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OZET

Sigara, icinde barindirdigi cesitli toksik maddelerle organizmadaki
bltln sistemleri olumsuz etkilemektedir. Sigara kullaniminin testis hasarina,
akciger, larinks, orofarinks, bobrek, mesane ve meme kanserine neden
oldugu yapilan calismalarla bildirilmistir. Oksidatif stres serbest radikallerin
yol actigi ve hicrelere fiziksel hasar veren bir slrectir. Olusan bu oksidatif
stres vicuttaki antioksidan sistemler tarafindan kontrol edilmektedir.

Testis kan damarlari acisindan zengin bir organdir. Bu nedenle sigarada
bulunan ve kanla tasinan toksik maddelerin bu organda oksidan-antioksidan
sistem arasindaki dengeyi dokularin aleyhine degistirmesi olasidir. N-Nitro L-
Arginin Metil Ester (L-NAME)'nin oksidatif stres Uritnlerinden Nitrik Oksitin
sentezinde gorevli Nitrik Oksit Sentaz (NOS)" 1 inhibe ettigi calismalarda
gbsterimistir. E vitamininin (alfa-tokoferolin) de lipid peroksidasyonunu
engelledigi ve oksidatif stres U(zerine etkili oldugu cesitli calismalarda
goOsterilmistir.

Bu calismada L-NAME ve alfa-tokoferoliin sigara dumani maruziyeti
sonucu olusan testikular oksidatif strese etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Calismada 45 Wistar cinsi erkek sican kullaniimistir. Kontrol, sigara
dumani, sigara dumani+E vitamini, sigara dumani+L-NAME ve sigara
dumani+E vitamini+L-NAME olmak Gzere bes grup olusturulmustur.
Hayvanlardan doku ve kan oOrnekleri alindiktan sonra dokuda lipit
peroksidasyon duizeyi belirteci olarak Malondialdehit (MDA), oksidatif stres
parametrelerinden Nitrik Oksit (NO) ile Glutatyon (GSH) seviyeleri ve Katalaz
(CAT) ile Miyeloperoksidaz (MPO) aktiviteleri dlglilmustir. Kan 6érneklerinden
ise gonadal hormonlardan Folikil Uyarictc Hormon (FSH), Luteinlestirici
Hormon (LH) ve testosteron hormonlari élgUlmastar.

Kontrol gruplarina kiyasla sigara gruplarinda, oksidatif stres
belirteclerinden MDA, NO ve MPO seviyeleri ile gonadal hormonlardan LH
seviyesinde istatistiksel olarak anlamh dlizeyde artis, GSH ile CAT ve
testosteron sevilerinde ise anlamli dlizeyde azalma bulundu (p<0.05). Tedavi
gruplarinin da sigara gruplar ile karsilastirlmasinda anlamli dizeyde
iyilesmeler oldugu gozlendi (p<0.05). Histolojik incelemelerde de sigara
dumani maruziyeti ile olusan hasarin tedavi gruplarinda giderildigi
saptanmigstir.

Calismamiz sonucunda sigara dumani maruziyeti sonrasi testis
dokusunda olusan oksidatif hasarin ve hormonal diizensizligin E vitamini ve
L-NAME uygulamasi ile dlizeltilebilecegini dlisinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Okdidatif stres, Sigara dumani, testis hasari, E vitamini
(alfa-tokoferol), L-NAME



Summary

The various toxic substances contained in the tobacco affect all
systems in the organism negatively. Studies reported that smoking causes
testicular damage and lung, larynx, oropharynx, kidney, bladder, breast
cancer. Oxidative stress is a process which make physical damage to cells
caused by free radicals. This oxidative stress is controlled by the antioxidant
systems in the organism.

Testis is an organ rich in blood vessels. For this reason, it is possible
that the toxic substances in cigarettes and carried in blood may change the
balance between oxidant and antioxidant system in this organism. Studies
show that Nw-Nitro-L-Arginine Methyl Ester (L-NAME) inhibited Nitric Oxide
Synthase (NOS) which is involved in the synthesis of Nitric Oxide from
oxidative stress products. Vitamin E (alpha-tocopherol) also inhibits lipid
peroxidation and has been shown to be effective on oxidative stress in a
variety of studies.

In this study, it was aimed to investigate the effect of L-NAME and
vitamin E on testicular oxidative stress by consisting of cigarette smoke
exposure.

45 Wistar male rats were used in the study. Five groups were formed:
control, cigarette smoke, cigarette smoke + vitamin E, cigarette smoke + L-
NAME and cigarette smoke + vitamin E + L-NAME. Malondialdehyde (MDA)
as a marker of lipid peroxidation level, Nitric Oxide (NO) and Glutathione
(GSH) levels and Catalase (CAT) and Myeloperoxidase (MPO) activities of
oxidative stress parameters were measured in the tissue after tissue and
blood samples were taken from animals. Follicle stimulating hormone (FSH),
Luteinizing Hormone (LH) and testosterone hormones from the gonadal
hormones were measured in the blood samples.

There was a statistically significant increase in the levels of LH in
gonadal hormones and MDA, NO and MPO levels of the oxidative stress
markers in the cigarette groups compared to the control groups, but a
significant decrease was found in the levels of GSH, CAT and testosterone
(p<0.05). It was observed that the treatment groups were significantly
improved when compared with the cigarette groups (p<0.05). Histological
examinations also revealed that the damage caused by cigarette smoke
exposure was eliminated in treatment groups.

As a result of our study, we think that oxidative damage and hormonal
irregularity in the testes tissue after cigarette smoke exposure can be
corrected with vitamin E and L-NAME application.

Keywords: Oxidative stress, tobacco smoke, testicular damage, vitamin E
(alpha-tocopherol), L-NAME
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1- GIRIS VE AMAC

Sigara icimi ve cigneme seklindeki tttin kullanimi ¢ok eski yillardan
beri olan bir aliskanhktir. Sigara, icinde barindirdigi cesitli toksik maddelerle
organizmadaki buUtlin sistemleri olumsuz etkilemektedir. Sigara igenler
nikotin, kadmiyum, kursun ve civa gibi bircok kimyasal bilesige maruz
kalirlar. Sigaranin, santral ve periferik sinir sistemi, kardiyovaskuler sistem
ve endokrin sistem Uzerine toksik etkileri bilinir. Ayrica, sigara kullaniminin
testis hasarina, akciger, larinks, orofarinks, bdbrek, mesane, meme
kanserine neden oldugu vyapilan cgalismalarla bildirilmistir (Pekmez vd.,
2003). Hucre siklusu hizli olan spermatozoanin sigara dumaninda bulunan
mutajenik ve karsinojenik maddelere karsi daha hassas oldugu gdsterilmistir
(Wallach, Stillman, Rosenberg & Sachs, 1986).

Oksidatif stres serbest radikallerin yol actigi ve hiicrelere fiziksel hasar veren
bir slrectir. Vicutta serbest radikaller oksidatif fosforilasyon, urik asit
metabolizmasi ve prostoglandin sentezi gibi biyokimyasal olaylar sonucu
surekli olarak olusur (Séylemez vd., 2011).

Olusan bu oksidatif stres vicuttaki antioksidan sistemler tarafindan
kontrol edilmektedir. Testis kan damarlari agisindan zengin bir organ oldugu
icin sigarada bulunan toksik maddeler bu organda oksidan-antioksidan
sistem arasindaki dengeyi bozmasi olasidir. Bu sebepten artan serbest
radikaller, testiste doku hasarina yol acar. Oksidatif stresin spermatozoa
fonksiyonlarini bozdugu ve anormal spermatozoa (retimine yol actidi
bilinmektedir (Zalata, Ahmed, Allamaneni, Comhaire, & Agarwal, 2004).

Endokrin bozucu maddeler; saglikli bir organizmada veya onun
gelecekteki neslinde endokrin sistemin calismasini dedistirerek, saglk
sorunlarina neden olan disardan alinan madde veya madde karisimlaridir
(Stoker, Parks, Gray & Cooper, 2000). Endokrin bozucu maddeleri, Dlnya
saghk orgati (WHO) “Saglkli bir canlida veya sonraki nesillerinde olumsuz
etkiye sebep olan, endokrin sistemin islevini dedistiren dis kaynakli maddeler
veya bilesiklerdir.” olarak tanimlamaktadir (WHO, 2013).

Bu maddeler, hormonlarin {retim, salinim, badlanma, tasinma,
aktivite, yikim ve vicuttan atilimlarn UGzerine etki etmektedirler. Klinikte
ortaya cikan bulgular, tim etkilerin toplamina gore dederlendirilmektedir
(Teilmann, Juul, Skakkebaek & Toppari, 2002).

Sigarada bulunan nikotin, kotinin ve tiyosiyanat endokrin sistemde
etkili olan sigara bilesenleridir. Yapilan calismalarda sigaranin, testislerin
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gelismesi ve fonksiyonlari Gzerine birgok zararh etkisi tespit edilmistir. Bunlar
arasinda leyding hicrelerinden testosteron hormonunda azalma oldugu
g6zlenmistir (Liu vd., 2010).

Sigara; nitrik oksit, hidrokarbonlar, aldehidler, fenollar, kinon ve
semikinon radikalleri gibi pek c¢ok kimyasal maddeyi bilnyesinde
barindirmakta ve bu kimyasal maddeler direkt ya da indirekt olarak oksijen
kaynakli serbest radikal olusumuna yol acmaktadir.

Serbest radikallerin protein, nikleik asit ve diger hicresel unsurlara
verdigi hasarin oldukca ©6nemli bir yasam riski olusturdugu ginimizde
bilinmektedir. Lipit peroksidasyonunun da serbest radikallerden kaynaklanan
bir mekanizma ile basladigini ve "pozitif feed back" ile serbest radikallerin
artisina sebep olan bir dongl olusturdugunu calismalar gdstermektedir.
Serbest radikallerin tahrip edici bu 6zelliklerinin ortaya koydugu genel tablo
organizma igin oksidatif stres olusturmaktadir. Oksidatif stresle miicadelede
ise antioksidanlarin roli ¢ok dnemli bulunmustur. Serbest radikaller yasam
riski olustururken antioksidanlar yasam kaynadi olarak goéridlmislerdir
(Dundar, 2000).

Nitrik oksit sentezini katalizleyen nitrik oksit sentaz tanimlanip L-
arjininden nitrik oksit sentez yolu aydinlatiimaya calisiimisg, bu sirada L-
arjinin analoglarinin  bu vyolu inhibe ettigi tespit edilmistir. Yapilan
arastirmalar neticesinde tespit edilen L-arjinin analoglarindan biri olan L-
NAME'nin hem yapisal hem de indliklenebilen nitrik oksit sentaz izoformlarini
inhibe ettigi gortulmuistir (Tekin, Akylz & Temel, 2011).

E vitamini, kimyasal yapi itibari ile bir tokol olup antisterilite vitamin
olarak da bilinir. E vitamini yagda c¢oziinen 6nemli bir antioksidandir ve
Ozellikle htcre zarlart ve lipoproteinlerde 6nemli antioksidan islevler
gérmektedir. Tokollerin (tokoferol ve tokotrienol) farkh bilesikleri E vitamini
aktivitesi gosterir. En aktifi alfa-tokoferoldlr. E vitamini sinir sisteminin,
kaslarin, hipofiz ve slrrenaller gibi endokrin bezlerin ve Greme organlarinin
fonksiyonlari icin dnemlidir. E vitamini, biyolojik bir antioksidandir.

Calismamizin amaci sigara dumani maruziyeti sonucu olusan testikular
oksidatif strese ve bozulan endokrin sisteme L-NAME ve E vitamininin etkisini
aydinlatmaktir. Sigara kullanimi sonucu olusan fertilitede meydana
gelebilecek bozukluklar icin tedavi olusturulmasina destek saglamaktir.



2- GENEL BILGILER

2.1 - Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal Uretimiyle antioksidan savunma
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda hlcresel hasarla sonuglanan bir
durum olarak tanimlanir (Jenkins, 2000). Normal fizyolojik kosullarda,
hicreler olusan serbest radikallerin neden olabilecedi oksidatif hasara karsi
antioksidan savunma sistemleri tarafindan korunur. Hava Kkirliligi, yanmis
gidalar, kimyasal maddelerle etkilesimler ve sigara dumani gibi serbest
radikal kaynaklari hicrelerdeki radikal olusumumu hizlandirarak oksidan-
antioksidan dengeyi bozmaktadir (Aslan, Sekeroglu, Giltekin & Bayiroglu,
1997; Thomas, 1995).

Serbest radikalleri ve reaktif 6zellik gésteren maddeleri olusturan ana
kaynaklar oksidan veya prooksidan olarak tanimlanir. Radikallerin hcre
homeostazini bozmasini engelleyen maddeler ise antioksidanlardir.
Vicudumuzda fizyolojik aktivite sonucu serbest radikaller strekli olarak
uretilmekte, bu radikalleri de antioksidan sistem kontrol altinda tutmaktadir.
Cok hassas olan oksidan-antioksidan dengenin 06zellikle oksidanlar lehine
kaymasi membran lipitleri, proteinler ve Deoksiribo Nukleik Asit (DNA) gibi
onemli yapilarda bozulmalara ve patolojik olaylarin baslamasina neden olur
(Dindar & Aslan, 1999).

Oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasinda baslica endojen kaynak
mitokontrial oksijen hareketleridir. Asiri oksijene maruz kalinmasi, litik enzim
(hidrolazlar, proteazlar, lipaztar, fosfatazlar vs.) aktivitelerindeki artislar,
kimyasal cevre kirliliginin oldugu ortamlarda yasama, yogun stres ve sigara
gibi durumlar antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasina ve oksidan-
antioksidan dengenin oksidanlar lehine kaymasina neden olmaktadir (DUndar
& Aslan, 1999).

Oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine kaymasi sonucu
zincirleme bir takim reaksiyonlardan bahsedilir. Bu zincirleme reaksiyonlarla
serbest radikaller serbest olmayan radikallerle yeni radikaller olustururlar
(Tablo 2.1)( Halliwell, Murcia, Chirico & Aruoma, 1995).



Tablo 2.1 Serbest radikallerin radikal olmayanlarla radikal olusturmak icin girdikleri
reaksiyonlar (Dindar & Aslan, 1999)

Reaksiyon Tipi

Genel Gosterim

Ornek

Eklenme

XKy ——>

DMA guaninine OH eklenmesiyle 8-

[xy] hidroksiguanin radikali olusmasi

vermesi)

indirgeme (radikalin elektron

X+y——= y +x°

Paraquat radikalinin O2'ni siperoksit
radikaline indirgemesi

elektron almasi)

Yikseltgeme (radikalin

Xty — = % +yt

02 + H'—= askorbat + H202 askorbik
asitin gosterimindeki gibi yikseltgenmesi

atomu almasi)

Yikseltgenme (radikalin H

X+y-H— = x-H+
v ¥ reaksiyonu aTH + LOO ————= LOOH +aT

Lipid peroksil radikali ile a-tokoferolin

2.1.1- Serbest radikaller

Dis orbitalinde ciftlesmemis elektron tasiyan halojenler, alkali metal
iyonlari oksijenin indirgeme ara Urlinu olan superoksit, hidrojenperoksit,
hidroksil gibi kisa dmdurli ve reaktif olan yapilar serbest radikal olarak
tanimlanir (Aslan, Sekeroglu & Bayiroglu, 1995; Yu, 1994). BazI serbest
radikallerin simgeleri ve isimleri tablo 2.2 de verilmistir.

Tablo 2.2 Bazi serbest radikaller ve simgeleri

Radikal Simge Tanimlama
Hidrojen H- Bilinen en basit radikal
Superoksit Oy~ Oksijen metabolizmasinin ilk ara drdnu
Hidroksil OH- En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal
Hidrojen Reaktivitesi cok dusuk, molekller hasar
peroksit H,O, yetenegi zayif
Yarilanma édmru hizli, gugli oksidatif oksijen
Singlet oksijen 0.~ formu
Perhidroksi Lipidlerde hizh ¢éztinerek lipid
radikal HO,- peroksidasyonunu artirir
Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
Peroksil radikal ROO™ lokalize olur
CCl4 metabolizmasi Urini karacigerde
Triklorometil CCls Uretilen bir radikal
Sulfarla ve ciftlenmemis elektron iceren
Thyl radikali RS- tlrlerin genel adi
Organik peroksitlerin yikimi ile Uretilen
Alkoksil RO- oksijen metaboliti
Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo Uretilir.
Nitrojen dioksit NO, NQO’in oksijen ile reaksiyonundan Uretilir.
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Serbest radikallerin olusmasinda iki ana mekanizmadan bahsedilir ki
bunlar, hemolitik bag ayrilmasi ve elektronun molekuller arasi transferidir
(Thomas, 1995).

A-B—> A: + B-
A+B— A*- + B

Olusan serbest radikallerdeki eslesmemis elektronlardan dolayi, fazla
elektronu baska atomlarla paylasincaya kadar bu radikaller reaktiftir. Bu
ylzden serbest radikaller diger molekdllerle reaksiyona girme edilimdedirler.
Ancak iki serbest radikalin reaksiyonu ile nétr tirler olusur (Aslan vd., 1995).

Serbest radikallerin olusmasinda bahsedilen hemolitik bag ayrilmasi ve
elektronun molekdller arasi transferi mekanizmalarinin 6zellesmesiyle su
mekanizmalar ortaya atilmistir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3 Serbest radikal olusturan mekanizmalar (Koca & Karadeniz, 2003;
Halliwell & Gutteridge, 1990)

Atmosferik oksijen tarafindan katalizlenen serbest

Otooksidasyon radikal zincir reaksiyonudur.

Demir ve bakir gibi gegis metal iyonlari canli
sistemlerde serbest radikal olusturan guglu birer
oksidatif katalisttir.

~ Gegig Metal
Iyonlarinin Etkisi

Fotokimyasal iz yollari, oksidasyonlarda baslatici
olarak rol oynayan peroksitlerin olusumunda anahtar
Fotooksidasyon role sahiptir. Isigin bir molekul tarafindan
absorbsiyonu ile elektron transfer prosesi sonucu

superoksit anyonu dretilebilmektedir.

Vicutta lipoksijenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
Enzimatik miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi birgok
Oksidasyonlar enzimin aktivitesi sonucu olarak reaktif oksijen tlrleri

dretilmektedir.

Kontamine icme sularinda bulunan halojenlenmis
hidrokarbonlar ve hava kirleticileri olarak bilinen azot
oksitler de serbest radikal meydana getirirler.
Ornedin; Karbontetrakloriir (CCly),
bromotriklorometan (CBrCls)

Halojenlenmis
Hidrokarbonlar

Oksijenin suya kadar indirgenmesi slrecinin ara basamaklarinda reaktif
metabolitler ortaya c¢ikar. Ornedin oksijen bir elektron alarak Redikte
Nikotinamid Adenin Dinlkleotit Fosfat (NADPH)’e badli olarak siperoksit
radikali olusmasina sebep olur (Fridovich, 1978).

O, +e” — 02'_
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Superoksit daha stabil metaboliti olan H,0,'e dénusir (Fridovich,
1975).

02'_ + 02'_ + 2H* — H>0> + O2

Slperoksit bazi radikallerle ve gecis metalleri ile kolay reaksiyona girer
ve H202 ile (Haber-Weis tepkimesi) oldukca toksik olan hidroksil radikalini
olusturur (Haber & Weiss, 1934). Demir iyonlari ile reaksiyon, ortalama
hizindan daha da hizlanir (Fenton tepkimesi) ( Aslan, Sekeroglu & Bayiroglu,
1995).

Oz2-~ + H0p, —»OH* + OH™ + O, (Haber-Weis tepkimesi)

Fe’* + 0 "— Fe2'+ 0O,
Fe2* + H,0, —Fe3* + OH* + OH™ (Fenton tepkimesi)

Aerobik organizmalarda superoksitle olan reaksiyonlari engellemek igin
superoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksidi ortamdan kaldirmak igin
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri kullaniimaktadir
(Ji, Stratman & Lardy, 1988; Lawrence & Burk, 1976).

2.1.2 - Antioksidan savunma sistemi

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlari engelleyen, serbest
radikalleri tutma ve stabilize etme 6zelligi gosteren maddelere “antioksidan”
adi verilir. Antioksidanlar mekanizmalarina gdére, birincil ve ikincil
antioksidanlar olmak uzere ikiye ayriimaktadir (Koca & Karadeniz, 2003;
Elliott, 1999). Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerler
ve daha zararlh formlar olusmasini engelleyerek yeni serbest radikal
olusumunu dnleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan olarak SOD, GSH-Px ve
CAT gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Bu
enzimler serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hicresel
bilesenlere zarar vermesini engeller (Koca & Karadeniz, 2003; Diplock,
1998).

Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini tutan ve radikal zincir
reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, Urik asit, bilirubin ve polifenoller
gibi bilesiklerdir (Koca & Karadeniz, 2003; Ou, Huang, Hampsch-Woodill,
Flanagan & Deemer, 2002).

Antioksidan savunma sisteminde homoestazin korunmasinin ana
gucinl vitaminler olusturmaktadir. Antioksidan 6zellik gbésteren A, C, E, K

6



vitaminleri ve koenzim Q antioksidan savunma mekanizmalarindan en az biri
Uzerinden oksidan-antioksidan dengesini korur (Dindar & Aslan, 1999).

Antioksidan savunma sistemi;

v' Organizmadaki antioksidan enzimlerle enzimatik olmayan antioksidan
kapasitenin arttirilmasi
v' Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan elimine edici 6zellikleri ile
tutulmasi veya stabil hale getirilmesi
v' Zincirleme reaksiyonlari durdurarak serbest radikal Gretiminin
durdurulmasi
v’ Baskilayici 6zelligi ile reaksiyon hizini azaltilmasi
v Onarici etki ile lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusan hasarlari
rejenere edilmesi
v' Hlcresel kinaz kayiplarini engelleyerek oksidasyon reaksiyonlarini
durdurmasi
olmak Uzere alti farkh mekanizma ile galisir (Van Der Meulen, McArdle,
Jackson & Faulkner, 1997; Packer, 1991; Evelson, Orddénez, Llesuy &
Boveris, 1997; Stratton & Liebler, 1997).

Antioksidan savunma sisteminin intraseliler, membransel ve
ekstraselller olarak da siniflandirildigi gérilmektedir (Tablo 2.4) ( McCord &
Fridovich, 1969).

Tablo 2.4 Etki yerlerine gore antioksidanlar (DlUndar & Aslan, 1999b)

SOD, GSH-Px, CAT ve sitokrom
Intraseliler oksidaz gibi selller antioksidan

antioksidanlar enzimlerce reaktif oksijen

metabolitleri indirgenir.

Basta a-tokoferol olmak Uzere,
Membransal ubiquinal bilesikleri, B-karoten ve
antioksidanlar koenzim Q temel membran
antioksidanlaridir.
Transferrin, laktoferrin, albumin,
Ekstraseliler seruloplazmin, bilirubin, Grik asit gibi
antioksidanlar proteinler ekstraseliler
antioksidanlardir.

Intrasesiiler antioksidanlar;
Superoksit dismutaz: Stperoksidin giderilmesi reaksiyonlarinda
Katalaz: H,0,'nin ylksek konsantrasyonlarinin giderilmesinde



Glutatyon peroksidaz: H,0,'nin dusuk konsantrasyonlarinin
giderilmesinde

Stokrom oksidaz: Oksijenin indirgenmesi basamaklarinda reaktif tdr
olusmasini 6nler (Aslan vd., 1995).

Membransal antioksidanlar;
Vitamin E: Membran lipidlerinde ¢dzlinerek peroksidasyon zincirini kirar
Koenzim Q: Mitokondriyal enerji metabolizmasinda rol alir
B-Karoten: Radikal tdrleri koparir, singlet oksijen olusumunu inhibe
eder (Gutteridge, 1995).

Ekstraseliiler antioksidanlar;

Askorbik asit: Hidroksil radikal giderici ve tokoferoll indirgeyici
antioksidan vitamin

Transferrin: Serbest demir iyonlarini baglayarak fenton reaksiyonunu
inhibe eder

Laktoferrin: Dlstk pH’l ortamlardaki demir iyonlarini baglar

Haptoglobinler: Hemoglobin baglayarak “hem”in salinmasini dnler

Hemopeksin: Ortamdaki serbest hem proteinlerini baglayarak
oksidasyonu inhibe eder

Albumin: HOCL radikalini toplar, hem proteini ve bakir metal iyonlarini
baglar

Serlloplazmin: Superoksit radikalini nétralize eder, bakir iyonlarini
baglar

Bilirubin: Peroksil radikali toplayicisi

Mukus: Hidroksil radikali toplayicisi

Urik asit: Genelde metal baglayici olarak galisirken dedisik radikalleri
de toplar

Glikoz: Hidroksil radikali giderici antioksidan moleklldir (Gutteridge,
1995).

2.1.3 - Lipit Peroksidasyonu

Hicre zarindaki fosfolipitlerin ylkseltgenerek peroksit tdrevlerine
déntsmesi ile olusan lipit peroksidasyonu serbest oksijen gruplarinin biyolojik
sistemedeki en 6nemli etkilerindendir. Oksidanlar ve oksidatif stres nedeniyle
fizyolojik durumlarda disik seviyede olan lipit peroksidasyonu artmaktadir.
Artan lipit peroksidasyonu hlcrede fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Lipit
peroksidasyonu ¢ evrede gercgeklesir: baslangig, ilerleme ve sonlanma (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1 Serbest radikal toksisitesi

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit radikalleri, aldehitler, ketonlar
ve reaktif drdnler; 4-hidroksinonenal (4-HNE), MDA, akrolein gibi toksik
maddeleri meydana getirir. Bu maddelerin miktari peroksidasyonun siddeti
hakkinda bilgi saglamamiza yardimci olur. Ozellikle MDA (i¢ veya daha fazla
cift bagh yag asitlerinin yikimi ile meydana geldiginden lipit peroksidasyonu
ile korelasyon gdstermektedir (Ozcelik, E. 2012).

2.1.4 - Glutatyon

Genel anlamda karacigerde sentezlenen glutatyon dedisik miktarlarda
beyin, bobrek, testis gibi cogu dokuda da sentezlenmektedir. Serbest
radikallerin ve reaktif turlerin detoksifikasyonunda 6nemli bir yeri olan
glutatyon ayni zamanda kasiyum homeoastazi ve protein ve DNA'nin sentezi
gibi 6nemli mekanizmalarda da yer almaktadir.

SH

gama glatamil sisteinil glisin

GLUTATYOMN

Sekil 2.2 Glutatyon yapisi



Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin), glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan ve antioksidan, antitoksin ve enzim kofaktdrd olan
bir tripeptiddir (Sekil 2.2). GSH-Px tarafindan katalize edilen reaksiyonla,
reaktif olan hidrojen peroksidin bozulmasin saglar. Peroksitlerle ve serbest
radikallerle etkileserek hicreyi oksidatif stresten korur (Sekil 2.3). Glglu bir
indirgeyici olan glutatyon enzimlerin sdlfidril gruplarini indirgeyerek etkisini
gosterir. Antioksidan olarak glutatyon oksidanlarin temizlenmesi sirasinda
GSH-S transferaz igin kofaktdér olurken, gamaglutamil transpeptidaz igin
glutamini substrat olarak kullanir (Kidd, P. M. 1997; Townsend, D. M., Tew,
K. D., & Tapiero, H. 2003; Ozcelik, E. 2012)

Hy0;
NADP* 2GSH +** ROOH
glutathione @ @ glutathione
reductase peroxidase
&
NADPH GSSG Fa ROH+H,0
2H,0

Sekil 2.3 Glutatyonun antioksidan aktivitesi
2.1.5 - Katalaz

Her bir alt biriminde Hem grubu ile bir molektl NADPH bulunduran dort
alt birimden olusmus ve peroksizomlarda lokalize olan antioksdan bir
enzimdir (E.C.1.11.1.6). Eritrositler ile karaciger hicrelerinde aktivitesi en
fazladir. SOD enzim katalizorliiginde olusan hidrojen peroksitin, diger reaktif
tlrler arasinda en fazla oksidatif harabiyete sebep olan hidroksil radikaline
dénlismesini engeller. Ortamda vyuksek miktarda hidrojen peroksit
bulundugunda katalaz, onu su ve molekiler oksijene parcalar (Sekil
2.4)(Cengiz, S. 2007).

2 H202 —Kalalaz—> 2 HQO + 02

Sekil 2.4 Katalaz katalizorligtndeki reaksiyon
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2.1.3 - Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (EC 1.11.1.7), memeli ndétrofil garnlllerinde yer alan bir
enzimdir. Kristal yapisinin X isinlari incelenmesi neticesinde iki alt birimden
olustugu bulunmustur. Fagositoz ile mikroorganizmalarin yok edilmesinde
gbérev alan MPO, CI™ ve H,0O, arasindaki reaksiyonu katalize ederek oldukca
reaktif olan hipoklorik asit (HOCI) olusturur. Olusan HOCI kuvvetli bir
oksitleyicidir. MPO aktivitesinin artmasiyla H,O0, membrandan gecerek ya
toksik etki yapar ya da hidroksil radikaline dénusir (Klebanoff, 1999).

MPO
H,O, + 2CI- ————» 2HOCI

Sekil 2.5 MPO katalizorligindeki reaksiyon
2.2 - Sigara

Sigara, tutin bitkisinin yapraklarindan elde edilen ve pek c¢ok insan
tarafindan keyif verici 6zelligi oldugu dislntlen bir maddedir. Gelismis
Ulkeler de kamuoyu kampanyalari, reklam yasaklari, vergilerin arttirilmasi ve
tatin tdketiminin azaltilmasini amaglayan politikalar sayesinde sigara
kullaniminda azalma olmasina ragmen, gelismekte olan Ulkeler de sigara
tiketimi halen vyUksektir. Dilnyada sigara icme oraninin bUyldk kismi
gelismekte olan lUllkelerdedir (World Health Organization, & Research for
International Tobacco Control, 2008).

Tutdn, Solanacea (patlicangiller) familyasi “Nicotiana” cinsinden yillik
bir bitkidir. Nicotiana cinsinde pek c¢ok tir bulunmasina ragmen bunlardan
Nicotiana tabaccum ve Nicotiana rustica turlerinin yapraklar sigara ve puro
gibi tdtin mamdllerinin yapiminda kullaniimaktadir (Karafakoglu, 2004).
Tatdnld, Amerikadaki yerliler yillarca kullanmis olmasina ragmen uygar dinya
1492 yilinda Amerika'nin kesfiyle tanimistir. Jean Nikot tarafindan Fransa da
1560 yilinda vyetistiriimis olup Jean in ismine itafen tltlinde bulunan bir
maddeye nicotin ismi verilmistir. Solunum yoluyla alinmasi ve keyif verici
6zelliginin olmasi ilgiyi Uzerine toplamis badimliik yapmasiylada hizla
yayillmistir (Ataman, 2007).

2.2.1 - Sigara dumani
Sigara dumaninda 4000'den fazla kimyasal madde oldudu ve bunlarin

bir kisminin karsinojen oldugu bilinmektedir. Sigara dumani, gaz ve katran
fazi olmak Uzere iki fazda incelenir.
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Gaz fazinda serbest radikaller ve nitrik oksit yliksek oranda bulunurken
bu fazdaki radikaller kisa omdarladir. Nitrik oksid oksidasyonla nitrojen
diokside donlsur ve nitrojen dioksid organik yapilara karsi daha reaktif bir
maddedir. Katran fazi ise nikotin, nitrosamin, vs. icerir (Séylemez vd., 2011).

Sigara dumanindaki gaz ve katran fazi bilesenlerinden bazilar tablo 2.5
de verilmistir (Séylemez vd., 2011).

Tablo 2.5 Sigara dumanindaki gaz ve katran fazi bilesenlerinden bazilar

Gaz Fazi Katran Fazi
Karbon monoksit Partikller madde
Karbon dioksit Nikotin
Formaldehit Fenol
Akrolein Katekol
Aseton Anilin
Piridin 2-toluidin
3-vinilpiridin 2-naftilamin
Hidrojen siyanur Benz (a) antrasen
Azot oksitler Benzo(a)piren
Amonyak kinolin
N-nitrosodimetilamin N-nitrosonornikotin
N-nitrosopirolidin N-nitrosodietanolamin
Nikel
Polonyum- 210

Inhalasyonla veya adiz yoluyla alinan nikotinin %5-10" u idrarla
atilirken %85-90'1 karacigerde metabolize olur. Metobolize olmasiyla nikotin
oksid ve kotinin olarak bilinen iki ana metabolitine doénusir (Séylemez vd.,
2011).

2.2.1.1 - Katran fazi

Sigara dumanindaki 0.1 pm’den buylk partikdllerin %99.9'unu tutan
“standart glass-fiber” filtresinden gectiginde filtrede tutulan kismi katran fazi
olarak tanimlanir. Katran fazi, organik bilesikler ile kinon ve polisiklik
aromatik hidrokarbon radikalleri gibi stabil radikaller de igerir. Katran
fazindaki kinon/hidrokinon radikalleri oksijeni indirgeyerek 0, , H>0, ve
OH™ olusumuna yol acarak toksisiteye neden olur (Sohn, Lim, Lim, Lee &
Kim, 1993; Lapenna vd., 1995; Janoff, Pryor & Bengali, 1987).
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2.2.1.2 - Gaz fazi

Standart glass-fiber filtrenin icinden gecebilen madddeler ise gaz fazini
olusturur. Sigara dumaninda katran fazi bilesikleri stabil iken gaz fazi
bilesikleri stabil dedildir. Yanma sonucu ylksek konsantrasyonlarda karbon
ve oksijen kaynakl serbest radikaller olusmaktadir. Buna ek olarak azot
monoksitte serbest radikal olusturan bir diger O6nemli bilesendir. Azot
monoksit daha reaktif olan azot diokside okside olur (Sohn vd., 1993;
Bridges, Scott, McNeill, Pringle & Belch, 1992).

2.2.2 - Sigaranin oksidan-antioksidan dengeye etkisi

Sigarada bulunan toksik maddeler organizmadaki pek ¢ok sistemi
olumsuz etkilemektedir. Sigara ve dis kaynakli serbest radikallere ek olarak,
oksidatif fosforilasyon, urik asit metabolizmasi ve prostoglandin sentezi gibi
biyokimyasal olaylar sonucu da serbest radikal Uretilmektedir. Bu serbest
radikallerden kaynakli oksidatif stres organizmanin antioksidan sistemi
tarafindan surekli olarak giderilmektedir. Oksidan-antioksidan dengenin
oksidanlarin lehine bozulmasi sonucu oksidatif hasar meydana gelir (Elsayed
& Bendich, 2001).

2.2.3 - Sigaranin endokrin sisteme etkisi

Sigara icimine bagh olarak ortaya c¢ikan endokrin sistemdeki
degisiklikler  sigarada bulunan nikotin, kotin ve tiyosiyanatla
iliskilendirilmektedir (Mero vd., 1998). Sigaranin endokrin sistem Uzerinde,
periferal etkinin yani sira gonadotropin saliniminin degismesiyle hipotalamik
etkisinden de bahsedilmektedir (Nusbaum, Gordon, Nusbaum, McCarthy &
Vasilakis, 2000). Serum testosteron seviyesindeki azalma seksual
disfonksiyonla sonuglanabilmektedir. Bazi calismalarda sigara icimine bagh
olarak testosteron seviyesinde icmeyenlere kiyasla azalma oldugu
belirtiimistir (Andersen, Semczuk & Tabor, 1984). Baska bir calismada da
testosteron seviyesinde azalma ve leyding hicrelerinde hasar oldugu
bulunmustur (Yardimci, Atan, Delibasi, Sunguroglu & Giiven, 1997). insanlar
Uzerinde yapilan baska calismalarda sertoli ve leydig hicrelerinde sekretuar
disfonksiyon oldugu gézlenmistir (Sofikitis vd., 1995).

Sigara, erkek UUreme fonksiyonlarinda olumsuz etkiler ortaya
cilkarmaktadir. Sigara icenlerde igmeyenlere gére %13-17 oraninda sperm
konsantrasyonun da azalma oldugu calismalarda gosterilmistir (Terzioglu,
Ylcel & Karatay, 2008).
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2.3 — Testis
2.3.1 - Testisin anatomisi

Testis, funiculus spermaticus araciliiyla skrotum icinde asili durumda
bulunan, yetiskin insanlarda yaklasik 2,5 cm eninde, 20-30 g adgirhdginda ve
4-5 cm uzunlugunda olan, erkek Ureme hicrelerinin (sperm) Uretildigi bir
organdir ( Kaya, 2014; Sancak, Cumhur & Vakfi, 2002). Skrotum kivrimh bir
yaplya sahiptir ve i¢ ylzl septum skrotum ile iki bdlime aynilir. Testisler bu
bélimlerde bulunur. Organin st ucu 6ne ve disa, alt ucu ise arkaya ve ige
dogru bakmaktadir. Testisler skrotum iginde bulunurken karin igi
sicakhdindan 2-3°C daha disik sicakhkta bulunurlar. Sicaklik degisimine
bagli olarak skrotum gevser veya kasilir. Gevseme kasilma mekanizmasi tam
olarak acgiga kavusturulamamis olmasinin yaninda sicakta gevseyip sarktigi
sogukta ise buzllip toplandigi bilinmektedir. Bu hareketler musculus
cremaster ve musculus dartosun kasilmalari ile gergeklesir (Kaya, 2014).

Testisler fotal hayatta iken karin boslugu icinde, fascia transversalis ve
periton arasinda gelisir, fakat dogum 6ncesinde, canalis inguinalisten gegerek
scrotum igindeki yerini alir (Kaya, 2014; Sancak vd., 2002; Arinci & Elhan,
2006). Testis skrotum (deri ve tunika dartos), Fasia spermatika eksterna,
Fasia kremasterika, Fasia spermatika interna, Tunika vaginalis testis
tabakalarindan olusur.

2.3.2 - Testisin histolojisi

Testis, spermatozoon veya spermin surekli Uretilmesi, beslenmesi ve
gecici olarak depolanmasi ile androjenlerin sentez ve salgilanmasindan
sorumludur.

Testisin etrafi yogun bag dokusundan olusan tunika albuginea adh kalin
bir kapsul ile sarilmistir. Tunika albuginea testisin arka yutzunde kalinlasir ve
mediastinum testisi olusturur. Bu kisimdan fibréz uzantilar (septum) bezin
icine girer ve bezi birbiriyle baglantih yaklasik ikiytzelli adet piramidal
bélmeye ayirir. Her lopcukta gevsek bag dokusu ile gevrelenmis 1-4 adet
seminifer tibul yer alir. Kan ve lenf damari, sinirler ve Leydig hlicreleri adi
verilen interstisyel hiicreler bu bag dokusunda yer alir. Seminifer tubdller
erkek Greme hucreleri olan spermleri Uretirken, interstisyel hicreler (leyding)
de testis androjenlerini (erkek Ureme hormonlari) salgilar (Kaya, 2014;
Junqueira & Carneiro, 2009; Demir, 2006).

2.3.2.1 — Seminifer tiibiller

Seminifer tubulller belirgin bazal lamina, fibroz bag dokusu kilifi ve
karmasik germinal ya da seminifer epitelden olusur. Fibréz bag dokusuna
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tunica propria denir. Seminifer ttbulller arasindaki boslugu kan damarlari,
lenfatik kanallar veya sintzoidler, makrofajlar ve androjenleri Ureten leydig
hicreleri doldurmustur (Sekil 2.2) ( Junqueira & Carneiro, 2009).

2.3.2.2 - Sertoli (destek) hiicreleri

Sertoli hicreleri bazal laminadan seminifer tubtl limenine dogru
uzanan prizmatik htcrelerdir. Hulcrelerin tabanlari bazal lamina Uzerine,
apikal uglari ise seminifer tibulin limenine uzanir. Tdbdller arasi bosluk ile
seminifer tibul [imeni arasinda képri gdrevi yaparlar (Kaya, 2014).

Sertoli hucresinin  heterokromatin kitleleri ile iligkili genis bir
cekirdekgigi oldugu icin c¢ekirdegi olukludur. Sitoplazmasinda grandlli
endoplazmik retikulum ve grantlstiz endoplazmik retikulum, lizozomlar,
mitokondriler, lipid damlaciklari, Golgi kompleksi ve zengin hicre iskeleti
bulunur. Bazolateral bélgelerinden komsu Sertoli hiicreleri ile siki baglantilari
olustururlar (Junqueira & Carneiro, 2009; Demir, 2006).

Spermatogenik huicreleri desteklemek, korumak ve beslemek, sperm
hicrelerini immunolojik saldiridan korumak, seminifer tibulde
Spermatojenez igin gerekli olan testosteronunun yodunlasmasini saglayan
androjen bagdlayici proteini (ABP) salgilamak, testosteronu Ostradiol haline
cevirmek, 6n hipofizden FSH sentez ve salinmasini dizenleyen inhibin adli
peptidi ve aktivini salgilamak sertoli hicrelerinin islevleri arasindadir (Gartner
& Hiatt, 2006).

2.3.2.3 - Interstisyel alan

Interstisyum olarak adlandirilan tibiller arasindaki bag dokusu testis
katlesinin %25-30’unu olusturur. Burada cesitli hicreler (leydig hicresi,
fibroblast, makrofaj, mast hcresi, lenfosit), kilcal kan ve lenf damarlari ile
sinirler bulunur. Interstisyel alan androjen Uretimi acisindan 6énemidir
(Junqueira & Carneiro, 2009).

Testosteron hormonu leyding hicreleri tarafindan Uretilir ve salgilanir.
Ikincil cinsiyet karakterlerinin gelismesinden de leyding hiicreleri sorumludur.
Bu htcreler testosteron hormonu (testosteronun %?95’i leyding hticrelerinde
Uretir, geri kalan %05’i surrenal kortekste Uretilir) Gzerinden Spermatojenezi
devam ettirir. Leyding hicreleri tek tek veya gruplar halinde kilcal kan
damarlarina komsudurlar. Leydig hucreleri mezenkim kaynakli stromadan
gelisen, iyi damarlanma gdsteren bir i¢ salgl bezi meydana getirir. Testiste ig
salgl islevi bu hicreler tarafindan yuritilmektedir. Leydig hicreleri dogum
sonrasl birkac hafta disinda, cocuk testisinde 10 yasina kadar bulunmaz.
Ergenlik déneminde ise belirgin bir sekilde artar (Kaya, 2014).
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Spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma hareketlerinden sorumlu
hicrelere miyoid hicreler denir. Bu hicreler spermleri duktus epididimise
ulastirir ve epididimisi gectikten sonra spermler hareket etme 6zelliklerini
kazanirlar (Demir, 2006).

Gonadal Hormonlar

Hipotalamustan salgilanan GnRH, 6n hipofiz gonadotropinlerinden LH
ve FSH salgilanmasini dizenler. Ayni zamanda in vitro yapilan calismalar
GnRH olmaksizin dizensiz ve disuk miktarda salgillanan LH'nin, GnRH
uyarilmasi ile dizenli ve yiksek miktarda salgilandigini gostermektedir. LH
ve FSH dreme sisteminde o6nemli rolleri olan hormonlardir. Glikoprotein
yapisinda olan LH, alfa ve beta olmak Uzere iki alt birimden olusur. LH, hedef
hlicresi olan leyding hlcrelerinden testosteron salgilanmasini uyarir. FSH da
LH gibi glikoprotein yapidadir ve iki alt birimden olusur. FSH'nin gbrevi ise
seertoli hlcreleri ve Spermatojenezi uyarmaktir. GnRH seviyesindeki kuguk
degisimlere LH eslik ederken FSH o kadar hassas olarak islik etmez. Bundan
dolayida GnRH uyarilmasina FSH LH’dan daha geg cevap verir.

Spermatojenez de endokrin faktorlerin etkisi édnemlidir. FSH ve LH
testikller hucreler Uzerinden Spermatojenezi etkiler. LH leyding hucreleri
Uzerine etki ederek testosteron yapimini stimile eder. FSH ise sertoli
hlicrelerini etkileyerek adenilat siklaz yapimini stimile eder ve sonucta siklik
adenozin monofosfat (cAMP)'nin artisina yol acarak androjen baglayici
proteinin sentez ve salgilanmasini saglar (Sekil 2.5). Bu protein testosteronu
baglayarak seminifer tubdllerin limenine tasir. Spermatojenez, dstrojen ve
progesteronlarla inhibe edilirken, testosteron ile uyarilir. Spermatozoonlar
epididimise, sertoli hicreleri ve rete testis tarafindan Uuretilen steroidler,
proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis androjen badlayici proteinler
iceren testikiler sivi icinde tasinirlar (Junqueira & Carneiro, 2009).
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Sekil 2.6 Gonadal hormonlar

2.4 - E Vitamini

Vitaminler vicutta sentezlenemeyen ve organizmanin canlihgini
strdirmesi icin gerekli olan, besinler ile alinan maddelerdir. Yagda ¢6ziinen
bir vitamin olan E vitamini, vitaminler arasinda 6nemli bir yere sahiptir. E
vitamini vicutta birincil olarak yag dokusunda depolanmakta, buna ek olarak
karaciger, kalp, testis ve uterus gibi organlarda da bulunmaktadir.

1925 vyilinda EVANS ve BISHOP adindaki bilim insanlarn farelerin
Uremeleri icin bir maddeden bahsetmislerdir. Bu madde D vitamininden sonra
bulundugu icin alfabetik siraya gore E vitamini olarak isimlendirilmistir. 1936
yiinda ise EVANS ve arkadasglari bu maddeye “tocopherol” ismini
vermislerdir. Laboratuvar calismalar sirasinda E vitamini ile beslenmeyen
farelerin dogum oranlarinin distigu gordlmiastir. Buradan yola cikarak
tocopherol ismi yunanca tocos (dogum) ve pherin (ortaya cikarmak)
s6zcuklerinden turetilmistir ( Machlin, 1991).

Daha sonraki calismalar ile E vitamininin sadece lreme degil ayni
zamanda organizmanin devamliigi ve hicresel boyuttaki hasarlarin
onarilmasi gibi pek cok konuda énemli bir madde oldugu ortaya konulmustur.

E vitamini diger ismiyle tokoferoller bir grup maddeye verilen ortak

isimdir. Bu maddeler kroman halkasina bagh hidrokarbondan olusurlar. Bu
kroman halkasindaki benzen lzerinde proton veya metil gruplarinin farkl
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olmasina gore -alfa-, -beta-, -gama-, -delta- olarak isimlendirilirler (Sekil

2.3).
O 1 L ff\?ﬂw\

Tokol

v tokoferol A tokoferol

Sekil 2.7 Tokoferoller

Tokoferollerin en blyuk 6zelligi optikce aktif olmalaridir. Optikge aktiflik
polarize 1sigin dizlemde saga veya sola cgevrilmesini belirtir. Kroman
halkasindaki proton ve metil gruplarinin sayisina gdre aktiviteleri
degismektedir. En ylksek aktiviteye sahip tokoferol (yesi alfa-tokoferoldir
ve vicut tarafindan da yuksek miktarda absorbe edilmektedir (Friedrich,
1987).

E vitamini bitkisel ve hayvansal kaynakl o6zellikle fazla miktarda yag
iceren besinlerde bulunur. Soya fasulyesi, aycicedi cekirdegi, yerfistigi,
badem gibi besinler en zengin E vitamini kaynaklaridir (Tablo 2.6) (Balci,
1995).

Tablo 2.6 Besin kaynaklarinda E vitamini miktar

Besin u-tokoferol Besin a-tokoferol Bestii u-tokoferol
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
Zeytinyagi 12.0 Margarin 10.2 Domates 0.9
Aycicegi yagi 55.8 Tahil 45.0 Havue 0.6
Findik 26.0 Fasulye 9.0 Kec1 0.1
stit
Yerfistiga 9.0 Maisir 2.0

2.4.1 —-E vitamini ve serbest radikaller

Yagh bitkiler E vitamini bakimindan zengindir ve buradaki E vitamininin
asll gorevi bitkilerdeki yaglari oksidatif hasardan korumaktir. E vitamininin bu
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ozelligi insan vicudu icin duslUnidldiginde, yadda c¢oziinen bir vitamin
olmasindan dolay! incebadirsak tarafindan kolayca absorbe edilerek tim
dokulara kolayca tasinir. Burada E vitamini hlcrelerin ¢evresinde koruyucu
bir tabaka olusturur. Saglikhi bir hiicrede hicre zari hlicreye girip cikan
maddeler icin bir denetim noktasidir. Hlcre zarinda meydana gelebilecek
hasar hlcreye zararhh maddelerin girisinden hlicre 6limune kadar pek cok
sonug ortaya cikarabilir. E vitamini yadgda c¢6zinen bir vitamin oldugu igin
hicre zarinda bulunan biyomolekdllerin arasina girerek koruyucu bir katman
olusturur. Sanayi atiklari, ozon tabakasinin hasar gérmesi sonucu artan Ultra
viyole (UV) isinlari, hava kirliligi ve sigara dumani hlicre zarinda meydana
gelen oksidatif hasarlarin temel nedenlerinden bazilaridir. Bu etkenler
sonucunda olusan serbest radikallere bagh hasarlar ileri seviye sonuglar
ortaya cgikarabilir (Balci, 1995).

Antioksidan olan E vitamini, hicre zarinda bulunan ve radikallerin ana
hedefi olan doymamis yag asitlerini koruyarak oksidatif hasarin éniine gecer.
E vitamini bunlara ek olarak yapisinda SH- gruplar iceren enzimleri ve A
vitamini gibi oksidasyona hassas maddeleri de korumaktadir. E vitamininin
hicre zarini korumanin vyani sira hlcre zarini stabilize ederek zar
gecirgenliginde de 6nemli bir role sahiptir.

2.4.2 - Antioksidan bir madde “E vitamini”

Oksijen canli yasaminda olmazsa olmaz bir yere sahiptir ve canl
organizmalarinda yer aldigi gibi vicut fonksiyonlarinin gerceklesmesinde de
onemli bir maddedir. Oksijen azliginda canh 6limle karsi karsiya kaldigi gibi
ylksek doz oksijen varligi da canhlik igin zararhdir. Clinkl organizmada
bulunan reaktif serbest radikallerin ¢cogunlugu oksijen kaynakhdir. Bunlara
ornek 0,7, 0,27, OH"™ verilebilir.

E vitamini yagda c¢oziinen bir antioksidandir. E vitaminin dogadaki
gorevi bulundugu yagh bitkilerin dis etkenlere karsi bozulmasini
engellemektir. Ayni sekilde vicutta da hicre zarinin yapisinda bulunan
lipitleri veya lipit iceren molekulleri koruyarak reaktif serbest radikallerden
hiicreyi korumada gorevlidir. UV, radyasyon gibi etkilerle olusan serbest lipit
radikalleri oksijenle reaksiyona girmesi sonucu reaktif lipitperoksit olusur.
Olusan reaktif lipitperoksit radikali zincirleme reaksiyonla lipit ve
lipoproteinleri hasara ugratir. E vitamini reaktif lipitperoksitle reaksiyona
girerek daha stabil ve lipitlerle reaksiyona girmeyen tokoferol radikalleri ve
lipit hidroperoksiti olusturur. Olusan tokoferol radikalleri yapisindan dolayi
reaktivitesi az oldugu icin zincirleme reaksiyon durdurulmus olur. Bu
tokoferol radikali de ortamda bulunan C vitamini veya GSH-Px enzimi ile
reaksiyona girerek rejenere olur. Burada olusan C vitamini veya glutatyon
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peroksidaz radikali de NADPH sistemi ile rejenere olur (Sekil 2.4) (Balc,
1995).

G55H

: -toc- . . NADPH+H"
LOO alfa-toc-OH Vitamin C-
LH If O GSH
LOOH alta-toc-u- 4
Vitamin C NADP
LH :Lipit Molekili GSH :Glutatyon
LOOH :Lipit Hidroperoksit GSSH :0Okside Glutatyon
LOO- :Lipit Peroksit Radikali  Vitamin C- :Cvitamini radikali
alfa-toc-OH :Alfa-Tokoferol NADPH+H" :Redlkte nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat
Alfa-toc-O- :Alfa tokoferol Radikali NADP™* :Nikotinamid adenin

dinukleotid fosfat

Sekil 2.8 Antioksidanlarin etkilesimleri

E, C ve beta karoten (provitamin A) antioksidan 6zellige sahip olan
vitaminlerdendir. C vitamini, E vitamininin antioksidan 6zelligini arttirici
Ozellik gosterebilir (Schmidt, 1992; Niki, Noguchi, Tsuchihashi & Gotoh,
1995).

Sigaranin ve sigara dumanin da bulunan zararlh bilesenlerin insan
sagligini (aktif-pasif igici) olumsuz etkiledigi bilinen bir gergektir. Sigaranin
yani sira endustri ve enerji santralleri baca gazlar, ¢dplerin yanmasindan
dogan gazlar, egzoz gazlari ve evlerde kullanilan kémiurlerden kaynakli gazlar
her gecen gln havay! daha fazla kirletmektedir. Bu gazlarin icerdigi zararh
maddeleri; kikurtdioksit, karbondioksit, karbonmonoksit, kuvvetli
oksidasyon karaktere sahip ozon ve azot oksit iceren sis olarak sayabiliriz
(Balci, 1995).

2.5 — Nitrik Oksit

Furchgott ve Zawadzki, endotel hlicrelerinden asetil kolin araciligiyla bir
maddenin salindigini ve bu maddenin diz kas hicrelerine gecerek
vazodilatasyonda etkili oldugunu 1980 yilinda aciklamislardir. Ilk basta bu
madde icin endotel kaynakl gevsetici faktér (EDRF) adini vermiglerse de
Furchgott 1987 yilinda yaptigi calisma ile bu maddenin NO olabilecegini 6ne
surmustdr. Palmer vd. ile Ignarro vd. tarafindan ayni yil yapilan calismalarda

20



ise bu maddenin NO oldugu kanitlanmistir (Gliray, Samanci, Ovali & Dagoglu,
1997; Altug, Demirylurek & Kanzik, 1998).

EDRF olarak bilinen maddenin aslinda NO oldugunun kanitlanmasiyla
birlikte bu konu Uzerinde ki calismalar da hiz kazanmistir. Fizyolojik ve
patofizyolojik olarak arastiriimasi ve elde edilen zengin bilgiler 1siginda NO
1992’de yilin molekiili secilmistir (Aladag, Turkdz & Ozerol, 2000).

Atmosfer gazlarindan biri olarak NO, soludugumuz havanin yani sira
egzoz gazinda, kirli havalarda ve sigara dumaninda da yodgun bir sekilde
bulunmaktadir. Canli vicudunda endojen ve ekzojen kaynakli uyarilarla
salgilanan NO 6nemli bir yere sahiptir. NO salgilanmasini uyaran etkenler
arasinda asetilkolin, Adenozin Difosfat (ADP), Adenozin Trifosfat (ATP),
anjiotensin II, noradrenalin, arasidonik asit, histamin, bradikinin, serotonin,
endotelin, trombin, vazopressin sayilabilir. NO’in yari d6mrinun kisa olmasi
ve saniyeler icinde inaktive olmasindan dolayl etkisi lokalizedir. Bu
etkilerinden bazilari vasodilatatér, venodilatatér, antiagregan, hucre
koruyucu, ndérotransmitter, ndéromodulatér, immin modllatér olarak
sayilabilir (Glirdal & Ademoglu, 2005; Onat, Emerk & S6zmen, 2002).

NO, hemen hemen her organ igin fonksiyonel ve metabolik slreclerin
onemli bir biyolojik bagslaticisidir. Bu gaz halindeki NO hicre igi Siklik
Guanozin Monofosfat (cGMP) dlzeylerini ve cGMP-bagimli protein kinazi
arttiran guanilat siklaz (GC)'I aktive ederek endotel fonksiyonu,
nérotransmisyonu, badisikligi ve hlcre oOlimind modile eder. NO ve
cGMP'nin ylukselmesi birgok patofizyolojik strecle iliskilendirilmistir (Lerner,
2015).

Lipofilik 6zellikteki NO, oksijensiz ortamda stabildir. DisUk derisimlerde
oksijenli ortamlarda bile stabilitesini koruyabilmektedir. Onemli fizyolojik
streglerde etkili olan NO’in duistk derisimleri toksik 6zellik géstermezken,
gereginden fazla olmasi sonucu, NO vicut icin pozitif etki olmaktan cikip
istenmeyen hasarlarin dogmasina neden olmaktadir (Glray, Samanci, Ovali
& Dagoglu, 1997; Cekmen, Turgut, Turkoz, Aygin & Gozikara, 2001).

Dokudaki yart émri 10-60 saniye olan NO olustuktan sonra oksijenle
birleserek, redoks reaksiyonlar ile c¢esitli nitrojen oksitleri olustururlar
(Tuncgtan & Abacioglu, 1998).

2NO + O, ——» 2NO,

2NO + 2NO; ——» 2N,03
2 NoOs3 + 2H,O— 4NO>™ + 4H*
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NO fizyolojik kosullarda anyonik Urlnleri olan nitrite ve nitrata okside olur
(Tunctan & Abacioglu, 1998).

NO + 20, —» NO»
2N02 > N204
NO + NO,—>»N>03
N,O3 + H,O —— 2NO,™ + 2H*
N,O4 + HbLO —» NO2;™ + NO3™ + 2H*

2.5.1 - NO sentezi

Dlz kas, endotel hicresi ve bircok memeli hiicresinde NO sentezi, L-
Arginin aminoasidindeki guanido nitrojeninin nitrik oksit sentaz enziminin
katalizorliginde oksitlenmesi sonucu gercgeklesir (Atallk & Dogan, 1997). Bu
sentez de molekiler oksijen ile kofaktor olarak, redikte NADPH, flavin adenin
dindkleotid (FAD), flavin mononikleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin
(BH4)'e gereksinim vardir (Sekil 2.5) ( Muriel, 2000; Raccah, Fabreguettes,
Azulay & Vague, 1996; Aladag vd., 2000).

OH
HN NADPH 1/2 NADPH HoN
>7NH
>\‘*~\IH2 O3 Oz O

N

K\/ z k z + N=O
e H>N H>N
2 o NADP* (@) 1/2 I\AL)P+

H,O 9
HO 2 HO H,C

L-Arginin Nw-Hidroksi-L-Arginin L-Sitrulin Nitrik Oksit
Sekil 2.9 Nitrik oksit sentezi

Substrat olarak Arginin kullanan enzimlerin basinda nitrik oksit sentaz
gelmektedir. Bunun yani sira arginaz, arginin:glisin aminotransferaz, arginin
dekarboksilaz, arginin deiminaz gibi enzimler de substrat olarak arginin
kullanmaktadir (Utagawa, 2004).

Nitrik oksit sentaz;
Arginin + O —— sitrulin + NO

Arginaz; )
Arginin —__ Ornitin + Ure
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Arginin:Glisin aminotransferaz;
Arginin + Glisin ——— > Ornitin + Guanidinoasetat

Arginin dekarboksilaz;
Arginin ——» Agmatin + CO»

Arginin deiminaz;
Arginin ——— > Sitrulin + NH4*

2.5.2 - Nitrik oksit sentaz (NOS)

NO olusum tepkimesini katalizleyen NOS’In (¢ izoformu vardir. Bunlar;
indiklenebilir NOS (iNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve néronal NOS
(nNOS)'dir. Literatirde eNOS ve nNOS’a beraber yapisal NOS (cNOS) da
denilmektedir. Kalsiyuma badimli olan eNOS ve nNOS az miktarda
sentezlenirken, makrofajlar, miyositler, diiz kas hicreleri ve hepatositlerde
bulunan iNOS belirli sitokinlerin uyarisiyla NO Uretmektedir (Tablo 2.7) (
Girdal & Ademoglu, 2005; Onat vd., 2002).

NOS izoenzimleri ayni substrati katalize ederler, prostetik gruplar ve
koenzimleri bakimindan ortak 06zellik go6sterirler. cNOS’un aktivitesi
kalsiyum/kalmodulin (Ca2*/CAM) bagdimhdir. Kalmodulin iNOS izoformunun
bir alt birimi oldugundan enzimin aktivitesi Ca2*“ya bagimli degildir (Kiling &
Kiling, 2003).

Tablo 2.7 NOS izoformlari arasindaki farklar

Ozellik Yapisal NOS Indiiklenebilir NOS

Makrofaj, kuffer
Endotel, néron hicresi, monosit,
damar diz kasi

Bulunduklari
hlcreler

Salgilanma miktari | Az miktarda (pmol) | Cok miktarda (nmol)

. Kisa sureli .
Salgilanma suresi Uzun sdreli salgilanir.
salgilanir.
. Kalsiyuma Kalsiyumdan
Aktivasyonu bagimhdir. bagimsizdir.

Yapisal NOS izoformlarinin dimer semasina baktigimizda her bir altbirim
BH4 ve oksijenaz alaninin aktif yerine yakin bir sekilde hem igerir. Rediktaz
boélgesi, NADPH badglanma sahasinin yani sira iki elektron aktarim
kofaktorlerini (FAD ve FMN) barindirir. Araylze bagh olan ¢inko
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dimerizasyona aracilik eder. Calmodulin (CAM) baglari aktiviteyi diizenler
(Sekil 2.6). Yapisal NOS izoformlarnn Ca2*/CAM badimh olduklarindan
intrasesller CaZ2* dizeyini yukselten agonistlerle aktive olurlar. CaZ2*'nin
ylkselmesi calmodulinin NOS’a badglanmasini uyarir ve NO sentezlenir
(Lerner, 2015; Atallk & Dogan, 1997).

Reduktaz bdlgesi Oksijenaz bdlgesi

Sekil 2.10 Yapisal NOS dimer semasi

iINOS izoformu ise endotoksin ve sitokinlerle indliklenerek kisa sirede
ylksek miktarda NO lreten Ca2*dan bagimsiz bir sistemdir. L-Argininden NO
olusumu L-NAME (Sekil 2.7) gibi L-Arginin turevi bilesiklerle kompetitif olarak
inhibe edilir (Atallk & Dogan, 1997).

H
N
|
H )\ COOCH
\I|\J IT/\/\( 3
NO, H NH,
Sekil 2.11 N-nitro-L-arginin-metil ester (L-NAME)

2.5.3 — Nitrik oksit sentaz ve L-NAME

L-Argininden NO olusum reaksiyonu Uzerinde c¢alismalar devam
ederken L-Arginin anologlarinin bu reaksiyonu inhibe ettigi gérilmistir. Ik
NOS inhibitorii ise N-monometil-L-arjinindir (L-NMMA veya didger adiyla
LNMA; N-metil-L-arjinin). L-Argininin yapisina c¢esitli gruplar eklenerek
degisik NOS inhibitorleri gelistirilmistir. Bunlarin basta gelenleri N-amino-L-
arjinin (LNAA), L-NAME ve N-iminoetil-I-ornitin (L-NIO) sayilmaktadir. Bu
analoglarindan L-NIO sadece yapisal izoformlara etki ederken (eNOS, nNOS),
L-NNA, L-NA, L-NMMA ve L-NAME tum izoformlara etki etmektedir. L-NIO en
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guglt inhibisyon etkisine sahiptir ve bu geri dénlsimsuzdir (Moncada,
Palmer & Higgs, 1991; Kdse, 2006).

2.5.4 — Nitrik oksitin etki mekanizmasi

Yapisal NOS izoformlar fizyolojik ortamda genellikle endojen ve
ekzojen etkilere maruz kalmadan NO sentezinden sorumludur. Yapisal
izoformlar ile Uretilen NO, demir-sulfir merkezleri iceren enzimlerle, hem
grubu iceren miyoglobin, hemoglobin ve siklik guanilat siklaz (sGC) enziminin
hem prostetik grubuyla etkilesebilir. Hedef hicreye difizyonla ulasan NO,
sGC enziminin hem prostetik grubuna baglanarak aktivite gostermektedir.
Aktive olan enzim ile cGMP Uretimi artar bdylece NO araciligiyla hedef
hicredeki mekanizmalar harekete gecirilmis olur. cGMP dilzeyinin artisi ile
genellikle hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu diiser ve cGMP bagimli protein
kinazlar aktive olur. Bu sayede dliz kaslarin gevsemesi, trombosit tutunmasi
ve kimelesmesi, polimorf cekirdekli 16kosit kemotaksisini durdurucu etkiler
olusur. Fosfodiester araciligiyla cGMP, guanozin monofosfat (GMP)’a donislr
ve inaktif olur (Bruhwyler, Chleide, Liégeois & Carreer, 1994; Moncada vd.,
1991; Cooke & Dzau, 1997).

Patolojik durumlarda ise NO sentezinden iNOS izoformu goérevlidir. Ayni
NO sentezlenmesine ragmen sentez siresi ve miktar farkliik gosterir.
Burada sentezlenen NO, solunum zincirinde ve ntkleik asit zincirinde gdrev
alan bazi enzimleri inhibe ederek hicrelerin 6limune neden olur. Patolojik
durumlarda NO hem demirine baglanma (Oksido rediktazlarin, (NADP)
ubikinonun, sitksinat ubikinonun inhibisyonu), demir-silftir merkezine
baglanma (cisakonitaz, ribonikleotid rediktaz inhibisyonu), ADP
ribozilasyonunun inhibisyonu yapma ve radikallere baglanma (siperoksit
radikale badlanip peroksinitrit radikali olusturma) seklindeki bazi
inhibisyonlarda etkilidir (Cooke & Dzau, 1997).

NO sentezinin arttigi durumlarda sentezi azaltmak yasamsal olaylar
acisindan 6nem arz eder. NO miktarinin azaltilmasi L-arjinin analoglarinin (L-
NAME, NARG, L-NMMA) substrat taklit edici 6zellik gostermesi ile saglanir ve
NO sentezini kompetatif inhibisyonla engellenir (Glirdal & Ademodglu, 2005;
Cooke & Dzau, 1997).
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3- GEREC VE YONTEMLER
3.1 - Gereg
3.1.1 - Deney hayvanlari

Deneyde kullanilan hayvanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden
(TICAM) temin edildi. Deney hayvanlari deney slresince 12;12 aydinhk/
karanlik 1siklandirmasi olan, i1si (22+£2°C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak
ayarlanmis odalarda barindirildi. Deney slrecinde tim sicanlar polikarbonat
seffaf kafeslerde standart sican yemi ve gesme suyu ile beslendi. Deneysel
asamada 250-300 gram agdirliginda 45 adet Wistar cinsi, erkek albino sigan
kullanildi. Calisma igin gerekli etik kurul raporu ESOGU Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (HADYEK)'ndan alindi.

3.1.2 - Doz ve deney gruplan
Sigara dumaninin uygulanmasi

Deneyimizde sigara dumani inhalasyon yoluyla hayvanlara deney
stresince uygulandi. Sigara dumani, 20x15x10 cm ebatindaki kafeste
olusturulduktan sonra saatte 500 Litre hava pompalayan bir motor ile
sicanlarin bulundugu bdélmeye bir boru vasitasiyla aktarildi. Ilgili ydnetmelikte
200-300 gr arasi sicanlar icin minimum barinma kafesi ebatina istinaden
deneyde kullanilacak olan kafes ebati 60x40x20 cm olacak sekilde belirlendi.
Kafesler kendi icinde dort bolmeye ayrildi. Her uygulamada sigara dumaninin
aktarildigi kafese 4 sican konuldu. Duman kafesine yandan, sican kafesine
Ustten havalandirma delikleri acildi. Sigcanlara igirilecek sigara olarak
Marlboro Red (Philip Morris) seqildi. Zifir: 10mg, nikotin:0.8mg, CO:10mg vs.
olmasi ve Diinya Saglik Orgitinin (WHO) 2012 raporunda en fazla tiketilen
sigara olmasi sebebiyle bu sigara tercih edilmistir (Bilir, Ozcebe, Ergiider &
Mauer-Stender, 2012). Sigara dumani olusturulurken aktif ve pasif igiciler
gbz Onune alinarak katran ve gaz fazindaki bilesiklere tam maruziyet
olusmasi agisindan sigaralarin filitreleri gikarilmistir.

L-NAME'nin uygulanmasi
Deneyimizde L-NAME (Sigma) 50 mg/kg/BW dozda %0.9 izotonik

NaCl'de coézullerek intraperitonal (i.p.) olarak alti hafta boyunca her gln
enjekte edildi (Yargicoglu vd., 2004).
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Vitamin E uygulanmasi

Deneyimizde E Vitamini (Sigma) 200 mg/kg/BW dozda zeytinyadi
icinde cozullerek i.p. olarak alti hafta boyunca her gin enjekte edildi (Kaya,

2014).

Deney gruplari tablo 3.1 ‘deki sekilde olusturuldu.

Tablo 3.1 Deney gruplari

Grup - Hayvan
Gruplar isimleri Yapilan Islemler Sayisi
Grup 1 Ko(r;(t)rol Uzerinde herhangi bir islem yapiimadi. 9
Sigara Bir sigan icin iki kalem sigara olacak sekilde
Grup 2 Dumani yarim saatlik iki periyot halinde sigara 9
(S) dumanina maruz birakildi.
. Bir sigan icin iki kalem sigara olacak sekilde
Sigara o : ) :
yarim saatlik iki periyot halinde sigara
Dumani + .
Grup 3 E Vitamini dumanina maruz birakildi ve i.p. olarak 200 9
mg/kg/BW E vitamini (a-tokoferol) enjekte
(S-E) N
edildi.
Sigara Bir sican igin iki kalem sigara olacak sekilde
Grup 4 Dumani + yarim saatlik iki periyot halinde sigara 9
P L-NAME dumanina maruz birakildi ve i.p. olarak 50
(S-L) mg/kg/BW L-NAME enjekte edildi.
Sigara Bir sican igin iki kalem sigara olacak sekilde
Dumani + yarim saatlik iki periyot halinde sigara
Grup 5 | E Vitamini | dumanina maruz birakildi ve i.p. olarak 200 9
+ L-NAME mg/kg/BW E vitamini (a-tokoferol) ve 50
(S-E-L) mg/kg/BW L-NAME enjekte edildi.
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3.1.3 - Deney hayvanlarindan oérneklerin alinmasi

Deney planina goére yapilan son enjeksiyondan 24 saat sonra sicanlar
anestezi maddeleriyle (ketamin ve ksilazin) uyutuldu ve ekssanguinasyon
(kanatma veya yliksek miktarda kan alma) ydntemiyle sakrifiye edildi.
Sicanlarin testisleri cerrahi yontemlerle alindi. Alinan testis dokusu soguk
serumda (%9 NaCl) perfluze edildi; testisin birisi biyokimyasal parametrelerin
Olcilmesinde (CAT, MDA, MPO, NO, GSH) kullanilirken, diger testis dokusu
histolojik incelemelerde kullanildi. Histoloojik inceleme igin alinan testis
ornekleri deney hayvanlarindan alinir alinmaz otoliz olmamasi icin daha
6nceden hazirlanmis Bouin fiksatifi igine alindi. Hayvanlardan kardiyak yolla
alinan kan 6rnekleri etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)'li tiplere konuldu
ve 1200xg’de 10 dk santrifij edildi. Serumda FSH, LH ve testosteron hormon
dizeyleri 6lguldu.

3.1.4 - Kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar
Kimyasal maddeler

CuSO04 (Sigma)

ZnS04 (Merck)

NaOH (Merck)

H2S04 (Merck)

KNOs3 (Merck)

NazB407 (Merck)

Glisin (Merck)

Sulfanilamid (Alfa easer)

Naftiletilendiamin (Sigma)

Kadmiyum granulleri (Fluka)

Na-K Tartarat (Sigma)

SDS (Sodyum Dodesil Sulfat) (Merck)

TBA (Thiobarbutirik asit) (Sigma)

Asetik Asit (Merck)

KCI (Merck)

Tris (Sigma)

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)
HCI (Sigma)

H,0> (Merck)

K2HPO4 (Merck)

KH2PO4 (Merck)

HETAP (Hekzadesiltrimetilamonyum bromid) (Sigma)
TMB (3,3’-5,5'-tetrametilbenzidin) (Sigma)
Metafosforik asit (Merck)

NaCl (Merck)

VVVVVVVVVVVVVVVYVVVVVVVYVYYVYY
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3.2

Trisodyum sitrat (Merck)

5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma)

Na;HPO4 (Merck)

Glutatyon (Sigma)

E Vitamini (a-tokoferol)(Sigma)

L-NAME (N-nitro-L-arjinin-metil ester) (Sigma)

T (Testosterone) ELISA Kit (Elabscience)

Rat FSH (Follicle Stimulating Hormone) ELISA Kit (Elabscience)
Rat LH (Luteinizing Hormone) ELISA Kit (Elabscience)

Cihazlar

Hassas terazi (Sartorius BP121S)

pH Metre (HANNA pH211)

Vorteks (WiseMix VM-10, WISD)

Derin Dondurucu -80°C (Thermo, ULT 1386-5-V40)

Su banyosu (Nuve BM402)

Santriftij (NGve NF800)

Sogutmali santrifiij (Jouan MR22)

Spektrofotometre (Shimadzu, UV-1601)

Shaker (WiseMax)

Manyetik Karistirici (Labinco Hotplate Magnetic Stirrer)
Homojenizatdr (Janke & Kunkel, Ultra-Turrax T25)
Mikropleyt okuyucu (PerkinElmer2030 Multilabel reader, Victor X3)
Mikropleyt yikayicl (BioTek ELx50)

Plastik ve cam tupler

Buzdolabi

Otomatik pipetler

Enjektorler

Operasyon takimi

- Yontemler
3.2.1 - Serum testosteron, FSH ve LH diizeylerinin dl¢ciimii

3.2.1.1 Testosteron diizeyinin dlgiimii

Serumda testosteron dizeyleri 6lcgimiU (Elabscience E-EL-0072)

T(Testosteron) enzim bagli imminosorbent analizi (ELISA) Kiti kullanilarak
yapimistir. Bu ELISA kitinde ydntem olarak Yarismalh-ELISA kullanilmaktadir.
Kit icerigi tablo 3.2 de verilmistir.
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Kit icerigi

Tablo 3.2 Testosteron ELISA kit igerigi

Madde Ozellik Depolama

Micro ELISA Plate (Sokdilebilir) 8 kuyu X 12 4 °C
Referans Standart (6 tlp) 0.5 ml / tap* 4 °C
Testosteron Antikor(Ab) belirteci 1 sise / 6 ml 4 °C
HRP-etiketli Testosteron 1 sise / 6 ml 4 °C
Konsantre yikama tamponu (20X) 1 sise / 15 ml 4 °C
Substrat belirteci A 1sise/ 7 ml 4 °C
Substrat belirteci B 1sise/ 7 ml 4 °C
Durdurma solisyonu 1sise/ 7 ml 4 °C

Plaka yapistiric 5 parga

Uriin belgesi 1 kopya

Analiz sertifikasi 1 kopya

*: 0 ng/ml, 0.1 ng/ml, 0.4 ng/ml, 1.6 ng/ml, 5 ng/ml, 20 ng/ml standart konsatrasyonlarda

Olciim prosediirii

Tum belirtecler ve érnekler kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

Pipetleme yapmadan 6nce tim belirtecler usulca girdap yapilarak tamamen
karistirildi ve kdépuklenme olmasindan kacinildi. Konsantre yikama tamponu
1:20 oraninda dilte edildi.

> Pleytlerin 6nceden kaplanmis kapaklari cikarildi. Blank kuyusu ayrildi,
herhangi bir madde eklenmedi. Her bir standart kuyusuna 50 pl uygun
standartdan, diger kuyulara da 50 ul 6rnekden eklendi.

» Blank kuyusu hari¢ tim kuyulara hizh bir sekilde 50 pl HRP-etiketli
Testosterondan eklendi. Ayrica tim kuyulara 50 ul Testosteron Ab
belirteci eklendi. Testosteron Ab belirteci ile HRP-etiketli Testosteron
aynl anda eklenmelidir. 37 °C de 1 saat inklbe edildi.

» Inkiibasyon sonrasinda tim kuyular 350 pl yikama ¢ozeltisi ile {ic defa
aspire edildi.

» Substrat belirteci A ile substrat belirteci B 1:1 oraninda karistirildi.
Karisim g¢ozeltisinden 100 pl tim kuyulara eklendi. 37 °C de 15 dakika
inkibe edildi. Reaksiyon stiresi renk degisimine bagh olarak uzayabilir
veya kisalabilir ancak 30 dakikayi gegmeyecektir.

» Durdurma sollisyonundan tim kuyulara 50 pl eklendi. Hizhi bir sekilde
sarlya renk degisimi oldu.

» 450 nm dalga boyunda tim kuyularin 6lcimu yapilarak sonuclar ng/ml
cinsinden verildi.
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3.2.1.2 Folikiil Uyarici Hormon (FSH) diizeyinin olgiimii

Serumda FSH duzeyleri 6lcumu (Elabscience E-EL-R0391) Rat FSH

ELISA Kiti kullanilarak yapilmistir. Bu  ELISA  kitinde yo6ntem  olarak
Sandwich-ELISA kullanilmaktadir. Kit icerigi tablo 3.3 de verilmistir.
Kit icerigi
Tablo 3.3 FSH ELISA kit icerigi
Madde Ozellik Depolama
Micro ELISA Plate (Sokdulebilir) 8 kuyu X 12 4 °C/-20°C*
Referans Standart 2 sise 4 °C/-20°C*
Referans Standart & Numune Diltenti 1 sise 20 ml 4 °C
Konsantre Biyotinlenmis Ab Belirteci 1 sise 120 pl | 4 °C/-20°C*
Biyotinlenmis Ab Belirtec Diltenti 1 sise 10 ml 4 °C
Konsantre HRP Konjugati 1 sise 120 pl 4 °C
HRP konjugat DilUenti 1 sise 10 ml 4 °C
Konsantre Yikama Tamponu (25X) 1 sise 30 ml 4 °C
Substrat Belirteci 1 sise 10 ml 4 °C
Durdurma Sollsyonu 1 sise 10 ml 4 °C
Plaka yapistirici 5 parca
Uriin belgesi 1 kopya
Analiz sertifikasi 1 kopya
El kitabi 1 kopya

*: Kit 30 giin icinde kullanilacaksa 4 °C de, daha uzun slire saklanacaksa -20°C de
. tutulmahdir.
Olgiim prosediirii

Tam belirtegler ve o6rnekler kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi.
Analizden énce numuneler santrifij edildi. Pipetleme yapmadan 6nce tim
belirtecler usulca girdap yapilarak tamamen karistirildi ve kdépiklenme
olmasindan kaginildi. Konsantre yikama tamponu 1:25 oraninda, Konsantre
Biyotinlenmis Ab belirteci 1:100 oraninda, Konsantre HRP Konjugati 1:100
oraninda ve referans standardi farkli konsantrasyonlarda, kullanmadan 15 dk
once dille edildi.

» Blank kuyusuna Referans Standart & Numune Dillentinden, standart
kuyularina dille edilmis standartlardan ve ©6rnek kuyularina
orneklerden 100 pl eklendi. 37 °C’ de 90 dakika inkube edildi.
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Yikama islemi yapilmaksizin aspire edildikten sonra hizli bir sekilde her
bir kuyuya 100 pl Biyotinlenmis Ab belirteci calisma sollisyonundan
eklendi. 37 °C’ de 60 dakika inkube edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyular 350 ul yikama tamponu ile iic defa
aspire edildi.

Aspire isleminden sonra tim kuyulara 100 pl HRP konjugati calisma
solisyonundan eklendi ve 37 °C’ de 30 dakika inkube edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyular 350 pl yikama tamponu ile bes
defa aspire edildi.

Aspire isleminden sonra tim kuyulara 90 pl Substrat Belirtecinden
eklendi ve 37 °C’ de 15 dakika inklbe edildi.

Tum kuyulara 50 pl durdurma sollisyonundan eklendi ve hizli bir
sekilde sariya renk dedisimi oldu.

» 450 nm dalga boyunda tim kuyularin 6lgimU yapilarak sonuglar ng/ml

cinsinden verildi.

3.2.1.3 Liteinlestirici Hormon (LH) diizeyinin olgiimi

Serumda LH dlzeyleri 6lcimu (E-EL-R0391, Elabscience) Rat LH ELISA

Kiti kullanilarak yapiimistir. Bu ELISA kitinde yontem olarak Sandwich-ELISA
kullanilmaktadir. Kit icerigi tablo 3.4 de verilmistir.

Kit icerigi
Tablo 3.4 LH ELISA Kit icerigi
Madde Ozellik Depolama
Micro ELISA Plate (Soékdilebilir) 8 kuyu X 12 4 °C/-20°C*
Referans Standart 2 sise 4 °C/-20°C*
Referans Standart & Numune DilGenti 1 sise 20 ml 4 °C
Konsantre Biyotinlenmis Ab Belirteci 1 sise 120 pl 4 °C/-20°C*
Biyotinlenmis Ab Belirteg DilUenti 1 sise 10 ml 4 °C
Konsantre HRP Konjugati 1 sise 120 pl 4 °C
HRP konjugat Diltenti 1 sise 10 ml 4 °C
Konsantre Yikama Tamponu (25X) 1 sise 30 ml 4 °C
Substrat Belirteci 1 sise 10 ml 4 °C
Durdurma Sollsyonu 1 sise 10 ml 4 °C
Plaka yapistiric 5 parga
Analiz sertifikasi 1 kopya
El kitabi 1 kopya

*: Kit 30 glin iginde kullanilacaksa 4 °C de, daha uzun sire saklanacaksa -20°C de

tutulmalidir.
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Olciim prosediirii

Tam belirtecler ve ornekler kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi.
Analizden énce numuneler santrifiij edildi. Pipetleme yapmadan 6énce tim
belirtecler usulca girdap yapilarak tamamen karistirildi ve kdplklenme
olmasindan kacinildi. Konsantre yikama tamponu 1:25 oraninda, Konsantre
Biyotinlenmis Ab belirteci 1:100 oraninda, Konsantre HRP Konjugati 1:100
oraninda ve referans standardi farkli konsantrasyonlarda, kullanmadan 15 dk
Once dilde edildi.

» Blank kuyusuna Referans Standart & Numune Dilientinden, standart
kuyularina dille edilmis standartlardan ve ©6rnek kuyularina
orneklerden 100 pl eklendi. 37 °C’ de 90 dakika inkube edildi.

» Yikama islemi yapilmaksizin aspire edildikten sonra hizl bir sekilde her

bir kuyuya 100 ul Biyotinlenmis Ab belirteci galisma sollisyonundan

eklendi. 37 °C’ de 60 dakika inkube edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyular 350 ul yikama ¢dzeltisi ile tic defa

aspire edildi.

Aspire isleminden sonra tim kuyulara 100 pl HRP konjugati calisma

solisyonundan eklendi ve 37 °C’ de 30 dakika inkube edildi.

Inkiibasyon sonrasinda tiim kuyular 350 pl yikama tamponu ile bes

defa aspire edildi.

Aspire isleminden sonra tim kuyulara 90 pl Substrat Belirtecinden

eklendi ve 37 °C’ de 15 dakika inkUbe edildi.

Tum kuyulara 50 pl durdurma solisyonundan eklendi ve hizh bir

sekilde sariya renk degisimi oldu.

» 450 nm dalga boyunda tum kuyularin élcimi vyapilarak sonuglar
mIU/ml cinsinden verildi.

Y

YV WV Y VY

3.2.2 - Doku homojenatinda yapilan analizler
3.2.2.1 - Malondialdehit (MDA) diizeyinin olgiimii

Biyolojik  orneklerdeki lipit peroksidasyonunun kantitatif olarak
belirlenmesi, lipit peroksidasyon son Urinu olan MDA ile tiyobarbitlrik asit
(TBA) arasindaki renk tepkimesine dayanir (Sekil 3.1). Vicut sivilarinda veya
hiicrelerdeki lipit peroksidasyonu oksidatif stresin belirteci olarak
degerlendirilmektedir.

Doku homojenatindaki MDA dizeyi Ohkawa vd. bildirdigi yénteme gore
Olgilmustir (Ohkawa, Ohishi & Yagi, 1979).
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Sekil 3.1 TBA ile MDA arasindaki tepkime

Cozeltiler

>

Sodyum Dodesil Silfat (SDS) (%8.1): 8,1 gram SDS 100 ml
distile suda ¢oézulur.

> Asetat tamponu (%20, pH:3.5): 20 ml asetik asit 60 ml'ye
seyreltilir. pH’si konsantre NaOH ile 3,5'e ayarlandiktan sonra son
hacmi distile su ile 100 ml’'ye tamamlanir.

» KCI ¢ozeltisi (%1.15): 1,15 gram KCI 100 ml distile suda ¢oézulir.

» Tiyobarbitlrik asit (TBA) (%0.8, pH:5.5-7): 0,8 gram TBA distile
suda c¢ozulir. NaOH ile pH’si 5.5-7 arasinda ayarlandiktan sonra
son hacmi distile su ile 100 ml'ye tamamlanir (Taze
hazirlanmalidir).

Homojenizasyon

Dokulardan 0,1 gram kesit tartildi ve 1/10 oraninda KCIl ¢o6zeltisi ilave
edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C 1500xg’de 15 dk santrif(j
edildi. Sipernatant kismindan élgimler yapildi.
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Deney prosediiri

Tablo 3.5 de belirtilen ¢ozeltiler ve 6lcum yapilacak érnekler icin kapaklh
tapler hazirlandi.
Tablo 3.5 MDA 6lcimU deney proseduiru

Kor | Ornek | Standart
1.1.3.3.tetraetoksipropan Standardi - - 0.2 ml
Supernatant - 0.2 ml -
SDS 0.2ml| 0.2 ml 0.2 ml
Asetat Tamponu 1.5ml| 1.5 ml 1.5 ml
TBA 1.5ml| 1.5 ml 1.5 ml
Distile Su 0.8 ml| 0.6 ml 0.6 ml

95 °C de 60 dakika inktibasyona (pembe renk olusumu) birakilir.
Musluk suyu ile sogutulduktan sonra 1500xg’de 10 dk santrifiij
edilir.

Supernatant 532 nm dalga boyunda kdére karsl okunur.

MDA igin standardizasyon

» Stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100 nmol/ml stok lipid peroksit
standardi (1.1.3.3.tetraetoksipropan) hazirlandi.

» Stok c¢ozeltiden 1:2 oraninda seri dilisyonlar vyapildi ve
konsatrasyonlari bilinen bu standart ¢oézeltilerin absorbansi belirtilen
protokol izlenerek dlguldld (Tablo 3.5).

> Konsatrasyonlari bilinen standartlardan okunan absorbans dederleri ile
Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon grafigi cizildi (Grafik

3.1).
> Ornek konsatrasyonlari standart kalibrasyon grafigi kullanilarak
hesaplandi.

> Ayni  homojenattan protein konsatrasyonlari oélguldi ve MDA
konsatrasyonlari 6rnek total protein konsatrasyonlarina oranlandi.
Doku MDA sonuglari nmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.1 MDA standart kalibrasyon grafigi
3.2.2.2 - Glutatyon (GSH) diizeyinin olgumi

Dokuda alifatik tiyol bilesiklerinin hafif alkali ortamda 5,5’-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asid (DTNB, Elman reaktifi) ile tepkimesi sonucu tiyol basina
olusan p-nitrofenol anyonunun spektrofotometrik olarak 6lgllmesi prensibine
dayanir.

Doku homojenatindaki GSH diizeyi Beutler ve vd. bildirdigi yonteme
gbre Olcllmuistir (Srivastava & Beutler, 1968).

Cozeltiler

» Coktirme c¢ozeltisi: 1.67 gram metafosforik asit, 0.2 gram EDTA ve 30
gram NaCl bir miktar distile suda ¢6zulir. Bu ¢o6zeltiler birlestirilip son
hacim 100 ml'ye tamamlanir.

> %1 Sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1 gram trisodyum sitrat tartiip 100 ml
distile suda ¢ozullr. Belirtme reaktifinin hazirlanmasinda kullanihr.

» Sekonder sodyum fosfat c¢ozeltisi: 10.65 gram NaHPO, distile suda
¢bzulur ve son hacim 250 ml'ye tamamlanir.

» Belirtme reaktifi: 0.8 gram DTNB &6nceden hazirlanmis olan %1’lik
sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢ézllir ve son hacim 200 ml'ye tamamlanir.
(Taze hazirlanmalidir.)

» Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7.4): 3.4 gram KH2POa4 tartilir ve 250 ml
distile suda ¢ozulir. 4.35 gram K2HPO4 tartilir ve 250 ml distile suda
¢ozullir. K2HPO4 lzerine azar azar KH2PO4 eklenmesiyle pH’si 7.4'e
ayarlanir.
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Homojenizasyon

Dokulardan 0.1 gram Kkesit tartildi ve 1/10 oraninda soguk 0.1 M,
pH:7.4 fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C
1500xg’de 15 dk santriflij edildi. Stipernatant kismindan élgimler yapildi.

Deney prosediirii

Hazirlanan c¢ozeltiler ile tablo 3.6 da belirtildigi gibi 6lcim islemi yapilir.

Tablo 3.6 GSH 6lcimU deney proseduru

Kor Ornek Standart
SUpernatant - 0.5 ml -
Goktlirme Cozeltisi - 0.75 ml -

Karistirildiktan sonra 1500xg’de 15 dakika santriflij edilir. Buradaki
supernatantdan devam edilir.

Glutatyon standardi - - 0.5 ml
Supernatant - 0.5 ml -
Distile Su 0.5 ml - -
Sekonder Sodyum Fosfat 2 ml 2 ml 2 ml
DTNB 1.5 ml 1.5 ml 1.5 ml

Vorteksle iyice karistirildiktan sonra 5 dakika beklenir ve 412 nm dalga
boyunda kére karsl absorbansi okunur.

GSH icgin standardizasyon

» Stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 100 mg glutatyon 100 ml distile suda
cozuldd.

» Stok c¢ozeltiden 1:2 oraninda seri dilisyonlar vyapildi ve
konsatrasyonlari bilinen bu standart cdzeltilerin absorbansi belirtilen
protokol izlenerek dlgildld (Tablo 3.6).

> Konsatrasyonlari bilinen standartlardan okunan absorbans dederleri ile
Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon grafigi cizildi (Grafik

3.2).
» Ornek konsatrasyonlari standart Kkalibrasyon grafigi kullanilarak
hesaplandi.

> Ayni  homojenattan protein konsatrasyonlari dlgildi ve GSH
konsatrasyonlari 6rnek total protein konsatrasyonlarina oranlandi.
Doku GSH 6lciim sonuglar pmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.2 GSH standart kalibrasyon grafigi
3.2.2.3 - Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin dlgiimi

Katalaz hucre icin zararhh olan H;0,'yi su ve oksijene parcalayan bir
enzimdir. Loew tarafindan 1901 yilinda H;O,’yi pargalayan enzim olarak
dinyaya tanitilmistir (Nicholls, 2012). H,0,'nin 240 nm dalga boyundaki
absorpsiyonundaki azalmanin takip edilmesi ile ortamdaki CAT aktivitesinin
Olcilmesi esasina dayanir (Aebi, 1984).

CAT
2H, 0, ——— 3 2H,0 + O,

Testis doku homojenatindaki CAT enzim aktivitesi Aebi tarafindan
bildirilen yonteme gdére 6lctlmustlr (Aebi, 1984).

Cozeltiler

» Tris-EDTA-HCI ¢bzeltisi: 12.1 gram tris ile 0.186 gram disodyum EDTA
tartilarak 40 ml distile suda ¢oézular. 2 M'lik HCI ile pH’sI 8’e ayarlanir
ve son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

» HCI (2M): 16.6 ml HCI icinde distile su bulunan balon jojeye yavas
yavas aktarilir ve son hacmi 100 ml'ye tamamlanir.

» H202 (10 mM): 172 pl H202 distile su ile 200 ml'ye seyreltilir.

» Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7): 3.4 gram KH;PO4 tartiir ve 250 ml
distile suda ¢o6zular. 4.35 gram K;HPO4 tartilir ve 250 ml distile suda
c¢ozulur. Ky;HPO4 Uzerine azar azar KH,PO., eklenmesiyle pH'si 7'ye
ayarlanir.

38



Homojenizasyon

Testis dokularindan 0.1 gram kesit tartildi ve 1/10 oraninda soguk 0.1
M, pH:7 fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4
°C 3500xg’de 10 dk santriflj edildi. Stipernatant kismindan élcimler yapildi.

Deney prosediiri

Hazirlanan c¢ozeltiler ile tablo 3.7 de belirtildigi gibi 6lcim islemi yapilir.

Tablo 3.7 CAT enzim aktivitesi 6lcimu deney prosedlrl

Kor Ornek
Tris-EDTA-HCI 100 pl 100 pl
H202 - 1800 pl
Distile Su 1900 pl 60 pl
37 °C de 10 dk inktibasyona birakilir.
Supernatant = 40 pl

240 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca kére karsi absorbansi okunur.
(Kinetik okuma yapilir.)

» Supernatant 1/40 oraninda seyreltildikten sonra kullanilir.

> H,0,, ornek tuplerini inkibasyona koymadan hemen o6nce tiplere
konulmalidir.

> Inkiibasyon sonrasi kuvartz tipte hazir bulunan 40 pl siiparnetant
Uzerine inklbe edilen sollisyon eklenir. Kesinlikle karistirma veya
calkalama yapilmadan 6lgim yapilr.

> Ortamda H,0, azalacagindan absorbans degisiminde azalma olmahdir.

CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasi

CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda Lartillot ve vd. tarafindan

bildirilen formul kullanilmistir (Lartillot, Kedziora & Athias, 1988; Nelson &
Kiesow, 1972).

AVe.DF
etlVe
A: Enzimatik aktiviteden kaynakli absorbans degisimi

Vt: Toplam reaksiyon hacmi (pl)
DF: Dillisyon faktéru
€: H202'nin 240 nm’deki ekstinksiyon katsayisi (0.0394)(Mt.cm™)
t: Reaksiyon suresi (dk)
Ve: Ornek hacmi (ul)
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CAT spesifik aktivitesi katalaz aktivitesinin, ayni homojenattan &lgllen
ornek protein konsatrasyonuna oranlanmasiyla U/mg protein olarak
hesaplanmistir.

Katalaz aktivitesi
Protein miktar

Katalaz spesifik aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.2.4 - Nitrik Oksit (NO) diizeyinin 8lciimii

Cesitli vucut sivilarindaki ve doku homojenatlarindaki NO dizeylerinin
belirlenmesi nitrik oksit oksidasyonunun son Urinleri olan nitrit ve nitratin
dlclilmesi esasina dayanir. Orneklerdeki nitrit ve nitrat miktar iki asamali
olarak belirlenir. Oncelikle nitrat enzimatik déniisimle veya kadmiyum
granulleri ile nitrite indirgenmelidir. Asidik ortamda nitrit primer aromatik
amin olan silfanilamid ile diazotizasyona ugrar ve N-(1-naftil) etilendiamin
ile mor renkli azo bilesigi olusturur. Sekil 3.2'de gosterildigi gibi Griess
reaksiyonu olarak da bilinen bu yolla nitrit miktari hassas bir sekilde dlgtlmis
olur (Dejam, Hunter, Schechter & Gladwin, 2004). Olciim hassasiyetine
olumsuz etki yapabilecek olan proteinler igin deproteinizasyon islemi yapilir
(Cortas & Wakid, 1990).

n:.\'o:s—©—.\'n, + O
; N=0

Sulfanilamid Nitrit
+ H*
- H.O
H

o
":NO:SON—N\\ C——————> H.NOS NEN
s o - H,0

“(1- naftll) etilendiamin

H.,NO s@— =N . NH,
Renkli azo bilesigi

Sekil 3.2 Griess reaksiyonu

Testis doku homojenatindaki NO dizeyi Cortas vd. bildirdigi yonteme
gbre Olcllmuistir (Cortas & Wakid, 1990).
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Cozeltiler

» CuSO4 (5 mM): 3.12 gram CuSO04.5H,0 tartiir ve bir miktar distile
suda ¢oézulir. Son hacmi distile su ile 250 ml'ye tamamlanir.

» ZnS04 (75 mM): 5.39 gram ZnS04.7H,0 tartiir ve bir miktar distile
suda ¢6zulir. Son hacmi distile su ile 250 ml'ye tamamlanir.

» NaOH (55 mM): 0.44 gram NaOH tartilir ve bir miktar distile suda
¢Ozulur. Son hacmi 200 ml’ye distile su ile tamamlanir.

» HS04 (0.2 M): 1,647 ml derisik H,SO4 alinir ve icinde distile su
bulunan balon jojeye yavas yavas aktarilir. Son hacmi distile su ile 300
ml’ye tamamlanir.

» Glisin-NaOH tamponu (0.2 M, pH:9.7): 7.5 gram glisin tartilir ve bir
miktar distile suda ¢ozulir. 1 M NaOH ile pH’si 9.7’ye ayarlanir. Son
hacmi distile su ile 500 ml'ye tamamlanir (1 ay stabil).

» HCI (3 M): 61.588 ml derisik HCI alinir ve icinde distile su bulunan
balon jojeye yavas yavas aktarilir. Son hacmi distile su ile 250 ml'ye
tamamlanir.

» Sulfanilamid (58 mM): 2,5 gram sulfanilamid isitilmis 3 M’lik HCI iginde
¢ozulur ve son hacmi 250 ml'ye tamamlanir. (Oda isisinda bir yil stabil)

» N-(1-naftil) etilendiamin (0.77 M): 50 mg N-(1-naftil) etilendiamin
tartiir ve bir miktar distile su iginde ¢6zulir. Son hacmi distile su ile
250 ml'ye tamamlanir (0-8 °C de iki ay satbil).

» Fosfat tamponu (0.1 M, pH:7.4): 3.4 gram KH,PO4 tartiir ve 250 ml
distile suda ¢oézulir. 4.35 gram K;HPO4 tartiir ve 250 ml distile suda
cozullir. K;HPO4 Uzerine azar azar KH,PO4 eklenmesiyle pH'si 7.4'e
ayarlanir.

Homojenizasyon

Testis dokularindan 0.1 gram kesit tartildi ve 1/10 oraninda soguk 0.1
M, pH:7.4 fosfat tamponu ilave edilerek homojenize edildi. Homojenatlar +4
°C 1500xg’de 15 dk santriflj edildi. Stiparnetant kismindan élcimler yapildi.

Kadmiyum graniillerinin aktivasyonu

0.2 M H,S04 icinde tutulan kadmiyum grandlleri distile su ile (¢ defa
yikandi. 2 dakika CuSO, icinde beklettikten sonra glisin-NaOH tamponu ile 3
defa yikandi. Kadmiyum grandlleri aktive edildikten 10 dakika iginde
kullanilmasi gerekmektedir. Aksi takdirde granullerin hava ile temas stresi
arttikca reduksiyon kapasiteleri azalmaktadir.
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Deproteinizasyon

125 pl stpernatant tzerine 500 upl ZnS0O4 ve 625 pl NaOH eklendi. 10
dakika beklendikten sonra 3500xg‘de 10 dakika santrifij edildi ve bu

sUpernatant Gzerinden devam edildi.

Deney prosediiri

Hazirlanan c¢ozeltiler ile tablo 3.8 de belirtildigi gibi 6lctim islemi yapilir.

Tablo 3.8 NO dlcimuU deney proseduru

Kor Ornek

Supernatant - 250 pl
Glisin-NaOH tamponu 250 pl 250 pl
Distile Su 500 ul 500 pl
Kadmiyum grandulleri Eklenir Eklenir

90 dakika inklibasyona birakilir ve inkiibasyon

sonrasi 500 pl

alinip devam

edilir.
SlUpernatant - 500 pl
Sulfanilamid 250 pl 250 pl
N-(1-naftil) etilendiamin 250 pl 250 pl
Distile Su 125 pl 125 pl

45-60 dakika inktibasyondan sonra 545 nm dalga boyunda kdre karsi

absorbansi okunur.

NO igin standardizasyon

Stok ¢o6zeltinin  hazirlanmasi: 100 mM’ik stok NaNO; c¢ozeltisi
kullanilacagi gin hazirlandi. Cozicl olarak 10 mM Na,B40; ¢ozeltisi
kullanildi (stok halinde iken 9 ay stabil ancak dilte edildikten sonra (g
gun stabil).

Stok c¢ozeltiden 1:2 oraninda seri dilisyonlar
konsatrasyonlarda standart ¢ozeltileri elde edildi.
Standart tlplerine 625 pl NaOH, 500 pl ZnSQO4, 250 pl glisin-NaOH
tamponu eklendi. Kadmiyumsuz ortamda 250 pl sulfanilamid ve 250 pl
N-(1-naftil) etilendiamin eklendikten sonra farkli konsatrasyondaki
standart ¢ozeltilerden standart tlplerine 500 pl eklendi.
Konsatrasyonlari bilinen standartlardan 545 nm dalga boyunda okunan
absorbans dederleri ile Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon
grafigi cizildi (Grafik 3.3).

yapilarak farkl
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» Ornek konsatrasyonlari standart kalibrasyon grafigi kullanilarak
hesaplandi.

» Ayni homojenattan protein konsatrasyonlari dlglildi ve NO
konsatrasyonlari 6rnek total protein konsatrasyonlarina oranlandi.
Doku NO 6lcim sonuglari pmol/mg protein olarak verildi.
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Grafik 3.3 NO standart kalibrasyon grafigi

3.2.2.5 - Miyeloperoksidaz (MPO) enzim aktivitesinin olgciimii

Notrofillerin sitozolik grandllerinden salinan MPO dokulardaki ndétrofil
aktivasyonunun gbdstergesi  olarak  kullaniimaktadir. Fagositoz ile
mikroorganizmalarin yok edilmesinde gdrev alan MPO, CI~ ve H;0, arasindaki
reaksiyonu katalize ederek oldukca reaktif olan hipoklorik asit (HOCI)
olusturur. Olusan HOCI kuvvetli bir oksitleyicidir. MPO aktivitesinin artmasiyla
H,O, membrandan gecerek ya toksit etki yapar ya da hidroksil radikaline
dénusur (Klebanoff, 1999; Kocyigit, Erel & Gur, 2001).

MPO
H,O, + 2CIT — 2HOCI

Testis doku homojenatindaki MPO enzim aktivitesi Suzuki vd.
tarafindan bildirilen ydnteme gdre olgllmistir (Suzuki, Ota, Sasagawa,
Sakatani & Fujikura, 1983).

Cozeltiler

» Fosfat tamponu (160 mM, pH:5.4, %1 hekzadesil trimetil amonyum
bromid (HETAB)): K;HPO; ve KH3;POs'dan 160 mM’hk c¢ozeltiler
hazirlanir ve pH’si 5.4’e ayarlanir. 1 gram HETAB 100 ml 160 mM fosfat

tamponu icinde ¢ozulur.
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» Fosfat tamponu (50 mM, pH:6, 10 mM EDTA, %0.5 HETAB): K;HPO4 ve
KH,POs'dan 50 mM’lik ¢bzeltiler hazirlanir ve pH’si 6'ya ayarlanir. 100
ml fosfat tamponunda 10 mM EDTA ¢o6zeltisi hazirlanir. Son hacim 100
ml yapilmadan 0.5 gram HETAP tartilip ¢ézulir ve son hacim 100 ml'ye
tamamlanir.

» Fosfat tamponu (50 mM, pH: 7.4): K;HPO4 ve KH,POs'dan 50 mM’lik
cozeltiler hazirlanir ve pH’si 7.4’e ayarlanir.

» Tetrametilbenzidin (TMB) (16 mM) (Substrat): 0.096 gram TMB 25 ml
N-N-dimetil formamid’'de ¢ézllir (Taze hazirlanmalidir).

> H202 (%0.06): 172 pl %35'lik H202'den alinir ve 100 ml’ye seyreltilir.

Homojenizasyon

Testis dokusundan 0.1 gram kesit alindi ve 1/10 oraninda olacak
sekilde soguk fosfat tamponu (50 mM, pH:7.4) ile homojenize edildi.
Homojenattan 1 ml alinarak 4500xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Sipernatant
atildi ve pellet lizerine 1 ml fosfat tamponu (50 mM pH:6) eklendi. Yeniden
homojenize edildi.

Deney prosediirii

Hazirlanan gozeltiler ile tablo 3.9 da belirtildigi gibi 6lgim islemi yapilir.

Tablo 3.9 MPO enzim aktivitesi dlcimu deney prosediri

Kor Ornek
Fosfat Tamponu (pH:5.4) 1000 pl 1000 pl
TMB 200 pl 200 pl
Distile Su 700 pl 660 pl
Homojenat - 40 pl
37 °C de 2 dk inkiibasyona birakilir.
H202 | 100 pl | 100 pl

Kuvartz tipe alindiktan sonra 655 nm dalga boyunda 3 dakika boyunca kdre
karsi absorbans degisimi okunur.

» H202, é6lcgimden hemen énce eklenmelidir.
MPO enzim aktivitesinin hesaplanmasi

MPO enzim aktivitesinin hesaplanmasi asagidaki belirtildigi gibi yapildi
(Suzuki vd., 1983; Marquez & Dunford, 1997).
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AA X V1 X DF
e X Vu X At

U/ml =

AA= Absorbans degisimi
Vr= Klvet igerisindeki toplam hacim (ml)
DF= Dilisyon faktori
e = Ekstinksiyon katsayisi (3.9x10*)(Mt.cm™)
Vy= Homojenat hacmi (ml)
At= Reaksiyon suresi

Ayni homojenattan protein konsatrasyonlar 6lglldi ve MPO aktiviteleri
ornek protein konsatrasyonlarina oranlandi. Doku MPO aktivite sonuglari
U/mg protein olarak verildi.

3.2.2.6 - Protein diizeyinin olgiimi
Biliret yontemi: Alkali ortamda protein ve peptitlerdeki peptit bagi
azotuyla Cu2?* iyonlarinin reaksiyonu sonucu olusan mavi-mor rengin 545

nm’deki absorpsiyonunun dlgtilmesi esasina dayanir.

Testis doku homojenatindaki protein diizeyi Gornall vd. bildirdigi Biliret
yontemine gore dlclilmustir (Gornall, Bardawill & David, 1949).

Cozeltiler
Na-K Tartarat: 6 gram tartilir ve bir miktar distile suda ¢ozular.

CuSO04: 1.5 gram tartilir ve bir miktar distile suda ¢ozular.
NaOH: 30 gram tartilir ve bir miktar distile suda ¢oézullr.

Y V V

Bu Ug c¢ozelti karistirilarak Bilret reaktifi hazirlanir ve son hacim 1
litreye tamamlanir.
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Deney prosediiri

Hazirlanan cozeltiler ile tablo 3.10 da belirtildigi gibi olcim islemi

yapilr.

Tablo 3.10 Protein dlcimU deney proseduru

Kor Ornek Standart
Distile Su 50 pl - -
Bilret 1250 pl 1250 pl 1250 pl
Homojenat - 50 pl -
BSA Standarti - - 50 pl

15 dk karanlkta bekletildikten sonra 545 nm dalga boyunda koére karsi
absorbansi okunur.

Protein igin standardizasyon

» Bovin serum albumin (BSA) standartindan 20 mg/ml stok standart
cOzeltisi hazirlandi. Stok ¢dzeltiden 1:2 oraninda seri dilisyon yapilarak
farkl konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.

» Konsatrasyonlar bilinen standartlardan 545 nm dalga boyunda okunan
absorbans degerleri ile Microsoft Office Excel’de standart kalibrasyon
grafigi cizildi (Grafik 3.4).

> Testis dokusu protein konsatrasyonlari standart kalibrasyon grafigi
kullanilarak hesaplandi.

0,6

0,5 -

0,4 -

0,3 -

0,2

0,1 -

Absorbans, 545 nm

y =0,0489%x+ 0,0078
R%=0,9997

4 6
[BSA], mg/ml

10 12

Grafik 3.4 BSA standart kalibrasyon grafigi

46




3.2.3 - Testis dokularinin histolojik incelemesi

Kontrol, sigara dumani, sigara dumani+ E vitamini, sigara dumani+ L-
NAME ve sigara dumani+E vitamini+L-NAME gruplarini olusturan tim
sicanlardan histopatolojik dederlendirmeler icin testis 6rnekleri alindi. Alinan
testis drnekleri Bouin fiksatifine konuldu. Bouin fiksatifi icinde 3 glun stre ile
fiksasyonlari saglandi. Fiksasyonlari saglanan 6rnekler daha sonra yikama
yapilmadan %?70’lik alkole alindi ve doku parcalar sirasiyla kademeli olarak
%80’lik, %90'hk ve %96'ik alkol serilerinde 1’er saat bekletilerek
dehidratasyonlari  saglandi. Dehidratasyonlarinin ~ ardindan  &érnekler
seffaflandirnilmak Uzere 2 kez 20’ser dakika ksilolde bekletildi. Testis 6rnekleri
seffaflanmalarinin ardindan etiv icinde 65°C’de eritilmis parafinlere alinarak
60 dakika streyle Ug¢ ayr parafinde bekletildi. Parafinize edilen dokular ayri
ayr parafin iceren kasetlere gémulerek bloklandi ve kesit alinmaya hazir
duruma getirildi. Parafin bloklardan kesitlerin alinmasinda kullanilacak
mikrotom bicagi buzdolabinda sogutularak, mikrotom aracihgl ile her bir
ornekten 5’er mikrometre kalinhdginda doku kesitleri alindi. Kesitlerin 45°C’'de
su banyosunda acilmalan saglanarak temiz lamlar Uzerine alinmasindan
sonra etlv iginde 1 saat slire ile bekletilmeleri saglandi. Preparatlar 1’er saat
stire ile iki ayrn ksilolde tutulup deparafinizasyonlari saglandiktan sonra
boyama asamasina gecildi. Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilen-Eozin ikili
boyasi kullanildi. Hematoksilen-Eozin ikili boyasi ile boyanan ve
deparafinizasyonu yapilmis olan doku kesitleri 5’er dakika slreyle %96,
%90, %80, %70'lik alkollerde ve distile suda bekletildi. Kesitler
Hematoksilen ile 2 dakika ve Eozin ile 10 dakika boyandi. Cesme suyu ile
fazla boyasi alinan kesitler hizla alkol serilerinden gegirilip dehidratasyonlari
saglandi. Dokular iki ayrn ksilolde 30’ar dakika tutularak seffaflastirildi ve
seffaflanan dokular daha sonra entellan ile kapatilarak isik mikroskobik
dizeyde Olympus BH-2 mikroskop ile dederlendirmeleri yapilarak testis
orneklerini iceren tum preperatlarin Olympus DP-70 digital kamera ile
fotograflari gekildi.

3.2.4 - Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi,
Biyoistatistik Anabilim Dalinda yapildi. Analiz igin tek ydnlG varyans analizi
(Oneway ANOVA) testi ve gruplar arasi farklihgin karsilastiriimasi igin
POSTHOC testlerinden Tukey HSD testi kullanildi. Sonuglar £ standart sapma
olarak verildi. p<0.05 icin sonuclar istatistiksel olarak anlamh kabul edildi.
Tum veri analizleri IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
Statistics 21 paket programlari ile yapiimistir.
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4- BULGULAR

Calisma

kapsaminda

Olgilen

degerlendirilmesi tablo ve grafiklerle agiklanmistir.

4.1 - Serum Testosteron Bulgulari

parametrelerin

istatistiki

olarak

Serum Testosteron dizeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi

tablo 4.1 ve grafik 4.1 de verilmistir (ortalama £+ SD). S grubunda K grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlizeyde azalma bulundu (p<0.001). S-E
ve S-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamlh
dizeyde ylkselme goézlendi (p<0.05, p<0.01). S-E-L grubunda S grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir dedisim bulunmazken, K grubuna

kiyasla anlamliligin devam ettigi gézlendi (p<0.001).

Tablo 4.1 Serum Testosteron dlzeyleri (ng/mL)

. . Sigara + E
Grup Kontrol Sigara Slg_jara .+.E Sigara + L vitamini + L-
vitamini NAME
NAME
Veri [4.840 £ 1.057(2.270 +£ 0.806|3.610 + 0.682|3.930 £+ 0.626(2.160 £+ 0.513

Testosteron ng/mL
w

b C
4 -
a
| a
2 -
1 -
0 T T T
K S S-E S-L S-E-L

Grafik 4.1 Serum Testosteron dlzeyleri (ng/mL)

a: Kontrol grubuna goére p<0.001
b: Sigara grubuna gére p<0.05
c: Sigara grubuna goére p<0.01
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4.2 - Serum FSH Bulgulari

Serum FSH diizeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi tablo 4.2
ve grafik 4.2 de verilmistir (ortalama * SD). Yapilan istatistiksel analiz
sonrasinda gruplar arasinda anlamh dizeyde fark olmadigi bulunmustur.

Tablo 4.2 Serum FSH duzeyleri (ng/mL)

. . Sigara + E
Grup Kontrol Sigara S\Ilsi,:ar;iziE S'g:;idz L vitamini + L-
NAME
Veri |1.900 +£ 1.293|1.503 + 0.628|1.671 + 0.885|1.830 + 1.583|1.085 + 0.878
2 _
1,8 -
1,6
1,4 -
1,2 -
-
£ 11
F:h 0,8 -
T 06 -
L
0,4 -
0,2 -
U B - 1 I T
K S S-E S-L S-E-L

Grafik 4.2 Serum FSH dizeyleri (ng/mL)
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4.3 - Serum LH Bulgulari

Serum LH duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi tablo 4.3 ve

grafik 4.3 de verilmistir (ortalama £ SD). S grubunda K grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli dizeyde yulkselme bulundu (p<0.01). S-E, S-E-L
ve S-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
dizeyde azalma bulundu (p<0.001, p<0.001, p=0.001)

Tablo 4.3 Serum LH dlzeyleri (mIU/mL)

Grup

Kontrol

Sigara

Sigara + E
vitamini

Sigara + L-
NAME

Sigara + E
vitamini + L-
NAME

Veri

2.670 £ 0.398

3.890 + 0.748

1.660 + 0.328

2.120 £ 0.724

2.060 + 1.008

LH mlU/mL

4,5 -

3,5 1

2,5 -

1,5 -

0,5 -

S-E

S-E-L

Grafik 4.3 Serum LH dlzeyleri (mIU/mL)

a: Kontrol grubuna goére p<0.01
b: Sigara grubuna goére p<0.001
c: Sigara grubuna gére p=0.001
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4.4 - Testis Dokusu MDA Bulgulari

Testis dokusu MDA dlzeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi
tablo 4.4 ve grafik 4.4 de verilmistir (ortalama + SD). S grubunda K grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamh dlizeyde yukselme bulundu (p<0.001). S-
E, S-E-L ve S-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalma oldugu bulundu (p<0.001, p<0.001, p<0.01).

Tablo 4.4 Doku MDA dulzeyleri (nmol/mg protein)

p . Sigara + E
Grup Kontrol Sigara S",Si’:ar;i';iE ?_'_g; I-::I;EI- vitamini +
L-NAME

Veri 8.63 +£2.85/14.2 £ 2.96|7.95 + 2.78|8.79 £ 1.11|7.67 £ 1.12

18
16 -
14
12

a
b c
m_ i i Ij
K S SE SL  SEL

Grafik 4.4 Doku MDA dulizeyleri (nmol/mg protein)

MDA nmol/mg protein

= N OB O o0
1

a: Kontrol grubuna goére p<0.001
b: Sigara grubuna goére p<0.001
c: Sigara grubuna goére p<0.01
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4.5 - Testis Dokusu GSH Bulgulari

Testis dokusu GSH dizeylerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

tablo 4.5 ve grafik 4.5 de verilmistir (ortalama £ SD). S grubunda K grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalma bulundu (p<0.01). S-E, S-
L ve S-E-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla anlamli dlizelde ylukselme
bulundu (p<0.001, p<0.001, p<0.01).

Tablo 4.5 Doku GSH dulzeyleri (pmol/mg protein)

. . Sigara + E
Grup Kontrol Sigara S|g_jara .+.E Sigara + L vitamini + L-
vitamini NAME
NAME
Veri |[0.770 £ 0.104/0.510 £ 0.034(0.850 £ 0.160{0.840 £ 0.151(0.770 £ 0.151
1,2
b b
1 - c
=
‘@
5 08 -
o
£ 06 - a
=
g
3 04 -
I
7))
w Ulz _ I
0 | .
K S SE SL SEL

Grafik 4.5 Doku GSH dtizeyleri (umol/mg protein)

a: Kontrol grubuna goére p<0.01
b: Sigara grubuna goére p<0.001
c: Sigara grubuna goére p<0.01
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4.6 - Testis Dokusu CAT Bulgulari

Testis

dokusu CAT enzim

aktivitelerinin

istatistiksel

olarak

dederlendirilmesi tablo 4.6 ve grafik 4.6 de verilmistir (ortalama + SD). S
grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalma
bulundu (p<0.05). S-E ve S-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla anlaml
dizeyde ylkselme bulundu (p<0.05, p<0.01).

Tablo 4.6 Doku CAT enzim aktiviteleri (U/mg protein)

. . _ Sigara + E
Grup Kontrol Sigara S\Ilgi:ar;i-;iE S'gl\?;?d; L vitamini + L-
NAME
. 81.536 £ 82.295 + 91.761 £ 77.416 =
Veri 12.404 | 43:269£9.702 10.641 18.829 17.395
120 - c
b

100 -
s
T 80 -
]
o
o
w 60 - a
£
.
]
— 40 -
<
=

N I ‘ I I

K S S-E S-L S-E-L

Grafik 4.6 Doku CAT enzim aktiviteleri (U/mg protein)

a: Kontrol grubuna goére p<0.05
b: Sigara grubuna goére p<0.05
c: Sigara grubuna goére p<0.01
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4.7 - Testis Dokusu NO Bulgulari

Testis dokusu NO dlzeylerinin istatistiksel olarak dederlendirilmesi
tablo 4.7 ve grafik 4.7 de verilmistir (ortalama + SD). S grubunda K grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlizeyde ylkselme bulundu (p<0.01). S-E,
S-L ve S-E-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla anlamli dlizeyde azalma
bulundu (p<0.01, p<0.05, p<0.05).

Tablo 4.7 Doku NO dulzeyleri (umol/mg protein)

. . _ Sigara + E
Grup Kontrol Sigara S|g_jara .+ .E Sigara + L vitamini + L-
vitamini NAME
NAME
Veri | 26.990 = 6.362 | 38.480 + 5.776|27.950 £ 5.717 | 27.490 = 1.435 | 28.380 £+ 5.433

50
45
40
35
30
25
20
15

NO pmol/mg protein

10

a
b b
j I c I
K S S-E S-L S-E-L

a: Kontrol grubuna goére p<0.01

Grafik 4.7 Doku NO duzeyleri (umol/mg protein)

b: Sigara grubuna goére p<0.05
c: Sigara grubuna gére p<0.01
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4.8 — Testis Dokusu MPO Bulgulari

Testis dokusu MPO enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi tablo 4.8 ve grafik 4.8 de verilmistir (ortalama * SD). S
grubunda K grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml dlizeyde ylkselme
bulundu (p<0.01). S-E ve S-E-L tedavi gruplarinda S grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalma bulundu (p<0.05).

Tablo 4.8 Doku MPO enzim aktiviteleri (U/mg protein)

. . _ | Sigara + E
Grup | Kontrol Sigara S\Ilgitaar:ﬁ-l':liE 5'93;?4: - vitamini +
L-NAME
Veri 0.133 = 0.280 = 0.168 = 0.197 = 0.166 =
0.086 0.051 0.029 0.088 0.051
0,35 -

03 -

0,25 -

a
b
b
02 -
0,15 -
01 -
0,05 -
0 . . |
K S S-E S-L S-E-L

Grafik 4.8 Doku MPO enzim aktiviteleri (U/mg protein)

MPO U/mg protein

a: Kontrol grubuna goére p<0.01
b: Sigara grubuna goére p<0.05
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4.9 - Testis Dokusu Histolojik Bulgulari

Kontrol grubuna ait deney hayvanlarindan alinan testis érneklerinin 1sik
mikroskobik dederlendirmelerinde  kontrol grubunu olusturan sigan
testislerinin normal vyapidaki seminifer tdbdller ve tibul duvarindaki
spermatogenik hucre serileri; spermatogonyum, primer spermatosit,
spermatid hucreleri ve tlblllerde devam eden Spermatojenez asamasiyla
beraber normal histolojik yapida gézlendi. Ayrica interstisyel alan ve Leydig
hicreleri normal gézlendi. Sekil 4.1 de testislerin fakh buyultmelerdeki 151k
mikroskobu goéruntlsiu verilmistir.

Sekil 4.1 Kontrol grubunu olusturan sican testislerinin farkli buyultmelerdeki 151k
mikroskobik gérintisid. Normal yapidaki seminifer tiabdller (o) ve tibidl duvarindaki
spermatogenik hicre serileri; spermatogonyum (s), primer spermatosit (ps),
spermatid hucreleri (rs-st) ve tubullerde devam eden Spermatojenez goérilmekte.
Normal gérinimli interstisyel alan (*) ve Leydig hlcreleri (») izlenmekte (a-d)
(bar: 200pm, bar: 100um, bar: 50.0um, HE).
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Sigara dumani grubuna ait deney hayvanlarindan alinan testis
orneklerinin 1stk mikroskobik degerlendirmelerinde sigara dumani grubunu
olusturan sican testislerinde yodun hasar izlendi. Seminifer tlbul duvarindaki
spermatogenik hicrelerde dejeneratif degisiklikler, hlcresel kayiplar ile
birlikte yogun tubller hasar ve atrofik tibul yapilar gérildi. Interstisyel
alanda ise ayrilmalar, 6dem ve vaskuler kongesyon dikkat cekti. Ayrica tubdul
duvarindan ayrilmig bazal membran yapisi goéruldi. Sekil 4.2 de testislerin
fakli bayultmelerdeki isik mikroskobu goérintlsiu verilmistir.

Sekil 4.2 Sigara dumani grubunu olusturan sigan testislerinin farkh blyultmelerdeki
Isik mikroskobik goéruntust. Seminifer tubul duvarindaki spermatogenik hicrelerde
dejeneratif degisiklikler, hiicresel kayiplar ile birlikte yogun tibiler hasar (<—>) ve
atrofik tibdl yapilari (») gérilmekte. Interstisyel alanda ise ayrilmalar, 6dem ve
vaskuller kongesyon (*) dikkat cekmekte. Ayrica tubul duvarindan ayrilmis bazal
membran yapisi (—) gorilmekte (a-d) (bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0pm, HE)
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Sigara dumani + E vitamini grubuna ait deney hayvanlarindan alinan testis
orneklerinin 151k mikroskobik dederlendirmelerinde E vitamini + Sigara
dumani grubunu olusturan sican testislerinde bazi tublllerde hasar devam
etse de genellikle azalmis tibller hasar ve normale yakin yapidaki seminifer
tibiller ile devam eden Spermatojenez izlendi. Interstisyel alanda ise
0demin devam ettigi goraldi. Sekil 4.3 de testislerin fakli blyultmelerdeki
IStk mikroskobu gorintisu verilmistir.

Sekil 4.3 Sigara dumani + E vitamini grubunu olusturan sican testislerinin farkli
buyultmelerdeki 151tk mikroskobik goérintlsit. Bazi tlbulllerde hasar devam etse de
genellikle azalmis tubuller hasar ve normale yakin yapidaki seminifer tubuller (o) ile
devam eden Spermatojenez izlenmekte. Interstisyel alanda ise 6demin devam ettigi
gorulmekte (*) (a-d) (bar: 200pum, bar: 100um, bar: 50.0pum, HE)
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Sigara dumani + L-NAME grubuna ait deney hayvanlarindan alinan
testis orneklerinin 151k mikroskobik degderlendirmelerinde tubil duvarindan
ayrilmis bazal membran yapisi disinda, genel gériinimde dider gruplara gore
azalmis tubuler hasar ve normale yakin yapidaki seminifer tibdller ile devam
eden Spermatojenez izlendi. Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri normale
yakin yapida goézlendi. Sekil 4.4 de testislerin fakh buyultmelerdeki isik
mikroskobu goéruntlisiu verilmistir.

Sekil 4.4 Sigara dumani + L-NAME grubunu olusturan sican testislerinin farkl
buyultmelerdeki 1sitk mikroskobik goérintist. Tabdl duvarindan ayrilmis bazal
membran yapisi (—) disinda, genel gériinimde azalmis tibller hasar ve normale
yakin yapidaki seminifer tibdller (o) ile devam eden Spermatojenez izlenmekte.
Interstisyel alan ve Leydig hiicreleri (») normale yakin yapida gézlenmekte (a-d)
(bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0um, HE).



Sigara dumani+E vitamini+L-NAME grubuna ait deney hayvanlarindan
alinan testis orneklerinin 15tk mikroskobik dederlendirmelerinde tibdl
duvarindan ayrilmis bazal membran yapisi ve bazi tubdillerde kismi hticresel
hasar goézlense de genel olarak azalmis tlbller hasar ve normale yakin
yapidaki seminifer tiibiiller ile devam eden Spermatojenez izlendi. Intersisyel
alanda birkag vaskiler kongesyon izlense de genel degerlendirmede
interstisyel alan ve Leydig hlcreleri normale yakin yapida goézlendi. Sekil 4.5
de testislerin fakh buyultmelerdeki i1sik mikroskobu gérintisi verilmistir.

Sekil 4.5 Sigara dumani + E vitamini + L-NAME grubunu olusturan sigan testislerinin
farkh buydltmelerdeki 15tk mikroskobik gérinttsu. Tubul duvarindan ayrilmis bazal
membran yapisi (—) ve bazi tibullerde kismi hiicresel hasar (») gdzlense de genel
olarak azalmis tlbller hasar ve normale yakin yapidaki seminifer tubdller (e) ile
devam eden Spermatojenez izlenmekte. Interstisyel alan ve Leydig hucreleri
normale yakin yapida gdzlenmekte. Intersisyel alanda birkag vaskiler kongesyon
izlenmekte (*) (a-d) (bar: 200um, bar: 100um, bar: 50.0pm, HE).
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5- TARTISMA

Yapilan bu calismada sigara dumani maruziyetinin neden oldugu
testikular oksidatif stres sonucu olusan hasara, L-NAME ve E vitamininin
koruyucu ve tedavi edici etkileri incelenmistir.

Calisma kapsaminda gunlik olarak her bir sican igin ikiser kalem sigara
dumani maruziyeti saglanmistir. Aktif ve pasif sigara icicileri géz 6nlnde
bulunduruldugundan sigaralarin filitreleri cikartilarak katran ve gaz fazindaki
tim bilesenlere maruziyet saglanmasi amaclanmistir.

Sigara kullanimi Ulkelerin gelismis veya gelismekte olmasina
bakmaksizin yasal olarak kullanilabilen ve bagimhligin s6z konusu oldugu en
baylk toplumsal sorunlardan birisidir. Yirminci ylzyillda sigaraya bagli
oliumlerin yiz milyon civarinda oldugu, sigara kullaniminin 6nlenmesine
yonelik calisma yapilmazsa bu sayinin yirmibirinci yuzyilda bir milyara
ulasacagl uzmanlar tarafindan ortaya konulmustur (Séylemez vd., 2011).
Aktif igiciler g6z 6nlne alinarak yapilan bu tahminlere birde pasif igiciler
eklenirse durumun ciddiyeti bir kez daha ortaya serilmis olur. Sigara
kullaniminin toplumsal bir sorun olmasi yalniz élimle iligkili olmamakta, ayni
zamanda toplumun devamliligi olan Greme (zerine de olumsuz etkileri oldugu
cesitli calismalarda gdésterilmistir (Séylemez vd., 2011; Ozyurt vd., 2006).
Bu calismalarda sigara dumani maruziyeti ile leyding hicrelerinde fonksiyonel
bozulma, gonadal hormonlarda dengesizlik ve DNA seviyesinde meydana
gelen hasar ile spermatozoada azalma oldugu ortaya konulmustur (Valdes-
Socin vd., 2010; Al-Azemi, Omu, Fatinikun, Mannazhath & Abraham, 2009;
Gaur, Talekar & Pathak, 2010).

Oksidatif stres, serbest radikal Gretimiyle antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda hucresel hasarla sonuglanan bir
durum olarak tanimlanir (Jenkins, 2000). Olusan oksidatif stres antioksidan
savunma sistemi ile kontrol edilmeye calisilsa bile bazen yetersiz kalir ve
disaridan antioksidanlara ihtiyag duyulur (Thomas, 1995). Sigaranin serbest
radikaller ile testikular oksidatif strese sebep oldugu cesitli calismalarda
gosterilmistir (Séylemez vd., 2011; Ozyurt vd., 2006).

Sigara, alkol, kadmiyum, sulfir dioksit, bisfenol A, cisplatin ve
formaldehitin de icinde bulundugu pek cok etken testiste oksidatif stresi
indUklemektedir. Testisde oksidatif stres ile testis kanseri, testis torsiyonu,
varikosel, hipertroidizm, diabet, enfeksiyon, Greme hormonu dengesizligi ve
ksenebiyotiklerin olumsuz etkileri gibi sonuglarin ortaya ciktidi calismalarda
saptanmistir (Aitken & Roman, 2008).
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On hipofizden salgilanan FSH seminifer tiibiillerde sertoli hiicrelerine
etki ederek testislerin gelismesini saglar, sperm proteinlerini ve sperm
yapimini arttirir. On hipofizden salgilanan bir diger hormon olan LH ise
plazma zar reseptorlerine baglanir ve leyding hicrelerinden testosteron
salgilanmasini uyarir. FSH ve LH hormonlarinin salinimini uyaran hipotalamus
hormonu gonadotropin salicc hormondur. Yeterli dlizeyde testosteron
salgilanmasi durumunda negatif feed-back ile gonadotropin salici hormonun
salinimi inhibe edilir.

L-NAME tim NOS izoformlarinin inhibitéridir ve biyolojik sistemlerde
NO’'nun etkilerini arastinrken in vivo ve in vitro cesitli calismalarda
kullanilmistir. Ureme hormonlarinin regiilasyonunda, nikotine badl olusan
hormonal bozuklugun giderilmesi amaciyla L-NAME'nin kullanildigi calismalar
mevcuttur. Bu calismalarda disuk testosteron ve FSH ile yuksek LH
dlizeyleri, Greme yetenedinin azalmasi ile sonuglanan hipofiz-gonadal eksenin
bozulmasi ile iligskilendirilmistir. L-NAME’'nin testosteron Uzerine iyilestirici
etkisi ana etken olmasa da leyding hicre dlizeyinde testosteron salgisi
Gzerinden oldugdu ileri strdlmuistir (Oyeyipo, Raji & Bolarinwa, 2015).

Nikotin uygulamasi ile erkek Greme hormonlari Gzerindeki degisimlerin
arastirildigi bir calismada testosteron, FSH, LH ve prolaktin dizeylerindeki
degisimler incelenmis ve nikotin uygulamasi ile gonadal hormonlarda
dlizensizlik oldugu belirtilmistir (Oyeyipo, Raji & Bolarinwa, 2013).

Calismamizda testosteron seviyelerinde K grubuna kiyasla S grubunda
istatistiksel olarak anlamlh dlzeyde azalma bulunmustur (p<0.001). Sigarada
bulunan bilesenlere badli olarak oksidatif stres tetiklenmis ve hiicresel
dizeyde testosteron salgilanmasinin azalmasina sebep olmustur. S-E ve S-L
gruplarinda S grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dizeyde azalmis
testosteronun arttigi belirlenmistir (sirasiyla: p<0.05, p<0.01). S-E-L
grubunda ise S grubuna kiyasla artis gdzlenmis ancak istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir.

Normal fizyolojik durumlarda progesteron ve testosteron seviyelerine
NO’nun inhibitdr etkisinin olabilecegi 6ne sirllen bir galismada L-NAME'nin
steroid hormonlar Uzerine etkisi arastirildiginda, L-NAME uygulamasi ile
degisen NO sentezinin testis kan akisinda énemli bir etki yaparak testosteron
dizeyini arttirdigi ortaya konulmustur (Sharma vd., 1998). Weiner vd. ile
Hull vd. farkh zamanlarda yaptiklari calismalar ile testosteronun NOS
aktivitesini arttirdigini sdylemislerdir (Weiner vd.,1994; Hull vd., 1999).

Yasa ve/veya diyabete bagl olarak testiste olusan oksidatif stres
sonucunda testosterondaki azalmanin E vitamini kullanilarak
dluzeltilebilecedini ortaya koyan calismalar mevcuttur (Aybek, Aybek, Rota,
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Sen & Akbulut, 2008). S6nmez vd.'nin testis dokusunda yapmis olduklari bir
calismada oksidatif stres durumunda azalmis olan testosteron dlizeyinin E
vitamini ile arttirilabilecedini gdstermislerdir (S6nmez, Yice & Tirk, 2007).
Rao ve Sharma, yapmis olduklari calismada androjen sentezindeki bozulma
ile testosteron seviyesinde azalmanin oldugunu ve E vitamini uygulamasi ile
testosteron seviyesinin normal dlizeye cikarilabilecegini géstermislerdir (Rao
& Sharma, 2001).

Testosteron dlzeyindeki dlsldstn hipofiz bozuklugundan ziyade
testikular bozukluktan kaynakli oldugu ileri strtlmustir (Oyeyipo vd., 2013).
Yaptigimiz calisma neticesinde sigara dumani maruziyeti sonucu olusan
testosteron azalmasina, glgli bir antioksidan olan E vitamininin reaktif
oksijen tlrlerinin sebep oldugu oksidatif hasari durdurmasi ile ve NOS
inhibitéri olan L-NAME'nin NO miktarini azaltarak testosteron salinimini
arttirdigini ve NOS ile testosteron arasinda karsilikli reglilasyonnun oldugunu
dusinmekteyiz.

Calhsmamizda K grubuna kiyasla S grubunun LH dlzeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis bulunmustur (p<0.001). S-E, S-L ve S-E-L gruplarinin
LH dlzeylerinde ise sigara dumani maruziyeti sonucu olusan artisin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi saptanmistir (sirasiyla: p<0.001,
p=0.001, p<0.001).

Testosterondaki dlistiise bagl olarak LH diizeyinde artis olmasi, ana
sebep olmasa bile negatif feed-back mekanizmasinin durmasi ile aciklanabilir
(Oyeyipo vd., 2013).

Hormon saliniminda NO’nun dénemli bir yere sahip oldugunu gdésteren
bir calismada 6n hipofizden salgilanan gonadotropin salici hormon kaynakli
LH salinimininda azalma oldugu ortaya konmustur (Ceccatelli, 1997). Baska
bir calismada ise NO'nun sentezlenmesinde rol alan NOS aktivitesinin leyding
hicrelerinde parakrin etkiye sahip oldugu sdéylenmektedir (Davidoff,
Middendorff, Mayer & Holstein, 1995).

Hipofiz gonadal eksen fonksiyonlarina E vitamininin etkisine bakilan bir
calismada yedi ay siresince E vitamini uygulamasina bagl olarak LH
dlzeylerinde E vitamini yoksunlugunda azalma goézlenirken, E vitamini
takviyesi oldugunda artis oldugu gorilmustir. Ayni calisma kapsaminda
uygulama siresine bagh olarak E vitamininin dort haftaya kadar LH seviyesini
azalttigi sekizinci haftada ise arttirdi§i gortlmistir. Onceki calismalarda E
vitamini  yoksunlugunda leyding hicrelerinin dejenere oldugu ve
Spermatojenezin kayda dedger sekilde azaldigi Umeda vd. tarafindan
bildirilmis, E vitamini takviyesi ile normale doéndiugu ileri striGlmustir
(Umeda, Kato, Muta & Ibayashi, 1982). Gupta vd. tarafindan yapilan
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calismada leyding hiucrelerinin normal fonksiyonlarinin korunmasinda E
vitamininin 6nemi gd&sterilmistir (Gupta, Gupta, Dhakal, Thakur & Ahnn,
2004).

Bu calisma ile NOS inhibitért olan L-NAME’'nin NO sentezini azaltarak
gonadotropin salici hormonun stimile ettigi LH salinimiyla iliskili olabilecegi
distnulmektedir. Bu sonug¢ Oyiyepo vd. ve Ceccatelli tarafindan yapilan
calismalarla uyumludur. Ayrica dejenere olmus testikular hlcrelerin azalmis
olabilecegi ve gonadal eksenin dizelmis olabilecedi E vitamini uygulamasiyla
aciklanabilir. Umeda vd.’nin yaptigi calisma ile paralel sonuclar elde
edilmistir. E vitamini ve L-NAME birlikte uygulandiklarinda da olumlu sonug
vermistir.

FSH dizeylerinin degerlendirilmesi neticesinde gruplar arasi istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. NO salinimi ile FSH salgilanmasi
arasinda pozitif iliski oldugunu ileri sliren galismalarin aksine bazi calismalar
FSH diizeyindeki bozuklugun L-NAME uygulamasi ile dlzeltildigini belirtmistir
(Kosior-Korzecka & Bobowiec, 2006; Oyeyipo vd., 2015). E vitamininin
testikular fonksiyonlarda ve hipofiz-gonadal eksendeki énemi Cooper vd.’nin
yaptigi calismada gosterilmistir. Bu calismada testiste gozlenen lezyonun E
vitamini ile dlzeltilebilecegi ileri slrilmustir (Cooper, Kling & Carpenter,
1987). Calismamizda bu calismalarla paralel olabilecek sonuglar elde
edilememistir. Gruplar arasi FSH seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
sonuglar elde edilememesi, LH salinnminin GnRH dlzeyinde kuguk
degisikliklere eslik etmesi ancak FSH'nin bdyle GnRH dedisimlerine gecg cevap
vermesinden dolayi olabilecedini distndirdld. Oksidatif hasar sonucu testis
hicrelerindeki dejenerasyonun FSH salinimi Uzerine ne denli etkisi oldugu
tam anlamiyla bilinememektedir. Calismamizin sonucu, FSH salinimindaki
dlizenleyicilerin uyguladidimiz maddelerle veya dozlariyla etkilesiminin zayif
oldugunu disindirda.

Sigara dumani maruziyeti kaynakli testikular oksidatif stres sonucunda
testisdeki lipit peroksidasyonunun belirlenmesi igin doku MDA seviyeleri
Olctldld. K grubuna kiyasla S grubunda MDA seviyesinin istatistiksel olarak
anlamh bir sekilde arttigi saptandi (p<0.001). MDA seviyesinde ki bu artis
lipit peroksidasyonuna ve doku hasarina isaret etmektedir. S-E, S-L ve S-E-L
gruplarinda ise MDA seviyelerinde K grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli fark yokken (p>0.05), S grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
fark bulundu (p<0.01).

Vicutta hicre zarinin yapisinda bulunan lipitler veya lipit iceren
molekduller E vitamini ile korunarak reaktif serbest radikallerin hlicreye zarar
vermesi engellenir. Dis etkilerle olusan lipit radikalleri oksijenle reaksiyona
girerek reaktif lipitperoksidi olusturur. Olusan lipitperoksit lipit ve
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lipoproteinleri hasara ugratir. E vitamini bu reaktif lipitperoksid ile reaksiyona
girerek stabilitesi ylksek tokoferol radikallerini ve hidroperoksidi olusturur ve
hasari engeller. Tokoferol radikali ortamda bulunan C vitamini veya glutatyon
peroksidaz ile reaksiyona girerek rejenere olur. C vitamini ve glutatyon
peroksidaz ise NADPH ile rejenere olur (Balci, 1995).

Yapilan calismalarda dodgal antioksidan olan E vitamininin oksidan-
antioksidan dengeyi koruyarak cesitli etkenlerle olusan oksidatif stresi
engelledigi ortaya konulmustur (Coban vd., 2013; Keskes-Ammar vd., 2003;
Sahoo, Roy & Chainy, 2008). Beyin dokusunda yapilan bir calismada da E
vitamini uygulamasi ile NO kaynakli lipit peroksidasyonunda azalma oldugu
bildirilmistir (Escames vd., 1997). Testis dokusunda yapilan galismalarda ise
farkh sebeplerle olusturulan oksidatif hasar sonucu MDA seviyesindeki artisin
E vitamini kullanilarak dastrildiga ortaya konulmustur (Zhou, Qiu, Zhang,
Tian & Wang, 2006; Gupta vd., 2004).

Argininden NO sentezini katalize eden enzim olan NOS enzimi L-NAME
ile inhibe edilmekte, bdylece oksidatif bir durumda fazla miktarda NO
sentezlenmesi azaltilmis olmaktadir. L-NAME'nin de Ureme hucrelerine NO
Gzerinden etkili oldugu calismalarda ortaya konulmustur (Bahmanzadeh,
Abolhassani, Amidi, Salehi & Abbasi, 2008). Barlas ve Hatiboglu L-NAME
uygulamasi ile ilgili yaptiklar galismada testis dokusundaki NO seviyesinde
azalma oldugunu goéstermislerdir (Barlas, Hatipoglu, 2002).

Calismamizda E vitamininin sigara kaynakli oksidatif hasari azalttigi ve
MDA seviyesindeki artisi engelledigi bulunmustur (p<0.001). Bir diger
yandan NOS enzimini inhibe ederek NO sentezini azaltan L-NAME'nin sigara
kaynakh olusan lipit peroksidasyonundaki artisi azalttigi calismamizda ortaya
konulan bir diger bulgudur (p<0.01). S-E, S-L ve S-E-L gruplar g6z 6niine
alindiginda E vitamininin L-NAME'ye kiyasla MDA seviyesinde ki azalmada
daha iyi sonug verdigi gortlmektedir (sirasiyla: p<0.001, p<0.01). E vitamini
hicre bGtlinliginid koruma goérevini membranda bulunan lipit ve tirevleri ile
etkilesime gecerek vyaptigindan daha iyi sonuglar elde edildigi
disunulmektedir. Calismamizda E vitamininin koruyucu etkisi ile ilgili yapilan
calismalarla paralel sonuclar bulunmustur. L-NAME’nin ise NO sentezini
inhibe etmesinden dolayr NO harici reaktif serbest radikallerden kaynakl
oksidatif hasari gidermede etkisinin E vitaminine kiyasla az oldugu
distndlmuastir. Buldugumuz sonucglar L-NAME'nin Greme hicrelerine etkisini
arastiran calismalar destekler niteliktedir.

Calismamizda S grubu K grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
doku GSH dizeyinde anlaml bir azalma bulunmustur (p<0.001). S-E, S-L ve
S-E-L gruplarinda ise K grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml fark
gbzlenmemistir (p>0.05). Ancak S-E, S-L ve S-E-L gruplari S grubuna
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kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamh fark bulunmustur (sirasiyla:
p<0.001, p<0.001, p<0.01).

E vitaminin testiste meydana gelen hasarlara karsi koruyucu etkisi
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (Uzun, Kalender, Durak, Demir &
Kalender, 2009). Yapilan calismalarda testis dokusundaki oksidatif stres
Uzerine E vitamininin etkisi incelenmis ve GSH seviyesinin oksidatif strese
bagli olarak azaldigi ve E vitamini uygulamasi ile normal seviyede kaldigi
bulunmustur (Zhou, 2006).

Testikular oksidatif strese ydnelik yapilan baska bir calismada ise E
vitamini uygulanmasi ile GSH seviyesinin normale dondigid bulunmustur
(Sahoo, Roy & Chainy, 2008).

NO’'nun sebep oldugu oksidatif stresin belirteclerinden olan GSH
seviyesinin  NO miktarinin artmasi ile ters orantih oldugunu gdsteren
calismalar mevcuttur (Schild vd., 2003). GSH miktarinin oksidatif strese bagli
olarak azaldigi ve gesitli inhibitdrlerle (L-NAME, vs.) NO sentezinin azaltilmasi
sonucunda GSH seviyesinin normal araliga dondigu farkli dokularda yapilan
calismalarla ortaya konulmustur. Bu calismalarin isiginda, testiste artan NO
seviyesi L-NAME ile dusurultp olasi testikular oksidatif stres giderilebilir.

Superoksit radikaline karsi savunma sistemindeki GSH kilit bir role
sahiptir. Dokudaki GSH konsantrasyonu ve hicresel glutatyondaki sulfidril
grubunun disulfide ylukseltgenme hizi oksidatif stresin durumu hakkinda bilgi
verir. SUperoksit radikali ve lipit peroksidasyon miktari ile GSH arasinda ters
orantl oldugu cesitli calismalarda gosterilmistir (Meister, 1983). Calismamiz
da yalniz S grubunda K grubuna kiyasla anlamli azalma bulundu. S grubunda
GSH duzeyinin dismesi sigaradan kaynakli olarak olusan oksidatif stresin
GSH tldketimini arttirmasi ile agiklanabilir. GSH tiketimi oksitlenmis ve zarar
gbérmis molekdllerin  onarilmasi  ve pekcok hilcresel fonksiyonun
dizenlenmesi ile olmaktadir. S-E, S-L ve S-E-L gruplarinda ise GSH'In K
grubuna kiyasla anlaml fark géstermemesi bizi, E vitamininin ve L-NAME'nin
oksidatif stresi azaltarak GSH tlketimini azalttigi sonucuna ulastirabilir.
Sonuclarimiz literatlri desteklemektedir.

CAT enzim aktivitelerini Olgtiigimizde, K grubuna kiyasla S grubunda
istatistiksel olarak anlamh diizeyde azalma oldugu bulunmustur (p<0.05). S-
E ve S-L gruplarinda K grubuna kiyasla anlamli bir fark gérinmezken S
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlzeyde artis saptanmistir
(sirasiyla: p<0.05, p<0.01). S-E-L grubunda ise diger gruplara kiyasla
anlaml bir fark bulunmamistir. E vitamini ve L-NAME'nin ayn olarak
uygulandigi gruplarda CAT aktivitesi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
normal dizeye ciktigi 6lcilmisken birlikte uygulandigi grupta ise anlamh
dizeyde olmasa da S grubuna kiyasla artis bulunmustur.
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CAT enzimi oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilabilen dnemli
enzimlerden birisidir. Oksidatif stres ile konsantrasyonu artan H,O,'nin su ve
oksijene parcalanmasini katalize ederek antioksidan o6zellik gosterir.
Sigaranin gaz ve katran fazlarinda bulunan bilesenlerden dolayi hicresel
diizeyde serbest radikal miktari artar. Onemli serbest radikallerden biri olan
H,O, dizeyindeki artis ortamdaki CAT aktivitesinde azalmaya neden olur.
Yapilan calismalarda testikular oksidatif stres durumunda CAT aktivitesinde
azalma saptanmistir. E vitamini uygulamasi ile testikular oksidatif strese
bagh CAT aktivite azalmasinin normale getirildigi yine bu calismalarda ortaya
konulan sonuclardandir (Sahoo vd., 2008).

Yapilan bir baska calismada testisteki antioksidan savunma sisteminin
hasar gormesi sonucu CAT aktvitesindeki azalmanin E vitamini uygulamasi ile
normale cikarildigi ortaya konulmustur (Ognjanovi¢ vd., 2010). E vitamini
serbest radikal zincir reaksiyonunu kirarak oksidatif stresi azaltmakta ve bu
sebeple antioksidanlarin seviyeleri normal degerlere donmektedir.

Testikular oksidatif stres Uzerine yapilan farkh calismalarda azalan CAT
diizeyinin antioksidan ilavesi ile normal dizeye cikartildigi goésterilmistir
(Armagan vd., 2008). Karaciger ve bdbrek (lzerinde yapilan galismalarda da
CAT enziminin antioksidan 6zelligi ortaya konulmus ve artan oksidatif strese
bagli olarak olusan H,0.'nin su ve oksijene parcalanmasi reaksiyonunu
katalize ettiginden hicresel dlzeyde azalma oldugu saptanmistir
(Balahoroglu, Diilger, Ozbek, Bayram & Sekeroglu, 2008).

Cesitli calismalarda oksidatif stres sonucu dismuls olan CAT
aktivitesinin L-NAME uygulamasi ile normale c¢ikarilabilecedi ortaya
konulmustur (Shafaroodi vd., 2010). Ayni zamanda bu galismalar L-NAME'nin
yalniz NOS inhibitéri olarak degil bununla beraber reaktif serbest radikallerin
stabil hale getiriimesinde antioksidan savunma sistemine katkisi oldugunu da
gostermektedir. Ahmed & Kurkar tarafindan testis dokusunda yapilan bir
calismada oksidatif stresin ve NO’nun asirt Uretiminin sonucu olarak CAT
aktivitesinde azalma oldugu ortaya konulmustur (Ahmed & Kurkar, 2014).

Sigara dumani maruziyeti sonucu olusan testikular oksidatif stresin
neden oldugu CAT dlzeyindeki azalmanin dodal bir antioksidan olan E
vitamini ile normal dizeye cikarilabilecegi calismamizda bulunmustur.
Oksidatif stresle micadelede antioksidan savunma sisteminin birbiri ile iligkili
olarak calistigi bir kez daha goérilmis olmaktadir. NO inhibitéri olan L-
NAME'nin hem NOS enzim kompleksini inhibe etmekte hem de antioksidan
savunma sistemine katki saglayarak CAT aktivitesini arttirmada etkisi oldugu
disunulmektedir. Bu sonuglar literatirdeki calismalari desteklemektedir.
Bununla beraber E vitamini ve L-NAME uygulamasinin birlikte dedil de ayri
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olarak yapilmasinin daha verimli oldugu calismamizda goésterilmistir. Birlikte
uygulanmasi ile CAT aktivitesinde normale doénme gdézlenmis ancak
istatistiksel olarak anlaml fark bulunamamistir.

Calismamizda doku NO seviyesi 06lcilmis ve K grubuna kiyasla S
grubunda istatistiksel olarak anlamli dizeyde artis bulunmustur (p<0,01).
Sigaranin gaz ve katran fazinda bulunan cesitli bilesenlerden kaynakli serbest
radikaller oksidatif stresi tetiklemistir. Oksidatif streste etkili olan pek c¢ok
serbest radikalden birisinin de NO oldugu dokudaki seviyesinin artmis
olmasindan anlasiimaktadir. S grubuna kiyasla S-E, S-L ve S-E-L gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli dlzeyde bir azalma gdézlenmistir (sirasiyla:
p<0,01, p<0,01, p<0,05). S-E grubunda E vitamininin etkisi ile olusan
oksidatif stres giderilmis ve doku NO seviyesi normal seviyesine dusmustur.
S-L grubunda ise L-NAME uygulanmis ve NOS'Iin inhibe edilmesiyle NO
seviyesinin normal seviyeye distigu dastndlmistlr. S-E-L grubunda da S-E
ve S-L gruplarinda oldugu gibi NO seviyesini normal seviyeye disltrdigu
bulunmustur.

NO oksidatif streste cok hassas ve 6énemli bir yere sahiptir. NO kendi
basina 6nemli bir serbest radikal olmasinin yaninda oksidatif strese diger
serbest radikallere dolayli yoldan etki ederek de katkida bulunmaktadir. NO
sentezinde anahtar role sahip olan NOS prooksidatif bir enzimdir. NOS
inhibisyonu ile NO ve NO etkili serbest radikallerin olusumu engellenebilir
(Soylemez, 2011). NOS enziminin inhibisyonunda arginin tlrevi bilesikler
siklikla kullanilmaktadir (ViteCek, Lojek, Valacchi & Kubala, 2012).

NOS inhibitérlerinden arginin tlrevi olanlar icinde L-NAME ile ilgili gesitli
calismalar vyapilmis ve L-NAME ile NO sentezinin azaltildigi ortaya
konulmustur (Lerner, 2015; Vardareli, Dundar, Angin, Saricam & Inal, 2003;
Pfeiffer, Leopold, Schmidt, Brunner & Mayer, 1996). Testiste oksidatif stres
durumunda NO’nun orjininden itibaren iki hicre capina kadar oksidatif
etkilere sahip oldugu Szabo vd. tarafindan yapilan calismada goésterilmistir
(Szabo, Ischiropoulos, & Radi, 2007). Turner and Lysiak yaptiklari calismada
normal NO dizeyinin leyding htlcrelerine olumsuz etkisinin dlstk olmasina
ragmen ylksek NO dlizeyinin oksidatif stresle iliskili oldugunu ortaya
koymusgslardir (Turner & Lysiak, 2008). Shiraishi vd. tarafindan yapilan
calismada testiste NO dretiminin L-NAME kullaniimasi ile inhibe edildigi
ortaya konulmustur (Shiraishi, Yoshida & Naito, 2003).

Yapillan bazi calismalarda ise arginin tlrevi bilesiklerden olan L-
NAME'nin uygulama siresine badli olarak NOS inhibitéri degilde aktivatori
olarak davrandigi ortaya atilmistir (Kopincova, Puzserova & Bernatova,
2012).

68



Testis dokusunda iskemi reperfizyonla olusturulan oksidatif hasarin
giderilmesinde antioksidan kullanimi ile, artan NO miktari normal degerlerine
diasdrdlmustir (Koltuksuz vd., 2000). Artan oksidatif stresin bir belirteci
olarak NO miktarinin dizenlenmesinde E vitamini ve melatonin uygulandigi
bir calismada da E vitamininin oksidatif stresi azaltti§i gosterilmistir
(Escames vd., 1997).

NO’nun kendi veya dolayl olarak etki ettigi diger serbest radikallerden
kaynakli oksidatif streste E vitamini, dodal antioksidan 6zelligi ile hicresel
dizeyde olusan reaktif lipitperoksidin zincirleme reaksiyonunu kesmekte ve
oksidan-antioksidan dengenin korunmasinda 6nemli bir rol Ustlenmektedir.
Escames vd. tarafindan yapilan calismayi destekler nitelikte sonug elde
edilmistir. NO sentezinin katalitik etkinligini Gstlenen NOS enzimi L-NAME ile
inhibe edilmistir. Bu yolla NO ve NO etkili serbest radikal olusumu
azaltilmistir. L-NAME'nin NOS inhibitérii olmasi sebebiyle E vitamininden
daha anlamli sonuglar elde edilmistir. Sonuglarimiz yapilan calismalarla
paralellik gdstermektedir. Calismamiz E vitamini ve L-NAME tedavisi ile
sigara kaynakli oksidatif hasarin giderilebilecegini diisindlirmektedir.

Calismamizda MPO enzim aktivitesi dlgilmus ve K grubuna kiyasla S
grubunda MPO aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli dlizeyde artis
bulunmustur (p<0.01). S-E ve S-E-L gruplarinda K grubuna kiyasla anlimh
bir degisim olmazken S grubuna kiyasla anlamli diizeyde MPO aktivitesinin
azaldigi saptanmistir (p<0.05). Ortamda serbest radikallerin artmasiyla MPO
aktivitesinde artis go6zlenmisken antioksidan ilave edilmesiyle bu artis
gorulmemektedir.

MPO notrofiller tarafindan oksidanlarin  Gretiminde temel bir rol
oynamaktadir. Notrofiller serbest oksijen radikalleri icin dnemli bir kaynaktir
ve bu nedenle birgok inflamatuvar bozuklukta olusan doku hasarinda 6nemli
bir efektér olarak kabul edilir (Sener vd., 2003). Cesitli dokularda yapilan
oksidatif hasarin giderilmesi calismalarinda MPO aktiviteleri dlcilmus ve
antioksidan kullanimi ile oksidatif hasar ile artan MPO aktivitesinde azalma
saptanmistir (Balahoroglu vd., 2008).

Yapilan calismalarda hucresel oksidatif hasarin belirlenmesinde MPO
onemli bir belirte¢ olmus, dogal bir antioksidan olan E vitamini kullanimi ile
reaktif serbest radikal reaksiyonlari kirildigindan MPO aktivitesindeki artisin
normal aralida indirilebildigi saptanmistir (Galeano vd., 2001).

Asetaminofen kaynakli karacier ve bobrek toksiksisitenin
giderilmesinde E vitamininin etkisinin incelendigi bir calismada, olusan
toksisiteye bagl reaktif ara trtinlerin MPO aktivitesini arttirdigi ve E vitamini
kullanilmasi ile MPO aktivitesinin normal degerlere dondigd bulunmustur
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(Sener, Sehirli & Ayanoglu-Dilger, 2003). Adedara vd.’nin yapmis oldugu
Ureme toksisitesi ile ilgili calismada antioksidan uygulamasi ile, artmis MPO
aktivitesinin duslridlerek toksisitenin  6nline gecilebilecedi gosterilmistir
(Adedara, Subair, Ego, Oyediran & Farombi, 2017). Uz vd. testis dokusunda
yapmis olduklari calismada antioksidan ilavesi ile MPO aktivitesinin azaldigini
ve oksidan-antioksidan dengenin yeniden saglandigini gostermislerdir (Uz
vd., 2012).

E vitamini dodal bir antioksidan olmasi sebebiyle calismamizda
kullanilmis ve sigara dumani maruziyeti sonucunda oksidanlar lehine olan
durumu duzeltmede olumlu sonu¢ vermistir. Bulgularimiz literattrdeki
calismalarla paralellik gdstermektedir. L-NAME uygulanan grupta ise MPO
aktivitesinin K grubundaki diizeye inmemis olmasi L-NAME'nin MPO aktivitesi
Uzerinde istatistiksel olarak anlaml bir etkisinin olmadigini
disindirmektedir. Literatlirdeki calismalara baktigimizda testikular oksidatif
stresin giderilmesi icin L-NAME kullanimi ile MPO aktivitesi arasinda bir
iliskiye rastlanmamistir. Calismamizda L-NAME uygulamasi ile oksidatif
stresin giderilmesinde MPO aktivitesinin belirteg olarak kullaniimasinin
anlaml olmadigi gérulmustdar.

Sigara dumani maruziyeti sonucu olusan testikular oksidatif stres icin E
vitamini ve L-NAME'nin ayri ayri kullanimlarinda daha iyi sonug alinabilecegi
calismamizda gorulmustir. Testikular hasarin belirlenmesi igin 6lgtigimiz
hormonlardan testosteron dizeyindeki artis ile LH dizeyindeki azalis ve
hicresel diizeyde olusan oksidatif hasarin belirlenmesinde dederlendirdigimiz
MDA, NO dlzeyleri ile MPO aktivitesinde ylkselme, GSH dizeyi ile CAT
aktivitesindeki azalma sonucunda, sigara dumani maruziyeti sonucu gonodal
hormonlarda dizensizlik oldugu ve oksidatif stresin olustugu goérilmdistir. E
vitamini ve L-NAME uygulanmasi ile hormonal duzensizlik ve oksidatif hasarin
ekseriyetle 6ntne gecilmistir. Ancak E vitamini ve L-NAME'nin birlikte
uygulandigi grupta bazi degerler normal seviyeye yaklassa da istatistiksel
olarak anlamlilik ifade etmemektedir. Calismamiz neticesinde sigara dumani
maruziyeti ile olusan testikular oksidatif stresi dizeltmede E vitamini ve L-
NAME'nin olumlu etkileri oldugunu disiinmekteyiz.
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6- SONUC VE ONERILER

Calismamizda E vitamini ve L-NAME'nin sigara dumani maruziyeti
sonucu olusan testikular oksidatif strese etkisinin incelenmesi amacglanmistir.
Bu amacla testis doku homojenatinda MDA, GSH, NO dlzeyleri ile CAT ve
MPO enzim aktiviteleri, kardiyak yolla alinan kan o6rneklerinden elde edilen
serumlarda ise gonadal hormonlardan testosteron, FSH ve LH seviyeleri
dlguldd.

Sonug olarak;

Sigara dumanina maruz birakilan siganlarda serumda dlgilen
testosteron seviyesi K grubuna kiyasla anlaml dizeyde azaldi. S-E ve S-L
gruplarinda hormonal bozuklugun S grubuna kiyasla anlamli bir sekilde
artarak dizeldigi bulunmustur. S-E-L grubunda ise E vitamini ile L-NAME'nin
birlikte verilmesi testosteron seviyesinde anlamli bir dizelme géstermemistir.

FSH dlzeyinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmazken E vitamini ve L-NAME uygulamalarinda S grubuna kiyasla
anlamli olmayan artislar bulundu.

Testosteron Uretimini uyaran LH dizeyi K grubuna kiyasla S grubunda
istatistiksel olarak anlamli dizeyde artti. E vitamini ve L-NAME uygulamasi ile
S-E, S-L ve S-E-L gruplarinda S grubuna kiyaslandiginda LH dlzeyinin
anlaml bir sekilde azaldigi bulundu.

Testis doku homojenatinda yapilan 0&lgimlerde MDA dlzeyinin K
grubuna kiyasla S grubunda anlamh bir farkla arttigi, S-E, S-L ve S-E-L
gruplarinda S grubuna kiyasla anlaml bir farkla azaldigi bulundu.

GSH dizeyinin K grubuna kiyasla S grubunda istatistiksel olarak
anlamh bir farkla azaldigi, S-E, S-L ve S-E-L gruplarinda S grubuna kiyasla
anlamli bir farkla arttigi belirlendi.

Biyolojik sistem icin optimal kosullarda faydasindan bahsedilse de
ylksek dlzeylerde bulundugunda =zararli bir madde olan NO dizeyi K
grubuna kiyasla S grubunda anlamli bir farkla artti, S-E, S-L ve S-E-L
gruplarinda S grubuna kiyasla anlamh bir farkla azaldi.

Antioksidan enzimlerden CAT enzim aktivitesi K grubuna kiyasla S
grubunda anlamh bir farkla azalirken, S-E ve S-L gruplarinda S grubuna
kiyasla anlaml bir farkla arttidi bulundu. E vitamini ve L-NAME'nin birlikte
uygulandigi S-E-L grubunda ise istatistiksel olarak anlamli bir degisim
belirlenmedi.
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Bir diger antioksidan enzim MPO aktivitesi S grubunda K grubuna
kiyasla anlamli dlizeyde artarken S-E ve S-E-L gruplarinda S grubuna kiyasla
anlamli dizeyde azaldi.

Calismamizda sadece nikotin uygulamasi ile olusturulan oksidatif strese
ek olarak sigarada bulunan tim maddelere maruziyet sonucu olusan oksidatif
stresin durumu g6z 6nlne alindi ve E vitamini ve L-NAME kullanimi ile
hasarin ne denli giderilebilecegi arastinildi. Bulgularimiz sigara dumani
maruziyeti sonucu olusan testikular oksidatif stresin E vitamini ve L-NAME ile
dlzeltilebilecegini gostermektedir. Calismamiza istinaden pasif veya aktif
sigara kullanimi ile olusan dreme sistemi Uzerindeki hasarin tedavi
edilmesine yonelik calismalarin gelistiriimesi ile hem sosyal hem de toplumsal
acidan faydalar elde edilebilinecegi kanisindayiz.
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