablo 12. Testis dokusunda Johnsen Skoru ve Apoptotik indeks degerlendirilmesi

Gruplar Johnsen Skoru Apoptotik indeks (%)
Kontrol 9.5833+0.497 2.1189+1.341
MTX 4.4500% +0.79 53.2484° +3.384
MTX+LO 7.6667° +0.572 37.09459 +2.262
LO 9.4000+0.558 2.1226+3.094

a= MTX grubu degerleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.05).
b= MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05).
c= MTX grubu degerleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde artmigtir (p<0.05).
d=MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.05).

6.3. Semen Analizine Ait Bulgular
Deney gruplarina ait semen analizinde total sayi, canlilik ve progresyon

degerlendirme sonuglar1 Tablo 13’ te verilmistir.

Bu bulgulara goére MTX uygulamasindan sonra sperm sayisinda, canlilikta ve
progresif hareketli sperm yiizdesinde kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma
gozlendi. MTX+LO grubunun MTX grubuna gore semen analizi bulgularinda sperm
sayisinda, canlilikta, progresif hareketli sperm yiizdesinde anlamli derecede artis oldugu

goruldu.
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Tablo 13. Semen analizine ait bulgular

Gruplar Total Say1 (x10°) Progresif (%) Canlilik (%)
Kontrol 22.1667+2.13 68.2751+4.04 65.6667+8.04
MTX 15.50% +1.87 33.0889% +6.35 39% 45.76
MTX+LO 17.6667° +1.03 56.5662° +9.86 54.6667°+5.31
LO 23.1667+2.22 72.9219+5.92 60+3.34

a= MTX grubu degerleri kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<<0.05).
b= MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde artmistir (p<0.05).

6.4. Biyokimyasal Bulgular

Plazmada yapilan MDA ve SOD tayinine ait standart egri grafikleri Sekil 6 ve
Sekil 7° de verilmistir.
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Sekil 6. Plazma i¢in hazirlanan MDA standart ¢alisma grafigi
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Sekil 7. Plazma i¢in hazirlanan SOD standart ¢alisma grafigi

Kan plazmasinda yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U testine gore
degerlendirilmesi sonucu; MTX grubu MDA, SOD, CAT ve PC degerlerinin kontrol
grubuna gore anlaml bir sekilde arttigi, MTX ve MTX+LO gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karsilastirmalarda ise bu parametrelerin anlamli bir sekilde azaldig1 goriildii
(Tablo 14). Kruskal Wallis testine gore incelenen parametrelerin her grup icindeki

dagiliminin anlamli oldugu izlendi.

Tablo 14. Kan plazmasi biyokimyasal degerlendirmeleri

Gruplar MDA SOD CAT PC
(nmol/0.15 mL plazma)  (U/mL plazma) (k degeri 10 sn) (nmol/mg protein)
Kontrol 2.7611+0.751 1.9962+0.49  0.1314+0.022  0.6328+0.026
MTX 9.7672% +1.303 4.2231%+1.98 0,15332+0.02  1.3343%+0.247
MTX+LO  4.5498 +1.31 2.021°+0.67  0.1478°+0.014  0.7427° +0.07
LO 2.8634+0.487 1.9392+0.31  0.1302+0.039  0.6654+0.077

a= MTX grubu degerleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde artmistir (p<<0.05).
b=MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.05).

Testis dokusunda yapilan MDA tayinine ait standart egri grafigi Sekil 8 de

verilmistir.
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Sekil 8. Testis dokusu i¢in hazirlanan MDA standart ¢alisma grafigi

Testis dokusu iizerinde yapilan biyokimyasal analizlerin Mann-Whitney U testine
gore degerlendirilmesi sonucu; MTX grubu MDA, SOD, CAT ve PC degerlerinin kontrol
grubuna goére anlaml bir sekilde arttigi, MTX ve MTX+LO gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karsilastirmalarda ise bu parametrelerin anlamli bir sekilde azaldig: gorildi
(Tablo 15). Kruskal Wallis testine gore incelenen parametrelerin her grup igindeki

dagiliminin anlamli oldugu izlendi.

Tablo 15. Testis dokusu biyokimyasal degerlendirmeleri

Gruplar MDA SOD CAT PC
(nmol/mg protein) (U/mg protein) (k/mg protein)  (nmol/mg protein)

Kontrol 4.6215+0.06 1.209+0.057 0.051+0.001 0.331+0.104

MTX 5.5798% +0.27 1.8095% +0.18 0.0772£0.002  1.1516% +0.03

MTX+LO  4.6088° +0,03  1.4058° +0.06 0.0575° +0.002 0.6301° +0.06
LO 4.6985+0.08 1.2481+0.01 0.04948+0.004 0.4652+0.093

a= MTX grubu degerleri kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde artmistir (p<<0.05).
b=MTX+LO grubu degerleri MTX grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Romatolojik ve dermatolojik hastaliklarin ¢esitli formlar1 ile solid organ ve
16semiler gibi malign hastaliklarin tedavisinde uzun yillardir kullanilan, bir antimetabolit
ve folik asit antagonisti olan MTX, 6nemli klinik sorunlara ve ©6nceden tahmin
edilemeyen ciddi yan etkilere yol acabilmektedir (74, 75). MTX toksisitesi
prositokinlerin artan dretimi ile birlikte goriilen inflamatuar cevabin olusmasiyla
karakterizedir (80, 98 ). Gao ve arkadaslart MTX’in ksenobiyotiklerin ve endotoksinlerin,
makrofaj ve nétrofil infiltrasyonunu baslattiklarini, sonunda serbest oksijen radikalleri
artisina yol agtiklarini (99); Oktar ve arkadaglari ise MTX’in testis i¢ine infiltre olan
makrofaj ve notrofiller araciligi ile oksidatif stresin arttigini gostermislerdir (82).
Literattirde kafeik asit, C vitamini, E vitamini, melatonin, n-asetilsistein gibi ¢ok sayida
antioksidan maddeler kullanilarak MTX’ in oksidatif hasar ile olusturdugu yan etkilerini
azaltmak amaciyla yapilan calismalar mevcuttur (76, 79, 100-102). Ayrica iizim
cekirdegi, sarimsak ve ursodeoksikolik asidin antioksidan 6zellikleri kullanilarak MTX
toksisitesine karsi olumlu yonde etki gosterdikleri bulunmustur (75, 103, 104). Bu
caligmada Karadeniz Bolgesinde bolca tiiketilen, halk arasinda ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ve antioksidan yoniinden zengin oldugu yapilan calismalarla
kanitlanmig Laurocerasus officinalis Roem. (Karayemis) meyvesinin, tek doz (30 mg/kg)
MTX uygulamasinin sigan testisi ve biyokimyasal parametreler lizerindeki olumsuz
etkilerine kars1 koruyucu etkisinin olup olmadig: incelendi. Ayrica yapilan bu ¢alisma

MTX toksisitesine karsi1 LO meyvesinin etkilerinin incelendigi ilk ¢aligmadir.

Bu ¢alismada MTX verilen grupta kontrol grubuna gore; seminifer tiibiil ¢apinin
ve germinal epitel kalinliginin anlamli sekilde azaldigi, germinal epitelde germinal
hiucreler ile Sertoli hiicreleri arasinda agilmalarin oldugu, vakuolizasyon ve limenine
immatiir germinal hiicrelerin dokiildiigii seminifer tiibiil sayisinda artis gozlendi. Bu
grupta germinal epiteldeki hiicre kayiplarinin arttig1 tespit edildi. Bu bulgular germinal
epitelde 6nemli derecede hasar olustugunu gostermektedir. Ayrica MTX grubu semen
analizinde total sperm sayisi, canlilik ve hareketlilik yilizdelerinin kontrol grubuna oranla
anlamli derecede azaldigi belirlendi. MTX+LO grubunda seminifer tiibiil ¢ap1 ve
germinal epitel kalinliginin MTX grubuna gore anlamli 6l¢iide arttigi, immatir germinal
hicrelerin limene dokildigi tiibiil sayisinin ise azaldigi tespit edildi. MTX+LO grubu
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semen analizinde total sperm sayisi, canlilik ve hareketlilik yiizdelerinin MTX grubuna

gore anlamli derecede arttig1 gézlendi.

Histolojik degerlendirmelerde kullanilan bir diger parametre apoptotik indekstir.
Apoptoz, antikanser ilaglarin esey hiicrelerine verdigi hasarin dnemli bir gostergesidir
(105).

Calismamizda DNA fragmantasyonlarini belirlemek amaciyla TUNEL metodu
kullanilarak apoptotik hticreler belirlendi ve apoptotik indeks ¢ikarildi. MTX verilen
grupta apoptoza ugramis hiicrelerin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi,
MTX+LO grubunda ise MTX grubuna oranla anlamli derecede azaldigi goriildi. Ayrica
testis hasarim1 daha iyi degerlendirmek ve seminifer tiiblillerde gergeklesen
spermatogenezin yeterliligini ve olgun spermatozoa sayisini belirlemek amaciyla Johnsen
Skorlama Sistemi kullanildi. Bu skorlama ile parametrelerin degerlendirilmesi sonucu
kontrol grubuna gore MTX grubu skorunun anlamli derecede azaldigi, MTX+LO

grubunun MTX grubuna gore anlamli derecede arttig1 belirlendi.

Organ yetersizliklerinin patogenezinde ve bazi ksenobiyotiklerin bobrek ve
karacigerde toksisite olusturmalarinda reaktif oksijen radikallerinin roli kanitlanmistir
(106). MDA seviyesindeki artig, hiicre membran harabiyeti ve aminoasit yan zincirlerinin
oksidatif modifikasyonunun 6nemli bir nedeni olduguna inanilan, serbest oksijen
radikalleri aracili lipid peroksidasyonunun iyi bir gostergesidir (107, 108). MTX’ in
testis, ince bagirsak, karaciger ve bobrek dokusu iizerine olan etkilerinin aragtirildigi
deneysel g¢aligmalarda, MTX’ in doku MDA seviyelerini belirgin sekilde arttirdigi, bu
artisin antioksidan Ozellikleri olan melatonin (76, 98) ve taurin (106) ile baskilandigi
gosterilmistir. Bundan dolayl, MTX” in neden oldugu testis, barsak, karaciger ve bébrek

toksisitesinde serbest radikallerin rol oynadig: iddia edilebilir.

Eser, MTX in yol a¢t1g1 hasar1 diizeltmede propolisin etkisini inceledigi uzmanlik
tezi calismasinda, MTX grubunda karaciger dokusu ve plazma MDA seviyelerini kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulmustur. Bu sonu¢, MTX tedavisinin karaciger
dokusu ile plazmada oksidatif hasara ve lipid peroksidasyonuna neden oldugunu
gostermektedir. MDA seviyesi MTX grubuna gore propolis-MTX grubunda anlaml
olarak daha diislik bulunmustur. Bulgulara dayanarak, propolisin MTX” in neden oldugu

sistemik oksidatif hasarda lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisinin oldugu
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belirtilmistir. Bu etkinin propolisin polifenolik bilesiklerinin antioksidan 6zellikleri ile
alakali olabilecegini belirtmislerdir (109).

Bircok arastiric1 oksidatif stresin olusturdugu testis hasarini belirlemek amaciyla
oksidatif stresin bir indikatorii olan MDA seviyesini 6l¢gmiislerdir (110). MDA seviyeleri,
LPO’ nun artmasindan dolay1 serbest radikal tiretilmesinde énemli bir belirtegtir (111).
MTX’ in uygulandig1 bireylerde kan, karaciger, testis ve bobrek MDA seviyelerinin
arttig1 gesitli ¢calismalarda gosterilmistir (4, 98). Armagan ve arkadaslar1 yaptiklari
caligmada tek doz MTX uygulamasi sonucu, testislerde oksidatif stresin arttigini

belirtmiglerdir (4).

Bu ¢alismada hem plazma hem de doku MDA diizeyleri MTX grubunda kontrol
grubuna gore anlaml olarak yiiksek bulundu. Bununla beraber doku ve plazma MDA
seviyeleri MTX+LO grubunda MTX grubuna gére anlamli derecede azaldi. LO grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Bulgular, karayemis meyve
ekstraktinin, MTX’ in neden oldugu sistemik oksidatif hasarda lipid peroksidasyonuna
kars1 koruyucu etki yaptigini, bu etkinin igerdigi polifenolik bilesiklerin antioksidan
ozellikleri ile alakali olabilecegini diislindiirmektedir. Karahalil ve Sahin, karayemis
meyvesinde bulunan fenolik bilesik ve flavonoid igerigini yaptiklari ¢alisma ile
aydinlatmiglardir. Calisma sonucunda karayemis meyvesinin bol miktarda klorojenik
asit, vanilik asit, p-kumarik asit, p-hidroksi benzoik asit ve katesin igerdigini tespit
etmislerdir (112).

Biyolojik sistemlerdeki en o©nemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen, siiperoksit grubuna bazi demir-kikirt igeren yiikseltgenme-
indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir (113). Oksidatif stres
sperm hasar1 ve infertilite agisindan kritik rol oynamaktadir. Spermatozoonlar ROS’ a
kars1 cesitli enzimatik antioksidanlar, vitaminler ve glutatyon gibi biyomolekiiller ile
miucadele etmektedir (114). Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit
anyonu, bakirl bir enzim olan SOD araciliginda H20> ve oksijene cevrilir. Sliperoksit
grubundan daha zayif etkili olan H202, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve
glutatyon peroksidaz gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iriinlere

dontistiiriilerek etkisiz kilmnir (113).
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Bu calismada MTX ile olusan serbest radikalleri savurucu antioksidan
enzimlerden SOD ve CAT incelendi. MTX grubunda, hem plazma hem de doku
orneklerinde SOD ve CAT seviyesi kontrol grubuna gére anlamli olarak artmustir.
MTX+LO grubunda ise SOD ve CAT miktar1 MTX grubuna gore anlamli olarak
azalmistir. Bu bulgular testis dokusundaki SOD ve CAT seviyelerinin artisinin MTX’ e
dayali oksidatif stres altinda serbest radikallerin asir1 iiretimini siipiirmek icin bu

antioksidan enzimlerin fazla salindigini diisiindiirmektedir (115).

Serbest radikallerin hedefi olan biyomolekillerden birisi de proteinlerdir.
Proteinlerin oksidasyon Griint olan PC miktar kit yardimiyla spektrofotometrik olarak
Olculdd. MTX grubunda, hem plazma hem de doku 6rneklerinde PC seviyesi kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmigtir. MTX+LO grubunda ise MTX grubuna gore

anlaml1 derecede azalma belirlendi.

Bu c¢alismanin verileri, MTX sitotoksisitesinin mekanizmalarindan birinin
oksidatif stres oldugunu, karayemis ekstraktinin histopatolojik olarak testis dokusunda ve
biyokimyasal olarak doku ve plazmada gosterilen koruyucu etkisinin reaktif oksijen
radikallerini temizlemesi sonucu lipid peroksidasyonunu engellemesi mekanizmasiyla

olabilecegini diisindurmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, MTX" in testis fonksiyonunu bozdugunu
ve semen kalitesini azalttigini; karayemis meyve ekstrakti uygulamasimnin bu hasari
onlemede olumlu etki yaptigin1 ve semen kalitesini arttirdigint gostermektedir. Bununla
birlikte konu ile ilgili etkin doz ve uygulama siresinin belirlenmesi icin daha ileri

caligmalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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