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1. OZET

Findik Tiiketiminin Erkek Sicanlarin Ureme Sisteminde Doksorubisin ve

Yaslanmayla Uyarilan Oksidatif Strese Etkisinin Incelenmesi

Oksidatif stres tireme sistemi fonksiyonlarinin azalmasina veya infertiliteye sebep
olabilir. Findik, protein, yag, fitosterol, lif, antioksidan, vitamin ve mineral igerigi
nedeniyle saglik iizerinde olumlu etkilere sahiptir. Calismamizda; erkek sicanlarin
tireme sisteminde doksorubisin ile uyarilan ve yaslilikla olusan oksidatif strese findigin
etkilerini incelemeyi amagladik. Calisma gruplart 48 geng, 24 yasli Sprague Dawley
erkek sigandan olusturuldu. Gengler kendi i¢inde 6, yaslilar kendi i¢inde 3 gruba ayrildi.
Geng siganlarda grup numaralar1 ve karsilik gelen diyetler su sekildedir; standart diyet
(grup 1), findik (grup 2), doksorubisin (grup 3), doksorubisintfindik (grup 4),
doksorubisin+findik zar1 (grup 5) ve doksorubisin+E vitamini (grup 6). Yaslh si¢anlar
ise kendi icinde; standart diyet (grup 7), findik (grup 8) ve E vitamini (grup 9) olarak
gruplandirildi. 30 giinliik deney siiresinin sonunda tiim hayvanlar dekapite edilerek
testis, epididimis, prostat, epididimal sperm ve plazma Ornekleri alindi. Testis,
epididimis ve prostat doku Ornekleri histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak
incelendi. Epididimal sperm analizinde sperm sayis1, motilite ve canlilik degerlendirildi.
Biyokimyasal olarak plazma, sperm ve dokularda GPx, MDA, GSH/GSSG seviyeleri
incelendi. 3. grubun testis, epididimis ve prostat dokularinda 1. gruba gore
histopatolojik hasar meydana geldi. Ayrica, 3. grupta sperm sayisi, motilite ve canliligi
anlaml olarak azaldi (sirasiyla p = 0.025, p = 0.003, p = 0.028). Findik takviyesi
yapilan 4. grupta ise 3. gruba gore histopatolojik verilerde iyilesme izlendi. Sperm
sayisinda, motilitesinde ve sperm E vitamini seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis
ve sperm MDA seviyesinde azalis bulundu (sirastyla p= 0.021, p= 0.004, p= 0.0028, p=
0.004). 7. grup ile karsilastirildiginda 8. grubun histopatolojik bulgularinda iyilesme,
sperm canlilig1 ve sperm E vitamini seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis (p=
0.022) ve sperm MDA seviyesinde anlamli azalis (p= 0.009) bulundu. Sonug olarak;
erkek lireme sisteminde gerek doksorubisin ile olusturulan hasarda gerekse yaslanmaya

bagli olusan hasarda findigin olumlu etkilerinin olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Findik, Oksidatif Stres, Reprodiiktif Sistem,

Yaslanma



2. SUMMARY

Investigation of the Effects of Hazelnut Consumption on Doxorubicin and Aging
Induced Oxidatif Stress in Reproductive Systems of Male Rats

Oxidative stress may lead to decrease in the reproductive system functions or
cause infertility. Hazelnut has positive effects on health because of its protein, fat,
phytosterol, fiber, antioxidant, vitamin and mineral content. In our study; we aimed to
investigate the effects of hazelnut on oxidative stress induced by doxorubicin and aging
in reproductive system of male rats. The study group was composed of 48 young, 24
aged Sprague Dawley male rats. The young rats were divided into 6 groups and the
aged rats were divided into 3 groups. The number of groups and corresponding diets in
young rats were as follow; standard diet (group 1), hazelnut (group 2), doxorubicin
(group 3), doxorubicin+hazelnut (group 4), doxorubicin+hazelnut skin (group 5) and
doxorubicin+vitamin E (group 6). The aged rats were grouped as standard diet (group
7), hazelnut (group 8) and vitamin E (group 9). All animals decapitated at the end of the
30 days experiment period and testes, epididymis, prostate, epididymal sperm and
plasma samples were taken. Testes, epididymis and prostate tissue specimens were
examined histopathologically and immunohistochemically. Sperm count, motility and
viability were evaluated in epididymal sperm analysis. GPx, MDA, GSH/GSSG levels
were determined in plasma, sperm and tissues. Testes, epididymis and prostate tissues in
the 3rd group had histopathological damage according to the 1st group. Moreover sperm
count, motility, viability and sperm vitamin E level decreased, sperm MDA level
increased significantly in the 3rd group (p= 0.025, p= 0.003, p= 0.028, p= 0.028, p=
0.004, respectively). However histopathological improvement and significant increase
in sperm count and motility was observed in the 4th group (p= 0.021, p= 0.004,
respectively). There was histopathological improvement, significant rise in sperm
viability and sperm vitamin E (p= 0.022, p= 0.016, respectively) and significant
decrease in sperm MDA level (p= 0.009) in the 8th group when compared to the 7th
group. As a result; it has been concluded that positive effects of hazelnut may occur in
the male reproductive system in case of damage caused by either doxorubicin or aging.

Key Words: Aging, Antioxidant, Hazelnut, Oxidative Stress, Reproductive
System



3. GIRIS ve AMAC

Findik, fistik, ceviz ve badem gibi agacta yetisen sert kabuklu meyveler
karbohidrat, protein ve yag igerigi bakimindan degerli besin kaynaklaridirlar. Sert
kabuklu meyveler yiiksek yag iceriginden dolayr (% 65-80) yiiksek enerji (= 650
kcal/100 g) saglarlar. Icerigindeki yagin biiyiikk cogunlugu doymamis yag asitleridir.
Ayrica vitaminler (E vitamini, B6, folik asit ve niasin), mineraller (kalsiyum,
magnezyum, potasyum, selenyum ve bakir), fitosteroller (stigmasterol, kampesterol ve
sitosterol), polifenoller (katesin, resveratrol gibi) ve lif agisindan zengin kaynaklardir
(1). Bu meyveler igeriklerinden dolay1 diizenli tiiketilmeleri durumunda kan lipid profili
tizerinde olumlu diizenleyici etkiye sahiptirler (2, 3). Yapilan ¢alismalar bu olumlu
etkilerin sadece lipid diizeylerinde degil, sahip olduklari antioksidan oOzelliklerle
oksidasyona kars1 korudugunu da gostermistir (4, 5). Ayrica oleik asit, linoleik asit ve
linolenik asit igeriginden dolay1 koroner hastaliklar, ndrolojik hastaliklar, diyabet ve
kansere kars1 yararli etkileri gosterilmistir (6-8). 2003’de FDA (Food and Drug
Administration) sahip olduklar1 faydali etkilerinden dolay1 sert kabuklu meyvelerin, 4

ana gidanin yaninda tiiketilmesi gerektigini belirtmistir (9).

Findik kalsiyum, magnezyum, fosfor, potasyum demir ve ¢inko basta olmak
izere iyi bir mineral kaynagidir. Potasyumdan zengin ve sodyumdan fakir olmas1 kan

basinct {lizerinde de olumlu etkileri vurgulanmistir (10).

Findikta, bir¢ok antioksidan fenolik bilesik ve flavonoidlerin varligi bildirilmistir
(11). Bununla birlikte findigin dis zarinin, i¢ meyvesine gore daha zengin fenolik
bilesiklere sahip oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (11-14). Arastirmalar, zari
alimmamis findigin daha fazla fenolik kompozisyona sahip oldugunu ve zari alinmis
findigin antioksidan aktivitesinde azalma meydana geldigini gostermistir (15). Fenolik
bilesikler ve flavonoidler antioksidan o6zelliklerinden dolayr metabolizma {izerinde
gosterdikleri etkileri son yillarda 6nem kazanmistir. Ciinkii antioksidan 6zellik gosteren
bu bilesikler serbest radikalleri nétralize etme 6zelligine sahip olup insanlart DNA
hasarlarina, kalp ve damar hastaliklari, yaslanma vb. durumlara karsi koruyucu etki
gostermektedir. Bundan dolay1 findik ve benzeri {iriinler {izerine yapilan ¢aligsmalar son

yillarda artmustir.



Oksidatif stres, pro-oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan
sistemler lehine bozulmasi sonucu lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen iirlinlerinin
aci8a cikarak organizmada hiicresel hasara yol agan ve bir¢ok hastaligin patogenezinde
kritik 6neme sahip olan bir durumdur (16). Spermler reaktif oksijen iiriinlerine karsi
oldukga hassastirlar. Testislerde {iretildikleri andan disi lireme organina atildiklar1 ana
kadar siirekli oksitleyici ortama maruz kalirlar. Normal olarak testis gibi steroidojenik
dokularda serbest radikallerin iiretilmesi fizyolojik bir siiregtir. Yapilan bircok ¢alisma
diisiik miktardaki reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin, sperm kapasitasyonu, spermin
oositi dolleyebilme yetenegini kazanmasi, akrozom reaksiyonu ve oosit flizyonu i¢in
gerekli oldugunu gostermistir (17). Ancak reaktif oksijen {irtinlerinin asir1 iiretimi,
spermatozoa ve seminal plazmanin antioksidan savunma sisteminin bozulmasma ve
oksidatif stresin olusmasina neden olur (18). Spermatozoada oksidatif stres sperm

motilitesi ve canlilia zarar verdigi i¢in erkek fertilitesi ile yakindan ilgilidir (19).

Bir¢ok cinsel fonksiyon artan yasla beraber azalmaktadir. Erkek sicanlarda
yapilan calismalar, yasli hayvanlarda cinsel davranislarin yogunlugunun azaldigini
ortaya koymustur (20). Bununla beraber ¢alismalarda yash erkeklerde sperm
hareketliliginin azaldigi ve anormal sekilli spermlerin arttigi gorilmistir (21).
Yaglanma siireci reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidan savunma arasindaki
dengenin durumuyla yakindan ilgilidir. Yaslanmanin, esas olarak serbest radikallerin
DNA, protein ve lipid yapis1 lizerine yaptig1 hasarlarin birikimi sonucu ortaya ¢iktigi

diistiniilmektedir (22).

Findigin erkek iireme sistemi {izerine etkisini inceleyen bir ¢alisma literatiirde
goriilmemektedir. Findik tiiketiminin erkek iireme sistemindeki oksidan-antioksidan
durum tizerine etkisini gostermek amaci ile bu ¢alisma planlanmigtir. Calismamizda
sicanlarda kemoterapdtik bir ilag olan Doksorubisin ile olusturulan oksidan hasar ve
yaslanma ile olusan fizyolojik oksidan hasara findik tiiketiminin muhtemel etkileri

histopatolojik ve biyokimyasal analizler yapilarak ortaya konulacaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Agacta Yetisen Sert Kabuklu Meyveler

Agagta yetisen sert kabuklu meyveler genellikle bir tohum iceren ve olgunlastik¢a
kabuklar1 sertlesen, agacta yetisen kuru meyveler olarak bilinmektedir. En popiiler
agacta yetisen sert kabuklu meyveler findik, ceviz, antep fistigi, badem, brezilya cevizi,
kaju fistigi, makadamiya cevizi, pekan cevizi ve ¢am fistigidir. Yer fistig1 baklagiller
ailesinden olmasina ragmen besin profili agagta yetisen sert kabuklu meyvelere

benzediginden bu gruptan kabul edilmektedir (23).

Agagta yetisen sert kabuklu meyveler diinyada insan sagligi i¢cin énemli bir diyet
bileseni olarak kabul edilmektedir. Son yapilan ¢alismalar; sert kabuklu meyve tiiketimi
ile azalan kardiyovaskiiler hastalik, diyabet (24, 25) ve kanser riski (26, 27) arasindaki
iliskiyi destekler niteliktedir. Sert kabuklu meyvelerin saglik tizerine olumlu etkilerini
inceleyen c¢alismalarin ¢ogu bu meyvelerin yag profili iizerine yogunlagmaktadir.
Nitekim yiiksek lipid igerigine sahip olmalarina ragmen doymus yag asitlerinin (SFA)
distikligi; tekli doymamis (MUFA) ve c¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
yiiksekligi ile agacta yetisen sert kabuklu meyveler, kalp ve damar saglig1 i¢in olumlu
etkiye sahiptirler. Ozellikle yapilarinda bulunan alfa linoleik asitin (ALA, n-3),
antitrombotik ve antiaritmik fonksiyonlarindan dolayir kardiyovaskiiler hastaliklarda
koruyucu etki gostermektedir (28). Bununla beraber PUFA’ lar oksidasyona duyarlidir.
Ancak yapilan caligmalar agagta yetisen sert kabuklu meyvelerdeki bazi biyoaktif
bilesiklerin, PUFA’larin pro-oksidan etkisini ortadan kaldirdigin1 (29, 30) ve bazi
kardiyoprotektif etkileri ortaya cikardigini gostermektedir (31). Hatta bu biyoaktif
bilesiklerin, sert kabuklu meyvelerin igeriginde bulunan MUFA, PUFA ve ALA’dan
daha yiiksek etkiler gosterdigi diistiniilmektedir (32).

Agacta yetisen sert kabuklu meyveler bitkisel protein, lif, vitaminler ve
minerallerin yaninda fitosterol ve polifenoller agisindan da zengindir. Bu meyveler iyi
bir protein kaynagidirlar ve yiliksek oranda L-arginin igerirler. Bu amino asit endojen
vazodilator olan nitrik oksidin (NO) onciiliidiir. Bu nedenle agagta yetisen sert kabuklu
meyvelerin tliketimi NO {izerinden vaskiiler reaktiviteyi iyilestirmeye yardimci olabilir
(33). Agacta yetisen sert kabuklu meyveler iyi birer diyet lifi kaynagidirlar ve giinliik lif
gereksiniminin % 5-10’unu (4-11 g/100 g) karsilarlar. Aym1 zamanda igeriginde;



homosisteinin detoksifikasyonunda énemli rol oynayan, hiicresel islev icin gerekli B
vitamini bulunmaktadir. Yine tohumun oksidatif stresten korunmasi ve meyvenin
olusumu i¢in gerekli olan antioksidan vitamin kaynaklar1 (o ve y-tokoferoller, C, K
vitamini) ve fenolik bilesikler agisindan da zengindirler. Agacgta yetisen sert kabuklu
meyveler fitokimyasallar (tanen, ellajik asit ve kurkumin), flavonoidler (luteolin,
kuarsetin, mirisetin, kamferol ve resveratrol), izoflavonlar (genistein and daidzein),
terpenler, organosiilfiirik bilesikler acgisin dan da zengin kaynaklardir (34). Ayni
zamanda iceriklerinde yiiksek miktarda kalsiyum, magnezyum ve potasyum gibi 6énemli
mineraller bulunmaktadir. Bunun yaninda sodyum igerikleri sifira yakindir. Yiksek
kalsiyum, magnezyum ve potasyum alimima karsilik diisiik sodyum alimi sayesinde
kemik demineralizasyonuna, arteryal hipertansiyona, insiilin direncine karsi koruma

gosterebilecegi vurgulanmaktadir (35).

Agacta yetisen sert kabuklu meyveler ¢cok ¢esitli olduklarindan dolayi igerikleri de
meyvenin ¢esidine gore degismektedir. Ornegin ceviz yiiksek miktarda antioksidan ve
n-3 yag asit kaynagi olan ALA (6.3 g/100 g) yoniinden zenginken, badem, pekan cevizi
ve antep fistig1 gibi diger meyveler daha az miktarlara ALA’ya sahiptir (0.4-0.7 g/100
g). Findik ve badem 0zellikle o-tokoferol agisindan digerlerine gore daha iyi
kaynaklardir. Buna karsilik antep fistig1 ve ceviz y-tokoferol yoniinden zengindir (36).
Ceviz kemik yap1 tas1 manganez agisindan zengin iken brezilya cevizi Ozellikle
antioksidan bilesik ve selenyumdan zengindir. Kaju fistigi, makadamiya, findik ve

Brezilya cevizi digerlerine nazaran biraz daha fazla doymus yag asitleri icerir.

Findik (Corylus avellana L.) Betulaceae ailesine aittir. Diinyadaki en popiiler
agacta yetisen sert kabuklu meyvelerden biridir ve igerigiyle insan sagligir acgisindan
biiylik 6nem arz etmektedir. Tiirkiye diinyada findigin en biiyiik ireticisidir, kiiresel
iretimin yaklasik dortte liciine katkida bulunmaktadir. Bu nedenle findik Tiirkiye

ekonomisi i¢in biiylik onem tagimaktadir.
4.1.1. Findik

Findigin M.O. 3000 yilinda Cin’de ortaya ¢iktig1 kabul edilmekle beraber daha
sonra Anadolu’ya geldigi ve Karadeniz kiyilarinda kiiltiir findiklarin yetistirilmeye
baslandig1 bilinmektedir. Ulkemizde degisik bolgelerde bulunmasina ragmen ekonomik

acidan 6nemli kismi Karadeniz’de yetistirilmektedir. Findik ve yan iiriinleri olan sert



kabugu, i¢ zar1, yesil dis kabugu, findik agacinin yapragi gida ve kozmetik sektorii dahil
olmak tizere bir ¢ok alanda ham madde olarak kullanilmaktadir. Resim 1’de findik ve

yan trtinleri gosterilmektedir (37).

Fmdigin sert kabugu Fmdigm ici (Zariyla beraber)

Findigin ici (Zarsiz) Findigin yesil dis kabugu  Fmdik agacimm yapragi

Resim 1. Findik ve yan iiriinlerinin resimleri

Cesidine bagh olarak findik (100 g); % 55-72 yag, % 3-11 sindirilebilir
karbohidrat, % 10-22 protein, % 5-7 diyet lifi, % 56 su ve % 2-3 mineral
icermektedir. I¢ findigin enerji degeri yaklasik 600 cal/100 g’dir. Ayrica B1, B2, C
vitaminleriyle, ¢ok iyi bir E vitamini kaynagidir (25-50 mg/100 g) (38). Findik
kardiyoprotektif etkiye sahip L-arginin, folat, B6 vitamini, kalsiyum, magnezyum ve
potasyum bakimindan da zengindir (39). Findik zengin MUFA kaynagidir. Igeriginde
yaklastk % 91 oraninda MUFA, c¢ogunlukla oleik asit ve % 4’den az SFA
bulunmaktadir. Findik ve diger agagta yetisen sert kabuklu meyvelerin ortalama besin

icerigi Tablo 1°de verilmistir (33).



131104318 [aSD{II ‘'SQ ‘1ISe YIUJoul|-0 YTV sk YIo[oul] v ‘Lapise gek SruewAop npod ‘v iNd S1Iepise Sek StuewAop 1139} VAN HopIse ek Snwkop VIS

2L 86 7’9 2'sT 806 I8  TlV 6'8 T9 2769 88le ZINDD
12 TG 0'6 9'0¢ G20  TE€T Gel €'€e VS vy zeee 13ysiy doyuy
T 14 L€ L'€T 9T0  C€€ TVE 88T 6V 789  918¢ 13Ysiy wey)
20T 44 '8 26 0T 902 9T¢ 8'0v 79 02, 6882 1ZIN8D UeXad
022 GYT 68 8'Ge 00 96T 9'GT Ve 89 76V  02cz 130sig 1K
otTT T 09 6L 20 €71 ST 686 T2l 8G.  ¥0OE §_E%%__Mw“
8T ¢ 6'S 2’81 STO0 L4 8’/ €12 76  ¥9v  vIEe 13usig nfeyy
- e g8 €T 00 G0Z  90¢ Sve  TST ¥99  €vie 1ZInaD eA|izaig
0cT 62 8'8 €12 00 zel A4 A4 6€ 90§  8TYe wapeg
96 €T ¥0T 0'ST 600 8. 6L L'Sy S 809 6292 yipurg
(6 001)

(bw) @)  (B) (6) (6) (6) (6) (6) ®)  (®) (C1)  J813MBIN npinge

sS4 ej04 31 ullold VIV V1 vdnd V4NN vd4S  3ex  1lusug 319§ uaspax epdegy

1311951 UISaq BWE|BLIO ULIBJaAAsW Nngey 119s uasnak e1dege 1031p oA yipuiq ‘T o|qeL



Koksal ve ark.’inin (40) c¢alismaya gore findik gesitlerinde (100 g) baslica yag
asitlerinin, oleik asit (% 79.4), linoleik asit (% 13), ve palmitik asit (% 5.4) oldugunu
bulmuslardir. Findik i¢inde (100 g) niasin (1.45 mg), B1 vitamini (0.28 mg), B2
vitamini (0.05 mg), B6 vitamini (0.5 mg), askorbik asit (2.45 mg), folik asit (0.043 mg),
retinol (3.25 mg) ve toplam E vitamini (26.9 mg) bulunmustur. Temel amino asit olarak
(100 g i¢ findikta) arginin (2003 mg), 16sin (1150 mg), glutamik asit (2714 mg) ve
aspartik asit (1493 mg) belirlenmislerdir. Mineral igerigini ise (100 g) K, Mn, Mg, Ca,
Fe, Zn, Na ve Cu sirasiyla 863 mg, 186 mg, 173 mg, 5.6 mg, 4.2 mg, 2.9 mg, 2.6 mg ve
2.3 mg olarak belirtmislerdir. Ayrica findik ¢ok iyi bir selenyum kaynagidir (60 pg/100
g). Alasalvar ve ark. (41) findigin 12.88 g/100 g oraninda lif i¢erdigini ve bunun da 2.21
9/100 g’nin da ¢oziilebilir oldugunu bildirmislerdir.

Findik iyi bir fenol kaynagidir. Shahidi ve ark.’inin (37) yaptigi c¢alismalarda
findikta bes fenolik asit (gallik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik
asit) bulunmustur. Yakin zamanda Jakopic ve ark.’inin (42) yaptig1 ¢alismada bulunan
dokuz flavan-3-ol, iki benzoik asit tiirevi, ii¢ flavonol ve floretin glikozid de bunlara
eklenmistir. Findik ve findik zari incelendiginde; kavrulmus findik zari, dogal ve
kavrulmus i¢ findiga gore toplam fenolik asitleri daha fazla igermektedir. Dahas1 findik
zar1 dogal findik ve kavrulmus findik {iriinlerinden yaklasik 1.45 kat fazla toplam
fenolik asit icermektedir. Bu nedenle, fenolik asitlerin ¢ogu kavurma islemi sirasinda

dogal findiktan alinan kavrulmus findik zarinda bulunur (43).

Fitosteroller ve fitostanoller (bitki sterolleri ve stanolleri olarak da adlandirilir),
kolesterol diisiiriicii etkileri nedeniyle dnemli fonksiyonel gida maddeleri olarak gérev
yapmaktadir. Findikta toplam fitosterol ve fitostanol igerigi 105-195 mg/100 g arasinda
degismektedir. FDA, sterol ve stanol igeren friinler i¢in bir saglik bildirgesi
yayimmlamistir (44). Buradan yola ¢ikarak findiktaki fitosterollerin ve fitostanollerin
varhigi ve miktar1 6nemli olmaktadir. Crews ve ark. (45), farkli iilkelerde yetistirilen
cesitli ¢ig findik tiirlerinde, 13 fitosterol ve fitostanol (kolestanol, kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5, 23-stigmastadienol, kerosterol, -
sitosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5, 24-stigmastadienol, A7-stigmastenol ve A7-

avenas) ve az miktarda kolesterol oldugunu bildirmislerdir.



E Vitamini, alfa, beta, delta, gamma, eta ve zeta olmak iizere alt1 tokoferol ve alt1
tokotrienol i¢eren yagda ¢oziinebilir bir bilesik grubudur. Tokoferoller ve tokotriyoller
onemli ve essiz antioksidan 6zellige sahiptir. Bundan dolay1 son arastirmalar artan bir
ilgiyle beslenme ve saglik iizerine biyolojik etkisi iizerine gitmektedir. Hem findikta
hem de findik zarinda a, B, y-tokoferol ve a, B, y-tokotriyol bulunmaktadir. Hem findik
hem de findik zarin en fazla a-tokoferol igermektedir. Findikta a- tokoferol miktar1 111-
248 ng/g, B ve y-tokoferol konsantrasyonu ise 6-47 pg/g arasindadir. Findik zarinda ise
a-tokoferoliin 168443 pg/g arasinda degistigi bulunmustur. Bununla beraber findik
zarindaki B ve y-tokoferol konsantrasyonu findiktan yaklasik bes kat daha fazla yani

57-197 pg/g olarak bulunmustur (46).
4.1.2. Findik Bitkisinin Saghk Uzerine Etkisi

Epidemiyolojik ve klinik ¢alismalar sik sik agagta yetisen sert kabuklu meyve
tilketimi ile elverisli plazma lipid profili ve azalan kalp damar hastaliklari, miyokard
enfarktiis, ateroskleroz ve diger kronik hastaliklarin riski arasinda iligski olduguna dair
kanitlar saglamistir (47, 48). Bundan dolay1 FDA agacta yetisen sert kabuklu meyveleri
kalp dostu besinler olarak kabul etmistir (9). Yiiksek bir MUFA diyeti, yiiksek-
yogunluklu lipoprotein kolesterolii (HDL-K) yiikseltmekte ve triagilgliserol (TAG)
konsantrasyonlarmi diisiirme egiliminde oldugu diisiiniilmektedir. Iyi bir MUFA
kaynagi olan findik ilizerine bu diisiinceyi destekler nitelikte ¢alismalar yapilmistir.
Mercanligil ve ark. (49) yaptig1 caligmada kontrol ve findik katkili diyet sonunda total
kolesterol (TK) ve diisiik-yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K) arasinda anlamli
bir degisiklik bulamadilar. Ancak TAG’de bir azalma ve HDL-K seviyesinde belirgin
bir artis gozlemlediler. Findigin yag asidi bilesiminin kan lipit profilleri lizerinde
olumlu etkilere sahip olduguna iliskin inandirict kanitlar da mevcuttur (50, 51).
Aragtirma grubumuza ait bir ¢alismada ise hiperkolestrolemik bireylere uygulanan
findik diyeti sonras1 TK, TAG ve LDL-K 6nemli 6lgiide diiserken HDL-K’iin arttig1
bulunmustur (3). Bu ¢aligmanin devaminda findik takviyesiyle plazma malondialdehit
degerleri azalirken, plazma glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktivitesinde
artis oldugu tespit edilmistir (52). Yine aymi ¢alismada findik takviyesiyle eritrosit

MDA seviyelerinde azalma ve eritrosit antioksidan enzimlerinde artis gozlenmistir (53).
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Shahidi ve ark. (37), ¢ig i¢ findik ve findik yan iiriinlerinin (zar, sert kabuk, yesil
yaprakli Ortli ve aga¢ yapragl) etanol ekstraktlarinin antioksidan etkilerini ¢esitli
yontemlerle, degerlendirmistir. Calismaya gore findik zarmin ve findigin disindaki yesil
yaprakli Ortiiniin, insan LDL kolesteroliiniin oksidasyonunu i¢ findiktan ve findigin dis
sert kabugundan daha etkili bir sekilde engelledigini bulmuslardir. Yine ayni ¢alismada
findik zarinin DNA hasarini i¢ findiktan daha iyi onledigini gostermislerdir. Test edilen
konsantrasyonlarda, findik yan iriinlerinin (zar, sert kabuk, yesil yaprakl ortii ve agag
yapragi) ekstraktlarinin i¢ findiktan daha giiglii bir etki gosterdiklerini bildirmislerdir.
Blomhoff ve ark. (5) yaptig1 ¢alismada ise zarli i¢ findigin total antioksidan igerigini
(TAC) 0.701 mmol/100 g, demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) 0.70
mmol/100 g bulmuslardir. Buna karsilik zar1 alinmis i¢ findigin TAC degerinin 0.160
mmol/100 g, FRAP degerinin de 0.16 mmol/100 g oldugunu gérmiislerdir. Diger agagta
yetisen sert kabuklu meyvelerde de zarin ayrilmasi ile antioksidan molekiillerin
neredeyse yar1 oranda azaldigini, bundan dolay1 zariyla birlikte meyvelerin antioksidan

0zelliginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Findik ¢ok iyi bir E vitamini kaynagidir ve iyi bir antioksidan 6zelligine sahiptir.
Serbest radikaller bir¢ok hastaligin olusmasina neden olmaktadir. E vitamininin
antioksidan 6zelliginden dolayr bu hastaliklarda yararli etki gosterebilecegi
diistiniilmektedir. Giinliik tavsiye edilen 25-30 g findik tiiketimi E vitamini ihtiyacim

(yaklasik 12 mg/giin) karsilamaktadir (54).

B-sitositerol’un saglik lizerine etkileri ve bu maddelerin de findik yaginda yiiksek
miktarda oldugu Alasalvar ve ark. (41) tarafindan ispat edilmistir. Sitositeroller
kolesterol diisiiriicii etkisinin yaninda bir ¢ok kanser tiirlerinin (kolon, prostat ve gogiis
kanseri) Onlenmesinde etki gostermektedir. Ayrica tiimoriin gelismesini Onler ve

apoptozun olusmasini engellemektedir (55, 56).

Findik iyi bir mineral kaynagidir, Ozellikle yiiksek miktarda kalsiyum,
magnezyum, fosfor ve potasyum icermektedir. Ayrica iyi bir antioksidan 6zellige sahip
selenyum kaynagidir. Sodyum orani da diisiiktiir. Bu minerallerin yiiksek ve sodyumun
diisiik alimi kemik mineralizasyonuna, hipertansiyona, insiilin direncine ve genel

olarak kardiyovaskiiler hastalik riskine iyi gelmektedir (57).
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4.2. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi genel yapisi itibariyle spermin iiretildigi testis, spermin
gecisini, olgunlagmasin1 ve depolanmasini saglayan epididimis ve semen sivisinin
salgilanmasin1 saglayan bezlerden, son olarak da dis genital organ olan penisten

olusmaktadir. Erkek iireme organlari Resim 2’de gosterilmistir (58).
4.2.1. Testis

Testis iireme hiicresi olan spermatozoonun ve erkek cinsiyet ozellikleri ile erkek
davranigini diizenleyen testosteron hormonunun (% 95-97) iiretildigi organdir. Testis
4-5 cm uzunlugunda, 3 cm genisliginde yaklasik 30 ml hacimli eliptik bir organdir.
Epididim; her bir testisin arka-dis tarafinda, ist ucundan alt ucuna kadar uzanan, 5-6
cm uzunlugunda, st boliimii genis, asagr boliimleri giderek daralan bir eklentidir.
Testisler kalin, fibréz bag dokusu tabakasi olan tunica albuginea ile sarilidir. Her bir
testis 150250 um genisliginde ve 30-70 cm uzunlugunda sikica katlanmis yiizlerce
seminifer tiibiil icerir. Bu yapilar sperm hiicrelerinin iiretildigi yerlerdir. Uretilen
spermler seminifer tiibiilleri gecerek, yaklasik 6 m boyunda kivriml bir tlipe benzeyen
epididimise girer. Buradan vas deferense gegen spermler, sonrasinda genisleme
gosteren deferens ampullasina varirlar. Spermler prostat bezinden gecerken, prostatin
her iki tarafinda bulunan seminal vezikiiller ampullanin prostat girisine agilirlar ve hem
ampulla icerigi hem de seminal vezikiil igerigi ejakiilator kanalla prostata aktarilir.
Prostat igerigi de ejakiilator kanala bosaltilir. Son olarak spermler iiratranin
baslangicindaki bulbotiretral bezlerden (Cowper bezleri) gelen mukus salgisiyla

beslenerek iiretra boyunca ilerler ve ejakiilatla viicut disina atilir (59).
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Resim 2. Erkek lireme sistemi

Sican iirogenital anatomisi insan ile benzer yapi ve organlardan olusmaktadir.
Sican iireme sisteminin en 6nemli organi skrotal kese igine yerlesmis testislerdir. Sigan
epididimisi testisin On ylizeyinde yumak seklinde bulunan tiiplii bir organdir.
Epididimisten itibaren devam eden tlip vas deferens adin1 alir ve iiretraya agilir. Sican
idrar torbasinin her iki yaninda bulunan kahverengi yumru seklindeki bezler ise
vezikiila seminalis adin1 alir. idrar torbasinin altinda iiretray1 kismen saran prostat ve
vezikiila seminalis semen olarak adlandirilan sivinin yapiminda rol oynar. Resim 3’de

erkek si¢an lireme sistemi gosterilmektedir (60).
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Resim 3. Erkek si¢an iireme sistemi

4.2.2. Ureme Fizyolojisi

Embriyonun gelisimi sirasinda primordiyal germ hiicreleri testise go¢ ederler.
Daha sonra seminifer tiibiillerin i¢ yiizeyinde ikili t¢li siralar halinde bulunan
spermatogonyum adi verilen olgunlagmamis germ hiicrelerine  déniisiirler.
Spermatogonyum puberteden baslayarak siirekli mitoz boliinmeye ugrarlar. Bundan
sonra siirekli proliferasyon ve degisime ugrayarak sperm yapim asamalarini

tamamlarlar (59).
4.2.2.1. Spermatogenez

Spermatogenez olgun erkek gametlerinin (sperm) tiretimi, olgunlasmasi ve disi
gameti (oosit) dolleme kabiliyeti kazanmasi i¢in gerekli bir dizi siire¢ olarak
tanimlanir. Bu siire¢ insanda testis ve epididimiste yaklasik 74 giinde kademeli olarak
gerceklesmektedir. Erkek germ hiicrelerinin spermatozoaya doniisiimii 3 ayr1 evreye
ayrilir. Birinci evre hiicrelerin ¢ogalmasi olan mitoz evresidir. Ikinci evre primer
spermatositin iki mayoz béliinme ile spermatidleri olusturmasidir. Ugiincii evre ise
spermatidlerin ~ spermatozoaya  doniistiigii =~ spermiyogenezdir.  Siganlardaki
spermatogenez benzer sekilde gelisir, fakat farkli olarak yaklasik 50+4 giin siirer.
Spermatogenez evreleri her bir dongii igin; siganda 14 insanda 6 basamaklidir (61).

Spermatogenezin asamalar1 Sekil 1’de gosterilmistir (62).
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Seminifer tithiilin adliiminal
bholimiine girer

Diploid spermaiogonya seminifer
tithiiliin i¢inde mitozla holiiniir

Sekil 1. Spermatogenezin asamalari

Spermatogenez puberteden kisa bir siire Once baslar ve yaslilikla beraber
azalmayla birlikte Omiir boyu siirer. Bu olay seminifer tiibiillerde 6n hipofiz
gonadotropik hormonlarin uyarisiyla gerceklesir. Ilk basamak spermatogonyumlarin
seminifer tiibiillerin liimenine dogru hareketidir. Bu asamada Sertoli hiicreleri biiyiik
sitoplazmik uzantilariyla spermatogonyumlara destek olurlar. Spermatogonyumlarin
liimene hareketi yaklasik 24 giin siirmektedir, bundan sonra spermatositlere doniismek

i¢cin mitoz boliinmeye ugrarlar. Her bir primer spermatosit daha sonra 2 adet sekonder
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spermatosit olusturmak iizere mayoz boliinmeye ugrarlar. Birkag giin sonra bu hiicreler
tekrar boliinerek spermatidleri olustururlar ve spermatidler bir dizi degisim sonunda

spermatozoaya (sperm) dontisiirler (59).

Spermatidler ilk asamada epitelimsi hiicre yapisindadirlar. Ancak farklilasma ile
hiicre uzar ve bas, kuyruk kisimlar1 olugsmaya baslar. Sitoplazmik igerik incelir, golgi
aygitindan olusan bir baslik (akrozom) bas kisma yerlesir ve ¢ekirdek yogunlasir.
Akrozom hiicrelerin lizozomlarinda bulunan hiyaliironidaz ve proteinleri sindiren giiglii
proteolitik enzimleri igerir. Bu ezimler spermin oosit ile flizyonunu ve fertelize etmesini

saglar (59).

Spermatid olusumunda son evrede mitokondriler flagellum (kamg¢i) boyunca
dizilmelerini tamamlarlar. Flagellum merkezi 9+2 mikrotiibiil ¢iftinden olusur. Bu
yapiya aksenom adi verilir ve spermin kuyrugunu olusturur. Kuyrugun 6ne ve arkaya

hareketi spermin motilitesini saglar (63).
4.2.2.2. Spermatozoanmin Olgunlasmasi ve Ejekiilasyon

Seminifer tiibiilde olusan sperm daha sonra 6 m uzunlugundaki epididimise gelir.
Epididimisin bas kismina gelen spermlerin hareket kabiliyeti ve ovumu dolleme
yetenegi yoktur. Epididimisde gegirdigi siire boyunca hareket ve penetrasyon yetenegi
kazanir. DNA yogunlasir; sperm basi boyutunda azalma meydana gelir; sitoplazma
miktarinin azalmasiyla beraber sperm hiicrelerinde incelme; sperm membraninda lipid,
protein ve glikozilasyonunda degisiklik; dis akrozomal membranda degisiklik
(dekapasitasyon) epididimiste meydana gelir. Ayn1 zamanda spermlerin % 50’sinden
fazlas1 epididimisin kuyruk kisminda depolanir. Spermin epididimisten gegis siiresi
yaklasik ii¢ giin olup bu siire yasla ve cinsel aktiviteyle degisiklik gosterir. Epididimiste
hareket yetenegini kazanan spermler, epididimis sivisinda bulunan baskilayici proteinler

sayesinde hareketleri engellenir (59).

Geng eriskinlerde giinliik olarak yaklasik 120 milyon sperm iiretilir. Bunlarin ¢ok
kiicik bir kismi epididimisde depolanir. Cogunlugu fertilizasyon yetenegini
kaybetmeden 1 ay vas deferenste saklanir. Bu siirede sperm oldukca hareketsizdir. Bu
etki salgi kanallarinin sekresyon sivilarmin yardimiyla gergeklesir. Ejakiilasyondan

sonra sperm ovumu dolleyebilme kapasitesine sahip olur. Bu olaya olgunlasma adi
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verilir. Bunu saglayan ise Sertoli hiicrelerinden ve epididimis epitel hiicrelerinden

sekrete edilen salgilardir (62).

Normal olarak olgun spermler flagellalarin hareketiyle sivi ortamda yaklasik 1-4
mm/dk hizla ilerleyebilirler. Sperm hareketi ejakiilat ortaminda oldugu gibi notral-hafif
alkali ortamda artig gosterirken orta dereceli asidik ortamda hareketleri baskilanir ve
kuvvetli asidik ortamda spermler Sliir. Sperm aktivitesi sicaklikla beraber artis gosterir,
ancak bu durumda metabolizma hiz1 da artacagindan omiirleri kisa olacaktir. Bu yiizden
spermler epididimis ve vas deferenste 1 ay canli kalabilirken kadin genital kanalinda

ancak 1-2 giin canli kalabilir.

Spermin ovumu délleyebilmei i¢in yardimci bezlerden gelen salgilara ihtiyact
vardir. Bu bezlerden biri seminal vezikiildiir. Seminal vezikiil kivrimli, bolimli tiibiil
yapisinda bir bezdir. Spermler vas deferensten gecerken seminal vezikiil fruktoz, sitrik
asit, diger besin maddeleri, prostaglandinler ve fibrinojen igeren mukoid salgisini
birakir. Bu sayede sperm ovumu dolleyene kadar besin elde etmis olur. Ayrica
icerigindeki prostaglandinler ve mukoid salg1 sayesinde kadin genital organinda hareket
edebilmek i¢in uygun ortami saglar ve ovuma hareket icin gerekli ters peristaltik

kasilmalara neden olur.

Prostat bezi ise sayilar1 15 ila 30 arasinda degisen bosaltici duktuslar araciligr ile
prostatik uretraya bosalan 30-50 kadar bilesik tiibiiloalveolar bezlerin bir araya gelmesi
ile olusur. Iceriginde kalsiyum, sitrat iyonu, fosfat iyonu, pihtilasma enzimi fibrinolizin
bulunur. Beyaz siit benzeri bir yapidadir. Hafif alkali 6zelligindedir. Bu 6zelliginden

dolay1 sperm hareket ve fertilizasyon yeteneginin artmasina katkida bulunur.
4.2.2.3. Semen Icerigi

Erkegin cinsel aktivitesi sirasinda ejakiilasyonla atilan semen; % 10 kadar vas
deferensten, % 60 seminal vezikiilden, % 30 prostattan gelen sivilardan ve spermlerden
olusur. Ayrica kiigiik bir miktar Bulboiiretral bezlerden gelen sivilar1 da igerir. Semen
beyazimsi, opak bir sivi olup % 5’1 spermatozoadir. 1 mL semen igerisinde yaklagik

100-120 milyon spermatozoon bulunur, fakat bu miktar degiskenlik gosterebilir.
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4.2.2.4. Spermatogenezin Hormonal Diizenlenmesi

Ister erkek olsun ister kadin cinsel islevlerin kontrolii hipotalamustan GnRH
salgisiyla baglar. Bu hormon 6n hipofizi uyararak LH ve FSH hormonlarinin
salgilanmasina neden olur. LH testosteron salgilamasini uyarirken FSH spermatogenezi

uyarir.

Testisin interstisyel alaninda bulunan Leydig hiicrelerinden testosteron salinimini
sadece LH hormonu ile gerceklesir. Leydig hiicreleri dogumdan birkag hafta sonra
kaybolur ve 10 yasindan sonra tekrar ortaya cikarlar. LH uyaris1 ile Leydig
hiicrelerinden salgilanan testosteron hormonu eger fazla ise negatif geribildirim ile
hipotalamustan GnRH hormonunun salgilanmasini baskilar. Bu da 6n hipofizden LH ve

FSH hormonlarinin salgilanmasini azaltir.

FSH hormonu ise Sertoli hiicrelerine uyrarak hiicrelerin biiylimesine ve
spermatojenik maddelerin algilanmasina neden olur. Ayni zamanda Leydig
hiicrelerinden salgilanan testosteron da tiibililer alana sizarak spermatogenezi uyarir.
Bundan dolay1 spermatogenezin gergeklesebilmesi icin hem FSH hem de testosteron
hormonuna ihtiya¢ vardir. Seminifer tiibiillerde spermatogenez yavasladiginda on
hipofizden FSH salinimi artar. Tersi durumda ise Sertoli hiicrelerinden salinan inhibin
hormonu 6n hipofizden FSH salimimin1 baskilar. Ayrica testosteron hormonun

salgilanmasinda da diizenleyici etkisi vardir (59).
4.3. Ureme Sisteminde Oksidatif Stres

Son zamanlarda oksidatif stresin idiyopatik infertiliteye yol actig1
diistiniilmektedir. Diinya niifusunun yaklasik % 13-18’i infertilite durumundan
etkilenmektedir (64). Erkek cinsiyetinin infertilite iizerine etkisi % 25-50 oldugu tahmin
edilmektedir (65). Erkek infertilitesi varikosel, kriptorsidizm, enfeksiyonlar, tikayici
lezyonlar, kistik fibrozis, travma ve tiimorler gibi bilinen sebeplere bagli olarak
gelisebilecegi gibi hicbir nedene bagli olmaksizin da goriilebilir. Bu durum idiyopatik

infertilite adin1 alir ve erkek infertilitesi vakalarinin yaklasik % 30’unu olusturur (66).
4.3.1. Sperm Hiicrelerinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin Fizyolojik Etkileri

Reaktif oksijen tilirleri normal fizyolojik siireclerin ve hiicresel metabolizmanin

yan Urlinleridir. Hiicresel aerobik metabolizma mitokondride oksidatif fosforilasyon ile
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gerceklesir. Burada molekiiler oksijenin (Oy) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu
siiperoksit radikali (.O2") olusur. Siiperoksit radikali daha sonra hidrojen peroksit
(H20>), hidroksil radikali (.OH") ve peroksil radikalleri (ROOH) de dahil olmak iizere
diger ROS’lara doniisebilir (67, 68).

Reaktif oksijen tiirleri, testislerde damar tonusu ve gen diizenlenmesinde rol
oynayan Onemli aracilardir. Normal fizyolojik ROS seviyeleri, sperm olgunlasmasi,
hiperaktivasyon, kapasitasyon, kemotaksis, zona pellucida baglanmasi, akrozom
reaksiyonu ve sperm-oosit fiizyonu icin gereklidir (69, 70). Normal fizyolojik
kosullarda; antioksidanlar spermde diisiik oksidatif stres seviyesinin korunmasina
yardimct olur. Boylece hiicrede sinyal siireglerine ve spermatik fonksiyonlara izin
verirken hiicreyi ROS’un yol actigi hasarlardan korurlar. Ancak ROS’un fazla
tiretilmesi veya organizmanin kendini koruma yeteneginin azalmast durumunda erkek
ve disi lireme sisteminde patolojik siliregler baslayabilir. ROS seviyeleri viicut
antioksidan sisteminin kapasitesini astiginda hiicrelere, dokulara veya organlara hasar
vermeye baglar ve bu durum oksidatif stres (OS) olarak adlandirilir (71). ROS’lar, ilk
defa MacLeod (72) tarafindan erkek infertilitesinin potansiyel nedeni olarak
tanimlanmistir. Yapilan calismalar erkek infertilitesinin % 40’a kadar ROS’a bagh
oldugunu gostermistir (73, 74). Son yapilan ¢alismalar ise infertil erkeklerin % 30—
80’inde artmis ROS diizeyleri bulmustur (75-77). OS ¢esitli mekanizmalarla
infertiliteye neden olur:

1. ROS sperm hiicresinin membranina (ROS saldirilarina hassas PUFA’larin
miktar1 fazladir) hasar verir ve bu da motilitede azalmaya ve sperm ile oosit arasindaki
kaynagmanin zorlagmasina neden olur (78).

2. ROS mitokondriyal hasar olustururken hiicre i¢indeki enerji miktar: diiser ve
boylece sperm hareketi engellenir (79). Engellenmis motilite yumurtaya ulasan daha az
sperm sayisina neden olur bu da déllenme olasiligini biiyiik 6l¢iide azaltir (80).

3. ROS sperm DNA’sma hasar verir. Hem piirin hem de pirimidin bazlarina ve
seker fosfat omurgasina dogrudan saldirabilirler. Normal kosullar altinda sperm DNA’s1
protaminlerin yardimiyla sikica paketlenmis haldedir. Boylece serbest radikallerin
saldirilarindan  korunurlar. Spermatogenez sirasinda histonlarin yeri Once gegis
proteinleri sonra da protaminler tarafindan degistirilir. infertil erkeklerde protamin

eksikligi goriliir ve bu da DNA’y1 ROS saldirilarina karsi savunmasiz birakir (81). ROS
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tarafindan indiiklenen silinmeler, mutasyonlar ve diger genetik defektler yeni olusan

embriyo DNA’sin1 otomatik olarak etkilemektedir (82).
4.3.2. Semende Serbest Radikal Kaynaklar

Erkek tireme sisteminde serbest radikallerin iki kaynagi vardir; 16kositler ve
olgunlasmamis spermatozoa (83). Bunlarin arasindan, 16kositler ROS’un ana kaynagi
olarak kabul edilmektedir (84). Semen 6rneklerinin ¢ogunda l6kositler bulunur ve bu
16kositlerin bilyiik cogunlugu nétrofiller ve makrofajlardir. Insan ejakiilatinda sadece
l6kositlerden kaynakli ROS yoktur. Spermatozoadan da ROS iiretimi olur.
Spermatogenez sirasinda erkek germ hiicreleri, ince ve uzun sekillerini elde etmek igin
sitoplazmalarinin ¢ogunu kaybederler. A¢iga ¢ikan bu sitoplazmik kalintilar glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enziminden zengindir. Ayni zamanda bu enzim heksoz monofosfat
yolu iizerinden NADP(H) sentezini de kontrol eder (85). NADP(H) oksidaz spermin
zarinda bulunur ve NADP(H)’i kullanarak ROS iiretir (86). Bu nedenle morfolojisi
bozuk erkek germ hiicreleri, normal spermlere kiyasla daha yiiksek ROS iiretirler. Bu,
sperm kalitesi lizerinde olumsuz bir etki yapar. Yiiksek seviyede olgunlasmamis sperm
iceren semen numunelerinin kulucgka siiresi uzadike¢a viicut digina atilmadan 6nce olgun

spermlerin oksidatif stresten kaynakli hasar riski de artar (87).

Mitokondri de ROS’un énemli bir kaynagidir (88). Mitokondride % 1-3 oraninda,

oksijen indirgenerek siiperoksit anyon (.O") radikali tiretilir.

Piirin katabolizmasinda anahtar bir enzim olan ksantin oksidaz da spermde ROS

uretiminde rol alir.
4.3.3. Semendeki Antioksidan Mekanizmalar

Antioksidanlar  ve  siipiirici  maddeler seminal plazmada yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Bu antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan
seklinde ikiye ayrilabilir. Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz ve seriiloplazmindir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar albiimin, -karotenler, L-karnitin, glutatyon, piruvat, taurin, hipotaurin,

ubikinol, C (askorbik asit) ve E (a-tokoferol) vitaminleri ve ¢inkodur (89, 90).

Glutatyon ROS’a kars1 en 6nemli hiicre i¢i korumay1 saglar. Serbest radikalleri

dogrudan siipiiren bir siilfidril grubunu igerir. Okside glutatyon, glutatyon rediiktaz ile
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nikotinamid adenin diniikleotid fosfata (NADPH) indirgenip yenilendiginde dongii
tamamlanir. Siiperoksit dismutaz (SOD), iki siiperoksiti .O, ‘e ve daha az toksik H,O,’e
indirgeyen metal igeren bir enzimdir (76). Katalaz (CAT) peroksizomlarda bulunan,
H.02’1 suya ve Oj’e indirgeyerek indirgeme islemini tamamlayan bir enzimdir.
Glutatyon transferaz ve seriiloplazmin veya hem oksijenaz gibi diger enzimler H,O;’i
de azaltir (90). Boylece antioksidanlar diisiik seviyede oksidatif strese karsi korumaya
yardime1 olurken normal hiicre sinyal siireglerine, spermatik fonksiyonlara izin verilir

ve ROS kaynakl1 hiicre hasarindan kaginilir.
4.4. Doksorubisin

Doksorubisin (DOX) ilk kez 1967 yilinda bir mantar ¢esidi olan Streptomyces
peucetius kiiltiirlerinden izole edilen genis spektrumlu antibiyotik olup antitiiméral
etkiye sahiptir (91). Ticari adi1 adriamisin olarak bilinmektedir. Antrasiklin grubundan
olan DOX daha ¢ok meme kanseri, akciger kanseri, akut l6semi, lenfoma, tiroid

karsinomu gibi solid tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir.

Antrasiklin molekiilii, ilaca kirmizi rengini veren tetrasiklik c¢ekirdek ile ona
glikozidik bir bag ile bagli bir aminosekerden (daunosamin) olusmaktadir. Antrasiklin
grubunun tiim tuyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplar
bulunmaktadir (92). Bunlar elektron alma ve verme gorevi goriirler. Daunorubisin
molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu eklenmesi ile DOX meydana gelmektedir.

Doksorubisinin kimyasal yapisi Sekil 2’de gosterilmistir (93)

O OH O

Sekil 2. Doksorubisinin yapist
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4.4.1. Etki Mekanizmasi
DOX hiicrede etkisini dort sekilde gostermektedir.

1. DNA’ya baglanarak DNA topoizomeraz II-DNA-antrasiklin kompleksini
olusturur. Boylece RNA sentezi dahil DNA’nin birgok fonksiyonunu bozarak tek ve

cift-zincir kirilmalar1 olusturur.

2. DNA ve RNA polimerazlarin fonksiyonlarimi engelleyerek DNA
replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu bozar. Bu da membran biitiinliigiine etki
eder (94).

3. Antrasiklinler hiicre membramn ile etkilesime girerler. Membran lipidlerinin
peroksidasyona ugramasina neden olarak membran potansiyelinin ve akiskanliginin
azalmasma ve fonksiyonlarinin degismesine neden olurlar. Membranin iyon

gegirgenliginde artisa ve sonug olarak hiicre 6liimiine sebep olur (95).

4. Mikrozomlardaki sitokrom P-450 rediiktaz enzimi sayesinde antrasiklinlerin
semikinon serbest radikallere indirgenmesini saglarlar. Semikinon radikali ise oksijen
ile reaksiyona girerek DNA zincirini pargalayan sirasiyla siliperoksit iyonlarmni ve
hidrojen peroksiti olusturur. Sonuc¢ olarak oksidatif strese maruz kalan hiicre

DNA’sinda hasar meydana gelir (96).

DOX mide asidinde etkinligini kaybettiginden ve ciddi doku hasarlarina neden
oldugundan sadece intravendz uygulanmaktadir. Kan beyin bariyerini gegemez. % 70
oraninda plazma proteinleriyle taginir ve yari 6mrii 3-30 saat arasidir. Ana atilim yolu
karacigerden safra yoluyla olmasina ragmen bir miktar bobreklerden (% 3-10) ve

diskiyla (% 40-50) atilir.
4.4.2. Fertilite Uzerine Etkisi

Spermatogenezin kemoterapik ilaglara maruz kalma sonucu etkilenmesi bir¢ok
calisma ile desteklenmistir. Yapilan ¢alismalarda DOX’in diger onkotik ilaglara gore
kok hiicre olimiinde daha etkili oldugu gorilmistir (97). DOX’in olusturdugu
toksisitenin ana nedeni serbest oksijen radikallerinin olusumudur. Serbest oksijen
radikalleri lipid peroksidasyonunu uyarir. Lipid peroksidasyonu ise erkeklerde infertilite
ve sperm fonksiyon bozuklugunda 6nemli rol oynamaktadir (98). Bu yiizden DOX,

seminifer tiibiil capinda atrofiye, spermatogonyumlarda sekil bozukluguna, hiicresel
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apoptoza, spermin hareketinde azalmaya neden olmaktadir. Kisaca iireme hiicreleri

tizerinde dejeneratif etki yapmaktadir (99).
4.5. E Vitamini

Evans ve Bishop adli bilim adamlar1 1922 yilinda yaptiklari bir calismada ilk defa
E vitaminini bulmalarma ragmen, 1924 yilinda Sura bu maddeye E vitamini adini
vermistir. Evans ileriki ¢alismalarinda bu molekiiliin eksikliginde ratlarda kisirliga
neden oldugunu bulmus ve adin1 “tokoferol” (tokos= dogurmak, Phero= tagimak, ol=

alkol manasina son ek) vermistir (100).

E vitamini, yapisal olarak birbiriyle baglantili bir grup bilesigi kapsar. Bunlar
temelde 2-metil-6-kroman ¢ekirdegi igerirler ve 2. karbona bagli 16 karbonlu yan zincir
kapsarlar (Sekil 3) (101). Biyolojik olarak aktif olan yapisi fenolik hidroksil grubuna
sahip aromatik halkasidir. Antioksidan 6zelligi buradaki hidroksil grubundan dolayidir.
E vitamini benzeri bilesikler tokoferoller ve tokotrienoller olmak iizere iki grupta
toplanirlar. Tokoferollerdeki yan zincir doymus olup, tokotrienollerdeki yan zincir ise

doymamustir (102).

CH3 CHB
H3C O CHs

CHgj CHs CHs,
OH

CHs

Sekil 3. E vitaminin kimyasal yapisi

Bugiin alfa, beta, delta, gamma, eta ve zeta olmak iizere alt1 tokoferol ve alt1
tokotrienol bilinmektedir. Cesitli tokoferollerin biyolojik etkinlikleri arasinda farklar
vardir. Dogada en yaygin sekilde bulunan ve biyolojik olarak en aktif formu olan a-
tokoferoldiir (103). E vitamini agik sar1 renkte ve yapiskan kivamda olan tokoferoller
yagda ¢oziliniirler. E vitamini 1siya (200 °C’ye kadar), alkalilere, aside ve 1s1g8a karsi
dayanikli olup, ultraviyole 1sinlar1 karsisinda ise kolayca bozulur. Ayrica E vitamini
oksitlenince biyolojik etkisini kaybeder (104). E vitamini viicutta sentezlenemez ve

yiyeceklerle beraber disardan alinmalidir. Disardan alinan E vitamini tasiyiciya ihtiyag
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duymaksizin pasif diflizyon ile barsaklara alinir ve silomikronlarin yapisina katilarak
dolasima geger. Once periferdeki dokulara giden E vitamini son olarak karacigere gelir
ve tekrar dolasima gecerek HDL yapisina katilir. Baslica depolanma yeri yag

dokusudur.
4.5.1. Biyolojik Sistemdeki Rolii

E vitamininin biyolojik sistemdeki rolii daha ¢ok antioksidan Ozelliginden
dolayidir. Serbest radikallerin zincir tepkimelerini kirma 6zelligi bulunmaktadir.
Ozellikle biyolojik membranlarin fosfolipidlerinde bulunan PUFA’lar1 serbest
radikalllerin etkilerine kars1 koruyarak ilk savunma hattin1 olusturur. Glutatyon
peroksidaz (GPx) ile birlikte serbest radikallere karsi birbirini tamamlayict sekilde
calisirlar, GPx olusmus olan peroksitleri ortadan kaldiriken E vitamini peroksitlerin

sentezini engeller (105).

E vitamini, dokularda oldugu gibi, hem depolama siirecinde hem de mide barsak
kanali igindeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu siiresince ortaya ¢ikan serbest

radikalleri temizler (106).

E vitamininin hiicre membranlarini serbest radikallerin saldirisina kars1 korudugu
bilinmektedir. Bu konuyla ilgili bircok ¢alisma da yapilmistir. Calismalar E vitaminin
sadece zincir kirict olarak degil radikal giderme, hasari onarma ve endojen savunma

mekanizmasi olusturma fonksiyonlarina da sahip oldugunu gostermistir (107).

E vitamini membran bitiinliglinin korunmasinda o6nemli rol {istlenir.
Yetersizliginde bazi patolojik durumlarin gozlenmesi normaldir. Ornegin insanlarda
uzun siiren E vitamini eksikligi eritrositlerde hemoliz artigi, eritrositlerin yasama

stirelerinde kisalma ve frajilitelerinde artisa neden olmaktadir (108).

Testis gibi sterojedenik dokular oksidatif strese kars1 daha hassastirlar. E vitamini
bu dokular ve onlarla ilgili olan fonksiyonlar i¢in de 6nemlidir. Yapilan ¢alismalar E
vitamini eksikliginin infertiliteye sebep olabilecegini gostermektedir (109). Bununla
beraber E vitamini takviyesinin Leydig hiicrelernin yasam siiresini uzattigint ve

aktivitesini artirdigini géstermektedir (110).
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E vitamininin antioksidan 6zelliginden bagimsiz olarak hiicre i¢i sinyal iletiminde,
gen ekspresyonunda, bazi proteinlerin aktivasyonunda veya inhibisyonunda hiicre

proliferasyonunda ve platelet agregasyonunda da fonksiyon gostermektedir (111).
4.6. Yaslanma

Yaslanma genel anlamda bir eskime bozulma olay1 olarak tanimlanir. Bu ¢ok kisa
tanimdan baska tanimlar da yapilmis ve bunlarin tiimii de yaslanmayir zamanin
fonksiyonuna baglamistir. Yaglanma hiicrelerden organlara kadar tiim yapilarda
fonksiyonlarin giderek azaldig1 olduk¢a karmagik bir siirectir. Yaglanma bir organizma
kadar bir hiicre i¢inde gecerlidir, hatta yildizlar, galaksiler gibi cansiz maddelerle, kiiltiir
gibi nicel olarak Olc¢lilmeyen kavramlar i¢in de yaslanmadan soz edilmektedir. Cok
hiicreli organizmalar hiicrelerden yapildigina gore viicudun yaslanmasindan sorumlu
olan birimlerin hiicreler olup olmadig1 sorgulanmistir. Yaslanmanin nasil gergeklestigi
ile ilgili bir¢ok teori vardir. Genel olarak bu teoriler programli bir gelisim oldugu

goriisiindedirler (112).
4.6.1. Yaslanma Teorileri

Yaglanma ve yaslanma ile ilgili slirecler iizerine yapilan genis ¢apl aragtirmalar,
yaslanma teorilerin biitliniiyle gozden gecirilmesinin neredeyse imkansiz oldugunu
ortaya ¢ikarmaktadir. Bununla birlikte, bunlarin hepsi degilse de ¢ogu iki kategoriye
ayrilabilir: a) program teorileri b) hasar teorileri. Her iki grubun bazi unsurlarini igeren
{iciincii bir kategori ‘kombine teori’ de tamimlanabilir (113). Uciincii kategori son
zamanlarda daha fazla kabul gormektedir (114-116). Program teorisi organizmanin
icinde var olan kontrol mekanizmasidir. Biiyiime ve gelisme iligkili genlerin
diizenlenmesi ile ilgilidir. Hasar teorisi ise kontrol mekanizmasi yoktur ve g¢evresel
etkenler etkilidir. Calisma hipotezi ne olursa olsun, yaslanmaya yonelik tek bir sebebin

var oldugu hipotezi yanlistir.

Program teorisi: Genetik ve genetik olmayan faktorlerin yaslanmaya olan etkileri
belirsizligini koruyor olsa da, genler ve yashilik arasinda bir iligki bulunmaktadir.
Programlanmis teorilere gore, bir i¢ biyolojik saat, art arda genleri agip kapatarak
gelisme, biiylime, olgunluk ve yaslanmayi1 diizenlemektedir (117). Her tiir canlinin
kendine gore az ¢ok belirlenmis bir ortalama Omriiniin bulunmasi da bu teoriyi

desteklemektedir. Hayflick ve ark.’nin hiicre kiiltiirii ortaminda insan fibroblastlarinin
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yaklagik 50 hiicre boliinmesinden sonra boliinmeyi durdurdugunu bulmuslardir. Bunun
sonucunda canlilarda genetik saatin replikasyon sayisina bagli oldugunu séylemislerdir
(118). Replikasyonun da telomerik DNA ile iliskili oldugu, yapilan arastirmalar
sonunda bulunmustur. Telomerler, kromozomlarimizin uglarinda bulunan tekrarli DNA
dizileridir. Belirli proteinlerle birlikte kromozom wuglarmi kapatarak niikleazlar
tarafindan saldirtya ugramasini engellerler ve yapisal biitiinliigli korurlar. Normal
somatik hiicresindeki telomerler her hiicre boliinmesinde kisalirlar. Telomer kisalmasi
kritik uzunluga geldiginde hiicre daha fazla boéliinemez. Bu siire¢ yaslanmayla
sonuglanir. Telomer kisalmasini onleyen enzim olan telomeraz; germ, kok ve kanser
hiicrelerinden eksprese edilir ancak normal somatik hiicrelerde bulunmamaktadir. Hiicre
boliinmesi ve telomerler arasindaki baglanti, telomeraz enzimini yogun bir aragtirma
alan1 haline getirmektedir. Yara iyilesmesi ve yaslanmay1 yavaslatmak icin telomeraz

enzimlerinin yararl olabilecegi diisiiniilmektedir (119).

Hasar teorisi: Yaslilik zamanla biriken kaginilmaz kiigiik rastgele degisiklikler ve
viicudun onarim mekanizmalarinin hasar1 gidermemesi sonucu olusmaktadir. Sonucta
biriken hasar hiicreleri ve dokular1 bozmakta ve herhangi bir organin islevi yasla
beraber azalmaktadir. Hasar teorileri arasinda oksidatif hasar 6n plana ¢ikmaktadir
(120). Bu teori daha sonra yaslanma siireciyle ilgili serbest radikal reaksiyonlarinin
¢ogunun baglatilmasindan sorumlu olarak mitokondrinin belirlenmesiyle 1972°de revize
edildi (121). Bu teoriye gore, artmis metabolizmaya dayali oksidatif stres, yashlik ile
iliskili ¢esitli kronik hastaliklarda onemli bir role sahiptir. Hiicrelerde serbest radikal

hasarinin birikmesi nedeniyle organizmalar yaslanir.

Yaglanan memeliler, yiiksek miktarda oksidasyona ugramis lipid ve proteinlerin
yaninda hasar gérmiis veya mutasyona ugramis DNA’ya (6zellikle mitokondriyal DNA)
sahiptirler. Oksijen tiiketimi, ATP’nin mitokondride iiretimi ve serbest radikal {iretimi
birbirine bagl islemlerdir. Yani aslinda hiicrelerin normal fizyolojik fonksiyonlarini
(biiyiime, apoptoz ve norotransmisyonda gorevli sinyal molekiilleri) yerine
getirebilmeleri icin belli bir miktar ROS {iretimine ihtiyaglar1 vardir. Ancak yaglhlikla
beraber bu ROS miktarlar1 artar ve bunlarin sebep oldugu hasarlar1 engellemeye calisan
antioksidan sistemler yetersiz kalir (116). Yaslanmadaki temel prensibin bu oksidan-

antioksidan dengenin yaslilikla beraber bozulmasi oldugu diistiniilmektedir (122).
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Mitokondrial DNA'nin mutasyon orani, niikleer DNA'nin mutasyon oranindan on
kat daha fazladir. Clinkii mitokondriyal DNA (mtDNA) elektron tasima sisteminden
dolay: siirekli olarak ROS’a maruz kalir. Ayrica ¢ekirdek DNA’sindaki gibi diizeltme
ve etkin DNA onarim mekanizmasi yoktur. Bu ylizden mtDNA ROS saldirisina karsi
daha savunmasizdir (116) ve mutasyonlara agiktir. mtDNA elektron tasima sisteminin
proteinlerini kodladigindan dolayr mtDNA mutasyonu sonucunda elektron transferinde
ve ATP sentezinde azalma meydana gelir. ATP sentezindeki bu azalma daha fazla ROS
kacagia neden olur. Bu bir dongii seklinde devam eder. Bu kisir dongii teorisi, bazi
bilim adamlar1 tarafindan sorgulanmaktadir. Cilinkii hasarli mitokondri otofaji ile
yikilirken, daha az hasarli mitokondri (daha az ATP ve daha az siiperoksit iiretir)
kendilerini ¢ogaltmak icin kalirlar (123). Ancak otofajinin fonksiyonunu kaybetmis
mitokondriyi yok etme etkinligi de yasla birlikte azalir, daha yiiksek seviyelerde
siiperoksit lireten daha fazla mitokondriye neden olur. Daha yash organizmalarin
mitokondri sayis1 daha azdir, daha biiyiiktiir, daha az enerji ve siiperoksit iiretir. Serbest
radikaller, daha sonra hiicre yaslanmasina, 6liimle iliskili yolaklara ve pro-inflamatuar
gen ekspresyonuna miidahale eden sinyallerin yanitlarinda yer alabilir. Bu enflamasyon
basamaklar1 yaslanma sirasinda daha aktiftir ve kansere, kardiyovaskiiler hastaliklara,

artrite ve ndrodejeneratif hastaliklara benzer sekilde yasa bagli patolojilerle baglantilidir

(124).

Mitokondri dist oksidan madde kaynaklari arasinda fenton reaksiyonu,
mikrozomal sitokrom p450 enzimleri, fagositoz yapan hiicrelerin respiratuar saldiris1 ve
peroksizomal B-oksidasyon sayilabilir. Bu yollarla {iretilen oksidan maddelerin
yashlikla ilgili bazi hastalik ve durumlarda 6zgiil rolleri olabilir. Ornegin, ilag
metabolizmasinda gorevli olan sitokrom p450 enzimleri yaslanma ile birlikte azalir. Bu
da ila¢ reaksiyonlari ve toksisitelerinin yaslilikta daha sik goriilmesinden sorumlu

olabilir.
4.6.2. Yashlik ve Fertilite iliskisi

Cinsel fonksiyonlar artan yasla beraber azalmaktadir. Erkek sicanlarda yapilan
calismalar yaslhi hayvanlarda cinsel davranis yogunlugunun azaldigimi gostermektedir
(20). Bunun bir nedeni yaslandik¢a motor fonksiyonlarin yavaslamasi olabilir (125).

Yaglanma ile sadece cinsel davranislar azalmaz, ejakiilasyon kalitesi de diiser. 50
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yasindan biiyiik erkeklerde ejakiilat hacmi azalir, ancak sperm konsantrasyonu yasla
degismez (126). Sperm hareketliligi yasla birlikte azalir ve anormal sekilli sperm
oranlar1 artar (21). Buna karsilik akrozom reaksiyonu ve kromatin yogunlagmasi gibi

fonksiyonlar degismez.

Yaslanma, erkek tlireme sistemi organlari ve dokularimi etkilemektedir ve bu
degisiklikler belirli bir yas sinir1 olmadan kademeli olarak gelismektedir. Yaslanmanin
etkilerinden biri seminiferdz epiteli azalmasina paralel olarak seminifer tiibiiliin bazal
membrani kalinlagtirmasi ve testislerin vaskiilarizasyonunu azaltirken Sertoli ve Leydig
hiicre kaybinin da buna eslik etmesidir. Bu degisikliklerden dolay1 testis basina diisen
glinliik sperm {Uretimi yasla azalmaktadir (127). Yukarida bahsedilen testikiiler
degisiklikler c¢ogunlukla testikiiler histomorfolojide degil ayni zamanda {ireme
hormonlarinda da degisiklikler meydana getirir. Sertoli hiicresinin miktarinin
azalmasina bagl olarak; FSH diizeyleri 40-70 yas arasindaki erkeklerde inhibin B’de bir
diisiis ve ayn1 zamanda aktivin A’da bir artis ile birlikte yalnizca biraz artmaktadir.
Yaslanma ayni zamanda LH’a kars1 Leydig hiicresinin tepkisini de etkilerken, LH

salinimi da azalir (128).

Dogal olarak, iireme sisteminin enfeksiyonlar: ilerleyen yasla birikir. Aksesuar
bezlerdeki enfeksiyon yogunlugu, 25 yasindaki erkeklerde % 6’da iken 40 yasin
tizerindeki hastalarda % 14’e yiikseldigi gortilmiistiir (129). Aksesuar bezlerde meydana
gelen enfeksiyonlarin, yashlikla beraber gelisen semen hacmi ve seminal fruktoz
konsantrasyonunu azalmaya katki sagladigi diistiniilmektedir (130). Bunlara ek
epididimiste yasa bagli olarak gelisen degisiklikler, spermin epididimal olgunlagmasinin
onemli bir pargasi olan ve motiliteyi saglayacak enerjinin kaynagi mitokondrilerin

islevini bozmaktadir (131).

Bu calisma; erkek ilireme sisteminde ilagla (DOX) olusturulan ve yasliliktan
dolay1 fizyolojik olarak gelisen oksidatif hasar1 gosterebilmek ve findigin bu hasar

tizerine etkisini degerlendirmek i¢in planlanmigtir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edilen

Sprague Dawley irki 72 adet iireme olgunluguna erigsmis erkek sican kullanildi.

Bunlarin 48 adedi 3-5 aylik (350-450 g) geng, 24 adedi 15-18 aylik (450-550 g) yash

hayvanlardan secildi.

5.1.2. Kullamilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve malzemeleri tiretici

firmalar ile birlikte Tablo 2’de listelenmistir.

Tablo 2. Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin 6zellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka/Model

Hassas analitik terazi

Hassas analitik terazi

Santrifiij

Buzdolabi (+4°C)

Derin dondurucular (-20°C, -80°C)
Etiiv (37°C)

Calkalayici inkiibator

Manyetik Karistirict

pH-metre

Mikropleyt okuyucu

Sogutmali santrifiij

Mikropleyt yikayicisi
Homojenizator

Rotary mikrotom

Isik mikroskopu

Paraffin dispenser

Benmari

Isik mikroskopu

Makler Couting Chamber
Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Liyofilizasyon cihazi
Sonikasyon cihazi

Sivi kromatografisi tandem kiitle
spektrometresi (LC-MS)

Kern-Sohn-GmbH, PCB-800-1
Mettler Toledo AB204-S

Eppendorf 5804

Altus

Vestel, Thermo Electron Corporation
Heraeus B12, 3.1 Kendrol

Niive SL 350

Termal

Hanna Instruments, HI 9321
Molecular Devices

Beckman Coulter

Biotek

IKA- ultra turrax T 18

Lecia RM 2155

Olympus BX-51

Lipshaw

Lipshaw

Olympus, DP 71

Sefi-Medical Instrument

Ependorf

CHRIST, 101541

Sonics & Material Inc., VCX 130
Thermo Scientific TSQ Acecess Max
Triple Stage Quadrupole Mass
Spectrometer (Thermo Scientific, San
Jose, CA)
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5.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve {retici firmalar1 Tablo 3’de

verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve {iretici firmalar

Kullamilan Kimyasal Maddeler

Firma, Kodu ve Saflig

Doksorubisin (Adriamisin)
a-Tokoferol asetat

Tris-baz

Fosfat tamponu (PBS) tablet

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
1,4-Ditiyotreitol

Triton X-100

Potasyum kloriir (KCI)

Fosforik asit (H3PO,)

Tiyobarbiitirik asit (TBA)

Glasiyel asetik asit (CH;COOH)
1,1,3,3-Tetrametoksipropan
Hidroklorik asit (HCI)

Meta-fosforik asit

Trietanol amin (CgH15NO3)

Siilfiirik asit (H2SO4)

Fosfotungstik asit (Hz(W3010) 4. H,0)
Coomassi Brillant Blue G.250

Si1gir serum albiimini (BSA)

Etanol

Formaldehit

Absoliit Etanol

% 96’11k Etil Alkol

Ksilen

3-3’ Diaminobenzidine (DAB) enhanced Liquid
Substrate System Tetrahydrochloride
Large Volume Ultra V Block
Hydrogen Peroxide Block

Ultravision Detection System Large Volume
Anti-Polyvalent, HRP (RTV)
Entellan

Hematoksilen

Eozin

Metanol

Asetonitril

Formik asit

Saba, A039512

Merck, 500862

Sigma, T1503 (= %99.9)

Sigma, P4417

Merck, 8421A036 802 (%99)
Merck, 3483-12-3 (%99)

Merck, K2351869 (> %95)

Sigma, P9333 (> %99)

Sigma, 04107 (%85-88)
Sigma-Aldrich, T5500 (> %98)
Sigma-Aldrich, 27225 (%99.8-100.5)
Sigma-Aldrich, 108383 (%99)
Merck, 4600005334 (%37)
Sigma-Aldric, 239275 (%33.5-36.5)
Sigma, 90279 (> %99)

Carlo-Erba, 306657 (%98)
Sigma-Aldrich, P4006

Serva, 35050 (%91)

Sigma, A6003 (> %96)
Sigma-Aldrich, 34870 (%95)
Sigma, F8775 (for molecular biology)
JT Baker, 2606-QM (%99.5)

Aytas, 200-578-6 (%96)

Merck, 109843

Lab Vision—-Thermo, TA-125- HD
Lab Vision, TA-125-UB
Lab Vision, TA-125-HP

Lab Vision-Thermo, TA-125- HD
Merck, 107691

Bio-optica, 05-06002/L

Atom Scientific, RRSP39-E ( >99%)
Sigma-Aldrich, 34860 (> %99.9)
Sigma-Aldrich, 271004 (> %99.8)
Sigma-Aldrich, 33015 (> %98)
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5.1.4. Kullanmilan Ticari Kitler
Calismada kullanilan ticari kitler ve iiretici firmalar1 Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. Calismada kullanilan kitler ve tiretici firmalar

Kullanilan Kitler Uretici firma ve Kodu

GPx spektrofotometrik kit Cayman Chemical Company, 0473965, USA
GSH/GSSG spektrofotometrik kit Cayman Chemical Company, 0474193, USA
Testosteron ELISA kit Cayman Chemical Company, 0473391, USA
In situ Cell Death Detection Kit (50 testlik) Roche 11 684 795 910, Germany

5.2. Yontemler

Bu calismanin yiiriitiilebilmesi icin oncelikle Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Degerlendirme Komisyonu’ndan 04.03.2015 tarihli,
2015/04 toplant1 ve 6 karar no’lu onay alindi (Bkz. Etik Kurul Karari1). Calismanin
histopatolojik kism1 KTU Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal1 aragtirma
laboratuarmnin imkanlar1 kullamlarak yiiriitiildii. Biyokimyasal analizler ise KTU Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali arastirma laboratuarinda gergeklestirildi.
Calismanin hayvan uygulamalar1 Kasim 2015-Mart 2016 tarihleri arasinda Karadeniz
Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nde gerceklestirildi.
Calisma KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimince (BAP-01 Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Projeleri, Proje No: TSA - 2015 - 5262) desteklendi.

5.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Calisma grubu Sprague Dawley ki 72 adet erkek sicandan olusmaktadir.
Bunlarin 48 adedi 3-5 aylik (350-450 g) geng, 24 adedi 15-18 aylik (450-550 g) yash
hayvanlardan secildi. Bu sicanlar KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden
temin edildi. Deneysel ¢alisma igin siganlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortam
saglanarak ayni yerde barindirildi ve beslendi. Hayvanlar 1 hafta adaptasyon siirecine
tabi tutuldu, yem ve sular1 ad libitum olarak verildi. Daha sonra geng ve yasl siganlar
kendi aralarinda rastgele asagidaki gibi gruplara boliindii (n=8). Tablo 5’te deney

gruplar1 ve yapilan uygulamalar verilmistir.
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Tablo 5. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Gen¢ Hayvan Gruplan

Uygulama

1.Grup (Kontrol)

2.Grup (Findik)

3.Grup (DOX)

4.Grup (DOX + Findik)

5.Grup (DOX + Findik Zar1)

6.Grup (DOX + E Vitamini)

Standart hayvan yemi ile beslendi.

Standart hayvan yemine giinlilk 3 g/kg olacak
sekilde findik ilave edilmis yem ile beslendi.
Standart hayvan yemi ile beslendi ve 1., 7., 14.,
21. ve 28. giinlerde 3 mg/kg olacak sekilde
intraperitonal doksorubisin enjeksiyonu yapildi.

Standart hayvan yemine giinliik 3 g/kg olacak
sekilde findik ilave edilmis yem ile beslendi ve
1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde 3 mg/kg olacak
sekilde intraperitonal doksorubisin enjeksiyonu
yapildi.

Standart hayvan yemine giinliik 3 g/kg olacak
sekilde findik zar1 ilave edilmis yem ile beslendi
ve 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde 3 mg/kg olacak
sekilde intraperitonal doksorubisin enjeksiyonu
yapildi.

Standart hayvan yemi ile beslendi, giinlik 50
mg/kg o-tokoferol asetat ad libitum olarak
verildi ve 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde 3 mg/kg
olacak sekilde intraperitonal doksorubisin
enjeksiyonu yapildu.

Yash Hayvan Gruplan

7.Grup (Kontrol)

8.Grup (Findik)

9.Grup (E Vitamini)

Standart hayvan yemi ile beslendi.

Standart hayvan yemine giinliik 3 g/kg olacak
sekilde findik ilave edilmis yem ile beslendi.

Standart hayvan yemi ile beslendi ve giinliik 50
mg/kg a-tokoferol asetat ad libitum olarak
verildi.

Siganlara Bayramoglu Yem ve Un Sanayi Ticaret A.S.’den temin edilen standart

hayvan yemi verildi. Standart yem igerigi Tablo 6’da verilmistir. Findik katkili ve findik

zar1 katkili yem ise standart yeme findik veya findik zar1 eklenerek kendi

imkanlarimizla laboratuarimizda hazirlandi. Bu yemlerin hazirlanist bolim 5.2.2.°de

aciklanmistir.
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Tablo 6. Standart sigan yeminin igerigi

Standart yem icerigi %g
Nem 12.8
Ham Protein 23.0
Ham Yag 2.8
Ham Seliiloz 5.0
Ham Kiil 7.1
Sodyum 0.50
Katki Maddeleri mg / Kg
A Vitamini 15000
Manganez 17
Demir 375.58
Cinko 151.53
Bakir 33.51
Kobalt 0.41
Selenyum 1.07
Iyot 2.00
Diger Bilesenler

Misir, soya fasulyesi kiispesi, ayc¢icegi tohumu kiispesi, misir gliiteni, seker pancari
melasi, kalsiyum karbonat, misir kepegi, sodyum kloriir, vitamin ve mineral

5.2.2. Findik ve Findik Zar1 Katkilhi Yemin Hazirlanmasi

Standart yeme ilave edilecek findik, sicanlarin agirlik ve yem tiiketme miktarina
bagl olarak hesaplandi. Siganlarin metabolizmasinin insan metabolizmasindan 7 kat
hizli ¢alistigr (132) g6z 6niine alinarak yeme karistirilacak findik miktart giinliik 3 g/kg
olacak sekilde belirlendi (133). Bu miktar, insanlarin tiiketmesi igin Onerilen 30 g/giin
veya 0.4 g/kg esdeger miktara denk gelmektedir (134-136). Geng siganlarin giinliik yem
tilkketimi yaklagik 18-20 g oldugu i¢in gen¢ hayvanlarin giinliik yemi 18.95 g yeme 1.05
g findik ilave edilerek hazirlandi. Yash hayvanlar gen¢ hayvanlara gore daha agir ve
yem tiiketimleri de fazla oldugu i¢in (yaklasik 23-25 g) yash hayvanlarin giinliik yemi
23.65 g yeme 1.35 g findik eklenerek hazirlandi. Calismamizda Giresun’un Gorele
ilcesinin Tepekdy kdyiinden temin edilen 56 randiman Giresun Tombul Findik
kullanildi. Tombul findik ve findik zarmin igerigi Tablo 7’de gosterilmistir (46, 41,
137). Standart yem ogiitillerek toz haline getirildi. Kavrulmamis dogal findik da
robottan gecirilerek bu yeme ilave edildi. Hazirlanan yeme, miktarimin % 30’u kadar su
eklenerek bulamag haline getirildi. Bulamag¢ haline getirilen yem kaliplara dokiildii.
Bunun i¢in 35 x 37 cm boyutlarinda, 22 mm kalinhiginda sikistirilmis MDF plakalari
tizerine CNC lazer kesicisiyle 16 mm capinda 14 x 15 = 210 adet kuyucuk bulunan
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kaliplar hazirlatildi. Yem hazirlamak i¢in kullanilan kalip ve yemler Resim 4’de
goriilmektedir. Kaliba dokiilen findik katkili yemler 48 saat 60 °C’de kurumaya
birakildi. Kuruduktan sonra kaliptan ¢ikarilarak +4 °C’de saklandi. Findik zar1 katkili
yem icin findiklar kirilip sert kabuklarindan ayrildi. i¢ findiklar 140 °C‘de 30 dk
kavruldu ve dis zarlar ayiklandi (138). Findik katkili yem i¢in kullanilan miktarlar
findik zar1 katkili yem i¢in de kullanildi. Findik zar1 robottan gecirilerek toz haline
getirildi ve yine toz haline getirilen standart yeme ilave edildi. Hazirlanan yeme
miktarmin % 30’u kadar su eklenerek bulamag haline getirildi. Bulamag haline getirilen
yeme findik katkili yemi hazirlamak i¢in yapilan islemlerin aynis1 uygulandi. Findik ve

findik zar katkili yemler ihtiyaca gore haftalik olarak taze hazirlandi.

Tablo 7. Findik ve findik zarmin igerigi

Giresun Tombul Findig: Findik zan

Enerji 631 kcal -
Karbohidrat 17.30 g/100g -
Protein 15.35 g/100g % 8.2
Diyet Lifi 12.9 g/100g % 10.0
Yag 61.21 g/100g % 14.5
C16:0 Palmitik Asit (%) 7.8 6.8
C18:0 Stearik Asit (%) 3.8 1.2
C18:1 Oleik Asit (%0) 76.1 75.2
C18:2 Linoleik Asit (%) 12.3 16.2
Total Tokoferoller (ng/g) 281.7 296.1
a-Tokoferol (ug/g) 248.3 207.0
B+ v Tokoferol (ng/g) 335 89.1

(Findik zar1 i¢in enerji ve karbohidrat igerigi ile ilgili bir veri bulunamamustir.)
5.2.3. Doksorubisin’ in Hazirlanmasi

Piyasada Doksorubisin bulunmadigi i¢in muadili olan Adriamisin kullanildi.
Hayvanlara ilacin etkisini kaybetmemesi i¢in 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde hayvan
basina 3 mg/kg olacak sekilde intraperitonal enjeksiyon yapildi (139). Bunun igin
flakonda bulunan 50 mg’lik ila¢ 23.80 mL steril su ile ¢oziildii ve sicanlara 0.5 mL
enjekte edildi.
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5.2.4. E Vitamininin Hazirlanmasi

E Vitamini yagda ¢oziinen bir vitamin oldugundan hayvanlara igme suyu ile
verilebilmesi i¢in a-tokoferol asetat formu kullanildi. Giinliik 50 mg/kg olacak sekilde
(140) si¢anlarin igme suyuna karistirildi. Hayvanlarin giinliik yaklasik olarak 55-60 mL
su tiikettigi gdz Oniine alinarak, geng sicanlar icin 550 mL suya 320.8 pL, yasl sicanlar

icin 412.5 pL a-tokoferol asetat eklendi. Her giin taze hazirlandi.

Daha once yapilan ¢alismayla findigin olumlu etkilerinin 1 ay (30 giin) icinde
goriildiigii bulunmustu (3). Bu ¢alismada sig¢anlar findik ve findik zar1 katkili yem ile 1
ay (30 giin) beslendi. Bu siire boyunca 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde si¢canlara
Doksorubisin enjeksiyonlar1 yapilirken agirliklart da tartildi ve agirliklarindaki
degisimler kaydedildi. 30 giinlik deney siiresinin sonunda hayvanlara anestezi
uygulanip dekapite edilip abdominal kesi yapilarak testis, epididimis, prostat dokusu

ornekleri ile beraber kan ve sperm ornekleri alindi.
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Resim 4. Pellet yemlerin hazirlanmasi asamasina ait goriinti. A.Yem hazirlamak igin
kullanilan kalip, B. Firmlama sonrasi yem, C. Findik katkili yem (sol) ve
standart yem (sag).
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5.2.5. Histolojik ve Biyokimyasal Analizler i¢in Orneklerin Hazirlanmasi
Kullanilan ¢ozeltiler:

Tris Tamponu (0.4 M pH=7.4): 48.456 g Tris-Baz hassas terazide tartildi, 600 mL saf
suyla ¢oziildii. 1 M HCl ile pH’s1 7.4’¢ ayarlandi. Son hacim saf suyla 1 L tamamland1

Bouin Soliisyonu: 75 mL doymus pikrik asit ¢ézeltisi, 75 mL formaldehit (% 37°1ik) ve
5 mL glasiyel asetik asit ¢ozeltileri kullanildi. Once doymus pikrik asit ¢dzeltisi
formaldehit ile karistirildi, sonra lizerine yavasga glasiyel asetik asit eklendi ve iyice

karistirildi (141).

1. Alinan testis dokusu vertikal olarak ikiye boliindii. Yarist histopatolojik
degerlendirmeler icin bouin soliisyonuna alinip saklandi. Geri kalan testis dokusu 1.5
mL’lik plastik ependorf tiiplere boliistiiriilerek calismanin yapilacagi zamana kadar
laboratuvarimizda bulunan -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Epididimis ve prostat
dokularinin  bir kismu da % 10’luk formalin ¢ozeltisine almip histolojik
degerlendirmeler igin saklandi. Geri kalan doku ornekleri 1.5 mL’ lik plastik ependorf
tiiplere konularak, ¢aligmanin yapilacagi zamana kadar laboratuvarimizda bulunan -80

°C’de derin dondurucuda saklandi.

2. Testisten ayrilan epididimis ise 2 mL Tris tampon soliisyonu igeren bir petri kaba
alind1 ve kiiclik pargalar halinde kesiler uygulanip spermlerin sivi igerisinde ylizmesi
saglandi. Sperm igeren bu soliisyonda sperm sayisi (142) canlilik, motilite (143) ve
morfoloji degerlendirmesi ayni giin yapildi. Geri kalan sperm oOrnekleri 500 pL’lik
plastik ependorf tiiplere konularak, c¢aligmanin yapilacagi zamana kadar

laboratuvarimizda bulunan -80 °C’de derin dondurucuda saklandu.

3. Hayvanlarin kanlar1, dekapitasyon ile jelli ve EDTA’l1 tiiplere alindi, santrifiij sonrasi
serum ve plazma ayrilarak ¢alismanin yapilacagi zamana kadar laboratuvarimizda

bulunan -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
5.2.6. Histolojik Analizler
5.2.6.1. Isik Mikroskobu i¢cin Dokularin Hazirlanmasi ve Kesitlerin Alinmasi

Dokularin takip, kesit alma ve boyama islemlerinin tiimii KTU Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuarlari’nda gergeklestirildi. Alinan

Prostat ve epididimis dokular1 % 10’luk formaldehit soliisyonuna; testis dokular1 ise
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Bouin soliisyonuna aliarak 3 giin karanlikta oda sicakliginda tespite edildikten sonra

rutin doku takip islemlerinden gecirildi ve parafin blok haline getirildi.

Resim 5. Testis ve epididimisin ¢gikarilmasina ait goriintii. A. Cikarilma islemi
B. Cikarilmus testis ve epididimis

Parafin blok haline getirilen dokular tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255,
Tokyo, Japan) yardimiyla dokunun baslangicina kadar 20 um’lik kesitlerle trimlendi,
dokuya ulagilinca 5 pm’lik ince kesitler alindi. Alinan kesitler 45 °C’de benmaride

kirigikliklariin agilmasi i¢in bekletildi ve lam tizerine alindi.
5.2.6.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Yoéntemi

Kesit alinan dokular lam {izerine alindiktan sonra Hematoksilen-Eozin (H&E)
boyamast igin zembile yerlestirildi. Ornek 1 saat 58 °C’de etiivde bekletildi, parafin
eridikten sonra H&E ile boyandi.

Hazirlanan preparatlarda tiim gruplara ait prostat, epididimis ve testis dokular1
genel histopatolojik yap1 acisindan degerlendirildi. Dokularin degerlendirilmesinde
Olympus BX 51 (Tokyo, Japan) fotomikroskoplu 1sik mikroskop kullanildi. Testis
dokusunun degerlendirmesinde seminifer tiibiil hasar degerlendirmesi icin Johnsen

skorlama sistemi kullanildi (Tablo 8) (142, 144).

38



Tablo 8. Johnsen skorlama sistemi

Johnsen Skoru Tanmimlama

[EE
o

Germinal epitel ¢ok sirali, cok sayida spermatozoa var

Germinal epitelyum disorganize ve liimene dogru yi1gilma, spermatozoa var
Germinal epitel ¢ok sirali ancak liimende 10°dan az spermatozoa var
Spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatid var

Spermatozoa yok, spermatid 10’dan az

Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var

Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5’den az

Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

Germ hiicresi yok, sadece sertoli hiicresi var

R N W R~ 01O N 00 ©

Seminifer tiibiil igerisinde hig hiicre yok

5.2.6.3. Epididimiste Toplam Sperm Sayisi, Motilite, Canliik ve Morfoloji

Degerlendirmesi

Calismamizda epididimisten elde edilen spermlerin degerlendirilmesi su sekilde
yapildi: Tris tamponu (pH= 7.5) igeren petri kabinda epididimis pargalara ayrilip 37
°C’de 10-30 dk bekletilip spermlerin tampon igerisinde ylizmesi saglandi. Ardindan
sperm sayimi, motilite, canlilik degerlendirmesi yapildi. Sperm sayimi i¢in “Makler
Sperm Saymmi Kamaras1” kullanilmisgtir. 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler
tarafindan sperm sayimi i¢in 6zel olarak tasarlanmistir. Semen 6rneginin incelendigi
kamaranin 10 pm derinliginde olmasit spermatozoanin tek bir diizlemde serbest
hareketine olanak saglamaktadir. Makler kamarasi ile spermlerin hareketlilik yiizdeleri
daha kesin olarak belirlenebilmektedir (145). Bir damla sperm (5 pL) kamaranin
merkezine damlatilip {izerine kapak cami kapatildi. Dort adet kuvars bacak sayesinde
spermlerin, 10 um derinlikte yiizmeleri saglandi. Bu derinlikte ancak bir adet sperm
basi si8abildigi i¢in bir hat {izerinde yapilacak sayim X 20 biiyiitme altinda 10 karede
motil ve non-motil sperm sayildi ve 10° ile carpilarak mililitredeki (X 10%/mL) sperm
sayis1 hesaplandi. Motil sperm sayisinin toplam sperm sayisina orani bulunarak motilite
% olarak hesaplandi. Normal sperm konsantrasyonu (>20 x 10%mL) dikkate alinarak

degerlendirildi (145).

Canlilik degerlendirmesi i¢in lam iizerine semen drneginden 1 damla damlatild:

ve lizerine 1 damla % 1’lik eozin-y eklenerek karistirildi ve lamel ile kapatildi. Her bir
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ornekte farkli alanlarda totalde en az 100 sperm canlilik agisindan degerlendirildi. Bas
kismui tespit olmus (kirmizi renkte) olan spermler 6lii, bag kismi tespit olmamis (yesil

renkte) olan spermler canli olarak degerlendirildi (146).
5.2.6.4. Immiinohistokimyasal islemler

Testis, epididimis ve prostat dokularindaki apoptozisi degerlendirmek igin
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine triphosphate nick
end labeling assay) teknigi kullanildi ve hiicrelerde DNA fragmantasyonlar1 tanimlandi.
TUNEL boyama igin In situ cell death detection kit AP (Roche, Mannheim, Germany)
dretici firmanin Onerileri dogrultusunda kullanildi. Homojen boyanmis kahverengi
niikleuslu TUNEL (+) hiicreler apoptotik hiicre olarak degerlendirildi. X 400’hik
biiyiitmede TUNEL (+) ve TUNEL (-) hiicreler sayildi ve TUNEL (+) hiicre sayist /
toplam Hiicre Sayis1 X 100 = Apoptotik Indeks (Al) olarak degerlendirildi (147).

5.2.7. Biyokimyasal Analizler
5.2.7.1. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini

GPx aktivite tayini Cayman firmasmin 703102 nolu GPx spektrofotometrik kiti
kullanilarak yapildi. Olgiim igin testis, epididimis, prostat dokular1 ve sperm drnekleri
homojenize edilerek, plazma 6rnekleri ise seyreltilerek kit protokoliine uygun olarak

hazirlandi.

Doku Icin Homojenizasyon Asamasi: Dokular buz akiisii iizerinde kesilerek
hassas terazide yaklasik 50-100 mg arasi tartildi. Doku buz {izerinde bekleyen 1 mL
soguk homojenizasyon tamponuna (0.0027 M potasyum kloriir, 0.137 M sodyum
kloriir, 5 mM Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) igeren pH= 7.4 olan 0.01 M fosfat
tamponu) konuldu. Dokular soguk ortamda 30 saniye (sn) siire ile homojenizatorle
homojenize edildi. Homojenize doku 4 °C’de, 3000 rpm’de, 10 dakika (dk) santrifiij
edildi. Ustte kalan siipernatan kisimdan 150 pL Glutatyon &lciimii i¢in ayrildi. Kalan
kisimda GPx ve protein miktar1 tayini yapildi. GPx 6l¢iimii i¢in 6rneklerden 175 puL
alinarak seyreltme pleytlerine aktarildi ve tizerlerine 25 pL 1,4-Ditiyotreitol (DTT)
eklendi.

Semen icin Homojenizasyon Asamasi: Semen ornekleri, doku ornekleri igin

kullanilan tampon ve kosullarda homojenize edildikten sonra 4 °C’de, 10000 x g’de, 15
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dakika (dk) santrifiij edildi. Siipernatant kismi kullanilarak kit protokoliine uygun
sekilde GPx ol¢iimii yapildi.

Tim oOrnekler i¢in seyreltme miktarin1 kararlastirmak amaciyla 6n denemeler
yapildi. Plazma ornekleri 1/2 kat PBS tamponuyla seyreltildi. Diger doku ve semen
ornekleri 20 kat seyreltildi. Daha sonra kit prosediiriine uygun olarak pipetlemeler
yapildi. 340 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi ve asagidaki formiil kullanilarak
GPx aktivitesi nmol/dk/mL olarak hesaplandi. Bu kitin intra-assay % CV degeri 7.71

bulunmustur.

AAszag / dk 0.19 mL
GPx Aktivitesi = X X Seyreltme Kat Sayisi
0.00373 uM™ 0.02 mL

5.2.7.2. Glutatyon Ol¢iimii

Sperm ve plazma glutatyon seviyesi Cayman firmasinin 703002 nolu glutatyon
spektrofotometrik kiti kullanilarak belirlendi. Olgiim igin daha énce GPx igin hazirlanan
sperm homojenatlarindan ayrilan 150 pL siipernatan ve 150 pL plazma kullanildi.
Olgiim yapilmadan 6nce hem sperm orneklerine hem de plazma &6rneklerine
deproteinizasyon islemi uygulandi. Deproteinize edilen drneklerde hem okside (GSSG)

hem rediikte glutatyon (GSH) 6l¢timii kit protokoliine uygun yapilmustir.
Kullanilan cozeltiler:

% 10’luk MPA c¢ozeltisi: 10 g meta-fosforik asit 100 mL saf suda ¢oziildii.
4 M TEAM reaktifi: 2655 uL trietanol amin 2345 uL saf su ile karistirildi.
1 M 2-Vinilpiridin: 540 pL 2-vinilpiridin 4460 uL etanol ile karigtirildi.

Deproteinizasyon asamasi: 150 pL siipernatan ve plazma iizerine 150 pL %10’luk
meta-fosforik asit (MPA soliisyonu) eklendi ve numuneler iyice karistirildi. Siipernatan
kisimdan 200 pL alinip iizerine 4 M’lik 10 pL trietanol amin (TEAM) ilave edildi ve

hemen karistirildi. Bu agamadan sonra numunelerin tiirevlendirilmesi yapildi.

Tiirevlendirme asamasi: Deproteinize edilen numuneler 2-vinilpiridin ile

tirevlendirildi. Siipernatandan 100 pL alinip tizerine 1 pL 2-vinilpiridin eklendi ve
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kanistirildi. Oda sicakliginda 60 dk inkiibasyona birakildi. Numunelere uygulanan bu

islem standartlara da uygulandi.

Seyreltme miktarini kararlastirmak amaciyla 6n denemeler yapildi. Daha sonra kit
prosediiriine uygun olarak pipetlemeler yapildiktan sonra numuneler oda sicakliginda

karanlikta inkiibasyona birakildi 25. dk’da 405 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

Sekil 4, 5, 6, 7°de sperm ve plazma 6rnekleri i¢in ayr1 ayr1 GSSG ve GSH standart
grafigi ¢izildi. Bu grafiklere gére GSH/GSSG konsantrasyonu hesaplandi. Bu kitin
intra-assay % CV degeri 6.66 bulunmustur.
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Sekil 4. Sperm GSH seviyesi i¢in standart grafigi
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Sekil 7. Plazma GSSG seviyesi i¢in standart grafigi

5.2.7.3. MDA Olg¢iimii
5.2.7.3.1. Doku ve Sperm MDA Ol¢iimii

Doku ve sperm o6rneklerinde lipid peroksidasyonun son iiriinii olan MDA 6l¢iimii
Mihara ve Uchiyama yontemi (148) modifiye edilerek yapildi. Olgiimiin esast MDA’in
asidik ortamda tiyobarbutirik asit (TBA) ile renkli molekiil olusturmasi ve bu

molekiiliin renginin 532 nm’deki absorbansinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir.

Homojenizasyon Asamasi: Dokular buz akiisii iizerinde kesilerek hassas terazide
yaklagik 50-100 mg arasi tartildi. Doku buz iizerinde bekleyen 500 pL soguk
homojenizasyon tamponuna (0.5 mL/L Triton X-100 igeren % 1.15’lik KCI ¢ozeltisi)

konuldu. Dokular soguk ortamda 30 saniye (sn) siire ile homojenizatérle homojenize
edildi. Homojenize doku 4 °C’ de, 3000 rpm’ de, 10 dakika (dk) santrifiij edildi. Ustte

kalan siipernatan kisim alindi. Bu siipernatan kissmda MDA ve protein tayini yapildi.
Kullanilan Cozeltiler:

Doku homojenizasyon tamponu: 1,15 g KCI hassas terazide tartildi, tizerine 0,5 mL

Triton X-100 eklendi ve son hacim saf su ile 1 L’ ye tamamlandi.

% 1’lik H3PO, ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 11.77 mL % 85’lik H3PO4 alind1 ve

son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi.
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% 0.67’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi: 0,335 g TBA tartildi ve 25 mL saf su
eklendi. 10 dk karistiricida 1sitilarak manyetik bar kullanilarak ¢6ziinmesi saglandi.

Ardindan tlizerine 25 mL glasiyel asetik asit eklendi.

Standart cozeltiler: 82.5 pL 1,1,3,3-tetrametoksipropan 0.01 M 50 mL HCI ¢ozeltisine
ilave edildi. Cozelti 50 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu hazirlanan ana stok
¢Ozeltinin konsantrasyonu 10 umol/mL’dir. Bu ana stoktan sirasiyla 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.5625, 0.7813, 0.3906 ve 0 nmol/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi. Ornekler

ve standartlar Tablo 9’da verilen sekilde pipetlendi.

Tablo 9. Doku ve sperm MDA seviyesi 6l¢timii i¢in yapilan reaksiyon karisimi

Reaktifler Eklenen Miktar (mL)
Doku homojenati (Sperm siispansiyonu) 0.25
H3PO, 15
Tiyobarbitiirik asit 0.5

Tablo 9°da verilen pipetlemeler yapildiktan sonra tiipler vortekslendi ve 100
°C’de etiivde inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra sogumaya birakildi ve 4000
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatanlar pleytlere aktarildi ve 532 nm’de
spektrofotometrik olarak okutuldu. Sekil 8’deki standart grafige gore MDA
konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ise nmol/mg protein basina verildi. Protein

Ol¢iimleri Bradford yontemiyle yapildi.
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Sekil 8. Doku MDA seviyesi i¢in standart grafigi

5.2.7.3.2. Plazma MDA Olc¢iimii

Plazmada lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA seviyesi tayini Yagi
(149) tarafindan gelistirilen, Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) yontemi
kullanilarak, 6l¢iildii. Olgiimiin esas1t MDA ’nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile renkli bilesik olusturmasi ve bu bilesigin renginin 532 nm’deki absorbansinin

Olclilmesine dayanmaktadir.
Kullanilan cozeltiler:

0,0084 N Siilfiirik asit (H,SO,): 342 uL HySO4’den alinip bir miktar saf suya
pipetlendi, son hacim saf suyla 150 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk Fosfotungustik asit [H3(W3010) 4. H2O]: 2.5 g fosfotungustik asit 25 mL

saf suda ¢oziildi.

% 0.67’lik Tiyobarbitiirik asit (TBA) cozeltisi: 0,335 g TBA tartild1 ve 25 mL saf su
eklendi. 10 dk karistiricida 1sitithp manyetik bar kullanilarak ¢oziinmesi saglandi.

Ardindan tlizerine 25 mL glasiyel asetik asit eklendi.

Standart ¢ozeltiler: Hazirlanan 10 pmol/mL’lik ana stok ¢dzeltiden sirasiyla 25, 12.5,
6.25, 3.125, 1.5625, 0.7813, 0.3906 ve 0 nmol/mL’lik standart ¢6zeltiler hazirlandi.
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Asagidaki tabloya gore pipetlemeler yapilip 532 nm’de spektrofotometrik olarak
okutuldu. Sekil 9’daki standart grafige gore MDA konsantrasyonu hesaplandi. Bu

calismanin intra-assay % CV degeri 3.70 bulunmustur.

Tablo 10. Plazma MDA seviyesi 6l¢limii i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Numune (uL) Standart (uL)
Numune 150 -

H>SO4 1500 -
Fosfotungstik asit 150 -

Vortekslendi, 5 dakika bekletildi, 4000 rpm’de 10 dk santrifiijlenip iist faz atildi.
Saf su 2000 -
Cokelek vortekslenerek ¢oziildii.
Standart - 2000
TBA 500 500

1 saat 100°C’de etiivde inkiibasyona birakildi, etiivden ¢ikarildiktan sonra sogumasi
icin beklendi. 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi, iist faz pleytlere yiiklenerek 532
nm’de okuma yapildi.

1,4

1,2

0,8

0,6

Absorbans (532 nm)

0,4
y = 0.052x

0,2 R>=0.9981

0 5 10 15 20 25 30
Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 9. Plazma MDA seviyesi 6l¢timii i¢in standart grafigi
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5.2.7.4. Testosteron Ol¢iimii

Serum testosteron seviyesi Cayman firmasinin 582701 nolu testosteron ELISA
kiti kullanilarak belirlendi. Kit protokoliine uygun sekilde Tablo 11’e gore pipetlemeler
yapilarak testosteron Ol¢iimii yapildi. Sekil 10°daki standart grafige gore testosteron

konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ise ng/dL olarak verildi.

Tablo 11. Plazma testosteron seviyesi 6l¢limii i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor Total  Non-spesifik ~ Maksimum Standart/Nu
Aktivite  baglanma baglanma mune
Calisma tamponu (uL) - - 100 50 -
Standart/Numune (uL) - - - - 50
Isaretleyici (uL) - - 50 50 50
Antikor (uL) - - - 50 50

Pleyt kapatildi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi.

Pleyt 5 defa yikama tamponuyla yikandi.

Isaretleyici (uL) - 5 o - -
Ellman reaktifi (uL) 200 200 200 200 200

Pleyt kapatildi ve galkalayicida, oda sicakliginda 90 dk inkiibasyona birakildi.

2,5
2
y =-0,408In(x) + 2,7552
1,5 R2=0,9927
o
Q
o4
1
0,5
0
0 50 100 150 200 250 300
Testosteron Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 10. Plazma Testosteron seviyesi 6l¢iimii i¢in standart grafigi
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5.2.7.5. E Vitamini Ol¢iimii

Antioksidan bir molekiil olan Vitamin E 6l¢iimii LC-MS-MS ile yapildi. Bunun
icin Ornekler 6n islemden gecirildi. 500 pL sperm siispansiyonu Agilent marka 10 mL
hacimli kapakli siselere alindi. Siselerdeki numunelerin donmasi igin -80 °C’de 1 saat
bekletildi. Dondurucudan ¢ikartilan numuneler ¢oziinmeden CHRIST marka
liyofilizasyon cihazina yerlestirildi. Cihaz ¢alistirildiktan 5 dk sonra sogutucu devreye
girip, donma iglemi -30 °C’de gergeklesti. 6. dk’da vakum ve sicaklik diismeye basladi.
Numuneler 5 saat liyofilize edildi. 5. saatin sonunda cihaz kapatilip numuneler
ekstraksiyon islemine hazir hale getirildi. Ekstraksiyon islemi Kramer ve Surai (150,

151) metodlar1 modifiye edilerek yapildi.

Ekstraksiyon islemi: Liyofilizasyon isleminden sonra siselere soguk 250 uL
NaCl (% 5’lik, w/v) ve etanol eklendi. 30 sn vorteksle karigtirildi. Daha sonra 45 sn buz
tizerinde sonikasyon (Sonics & Materials Inc.) yapildi. Bu islemden sonra 2 mL soguk
hekzan eklenerek 2 dk boyunca vorteksde karistirildi. 10 dk c¢alkalayicida oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ust hekzan fazi cam pastdr pipetiyle alinarak 10
mL’lik cam siseye aktarildi. Azot gazi altinda hekzan uguruldu. Numune 1 mL hekzan

ile tekrar ¢6ziildii ve tekrar azot gazi ile hekzan uguruldu.

Numunelerin Hazirlanmasi: 100 pL plazma 6rnegi 250 pL karisim ¢ozeltisiyle
(100 pL asetonitril, 140 puL metanol ve 10 pL internal standart) 30 sn boyunca
vortekslendi ve 10000 x g’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatan, 96 kuyucuklu pleyt i¢ine
aktarild1 ve yiiksek performansli sivi kromatografisi tandem kiitle spektrometre analizi

icin 5 puL enjekte edildi.

LC-MS-MS kosullar: Olgiim icin Thermo Scientific (San Jose, CA) Ultimate
3000 Rapid Separation Quaternary System kullanildi. Kromatografik ayirma igin
Hypersil GOLD aQ C18 (50 x 2.1 mm, 3um partikiil boyutu) kolon kullanildi. Coziicti
A su icinde % 0.1 formik asit ve ¢oziicii B ise methanol i¢inde % 0.1 formik asitti. Akis
hizi % 0.8 mL/dk olarak ayarlandi. Gradyan programi 0.5 dk icin % 76 B ¢ozeltisi
ardindan 0.5-2.2 dk aras1 dogrusal bir artigla % 96 B ¢ozeltisi ile baslatildi. Mobil faz B
calisma sonuna kadar % 76’ya disiiriildii ve % 76’da kaldi. . Caligsma siiresi 6 dk idi.
Enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolon akis hiz1 0.8 mL/dk idi.
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Kiitle analizi, Atmosferik Basing Iyonizasyonu (APCI) ile entegre Thermo
Scientific TSQ Acecess Max Triple Stage Quadrupole Mass Spectrometer (Thermo
Scientific, San Jose, CA) cihaz1 kullanilarak tek izleme modu olan belirleme moduyla
yapildi. Isitilmis kilcal tliplin sicakligr 325 °C, buharlastirict sicakligi 350 °C, kilif
(sheath) gaz basinct 30 Arb, yardimer gaz basinci 10 Arb, iyon kaynagi voltaji 4000 V,
carpisma gazi basinci 1,5 mTorr olarak ayarlandi. Carpisma enerjileri Tablo 12’de

goserilmistir.

Tablo 12. E vitamini 6ncii iyonlar1 ve iiriin iyonlari, garpisma enerjileri ve polarite

degerleri
Porfirin Oncii Ilyon (M + 1) Uriin Iyon Carpisma Polarite
(m/z) (m/z) Enerjisi (eV)
Vitamin E 269.4 93.0 21 +
431.4 165.2 25 +

5.2.7.6. Protein Tayini

Doku ve sperm Orneklerindeki protein konsantrasyonu modifiye Bradford
yontemine (152) gore 6l¢iildi. Yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik

gruplartyla etkileserek mavi renk olusturmasi esasina dayanir.
Kullanilan ¢ozeltiler:

Bradford reaktifi: 10 mg Coomassi Brillant Blue G-250 5 mL % 95’ lik etanolde

¢oziildiikten sonra tizerine % 85°lik H3PO,4 eklendi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

% 20°’lik HCI ¢ozeltisi: Bir miktar saf su tizerine 27.03 mL % 37’lik HCI’den eklendi,
son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Kullanilan cam malzemelerdeki olabilecek

protein kalintilarini1 uzaklagtirmak i¢in yikama ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Standart cozeltiler: Standartlar sigir serum albiimininden (BSA) hazirlandi. 20 mg
BSA bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra son hacim 20 mL’ye tamamlandi. Elde
edilen 2 mg/mL’lik bu ana stoktan 1, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05,
0.025, 0.0125 ve 0 mg/mL konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi.

Protein 6l¢iimii PBS ve KCl tamponuyla hazirlanmis doku numunelerinde, plazma
ve sperm orneklerinde yapildi. Doku homojenatlari kendi tamponlariyla 20 kat, plazma

ornekleri PBS ile 250 kat seyreltildi. Tablo 13’e gore pipetlemeler yapildi ve 10 dk oda
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sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 600 nm’de spektrofotometrik
Olgtim yapildi. Standart grafik kullanilarak konsantrasyonlar hesaplandi (Sekil 11).
Degerler mg/mL protein olarak hesaplandi. Bu ¢alismanin intra-assay % CV degeri 5.79

bulunmustur.

Tablo 13. Protein seviyesi 6l¢iimii i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Numune (pL) Standart (uL)
Numune 10 -
Standart - 10
Bradford reaktifi 100 100

Karistirildi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra 600 nm’de
spektrofotometrik dl¢lim yapildi.

o
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o
o

o
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o
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o
w

Absorbans (600 nm)

o
N}

y = 0,8953x
R?= 0,996

o
il

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
BSA Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 11. Doku ve semen GPx ve GSSG/GSH ig¢in protein standart grafigi
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Sekil 12. Doku ve semen MDA i¢in protein standart grafigi

5.2.8. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Veriler bilgisayara aktarildi ve SPSS (IBM SPSS 22) programinda istatistiksel
olarak degerlendirildi. Parametrelerin normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-
Simirnov” testi yapilarak belirlendi. Veriler ortanca (medyan) ve ¢eyreklerarasi aralik
(%25-75) olarak verildi. Normal dagilima uymayan parametrelerde gruplar arasindaki
karsilagtirmalar Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamli ¢ikan
verilerde ikili karsilagtirma Mann-Whitney U testi (post-hoc olarak Bonferroni

diizeltmeli) ile yapildi. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Hayvanlarin agirhik bulgulart aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-Simirnov” testi yapilarak belirlendi.
Normal dagilima uymadigr goriildiigii icin agirlik bulgularinin zamana gore degisimi
Fridman testi kullanilarak incelendi. Baglangi¢ ile dort hafta sonundaki agirlik
bulgularindaki degisim Wilcoxon testi (post-hoc olarak Bonferroni diizeltmeli)

kullanilarak yapildi. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Calisma Grubuna Ait Viicut Agirhg1 Bulgular

Deney siiresince hayvanlarin agirlik degisimleri haftalik olarak olgiildii ve

kaydedildi. Tablo 14’te gen¢ hayvanlara ait haftalik agirlik bulgular1 gosterildi. Geng

hayvanlarda kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli artis gozlenirken, baslangica

gore 4. hafta sonunda findik ve DOX gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi. DOX+findik, DOX+findik zar1 ve DOX+E vitamini gruplarinda baslangica

gore deney sonunda kilo kayb1 izlendi. Ancak gen¢ hayvanlarin agirlik verilerindeki

degisiklikler istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 14. Geng hayvanlarin 4 haftalik deney siirecindeki agirlik bulgular1 (n= 8)

Kontrol Findik DOX DOX+ DOX+Findik DOX+E

Findik Zar1 Vitamini

Baslangic 360+ 6 333+10 364+ 10 369 + 15 364 + 24 363 +£23

1.Hafta 385+ 13 336 £ 10 350+ 10 353+ 13 374+ 15 351 +£21

2.Hafta 370 £5 345+£8 351+9 350+ 15 353 £21 357 £20

3.Hafta 378+ 6 348 £ 10 359+10 340 £ 14 353 £24 359 +£23

4.Hafta 380+ 6 352+£8 371 +15 366 4 358 £22 348 £ 16
P 0.032 0.083 0.655 0.158 0.963 0.463

Yash hayvanlarin haftalik agirlik bulgulart Tablo 15°de verildi. Tiim gruplarda

baslangictan deney sonuna kadar hafif diizeyde agirlik kaybi gozlendi. Ancak yash

gruplarindaki agirlik degisimi bulgular da istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 15. Yash hayvanlarin 4 haftalik deney siirecindeki agirlik bulgular1 (n= 8)

Kontrol Findik E Vitamini
Baslangic 501 £26 471 +£22 428 +£ 13
1.Hafta 499 + 27 469 £ 23 424 + 12
2.Hafta 490 + 36 477 £ 22 411 +20
3.Hafta 496 + 30 465 +25 409 + 21
4 Hafta 484 + 33 462 + 25 405 £20
p 0.653 0.448 0.518

53



6.2. Gen¢ Hayvanlara Ait Bulgular
6.2.1. Gen¢ Hayvanlarin Histopatolojik Verilerine Ait Bulgular
6.2.1.1. Morfolojik Bulgular

Geng hayvanlara ait testis dokularinin 11k mikroskobu genel goriiniimleri Resim
6’da verilmistir. Kontrol grubunda normal morfolojide seminifer tiibiil epitel yapisi ile

birlikte kanal liimeninde ¢ok sayida spermiyum oldugu izlendi (Resim 6A).

Findik grubunda kontrol grubunda oldugu gibi diizgiin morfolojide seminifer
tiibiil yapisi, spermatogenetik hiicreler ve kanal liimeninde spermiyumlar izlendi (Resim

6B).

DOX grubunda ise seminifer tiibiil yapisinin bozuldugu, tibili doseyen
spermatogenetik hiicrelerde oldukca yogun dejenerasyon, hiicre kaybi, vakuolizasyon
ve bazal membrandan ayrilmalar izlendi. Seminifer tiibiil liimeninde ¢ok az sayida
spermiyum mevcuttu. Ayrica seminifer tiibiil liimeninde olgunlasmamis germinal epitel

hiicreleri izlendi (Resim 6C).

DOX+findik grubunda seminifer tiibiil yapisinin oldukca diizelmis oldugu, genel
olarak diizglin yapida goriilen seminifer tiibiile ait germinal epitelde az miktarda
vakuolizasyon, bazal membranda ayrilmalar gézlendi. Ayrica tiibiil liimeninde yer yer
olgunlasmamis germinal epitel hiicreleri ile birlikte ¢ok sayida spermiyum oldugu

izlendi (Resim 6D).

DOX+findik zar1 grubunda seminifer tiibiil yapisinin DOX grubuna gore oldukca
diizelmis oldugu izlendi. Ancak seminifer tiibiil germinal epitel hiicrelerinde kayip,
sisme ve vakuolizasyon mevcuttu. Bazal membranda yer yer ayrilmalar goriildii. Tiibiil
liimeninde spermiyumlar ile birlikte olgunlasmamis germinal epitel hiicreleri izlendi

(Resim 6E).

DOX+E vitamini grubunda ise seminifer tiibiil yapisinin diizgiin olmasina ragmen
cogu tiibiilde germinal epitel hiicrelerinde kayip oldugu izlendi. Seminifer tiibiil
liimeninde spermiyumlar ile birlikte bol miktarda olgunlagsmamis germinal epitel

hiicreleri izlendi (Resim 6F).
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Resim 6. Testis dokusu seminifer tiibiil kesiti. A: Kontrol grubu, B: Findik grubu.
Seminifer tiibiil epitel yapisi (4). (H&E X400)
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Geng hayvanlara ait epididimis dokularinin 151k mikroskobu genel goriiniimleri
Resim 7°de verilmistir. Kontrol grubunun duktus epididimise ait kanali doseyen diizgiin
yapidaki yalanct ¢ok katli sterosilyumlu prizmatik epitel hiicreleri ve kanal liimeninde

spermiyumlar izlendi (Resim 7A).

Findik grubunda kontrol grubunda oldugu gibi kanal yapisinin ve kanala ait
epitelyal yapinin diizenli oldugu ve kanal limeninin fazla miktarda spermiyumlarla dolu

oldugu goriildii (Resim 7B).

DOX grubunda kanal yapisimin genel olarak bozuk oldugu, kanali doseyen
epitelin olduk¢a yogun dejenerasyon, apoptotik hiicreler, bazal membrandan ayrilmalar
ve epitelyal hiicre sitoplazmalarinda vakuolizasyonlar icerdigi ve kanal liimeninde ¢ok

az miktarda spermiyum oldugu gortildii (Resim 7C).

DOX+findik grubunda kanal yapisinin olduk¢a diizelmis oldugu, genel olarak
diizgiin yapida goriilen kanal epitelinin yer yer az miktarda vakuolizasyon ve apoptotik

hiicre i¢erdigi ve kanal limeninde ¢ok sayida spermiyum oldugu izlendi (Resim 7D).

DOX+findik zar1 grubunda epididimis kanal yapisindaki dejenerasyonun DOX
grubuna gore azalmis oldugu ancak DOX+findik grubu kadar giderilememis oldugu
goriildii. Kanal limeninde spermiyumlar; kanal epitelinde az miktarda apoptotik

hiicreler ve vakuolizasyonlar izlendi (Resim 7E).

DOX+E vitamini grubunda ise kanal yapisinda yer yer bozulmalar oldugu, kanal
liimeninin spermiyum igerdigi, kanal epitelinde vakuolizasyonlar ve apoptoz oldugu
tespit edildi. Epitelyal diizelmenin DOX+findik grubuna goére daha az oldugu izlendi
(Resim 7F).
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Resim 7. Epididimis dokusu duktus epididimis kesiti A: Kontrol grubu, B: Findik
grubu. Kanal limeninde spermiyumlar (s). (H&E X200)
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Geng hayvanlara ait prostat dokularmin 1s1tk mikroskobu genel goriiniimleri Resim
8’de verilmistir. Kontrol grubunda normal prostat yapisina 6zgii diiz kas lifleri igeren
fibroelastik bag dokusu ile ¢evrili tubuloalveoler bez kesitleri goriildii. Bez liimenlerinin
tek kath prizmatik ve yer yer yalanci ¢ok katl prizmatik epitel ile diizenli bir sekilde
cevrelendigi gozlendi (Resim 8A).

Findik grubunda kontrol grubundakine benzer sekilde tubuloalveoler bez yapisi ve
bezlerin liimenini diizenli sekilde ¢evreleyen tek katli prizmatik ve yalanci ¢ok kath

prizmatik epitel hiicreleri izlendi (Resim 8B).

DOX grubunda ise bez yapilarinin hasar gordiigii, epitel hiicrelerinde apoptoz ve
vakuolizasyonlar oldugu, epitel biitiinliiglinti kaybettigi, bez epitelinin ayrildigi, yer yer

liimen igine dokiildiigii ve stromada 16kosit infiltrasyonu oldugu gozlendi (Resim 8C).

DOX+findik grubunda bez yapisinin normale yakin oldugu, bez epitelinin
yenilendigi, stromadaki 16kosit infiltrasyonunun DOX grubuna gore azaldigi ve bag

dokusunda kollajen lif artis1 oldugu izlendi (Resim 8D).

DOX+findik zar1 grubunda ise bez yapisinda diizelme ve bez epitelinde
DOX+findik grubuna benzer sekilde yenilenme izlendi. Stromadaki I6kosit
infiltrasyonun ise DOX grubuna gore azalmis oldugu goriildii. Bez liimenlerinde

korpora amilasea mevcuttu (Resim 8E).

DOX+E vitamini grubunda bez epitelinde diizelmenin oldugu, ancak bazi bez

yapilarinda halen epitelin ayrilarak liimene dokiilmiis oldugu izlendi (Resim 8F).
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Resim 8. Prostat doku kesiti. A: Kontrol grubu, B: Findik grubu. (H&E X100)
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Geng hayvanlara ait testis dokularinin seminifer tiibiil yapisinin Johnsen testis
hasar skorlamasi ile degerlendirme sonuglari; testis, epididim ve prostat dokularinin
TUNEL teknigi ile degerlendirilen Apoptotik Indeksleri (Al) sonuglar1 Tablo 16°da

verilmigtir.

Findik grubunun testis Johnsen skorlamasinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli artis gozlenirken (p= 0.033), DOX grubunda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli azalis bulundu (p= 0.002). DOX+findik, DOX+findik zar1 ve
DOX+E vitamini gruplarinin Johnsen skorlamasinda ise DOX grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli artig oldugu bulundu (sirasiyla p= 0.003, p= 0.004, p= 0.040).

DOX grubunun testis apoptotik indeksi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek bulundu (p= 0.002). Buna karsilik DOX+findik, DOX+findik zar1 ve
DOX+E vitamini gruplarinin testis apoptotik indeks degerlerinde DOX grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diisiis gorildii (sirastyla p= 0.002, p= 0.002, p= 0.003).
DOX+findik zar1 grubundaki diisiis DOX+findik grubuna goére daha fazlaydi (p=
0.025). Testis dokusuna ait seminifer tiibiil kesitinin apoptotik degerlendirmesine ait

resimler Resim 9a-f’de gosterilmistir.

DOX grubunun epididim apoptotik indeksi, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksekti (p= 0.002). Buna karsilik DOX+findik, DOX+findik zar1 ve
DOX+E vitamini epididim apoptotik indeks degerleri, DOX grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulundu (sirastyla p= 0.002, p= 0.002, p= 0.002). DOX+findik
zar1 ve DOX+E vitamini gruplarina ait degerler DOX+findik grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli ytiksekti (sirasiyla p= 0.002, p= 0.002). Buna ilaveten DOX+E vitamini
grubu da DOX+findik zar1 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ytiksekti (p= 0.002).
Epididimis dokusuna ait duktus epididimis kesitinin apoptotik degerlendirmesine ait

resimler Resim 10a-f’de gosterilmistir.

Findik grubunun prostat apoptotik indeksi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diisiik (p= 0.006); DOX grubununki ise kontrol grubuna gore yiiksek bulundu
(p= 0.002). DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplar1 prostat apoptotik indeksi, DOX
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu goriildii (sirasiyla
p=0.003, p= 0.018). Buna karsilik DOX+E vitamini grubu prostat apoptotik indeks
degerleri DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
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yiiksek oldugu izlendi (sirasiyla p= 0.002, p= 0.006). Prostat dokusuna ait Kkesitin

apoptotik degerlendirmesine ait resimler Resim 11a-f’de gosterilmistir.
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Resim 9. Testis dokusu seminifer tiibiil kesiti apoptotik degerlendirmesi. a: Kontrol
grubu, b: Findik grubu. Apoptotik spermatogenetik hiicreler (A ), normal
spermatogenetik hiicreler M. (TUNEL X400)
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Resim 10. Epididimis dokusu duktus epididimis kesiti apoptotik degerlendirmesi.
a: Kontrol grubu, b: Findik grubu. Apoptotik hiicreler (A), normal
hiicreler (1). (TUNEL X400)

&
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Resim 11. Prostat dokusu kesiti apoptotik degerlendirmesi. a: Kontrol grubu, b: Findik
grubu. Apoptotik hiicre( A ), normal hiicre (1).(TUNEL X400)
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6.2.1.2. Semen Analizine Ait Bulgular

Geng hayvanlara ait semen analizinde canlilik, hareketlilik ve total say1

degerlendirme sonuglar1 Tablo 17°de verilmistir.

Sperm canlilik degerlerinde DOX grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli azalma bulundu (p= 0.028). Findik grubu kontrol grubuna gore yiiksek
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p= 0.095). Yine DOX+findik,
DOX+findik zar1 ve DOX+E vitamini gruplarmin sperm canlilik degerleri DOX
grubuna gore yliksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p=

0.415, p=0.120, p= 0.073). Gruplara ait sperm canlilik yiizdeleri Sekil 13’de verilmistir.

DOX grubuna ait sperm hareketliligi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diistik bulundu (p= 0.003). Bunun yaninda DOX+findik, DOX+findik zar1 ve
DOX+E vitamini gruplarmin verilerinde DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bir artis gozlendi (swrasiyla p= 0.004, p= 0.004, p= 0.006). Gruplara ait sperm
hareketlilik yiizdeleri Sekil 14’de verilmistir.

Sperm sayis1t DOX grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulundu (p= 0.025). DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplarinin degerlerinde
ise DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu gozlendi (sirasiyla p=

0.021, p= 0.012). Gruplara ait sperm sayisi seviyeleri Sekil 15’de verilmistir.
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Sekil 13. Geng¢ hayvanlarda sperm canlilik seviyelerinin gruplara goére dagilimi.
a: Kontrol grubuna gore p= 0.028 diizeyinde anlamlidur.
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Sekil 14. Gen¢ hayvanlarda sperm hareketlilik seviyelerinin gruplara goére dagilimu.
a: Kontrol grubuna gore p= 0.003, c: DOX grubuna gore sirasiyla p= 0.004,
p= 0.004, p= 0.006 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 15. Geng¢ hayvanlarda sperm sayist seviyelerinin gruplara gore dagilimi.
a: Kontrol grubuna gore p= 0.025, ¢c: DOX grubuna gore sirasiyla p= 0.021,
p=0.012 diizeyinde anlamlidir.

6.2.2. Gen¢ Hayvanlarin Biyokimyasal Verilerine Ait Bulgular
6.2.2.1. Sperm Orneklerine Ait Biyokimyasal Bulgular

Geng hayvanlarin sperm Orneklerinde oOlgiilen GPx, GSH/GSSG, MDA ve E
vitamin seviyeleri Tablo 18’de verilmistir.

Findik grubunun GPx degerleri kontrol grubuna gore yiiksek, DOX grubunun
GPx degerleri ise hem kontrol hem de findik grubuna gore yiiksek oldugu izlendi.
Bununla beraber DOX+findik, DOX+findik zar1 ve DOX+E vitamini gruplarinin GPx
degerleri ise DOX grubuna gore daha diisiik oldugu goriildii. Ancak bu bulgular
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.843).

GSH/GSSG degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=
0.710).

Findik grubunun MDA degerlerinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
goriildii ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.064). DOX+findik, DOX-+findik

zar1 ve DOX+E vitamini gruplarinin MDA degerlerinin DOX grubuna gore istatistiksel
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olarak anlamli diisiik oldugu izlendi (sirasiyla p= 0.004, p= 0.032, p= 0.032). Gruplara
ait MDA seviyeleri Sekil 16°da verilmistir.

Findik grubunun E vitamini degerleri kontrol grubuna gore yiiksek, DOX
grubunun E vitamini degerleri ise kontrol grubuna gore yiiksek ancak findik grubuna
gore diisiik bulundu. Bu bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p= 0.277,
p= 0.142, p= 0.565). DOX+findik ve DOX+E vitamini gruplarimin E vitamini
degerlerinin, DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu izlendi
(strastyla p= 0.028, p= 0.048). DOX+findik zar1 grubunun E vitamini degerleri de DOX
grubuna gore yiiksek oldugu goriildii ancak istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (p=

0.063). Gruplara ait E vitamini seviyeleri  Sekil 17°de  verilmistir.
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Sekil 16. Geng¢ hayvanlarda sperm MDA seviyelerinin gruplara gére dagilimi. ¢c: DOX
grubuna gore sirastyla p= 0.004, p= 0.032, p= 0.032 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 17. Geng hayvanlarda sperm E vitamini seviyelerinin gruplara gére dagilimu.
c: DOX grubuna gore sirasiyla p= 0.028, p= 0.048 diizeyinde anlamlidir.
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6.2.2.2. Plazma Orneklerine Ait Biyokimyasal Bulgular

Geng hayvanlarin plazma orneklerine ait bulgular Tablo 19’da verilmistir. Buna
gore findik grubunun plazma GPx degeri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek bulundu (p= 0.045). DOX grubunun plazma GPx seviyesi de kontrol
grubuna yiiksekti (p= 0.517). DOX+findik grubu GPx degeri DOX grubuna gore yiiksek
olmasina ragmen (p= 0.793) DOX+findik zar1 grubu DOX grubuna gore distktii (p=
0.055). DOX+E vitamini grubunun GPx degeri DOX grubunun degeriyle ayniyd: (p=
0.746). Ancak bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi. DOX+findik zar1 grubu GPx
degeri DOX+findik grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p= 0.032).

Gruplara ait GPx seviyeleri Sekil 18’de verilmistir.

Findik grubunun GSH/GSSG oraninin kontrol grubuna goére yiiksek, DOX
grubunun GSH/GSSG oraninin hem findik hem de kontrol grubuna gore diisiik oldugu
izlendi. DOX+findik, DOX+findik zar1 ve DOX+E vitamini gruplarinda bu oranin DOX
grubuna gore yliksek oldugu goriildii. Fakat bu bulgular istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p= 0.829).

Findik grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore diisiik bulundu (p= 0.004).
DOX grubunun MDA degerleri kontrol grubuna gore yiiksek izlendi, ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p= 0.394). DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplarinin
MDA degerlerinin DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu goriildii
(sirastyla p=0.030, p= 0.008). Gruplara ait MDA seviyeleri Sekil 19’da verilmistir.

Findik grubunun testosteron degerleri kontrol grubuna gore yiiksek bulundu ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.361). DOX+findik grubunun testosteron
degerleri DOX grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p= 0.012). DOX+E
vitamini grubunun bu degerleri ise findik grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diistiktii (p= 0.028). Gruplara ait testosteron seviyeleri Sekil 20°de verilmistir.
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Sekil 18. Gen¢ hayvanlarda plazma GPx seviyelerinin gruplara gore dagilimi.
a: Kontrol grubuna gore p= 0.045, d: DOX+Findik grubuna gore p= 0.032
diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 19. Gen¢ hayvanlarda plazma MDA seviyelerinin gruplara goére dagilimi.
a: Kontrol grubuna gore sirastyla p= 0.004, p= 0.003, ¢: DOX grubuna goére
strastyla p=0.030, p= 0.008 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 20. Geng¢ hayvanlarda plazma testosteron seviyelerinin gruplara gore dagilimi.
c: DOX grubuna gore p= 0.012 diizeyinde anlamlidir.

6.2.2.3. Diger Doku Orneklerine Ait Bulgular

Tablo 20’de gen¢ hayvanlarin testis, epididimis ve prostat dokularinda oSlgiilen

GPx ve MDA seviyeleri verilmistir.

Testis dokusunda; findik grubunun GPx degerlerinin kontrol ve DOX gruplarina
gore yiiksek oldugu izlendi. DOX+findik, DOX+findik zar1 ve DOX+E vitamini
gruplarinin degerleri DOX grubu ile karsilastirildiginda yiiksek oldugu goriildii. Fakat
bu bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.210). Findik grubunun MDA degeri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p= 0.048). DOX
grubunun MDA degerleri ise kontrol grubuna gore diisiik, findik grubuna gore yiiksekti.
Ancak bu veriler istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p= 0.406, p= 0.180).
DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplarinin MDA degerleri DOX grubuna gore
diisiiktii. Ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (sirasiyla p= 0.225, p= 0.225).
Buna karsilik DOX+E vitamini grubunun MDA degerleri DOX ve DOX+findik zar
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diisiiktii (sirasiyla p=0.025, p=0.035).

Epididimis dokusunda; findik grubu GPx degerlerinin kontrol grubuna gore

yiiksek oldugu goriildi. DOX grubunun GPx degerleri hem kontrol hem de findik
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gruplarina gore diisiik bulundu. DOX+findik, DOX+findik zar1 ve DOX+E vitamini
gruplariin MDA degerleri ise DOX grubuna gore yliksekti. Ancak bu bulgular
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.176). Findik grubunun MDA degerleri kontrol
ve DOX gruplarina gore diisiiktii, ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (sirastyla p=
1.000, p=0.475). DOX+findik ve DOX+E vitamini gruplarinin MDA degerlerinin DOX
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu goriildi (sirasiyla p= 0.025, p=
0.048). DOX+findik zar1 grubu MDA degerleri DOX+findik grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulundu (p= 0.035).

Prostat dokusunda; findik grubu GPx degerleri kontrol grubuna gore yiiksek,
DOX grubunun GPx hem kontrol hem de findik grubuna goére diisiiktii. Ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi (sirastyla p= 0.080, p= 0.584, p= 0.199). DOX+findik
ve DOX+findik zar1 gruplart GPx degerlerinin DOX grubuna gore yiiksek oldugu
goriildii. Ancak DOX+E vitamini grubu GPx degerleri DOX grubuna gore diisiiktii. Bu
veriler istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla p= 0.749, p= 0.715, p= 0.522).
Findik grubu MDA degerleri kontrol grubuna gore diisiik, DOX grubu hem kontrol hem
de findik grubuna gore yiiksekti. Ancak istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (sirasiyla
p= 0.086, p= 0.775, p= 0.142). DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplart MDA
degerlerinin DOX grubuna gore diisiik oldugu izlendi, fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (sirasiyla p= 0.482, p= 0.482). DOX+E vitamini grubu MDA degerleri
DOX, DOX+findik ve DOX+findik zar1 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik bulundu (sirasiyla p=0.032, p=0.015, p=0.015).
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6.3. Yash Hayvanlara Ait Bulgular
6.3.1. Yash Hayvanlarin Histopatolojik Verilerine Ait Bulgular
6.3.1.1. Morfolojik Bulgular

Yasli hayvanlara ait testis dokularinin 151k mikroskobu genel goriiniimleri Resim
12’ de verilmistir. Geng kontrol grubunda normal morfolojide seminifer tiibiil epitel
yapist ile birlikte kanal liimeninde ¢ok sayida spermiyum oldugu izlendi (Resim 12A).
Yasli kontrol grubunda seminifer tiibiilii déseyen epitelyal hiicrelerde vakuolizasyonlar,
yogun apoptozis ve hiicre kaybi izlendi. Aralarinda diizensiz yerlesimli germinal epitel
hiicreli tiibiil yapilar1 mevcuttu. Ayrica liimeni olgunlasmamis germinal epitelyum
hiicreleri ile dolu olan tiibiil yapilar1 gézlendi (Resim 12G). Yer yer testis dokusunda

lipid birikimi ve fibrozis izlendi

Findik grubunda ise seminifer tiibiil yapist normale yakin morfolojide idi. Baz1
tiiblillerde germinal epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve kayip izlendi. Genel olarak
germinal epitelin liimene dogru yigilma gosterdigi, liimeni olgunlasmamis germinal

epitel hiicrelerinin doldurdugu tiibiil yapilar1 izlendi (Resim 12H).

E vitamini grubunda seminifer tiibiil yapisi normale yakin morfolojide izlendi.
Bununla birlikte germinal epitel hiicrelerinde kayip, dejenerasyon ve vakuolizasyon

mevcut idi. Liimende olgunlasmamis germinal epitel hiicreleri ve yer yer spermiyumlar

izlendi (Resim 12I).
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Yagh hayvanlara ait epididimis dokularinin 151k mikroskobu genel goériintimleri
Resim 13’de verilmistir. Geng kontrol grubunun duktus epididimise ait kanali doseyen
diizgiin yapidaki yalanci ¢ok katli sterosilyumlu prizmatik epitel hiicreleri ve kanal
limeninde spermiyumlar izlendi (Resim 13A). Geng¢ kontrol grubunda kanali doseyen
epitelyal hiicrelerde vakuolizasyonlar, yogun apoptozis izlendi. ilave olarak epitelyal
hiicrelerin sterosilyumlarinda azalma goriildii. Kanal liimeninde spermiyum az ya da

yoktu. Bazi kesitlerde liimende dokiilmiis germinal hiicreler izlendi (Resim 13G).

Findik grubunda ise epididimal kanala ait epitel hiicrelerinin hem kontrol grubuna
hem de E vitamini grubuna gore daha az vakuol icerdigi goriildii. Kanal liimeninde ise

bol miktarda spermiyum izlenirken germinal hiicre goriillmedi (Resim 13H).

E vitamini grubunda kanal liimeninde spermiyumlarin yaninda kontrol grubunda
oldugu gibi dokiilmiis germinal hiicre bulundugu tespit edildi. Ancak epitelyal

vakuolizasyonun kontrol grubuna gére azalmis oldugu izlendi (Resim 131).

Yasli hayvanlara ait prostat dokularinin 1sik mikroskobu genel goriiniimleri Resim
14°de verilmistir. Geng kontrol grubunda normal prostat yapisina 6zgii diiz kas lifleri
iceren fibroelastik bag dokusu ile cevrili tubuloalveoler bez kesitleri goriildii. Bez
liimenlerinin tek katli prizmatik ve yer yer yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile diizenli
bir sekilde ¢evrelendigi gozlendi (Resim 14A). Yash kontrol grubunda bez epitelinde
apoptotik hiicreler ve vakuolizasyonlar, bez liimenlerinde korpora amilasea, stromada

ise yogun kollajen lif artis1 oldugu gortildii (Resim 14G).

Findik grubunda ise bez yapilarinin ve bez epitelinin kontrol grubuna goére daha
diizglin goriindiigii, epitelial vakuollerin ve stromal kollajen artisinin kontrol grubuna

gore kalitatif olarak daha az oldugu izlendi (Resim 14H).

E vitamini grubunda bez yapilarinin ve bez epitelinin kontrol grubuna gére daha
diizgiin goriindiigii, epitelial vakuollerin ve stromal kollajen artisinin hem kontrol hem

de findik gruplarina gore kalitatif olarak daha az oldugu izlendi (Resim 141).
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Geng kontrol ve yasli hayvanlarin Johnsen testis hasar skorlamasi ile; testis,
epididim ve prostat dokularmin Apoptotik Indeksleri (AI) sonuglar1 Tablo 21’de

verilmistir.

Testis dokusunda; yasli kontrol grubunun Johnsen skorlamasi geng¢ kontrol
grubuna gore iststistiksel olarak anlamli diisiik izlendi (p= 0.000). Findik grubu Johnsen
skorlamasi1 yash kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=
0.003). Buna karsilik E vitamini grubunun Johnsen skorlamasi degerlerinin findik

grubuna gore istatistiksel olarak anlaml diisiik oldugu gozlendi (p=0.001).

Testis dokusunda; yasli kontrol grubunun apoptotik indeks degeri geng¢ kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p= 0.001). Ayrica yash
kontrol grubunun apoptotik indeks degerleri findik ve E vitamini gruplarina gore ytliksek
izlendi. Ancak bu bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.366). Testis
dokusuna ait seminifer tiibiil kesitinin apoptotik degerlendirmesine ait resimler Resim

153, g-1’de gosterilmistir.

Epididimis dokusunda; yasl kontrol grubunun apoptotik indeks degeri geng
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek izlendi (p= 0.001). Buna
karsilik findik grubu apoptotik indeks degerleri yasl kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulundu (p= 0.003). Bununla beraber E vitamini grubunun
apoptotik indeks degerleri de yash kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diisiik oldugu goriildii (p= 0.004). Epididimis dokusuna ait duktus epididimis kesitinin

apoptotik degerlendirmesine ait resimler Resim 16a, g-1’de gosterilmistir.

Prostat dokusunda; yasli kontrol grubu apoptotik indeks degeri gen¢ kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulundu (p= 0.000). Findik grubu
apoptotik indeksi yaslh kontrol grubuna gore diisiiktii, fakat istatistiksel olarak anlamli
degildi (p= 0.668). Buna karsilik E vitamini grubu apoptotik indeks degerleri hem yash
kontrol ve hem de findik grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik oldugu goriildii
(swrastyla p= 0.006, p= 0.012). Prostat dokusu kesitinin apoptotik degerlendirmesine ait

resimler Resim 17a, g-1’de gosterilmistir.
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Tablo 21. Geng kontrol ve yash hayvanlarin Johnsen skoru ve apoptotik indeks

bulgular1 (n= 8)

Parametreler Geng Yash Yash Yash E
Kontrol Kontrol Findik vitamini
Testis Johnsen Skoru 9.35 8.00° 9.00° 8.00°
(9.25-9.75) (7.12-8.37) (8.90-9.12) (7.85-8.00)
Testis Apoptotik indeks (%) 12.8 29.1° 22.3 18.8
(125-13.6) (23.8-30.4) (15.9-24.0) (18.2-24.2)
Epididim Apoptotik indeks (%) 20.7 38.2° 22.0° 21.1°
(15.0-22.1) (37.9-41.3) (19.5-22.0) (19.4-25.0)
Prostat Apoptotik indeks (%) 8.60 29.5° 28.5 19.6"°¢
(7.89-11.2) (25.0-37.9) (27.6-31.0) (16.0—22.0)

Degerler medyan ve geyreklerarasi aralik olarak verildi.

Gruplar aras1 kargilagtirmalar Kruskal Wallis Varyans analiziyle, ikili karsilagtirmalar Mann-Whitney U

testi ile yapildi.

a: Geng Kontrol grubuna gore, b: Yaslt Kontrol grubuna gore, c: Yasl Findik grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli farkli bulundu p < 0.05
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6.3.1.2. Semen Analizine Ait Bulgular

Geng kontrol ve yaslh hayvanlarin semen analizine ait bulgular Tablo 22’de

verilmistir.

Yash kontrol grubunun sperm canlilik degeri gen¢ kontrol grubuna gore diisiik
oldugu izlendi. Ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p= 0.397). Findik grubu
sperm canlilik degerleri yash kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulundu (p= 0.022). E vitamini grubunun sperm canlilik degerlerinde ise yaslh kontrol
grubuna gore artma gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (p=

0.291). Gruplar arasinda sperm canlilik seviyeleri Sekil 21°de verilmistir.

Yash kontrol grubunun sperm hareketlilik degeri gen¢ kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diisiiktii (p= 0.045). Findik ve E vitamini gruplarinin sperm
hareketliliginde yash kontrol grubuna gore yiikselis gozlendi. Bu yiikselisin, findik
grubunda daha fazla oldugu goriildii. Ancak bu bulgular istatistiksel olarak anlamli
degildi (p= 0.994). Gruplar arasinda sperm hareketlilik seviyeleri Sekil 22’de

verilmistir.

Yasl kontrol grubunun sperm sayisi degeri geng¢ kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik bulundu (p= 0.006). Findik ve E vitamini gruplarinin sperm
sayisinda ise yasli kontrol grubuna gore artis gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p= 0.736). Gruplar arasinda sperm sayis1 seviyeleri Sekil 23’de

verilmigtir.

Tablo 22. Geng kontrol ve yagli hayvanlarin semen analizine ait bulgular (n=8)

Parametreler Geng Yash Yash Yash E
Kontrol Kontrol Findik Vitamini
Sperm Canhhk (%) 40.0 29.0 50.0° 32.0

(25.0-45.0)  (18.0-39.0) (47.0-52.0) (30.0-50.0)

Sperm Hareketlilik (%0) 25.0 7.69° 10.3 9.67
(143-417) (6.89-16.7) (6.66-16,7) (8.33—14.6)

Sperm Sayisi (x 10°/mL) 53.0 24.0% 28.5 26.0
(35.0-60.0) (18.0-29.0) (26.0-36.0) (24.0-31.0)

Degerler medyan ve geyreklerarasi aralik olarak verildi.

Gruplar arasi karsilagtirmalar Kruskal Wallis Varyans analiziyle, ikili kargilagtirmalar Mann-Whitney U
testi ile yapild.

a: Geng Kontrol grubuna gore, b: Yaslt Kontrol grubuna gore, c: Yash Findik grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farkli bulundu p < 0.05
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Sekil 21. Geng kontrol ve yash hayvanlarda sperm canlilik seviyelerinin gruplara gore
dagilimi. b: Yash Kontrol grubuna gore p= 0.022 diizeyinde anlamlidur.
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Sekil 22. Geng kontrol ve yasli hayvanlarda sperm hareketlilik seviyelerinin gruplara
gore dagilimi. a: Geng Kontrol grubuna gore p= 0.045 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 23. Geng kontrol ve yasl hayvanlarda sperm sayis1 seviyelerinin gruplara gore
dagilimi. a: Geng Kontrol grubuna gore p=0.006 diizeyinde anlamlidir.

6.3.2. Yash Hayvanlarin Biyokimyasal Verilerine Ait Bulgular
6.3.2.1. Sperm Orneklerine Ait Biyokimyasal Bulgular

Geng kontrol ve yash hayvanlarin sperm orneklerine ait bulgular Tablo 23’de
verilmigtir. Buna gore geng kontrol ve yasli kontrol gruplarinin GPx degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p= 0.620). Findik ve E vitamini gruplarinin
GPx degerleri yaslt kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriildii, ancak istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p= 0.585).

Geng kontrol grubunun GSH/GSSG degeri ile yash kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.054). Findik grubu GSH/GSSG
degerinin yash kontrol grubuna gore yiiksek oldugu izlendi ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p= 0.083). Buna karsilik E vitamini grubu GSH/GSSG degerlerinin
yaslt kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu goriildi (p=

0.011). Gruplar arasinda GSH/GSSG seviyeleri Sekil 24’de verilmistir.

Geng kontrol grubunun MDA degeri yasli kontrol grubuna gore diisiiktii, ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.456). Findik grubu MDA degerleri yaslh kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p= 0.009). E vitamini
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grubunun MDA degerleri de yash kontrol grubuna gore diisiiktii fakat istatistiksel olarak
anlamli degildi (p= 0.085). Gruplar arasinda MDA seviyeleri Sekil 25’de verilmistir.

Geng kontrol grubunun E vitamini degeri yashi kontrol grubuna gore yliksek
izlendi. Ancak istatistiksel olaraka anlamli bulunmadi (p= 0.106). Findik grubu E
vitamini degerleri yash kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksekti (p=
0.016). Bununla beraber E vitamini grubunun bu degerleri findik grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli diisiiktii (p= 0.042). Gruplar arasinda E vitamini seviyeleri

Sekil 26’da verilmistir.

Tablo 23. Gen¢ kontrol ve yasli hayvanlarin sperm Orneklerinde oOlgiilen GPx,

GSH/GSSG, MDA ve E vitamini seviyeleri (n= 8)

Parametreler Geng Yash Yash Yash E
Kontrol Kontrol Findik Vitamini
GPx (nmol/dk/mg protein) 28.0 25.9 32.2 31.1
(23.1-51.8) (25.7-37.8) (28.1-41.9) (20.9-47.5)
GSH/GSSG 0.43 0.34 0.41 0.41°
(0.34-0.45) (0.29-0.37) (0.33-0.50)  (0.40 —0.47)
MDA (nmol/mg protein) 11.9 13.6 8.02° 8.94
(8.43-12.8) (10.3-14.1) (5.43-9.08) (6.68—12.6)
E Vitamini (ug/mL) 0.27 0.59 2.24° 0.61°
(0.21-0.36) (0.41-0.61) (0.83-2.31) (0.51-1.07)

Degerler medyan ve geyreklerarasi aralik olarak verildi.
Gruplar arasi karsilagtirmalar Kruskal Wallis Varyans analiziyle, ikili kargilagtirmalar Mann-Whitney U

testi ile yapildi.

a: Geng Kontrol grubuna gore, b: Yaslt Kontrol grubuna gore, c: Yash Findik grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli farkli bulundu p < 0.05
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Sekil 24. Geng kontrol ve yash hayvanlarda sperm GSH/GSSG seviyelerinin gruplara
gore dagilimi. b: Yash Kontrol grubuna gére p=0.011 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 25. Geng kontrol ve yasli hayvanlarda sperm MDA seviyelerinin gruplara gore
dagilimi. b: Yasl Kontrol grubuna gore p= 0.009 diizeyinde anlamlidir.
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Sekil 26. Geng kontrol ve yasli hayvanlarda sperm E vitamini seviyelerinin gruplara
gore dagilimi. b: Yash Kontrol grubuna gore p= 0.016, c: Findik grubuna
gore p= 0.042 diizeyinde anlamlidur.

6.3.2.2 Plazma Orneklerine Ait Biyokimyasal Bulgular

Geng kontrol ve yash hayvanlarin plazma Orneklerine ait bulgular Tablo 24’te

verilmistir. GPx degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.

GSH/GSSG oraninda geng kontrol ve yash kontrol arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunmadi (p= 0.240). Yash hayvan gruplarinin GSH/GSSG degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlenmedi (p= 0.842).

Geng kontrol grubu MDA degeri yash kontrol grubuna gore diistiktii. Ancak
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.126). Yash kontrol grubu MDA degerleri hem
findik hem de E vitamini gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu

(sirastyla p=0.007, p= 0.003). Gruplar arasinda MDA seviyeleri Sekil 27°de verilmistir.

Geng kontrol grubunun testosteron degeri yasli kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu izlendi. Ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p= 0.429). Hem findik
hem de E vitamini gruplarinin testosteron degerleri yash kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulundu (sirasiyla p= 0.019, p= 0.004). Gruplar

arasinda testosteron seviyeleri Sekil 28°de verilmistir.
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Tablo 24. Gen¢ kontrol ve yasli hayvanlarin plazma Orneklerinde olgiilen GPx,
GSH/GSSG, MDA ve Testosteron seviyeleri (n= 8)

Parametreler Genc¢ Kontrol Yash Yash Yash E
Kontrol Findik Vitamini
GPx (nmol/dk/mL) 6.62 7.13 8.15 5.09

(357-10.2)  (637-102)  (3.57-10.7) (2.29 - 10.4)

GSH/GSSG 0.27 0.18 0.15 0.30
(0.22-031)  (0.13-0.25)  (0.12-0.48) (0.08 - 0.37)

MDA (nmol/mL) 1.29 2.38 0.74° 1.08"
(1.05-1.61)  (1.95-3.25)  (0.58-1.14) (0.90 — 1.24)

Testosteron (ng/dL) 8.00 5.32 11.8° 8.70°"
(1.78-9.07)  (4.66—5.40)  (5.86—13.1) (6.73-10.7)

Degerler medyan ve ¢eyreklerarasi aralik olarak verildi.

Gruplar aras1 kargilagtirmalar Kruskal Wallis Varyans analiziyle, ikili kargilagtirmalar Mann-Whitney U
testi ile yapildi.

a: Geng Kontrol grubuna gore, b: Yash Kontrol grubuna gore, c: Yash Findik grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farkli bulundu p < 0.05

4

MDA (nmol/mL)
"
—

I =

1

T T T T
Geng Kontrol Yagh Kontral Yagli+Findik Yagh+Vitamin E

Sekil 27. Geng kontrol ve yasl hayvanlarda plazma MDA seviyelerinin gruplara gére
dagilimi. b: Yash Kontrol grubuna gore sirasiyla p= 0.007, p= 0.00 diizeyinde
anlamlidir.
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Sekil 28. Geng kontrol ve yash hayvanlarda plazma testosteron seviyelerinin gruplara
gore dagilimi. b: Yash Kontrol grubuna gore sirasiyla p= 0.019, p= 0.004
diizeyinde anlamlidir.

6.3.2.3. Diger Doku Orneklerine Ait Biyokimyasal Bulgular

Yash hayvanlarin diger doku Orneklerine ait bulgular Tablo 25’de verilmistir.
Testis dokusunda; gen¢ kontrol grubunun GPx degeri yasl kontrol grubuna gore
yiiksekti. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.462). Yaslh kontrol grubunun
GPx degerleri findik grubuna gore yiiksek, E vitamini grubunun GPx degerleri ise hem
yash kontrol ve hem de findik gruplarma gore yiiksek gdzlendi. Ancak bu bulgular
istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.360). Geng¢ kontrol ile yasli kontrol grubu
MDA degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p= 0.519). Hem findik grubu hem de E vitamini grubu MDA degerleri ise yasli kontrol
grubu ile karsilastirildiginda diistiktii. Bu bulgular da istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0.863).

Epididimis dokusunda; yasl kontrol grubu GPx degeri gen¢ kontrol grubuna gore
yiiksekti. Fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p= 0.699). Findik grubunun GPx
degerleri yasli kontrol grubuna gore yiiksek gdzlenirken, E vitamini grubunda hem yash
kontrol hem de findik grubuna gore diisiik oldugu gozlendi. Ancak bulgular istatistiksel
olarak anlamli degildi (p= 0.692). gen¢ kontrol ve yash kontrol gruplarmin MDA
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degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.519). Hem findik
hem de E vitamini gruplarinin MDA degerleri ise yashh kontrol grubuyla
karsilastirildiginda diisiik bulundu. Ancak istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (p=
0.548).

Prostat dokusunda; gen¢ kontrol grubu ile yash kontrol grubu GPx degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p= 0.699). Findik grubu GPx
degerleri yash kontrol grubuna gore diisiik izlendi. Ancak E vitamini grubu GPx
degerleri hem kontrol hem de findik grubuna gore yiiksekti. Bulgular istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p= 0.314). Yash kontrol grubunun MDA degeri geng¢ kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek izlendi (p= 0.018). E vitamini grubunun
MDA degerleri ise hem yasli kontrol hem de findik grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diisiik bulundu (sirasiyla p=0.003, p=0.013).
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7. TARTISMA ve SONUC

Tiirkiye; diinyada findik iiretiminin % 78’ini karsilayarak birinci sirada yer
almaktadir. Findik insan beslenmesi {lizerine olumlu etkileri olan ve tilkemizde siklikla
tilketilen agagta yetisen sert kabuklu meyvelerden biridir Findik sahip oldugu protein,
yag, fitosterol, lif, antioksidan, vitamin ve mineral i¢eriginden dolay1 saglikli beslenme
yoniinden faydali etkileri vardir. Findigin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve
bunlara bagli olarak gelisen olaylar iizerine olumlu etkilerini gosteren birgok
epidemiyolojik ve vaka-kontrol galismalart mevcuttur (47, 48). Bu etki mekanizmalari
g6z Oniine alindiginda, findigin baska bir¢cok hastalik ve fizyolojik akista da etki
edebilecegi diistiniilmektedir. Tiirk toplumunda findigin cinsel fonksiyonlar iizerine
olumlu etki gdsterdigi yaygin bir goriistiir. Ancak ceviz ile yapilan birka¢ calisma
disinda findik ile ilgili bu diisiincenin arkasini doldurabilecek bilimsel her hangi bir
calisma hentiz literatiirde mevcut degildir. Bu c¢alisma; findikta bulunan yiiksek E
vitamini, polifenoller, diisiik PUFA, yiiksek MUFA ve zengin minerallerin erkek iireme
sistemi ilizerinde olumlu etki gdsterebilecegini diislinerek planlandi. Bu amagla lireme
olgunluguna ulasmis erkek siganlar; 1) saglikli geng grup, 2) lireme sistemi DOX ile
hasara ugratilan geng¢ grup ve 3) fizyolojik hasarin degerlendirildigi yasli grup olmak
tizere siniflandirilip findik takviyesinin {ireme sistemine ait dokulara muhtemel etkileri

arastirildi.

Kanser kemoterapisi i¢in kullanilan birgok ilag, testis de dahil olmak {izere birden
cok organ sisteminde toksik yan etkiler gostermektedir. Spermatogenik hiicreler yiiksek
mitotik aktiviteleri nedeniyle sitotoksik ajanlarin hedefidirler ve bu hiicrelerde meydana
gelen uzun siireli hasar fertiliteye ve oligozoospermiye neden olmaktadir (153, 154).
DOX, testis fonksiyonunu ve spermatogenezisi bozdugu bilinen sitotoksik etkiye sahip,
yaygin kullanilan bir kemoterapi ilacidir (155). DOX’in hayvan ¢alismalarinda doza
bagimli bir sekilde spermatogenezi bozdugu bildirilmistir (156). Diisiikk dozda DOX’in
spermatogenezde anlamli ancak kisa siireli bir azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.
Calisgmada DOX’in se¢ilmesinin nedeni deney siiresi boyunca etkinligini kaybetmeden
tireme sisteminde hasar olusturabilmesidir. Patil ve ark. (139) yaptigi calismada
DOX’in 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde, 3 mg/kg intraperitonal enjeksiyon yapilarak

siganlarin lireme sisteminde hasar olusturulmustur. Bu hasar1 hem biyokimyasal hem de
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histolopatolojik belirtecler ile gostermislerdir. Bu sonuglar baska ¢alismalarla

desteklenmektedir (157).

Bircok arastirmaci lireme sistemde oksidatif stresi onlemek i¢in E vitamini de
dahil olmak tiizere bir¢ok antioksidan kullanmistir (158). E vitaminin giiglii bir lipofilik
antioksidan oldugu ve memeli spermatogenezi i¢in hayati 6nem tasidi kabul edilmistir
(159). Ozellikle sertoli hiicreleri ve paktien spermatositleri icinde ¢ok miktarda ve daha
az Ol¢iide de yuvarlak spermatidlerde bulunmaktadir (160). E vitamini eksikligi normal
spermatogenezis ve testosteron iretimi ile bagdasmayan oksidatif stres seviyelerine
neden olur. Yapilan calismalar E vitaminin erkek fertilitesi lizerine oksidatif strese karsi
koruyucu etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Calismalardaki E vitaminin {ireme
sistemi lizerine olumlu etkileri E vitamininden zengin olan findigin da benzer etkiler

gosterebilecegi konusunda bizi diisiindiirmiistiir.

Calismamizda kullanilan hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde rastgele
secilerek ayrildi. Hayvanlarin birbirini rahatsiz etmemesi ve yem, su, kilo kontrollerinin
kolay olmas1 igin her kafeste 4 hayvan olacak sekilde barindirildi. Hayvanlarin bu
sekilde barindirilmasiyla homojen bir ortam olusturuldu ve hayvanlarin birbirlerini
etkilemeleri engellenerek standardizasyon saglandi. Hayvanlarin yem ve su tiikketimi
giinlik olarak, agirliklar1 ise DOX enjeksiyonu yapilan giinlerde 6lciildii. Boylece
findik ve findik zar1 ile E vitamini alimin1 belirlenen oranlarda saglamis olduk. Ciinkii
calismaya baslamadan once on denemelerde findik zari1 katkili yem hazirlanirken,
yemlerde hafif bir eksime kokusu olustu. Muhtemelen bu kokudan kaynakli hayvanlar
giinlik yem alimmi azaltmiglardi. Ayrica yine denemelerde DOX enjeksiyonu ile kilo
kayb1 da gozlendi. Bu olumsuzluklar g6z Oniine alinarak yemler taze hazirland1 ve
hayvanlarin kilolar1 ile giinliik yem tiiketimi hesaplanarak findik ve findik zar1 yeme
eklendi. Sonugta hayvanlarin kilo kayb1 ve yem tiikketimindeki azalisa gore tiiketmeleri
gereken findik miktarlar1 hesaplandi ve bu degisime gore findik ve findik zar1 miktari
artirtlarak yeme eklendi. Boylece hayvanlarin tiilketmeleri gereken katkili yem miktar
kontrol altina alindi. Bununla beraber findik ve findik zar1 katkili yemler ayni anda
etiive konulmadi. Boylece yem kokularinin da birbirine karigmasi engellendi. Yine
calismamizda E vitamininin suda ¢oziinebilir formu (o—tokoferol asetat) igme suyuna
eklenerek hayvanlara verildi. Bu sayede hayvanlara fazla stres durumuna maruz

kalmadan E vitamini takviyesi yapildi. Hayvanlarin giinliik su tiiketimine ve
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agirliklarina gore igme suyuna eklenen E vitamini miktar1 giinlik 50 mg/kg olacak
sekilde ayarlandi. DOX 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde, 3 mg/kg intraperitonal
enjeksiyon yapildi. Bu kadar uzun siireli enjeksiyonda, enjeksiyon yapilan bolgede
hasar meydana gelmemesi ve hayvanlarin irrite olmamasi igin ilag farkli bolgelere (yine
intraperitonal olacak sekilde) uygulandi. Deney baslangicinda her grupta 8 hayvan
olacak sekilde hayvanlar ayarlandi ve deney siiresini tamamlayamayan hayvanlar
olabilecegi gbz oniine alindi. Ancak deney tamamlandiginda kayip olmadan gruplarda 8
hayvan vardi. Deney sonunda hayvanlar dekapite edildi ve ayni1 giin semen analizleri

yapildi.

Calismamizda siganlarin yemine eklenecek findik miktari, insanlarin tiiketmesi
icin onerilen 30 g/giin veya 0.4 g/kg miktar1 géz oniine alinarak hesaplandi (136, 138).
Sicanlarin metalik hizi insanlarin 7 kati kadar hizli ¢alisir (132). Hayvanlarin yemlerine
hem metalik hizlar1 hem de agirliklar1 g6z oniine alinarak giinliikk 3 g/kg olacak sekilde
findik eklenmistir. Siganlara giinliilk 18 cal/kg kadar ek kalori saglanmasina ragmen
baslangi¢ ve deney sonu agirliklar karsilastirildiginda anlamli bir farklilik bulunmadi.
Findik tiikketimi ve agirlik arasindaki iliski ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmistir. Birkag
calismada findik ve diger agagta yetisen sert kabuklu meyvelerin tiiketimi ile viicut
kiitle indeksi arasinda ters iliski oldugu gortlmistiir (161-164, 136). Ancak findik ve
agacta yetisen sert kabuklu meyvelerin tiiketiminin agirlikta hicbir degisime veya kilo
artisina neden olmadigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (2, 165). Bunun muhtemel
nedenlerinden biri findigin sagladig: tokluk hissi ve enerji yoniinden zengin bir besin
olmasi1 olabilir. Ayrica findik igerdigi makro besin 6geleri sayesinde gastrointestinal
hormonlarin salgilanmasini uyararak tokluk hissi olusturabilir ve dinlenme aninda
metabolik hiz1 artirabilir. Bir diger neden de iceriginde bulunan lifler sayesinde gastrik

bosalmay1 geciktirebilir ve absorbsiyonu azaltarak kilo artigin1 engelleyebilir (166).

Calismada sectigimiz birinci grup saglikli sicanlarda findigin iireme sistemine
bir etkisi olup olmadigmin incelenmesi i¢indi. Sperm hareketlilik ve canliliginda
findigin kontrole gore olumlu etki gdstermesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Bununla beraber sperm sayisinda da onemli bir fark bulunamadi. Ayni
zamanda Johnsen skorunda, testis, epididimis ve prostat apoptotik indeksinde olumlu
etki gosterse de bunlarin sadece Johnsen skoru (p= 0.033) ve prostat apoptotik indeksi
(p= 0.006) istatistiksel olarak anlamli gozlendi. Eozin ve apoptotik boyama sonucunda
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da findik ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmedi. Sperm ve plazma
biyokimyasal parametreleri iizerinde de findigin olumlu etkisi olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi.. Geng¢ hayvanlarda normal fizyolojik isleyis
findik grubu i¢in de gegerli oldugu icin bir hasar ya da tamir mekanizmasindan
bahsetmek yanlis olur. Ureme sistemi ile ilgili fonksiyonlar normal bir sekilde devam

etmektedir.

Son yillarda erkek infertilitesi iizerine yapilan ¢alismalar oksidatif stres ve ROS
lizerine yogunlagmaktadir. Ureme sisteminin normal fonksiyonunu yerine getirebilmesi
icin belli diizeyde ROS firetimine ihtiyaci vardir. Ancak ROS iretimi kritik seviyeyi
astiginda tireme sisteminde oksidatif stres durumu olusmakta ve bu da erkek fertilitesini
etkilemektedir. Caligmamizda iireme sisteminde ve spermatozoada DOX’le oksidatif
hasar olugturmay1 ve findigin bu hasar tizerine olumlu etki gostermesini beklemekteyiz.
Bir¢ok calisma DOX uygulamasinin sperm konsantrasyonunda ve motilitede anlamli
azalmaya ve anormal sperm oranlarinda artmaya sebep oldugunu gostermistir (155).
Calismamizda da sperm hareketliliginde, canliliginda ve sayisinda DOX uygulamasi ile
anlamli bir diisiis (sirastyla p= 0.028, p= 0.003, p= 0.025) gozlendi. Bunun yaninda
morfolojik bulgular da semen analizi bulgularin1 destekler niteliktedir. Johnsen
skorunda gozlenen anlamli diisiis (p= 0.002), testis, epididimis ve prostat apoptotik
indeks degerinde gozlenen anlamli artis (sirasiyla p= 0.002, p= 0.002, p= 0.002) da
yukaridaki bulgular destekler niteliktedir. Ayni sekilde histopatolojik olarak eozin ve
apoptotik boyamada DOX’un hiicelere hasar verdigi acik bir sekilde goriilmektedir.
Sperm hiicrelerinin zarlar biiyiik miktarda PUFA igerir ve sitoplazmalar1 diisiik hacme
sahip oldugu i¢in antioksidan enzimler diisiik konsantrasyondadir. Bundan dolay1
ROS’larin olusturudugu hasarlara karsi hassastirlar (131). ROS reaksiyonlari ile ortaya
cikan yan diiriinler bir otokatalitik siirecle membran lipidlerin doymamis baglarina
saldirabilir. Bunun sonucunda lipid peroksidasyonu indiiklenebilir. Membran
lipidlerinin hasar gormesi ile membran biitlinliigii bozularak hiicre i¢gi ATP kaybina
neden olur. Boylece sperm canlilii azalir ve orta diizey morfolojik bozukluklar ortaya
cikar (168). Sonugta ¢alismamizda DOX uygulamasindan sonra sperm kalitesinde
gbzlenen olumsuz degisiklikler; spermatozoa membranindaki c¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu, sperm motilitesi i¢in gerekli flagellumun hasarlanmasi ve

dogrudan spermatogenik hiicre gelisiminin bozulmasi, olgunlagmanin ve spermasyonun
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bozulmasi, Sperm DNA’sinin hasar gérmesi yukarda anlatilan olumsuzluklarin nedeni
olabilir. Epididimis sperm olgunlagsmasi, canlilik, motilite ve spermatogenez i¢in 6nemli
rol oynamaktadir. DOX uygulanmis epididimiste bozulmus bir epitel yapis1 ve tiibiil
atrofisi gelismektedir. Yapilan calismalarda epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve ¢ok
sayida mastositin interstisyel alana sizdig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda DOX, epididimis
epitelinde anormalligi artirarak sperm hareketlilik ve canlilik oranlarimi diisiirmektedir
(169). Calismamizda DOX uygulamasinin testis, epididimis ve prostat dokulariin GPx
degerlerini dusiirdiigli, MDA degerlerini ise yiikselttigi goriildii, ancak istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmadi. Artmis lipid peroksidasyonu DOX uygulamasinin toksik
bulgularindan biri kabul edilmektedir. Atessahin (170) ve Ceribas1 (155) DOX
uygulamasinin asir1 serbest radikal olusumundan dolayr MDA seviyelerini yiikselttigini
bildirmiglerdir. Salvemini ve ark. (171) oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde GSH
sentezinin adaptasyon sonucu indiiklenebilecegini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Yilmaz ve ark (172) oksidatif stres kosullar1 altinda GSH biyosentezinde artis
olabilecegini sdylemislerdir. Bir diger g¢alismada da DOX uygulamasinin kontrol
grubuna gore GSH ve CAT aktivitelerini 6nemli derecede artirdigi bildirilmistir (155).
Bizim bulgularimizdaki bu degisiklik de bu adaptasyon stireci ile iligkili olabilir. Benzer
sonuclar spermde Sl¢iilen GPx ve MDA degerlerinde de gozlendi. DOX grubunun GPx
degerleri kontrole gore yiiksek, MDA degerleri ise kontrole gore diisiik gozlendi.
Muhtemelen bu durumu; DOX ile indiiklenen oksidatif stres durumunda artan serbest
radikalleri siiplirmek i¢in antioksidanlarin asir1 miktarda sentezlenmesi agiklayabilir.
Plazmada Olgiilen parametrelerde ise bu durum goézlenmemistir. DOX uygulamasi
testiste germinal epitel hiicrelerine ve Leydig hiicrelerine zarar vermektedir. Bundan
dolay1 testosteron seviyelerinin diistiiglinii belirten ¢alismalar mevcuttur (153, 154).
Calismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da DOX grubunda testosteron seviyesi
diisiik gozlendi. Calismamiza paralel DOX uygulamasi yapan Patil ve ark. (139), 28
giinlik deney sonunda DOX uygulamasinin seminifer tiibiilde vakuolizasyona ve
fibrinoid dokiintiiye, liimeni daralmis seminifer tiiblilde {ireme hiicresi kaybina,
interstisyel alanda genislemeye ve vakuolizasyona sebep oldugunu bulmuslardir.
Yapilan diger bir ¢alismada; 28 giin boyunca DOX uygulanmis sicanlarda sperm sayisi
ve hareketinde azalma bulunmustur. Bununla berber anormal sperm sayisinda da artig

goriilmiistir (173). El-Sayyad ve ark. (174) yaptigi ¢alisma da bizim g¢alismamiza
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benzer sekilde, 30 giin boyunca (DOX) i.p 0.2 mg/kg enjeksiyonu yapilmis ve testis
hasar1 olusturulmustur. Interstisyel alanda vakuolizasyona bagli olarak &dem tespit
edilmistir. Dejenere olmus Leydig hiicrelerinin sayisinda artis belirlenmis ve ¢ok sayida
6li germ hiicrelerine rastlanmistir. Bununla birlikte sperm sayisinda ve hareketinde
azalma oldugunu gozlemlenmistir. Yine calismamiza benzer bir baska c¢aligmada 3
mg/kg DOX i.p olarak 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde uygulanmis olup, seminifer
tiibiillerde dejenaratif degisiklikler, bazal membranda bozulma ve sperm sayisinda
belirgin bir azalmaya yol agarak testis dokusuna hasar verdigi ortaya konulmustur.

Seminifer tiibiil liimeninde ise olgun sperm gozlemlenmemistir (157).

Biitiin bu c¢alismalarin en dikkat cekici 6zelligi DOX uygulamasinin lireme
sistemine hasar vermesidir. Kendi ¢aligmamizda da sectigimiz hasarlayict ajan, bu

ajanin uygulama zamani ve dozu goz oniine alindiginda basarili oldugu goriilmektedir.

DOX ile olusturulmaya c¢alisilan hasar iizerine findik ve findik zarinin etkisini
gozlemlemeye c¢alistik. Findik sahip oldugu protein, yag, fitosterol, lif, antioksidan,
vitamin ve mineral iceriginden dolay1 saglik ilizerine bazi olumlu etkileri yapilan
caligsmalarla ortaya konmustur. Bunun yaninda E vitamini, agacta yetisen sert kabuklu
meyveler arasinda en fazla findik ve badem de bulunur ve diger bilesenleriyle birlikte
bu iirtine onemli bir dogal antioksidan oOzellik kazandirir. Burada karsilastirma
yapabilmek i¢in tireme sistemindeki hasar iizerine olumlu etkisi bilinen E vitamini
takviyesi yapilmistir. Aslinda ¢ok gii¢lii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan
ilk savunma hattin1 olusturur. E vitamini zincir kirici bir antioksidan olarak bilinir
¢linkii fonksiyonu, lipid peroksit radikallerine elektron sunarak lipid peroksidasyon
zincir reaksiyonlarini sonlandirmaktadir. Yapilan ¢aligmalar E vitaminin erkek fertilitesi
tizerine oksidatif strese karst koruyucu etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bir
diger etken findigin yapisinda bulunan antioksidan molekiiller 6zellikle polifenoller
olabilir. Bunlar antioksidatif ve antiapoptotik dzellikler sergilerler ve metal iyonlarini

baglayarak demir ve bakir katalizli ROS olusumunu 6nleyebilir (155).

Daha 6nce findigin erkek reprodiiktif sistem iizerine etkisini inceleyen bir calisma
olmadig1 i¢in ¢alismamiz bu konuda 6zgiindiir. Bu sebeple findik ve findik zarina

benzer caligmalar gdz Oniine alindiginda ¢alismamiz elde edilen bulgularla paralellik
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gostermektedir. Attaman ve ark. (175) yaptig1 ¢alismada, insanlara yag asitleri ve
omega-3 PUFA vermislerdir. Sonra sperm Orneklerini toplayip, bunlarda yag asidi
kompozisyonu ve sperm analizi yapmislardir. Sonuclara bakildiginda omega-3 PUFA

verilen grupta sperm morfolojisi ve sperm sayisinda olumlu etki gézlenmistir.

Yine bagka bir ¢aligmada; insanlara 12 hafta boyunca giinliik 75 g ceviz diyeti
verilmistir. Deney sonunda sperm ornekleri alinarak rutin semen analizi yapilmistir.
Ceviz diyeti yapilan grupta sperm canlilik, motilite ve morfolojide 1iyilesme
gozlenmistir (176). Yapilan diger bir calismada ise siganlara hasar olusturulmadan 16
hafta boyunca findik yag1 ve kanola yagi verilmis ve hayvanlarda testis Johnsen skoru

bakilmistir. Ancak gruplar arasinda bir farklilik bulunamamustir (177).

Kendi ¢alismamizin verilerinde de sperm hareketliliginde ve sayisinda DOX ile
hasar verilmesinin karsiliginda findik takviyesi olumlu etki gostermistir. Bu olumlu etki
muhtemelen findigin icerdiZti MUFA ve E vitamininin sperm hiicrelerinin
membranlarii serbest radikallerin etkisine karsi korumalar1 olabilir. Zira yapilan
calismalar omega-3 yag asitleri takviyesinin sperm morfolojisini olumlu etkiledigini
gostermistir (178, 179). Ayrica findigin enerji igeriginin yiiksek olmasi da sperm

hareketliligini etkilemis olabilir.

Literatiirde agacta yetisen sert kabuklu meyvelerin antioksidan enzimler iizerine
etkileri ile ilgili ¢aligmalar bulunmakla beraber, ¢aligsmalar kisithidir. Cominetti ve ark.
(180) yaptigi calismada, obez kadinlara brezilya cevizi yedirilmis ve sonra eritrosit
selenyum seviyesine ve glutatyon peroksidaz aktivitesine bakilmistir. 8 haftalik sert
kabuklu meyve diyetinin sonucunda eritrosit selenyum diizeyinde ve glutatyon
peroksidaz aktivitesinde anlamli artis goézlemlemislerdir. Bir baska calismada, diyaliz
hastalarina brezilya cevizi yedirilmis ve hem plazmada hem de eritrositlerde selenyum
diizeyleriyle glutatyon peroksidaz aktivitesine bakilmistir (181). Bu calismalara gore;
findik igerdigi selenyum ve vitamin E sayesinde glutatyon peroksidaz aktivitesini ve
selenyum konsantrasyonunu artirmaktadir. Ancak biz ¢alismamizda GPx degerlerinde

anlaml bir degisiklik bulamadik.

MDA, serbest radikallerin etkisiyle membran lipidlerinin peroksidasyonu
sonucunda olusan son {riiniidiir. Bunun sonucunda membran yapi1 ve biitiinligi

bozulur. Findik yapisinda bulunan antioksidan molekiiller ve E vitamini sayesinde
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doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna sebep olan zincir reaksiyonlarinin
sonlanmasini saglayabilir. Calismamizda kontrol grubuna gére DOX grubunda fark
bulamamiza ragmen, findik, findik zar1 ve E vitamini takviyesinin MDA degerlerini
anlamli olglide iyilestirdigi goriildii. Agacta yetisen sert kabuklu meyvelerin plazma

MDA degerlerini diigiirdiigiine iliskin pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (52, 182-184).

Hipotalamus-hipofiz-testis ekseni, ¢esitli pozitif ve negatif geri bildirimler ile
kontrol edilmektedir. Bunlardan biri de nitrik oksittir (NO). Findik igeriginde bulunan
arginin amino asidi, NO’e doniistiiriilebilir. Olusan NO hipofiz bezindeki ndronlardan
nitrik oksit sentaz enzimini aktive ederek gonadotropin salgilatict hormonun
salgilanmasini artirir. Ayni sekilde NO guanilat siklaz enzimini aktive ederek
gonadotropin salgilatict hormonun salgilanmasini artirir. Artmis gonadotropin salgilatict
hormon testosteron seviyesini de artirir. Testosteron hormonun erektil fonksiyon ve
libido iizerine etkisini inceleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur (185-187). Kat1’ ve ark.’nin
(177) yaptig1 calismada kanola yagi ile beslenen sicanlarin testosteron seviyeleri
anlaml yiiksek bulunmasina ragmen, findik yagi ile beslenen hayvanlarda testosteron
seviyesinin yiiksekligi anlamli bulunmadi. Calismamizda findik takviyesinin DOX
grubuna gore testosteron seviyesini artirdigi goriilmistiir. Bostani ve ark. (188) yaptig
calisma da bizi destekler niteliktedir. Sicanlar puberte Oncesi ve sonrasi olmak iizere
gruplara ayrilmis ve 30 giin boyunca ceviz yagi verilmistir. Deney sonunda hayvanlarin
testosteron seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Sonu¢ olarak hem puberte Oncesi hem puberte
sonrast ceviz yagi verilen grupta kontrole gore artmis testosteron seviyeleri
bulunmustur. Bunun nedenini yukarda belirtildigi gibi gonadotropin salgilatict hormon

tizerinden testosteron hormonunu diizenleyerek oldugu diisiintilebilir.

Hekimoglu ve ark. (189) sicanlarda testikiiler iskemi reperfiizyon uyguladiktan
sonra reperflizyonun 24. saatinde katalaz, glutatyon ve glutatyon peroksidaz
aktivitelerinde artis oldugunu ve bu artigin likopen uygulanmasi sonrasi geri dondiigiinii

ve MDA diizeylerinin etkilenmedigini bulmuslardir.

Zhou ve ark. (190) yaptiklar1 caligmada; erigkin erkek siganlarda testis hasari
formaldehit ile olusturulmus ve E vitaminin bu hasar iizerine etkisi arastirilmistir.
Sicanlar 2 hafta siiresince formaldehite (10 mg/ m3) maruz birakilmis ve oral yolla (30

mg/kg) E vitamini verilmistir. Formaldehit uygulanan grupta tesis agirhigi disiisi,
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seminifer tiibiil atrifikasyonu, sperm hiicre sayis1 hareketliliginde, spermatogenetik
hiicre sayisinda azalma ve seminifer tiibiil epitelinde liimene dokiilmiis hiicreler
gbzlenmistir. Ayrica interstisyel alanda 6dem goriilmiis ve tiibiil liimeni sperm
hiicrelerinden yoksun oldugu dikkati ¢ekmistir. Formaldehit+E vitamini uygulanan
grupta bu hasarlar oldukca diisiik seviyeye ulasmistir. Testis agirligi diistisii 6nemli
derecede engellenmistir, seminifer tiibiilde olusan hasarlar kismen giderilmistir.

Uygulanan E vitamini ile sperm kalitesi ve miktarindaki diisiis Gnlenmistir.

Al-Attar ve ark. (191) yaptiklar1 ¢alismada erkek siganlarda agir metallerle
olusturulan bobrek ve testis hasar1 iizerine E vitamininin antioksidan etkisini
incelemislerdir. Deney hayvanlarinin igme sularina degisik miktarlarda agir metaller (30
ppm Pb, 10 ppm Hg, 30 ppm Cd, 30 ppm Cu ) karistirtlmis ve i.p olarak E vitamini (50
IU/kg) 7 hafta boyunca 5 kere uygulamislardir. Calisma sonucunda agir metaller
seminifer tiibiillerde 6nemli derecede hasara neden oldugunu bulmuslardir. Sperm
hiicreleri yoniinden yoksun oldugunu ve tiibiiller spermatogenez olusum siirecini
kaybettigini gozlemlemislerdir. Uygulanan E vitamini ile testisteki bu histopatolojik

bulgular azalttigin1 ve normale yakin goriiniim elde edildigini bildirmiglerdir.

E vitaminiyle yapilan ¢aligmalar gbsteriyor ki; iireme sisteminde 6zellikle testis ve
sperm iizerinde olusturulan hasar1 diizeltmede olumlu etki gostermistir. Kendi
calismamizda da gordiigiimiiz gibi E vitamini DOX ile olusturulan hasar1 diizeltmistir.
Dolayistyla bizim i¢in findik ve findik zarmnin etkinligini karsilagtirabilecegimiz bir

standart gorevi gormektedir.

Calismamizin bir diger kismi fizyolojik olarak olusan oksidatif stresin {ireme
sistemi lizerine etkisi ve findigm bu durumu diizeltip diizeltemeyecegidir. Yash
hayvanlar1 oncelikle gen¢ hayvanlarin kontrol grubuyla karsilastirdik. Sperm canlilik
degerleri geng kontrole gore yash kontrolde diisiiktii ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi, bununla beraber sperm hareketlilik ve sayisi istatistiksel olarak anlamli diistiktii.
Yapilan ¢aligmalar yaglanmayla beraber sperm hareketliliginin azaldigin1 ve anormal
sekilli sperm oranlarinin arttigini géstermektedir (21). Siganlarda yapilan ¢alismalarda
da testiste sperm konsantrasyonunda diisiis, sperm motilitesinde azalma, kauda
epididimiste sitoplazmik damlacik sayisinda artis oldugu bildirilmistir (192).

Caligmamizda elde ettigimiz bulgularin daha Onceki yayinlarla uyumlu oldugu
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goriilmektedir. Aym1 zamanda bu bulgulara paralel olarak yasli kontrol grubunda
Johnsen skoru anlamli diisiik, testis epididimis, prostat apoptotik indeks degerleri
anlamli yiiksekti. Her iki kontrol grubunun eozin ve apoptotik boyama resimleri bu
verileri destekler nitelikteydi. Ancak yasli kontrol grubunun sperm GPx degeri diisiik ve
MDA degeri yiiksek oldugu goriildii. Geng kontrol ve DOX grubunun karsilagtirilmasi
g6z Oniine alindiginda burada ters bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Bunun muhtemel
nedeni yashiligin getirdigi yikimin yapimdan daha hizli olmasiyla ilgilidir. Antioksidan
enzimlerin sentez hizi diismiis ve yikim hizlar1 artmis oldugu i¢in olabilir. Buna karsilik
E vitamini yash kontrolde daha yiiksekti. Muhtemelen yasl hayvanlarin yag dokusu
geng hayvanlarinkine gore daha fazla oldugu i¢in daha fazla depolanmis olabilir. Diger
bir neden ise yaslanma ile ejakulasyon hacmi azalirken igeriginin yogunlasmasi olabilir
(193). Testis, epididimis ve prostat dokularinda GPx degerleri beklendigi gibi yash
kontrol grubunda diisiik izlendi, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Buna
karsilik testis MDA degeri yash kontrol grubunda daha diisiik bulundu. Ilging sekilde
yasl kontrol grubunun epididimis ve prostat dokularinin MDA degerleri geng¢ kontrol
grubuna gore yiiksekti. Ancak bulgular istatistiksel olarak anlamli degildi. Zubkova ve
Robaire (194) cauda epididimidis ve seminal vezikiillerde GSH diizeylerinin yasla
birlikte azaldigini gostermislerdir. Aybek ve ark. (195) testis GSH ve SOD diizeylerinin
yasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmadigini bulmuslardir. Bu sonuglara ve
kendi ¢alismamizin verilerine gore, yaslanma sirasindaki sperm kalitesindeki bozulma,
testis yerine kauda epididimis ve seminal vesikiillerde artmis oksidatif stresin bir sonucu

olabilir.

Plazmada dSl¢iilen parametrelere bakildiginda yasl kontrol grubunun GPx degeri
genc kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiiktii (p= 0.005). MDA degeri
ise genc¢ kontrol grubuna gore yiiksek izlendi, ancak anlamlilik yoktu. Bununla beraber
testosteron seviyesi de gen¢ kontrol grubuna gore diisiiktii. Yash sicanlarda {ireme
islevlerini etkileyen diger bir 6nemli faktdr plazma testosteron seviyesidir. Yani, yash
erkeklerde lipofuskin pigmentlerinin birikimi ya da Leydig hiicrelerinde yaslanma
testiste histomorfolojik degisiklikler meydana getirir. Bu birikim Leydig hiicrelerinin de
miktarinin azalmasimma ve bu nedenle testosteron iiretiminde de onemli bir azalmaya
sebep olur (193). Arastirmacilardan bazilar1 50 yas lstii erkeklerde plazma testosteron

diizeylerinde azalma oldugunu gostermislerdir (196). Harman ve ark. (197), yasin
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saglikli erkeklerde plazma testosteron diizeylerini belirleyen bir faktér olmadigini bazi
bagka faktorlerin de yashi cinsel steroid diizeylerinin diizenlenmesinde rol

oynayabilecegini bildirmistir.

Yaslanma, serbest radikallerin zararli etkilerinden dolayisiyla membran
bilesenlerinin degistirmesi ve fonksiyonel proteinlerin inaktive olmasi olarak
diisiintilebilir. Bu degisiklikler asir1 oldugunda hiicre 6liimiine sebep olabilir. Salomon
ve ark. (198) yaptig1 caligmada yasa bagli olarak testis GPx diizeylerinin azaldigim
bulmuslardir. Yine aynmi c¢alismada testis MDA diizeylerini yaslilarda daha yiiksek
bulmusglardir. Bu sonuglar bizim bulgularimizla uyumludur. Ancak bulgularimiz
istatistiksel olarak anlamli degildir. Calismamizda epididim dokusuna ait bulgularda,
GPx ve MDA degerini geng kontrole gore yiiksek gozledik. Ancak istatistiksel olarak
anlamli bulamadik. Bunun muhtemel nedeni yash erkeklerde epididimisin daha agir
oldugu ve yasam boyunca fonksiyon géstermesi olabilir (199, 200). Sperm motilitesi
icin prostat salgisinin gerekli oldugu bilinmektedir. Ayrica sperm motilitesinin,
sicanlarda ve erkeklerde dogurganligin en oOnemli belirleyicilerinden biri oldugu
diistiniilmektedir (201). Yaglanmayla beraber prostat bezinde biiylime meydana
gelmektedir. Bulgularimizda prostat GPx ve MDA degerlerinin gen¢ kontrol grubuna
gore yiiksek ¢ikmasinin muhtemel nedeni bu olabilir. Ancak bulgularimiz istatistiksel
olarak anlamli degildi. Calismamizda testis ve epididimis dokusunda findik takviyesinin
MDA degerlerini azalttig1 goriilirken prostat dokusunda artirdigi bulundu. Prostat
dokusundaki bu artis beklenmeyen bir sonugtur ve nedenini agiklayamamaktayiz.
Epididimis GPx degeri findik takviyesi ile artarken, testis ve prostat dokularinda GPx
degeri azalmaktadir. Epididimisin yaglilikta bile aktif ¢aligmasina bagl olarak findik
takviyesi olumlu etki gostermis olabilir. Ancak testis ve prostat dokusundaki azalist bir

nedene baglayamamaktayiz.

115



8. SONUC ve ONERILER
Calismamizda;

1. DOX’in erkek siganlarin iireme sisteminde hasara neden oldugu ve ilgili organlarda

oksidatif stresin arttig1 gosterildi.

2. Findik takviyesinin Ozellikle histopatolojik ve immiinohistokimyasal sonuglarda

olumlu etki gosterdigi belirlendi.

3. Findik takviyesinin DOX ile hasar olusturulan geng sicanlarin sperm sayi, hareket ve

canlilik degerlerini yaklasik % 50 oraninda arttirdig1 tespit edildi.

4. Findik takviyesinin DOX ile hasar olusturulan geng¢ sicanlarin sperm E vitamini
degerini % 47 oraninda arttirdigi, sperm ve plazma MDA degerlerini yaklasik % 40

oraninda azalttig1 goriildii.

5. Findik takviyesinin DOX ile hasar olusturulan geng¢ sicanlarin plazma testosteron

degerini yaklasik 3 kat arttirdigi bulundu.

6. Yash kontrol grubunun gen¢ kontrol grubu ile karsilastirilmasi sonucunda yashiligin

tireme sisteminde hasar meydana getirdigi goriildii.

7. Findik takviyesinin yaslilik ile olusan hasarda olumlu etkiler gdsterdigi belirlendi.
Ancak bu etkinin sperm say1 ve hareketlilik bakimindan gen¢ hayvanlardaki kadar

belirgin olmadig1 goriildii.
Calismamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda;

1. Findigin yararli etkilerinin icerigindeki hangi biyoaktif molekiillerden

kaynaklandigini ortaya koyabilmek i¢in daha ileri ¢alismalar yapilabilir.

2. Oksidan-antioksidan durumu daha iyi yansitmasi agisindan, bu durumu yansitan

molekiillerin gen diizeyinde degisimlerin incelenmesi onerilebilir.
3. Calismanin insan sagligini daha iyi yansitabilmesi i¢in insan deneyleri onerilebilir.

4. Calismamizda numune yetersizliginden dolay1 sperm yag asidi kompozisyonunu
belirlenemedi. Findigin igerdigi PUFA ve MUFA’nin sperm membranlarinin yag asidi

icerigini nasil degistirdigini 6lgememek ¢alismamizin bir eksikligidir.
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