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OZET

Bu calismada etanoliin sican testis dokusu iizerinde olusturdugu hasarlar
biyokimyasal ve histolojik diizeyde incelenmistir. Testis dokusunda etanol
toksisitesine bagh olusan hasarlara karsi chrysin’nin koruyucu ozellikleri

degerlendirildi.

Cahismamizda 200-300 gr agirhgindaki 35 eriskin Sprague-Dawley erkek
sican 5 gruba ayrild1 (n=7). Gruplara 30 giin her giin ayn saatte oral yolla misir
yagi (1ml), etanol (%40°hk 3g/kg), chrysin (50mg/kg) ve ethanol+chrysin (%40°hk
3 mg/kg etanol ve musir yaginda cozdiiriillen 50mg/kg chrysin) verildi. Deney
sonunda histolojik incelemenin yani sira testis doku orneklerinde MDA ve GSH
diizeyleri, SOD ve CAT enzim aktivitesi; serumda ise testesteron seviyeleri

ol¢iildii.

Deney sonunda viicut agirhklar kontrole oranla diger gruplarda anlamh
olmayan bir diisiis gostermistir. Testis indeksi etanol kullanimiyla 6nemli dl¢iide
kiiciilmiistiir. Etanol grubunda, olgunlasmasim tamamlamamis germinal
hiicrelerin tiibiil liimenine dokiildiigii, germ hiicre serisinin azaldig,
spermatogenetik hiicreler arasindaki dizilimde bozukluk, interstisyel alanda
genisleme ve 6dem olustugu, spermatogenik hiicrelerde vakuol olustugu gozlendi.
Chrysin uygulamasiyla etanol grubunda olusan hasarlarda belirgin bir diizelme
goriildii. GSH diizeyleri etanol grubunda diger gruplara oranla anlamh olarak
azaldi. CAT ve SOD enzim aktiviteleri etanol grubunda kontrole oranla anlamh
bir sekilde azalirken; chrysin CAT enzim aktivitesini anlamh bir sekilde arttirms,
diisen SOD enzim aktivitesinde ise etkili olmamistir. MDA diizeyleri kontrole
kiyasla etanol grubunda belirgin oranda artmis, chrysin uygulamasiyla kontrole
yaklasmstir. Testosteron seviyesinin chrysintetanol ve chrysin gruplarinda

arttigl, kontrol ve etanol gruplarinda ise azaldig1 goriilmiistiir.



Sonuc¢ olarak, kuvvetli bir antioksidan olan Chrysin’nin o6zellikle testis
dokularim1 alkol gibi baz1 toksik maddelere karsi koruyabildigi ve serumda
testesteron seviyelerinde onemli artis sagladig1 saptandi. Bu nedenle chrysin’nin
alkole bagh infertilite caliymalarinda kullamilabilirligini artirici ¢alismalarin

yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: etanol, chrysin, testis, sican, testosteron, MDA
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ABSTRACT

In this study, biochemical and histological damage of ethanol are formed on
rat testis tissue was investigated. Chrysin testicular tissue protective properties

against damage caused by ethanol toxicity were evaluated.

In our study, 35 adult male Sprague - Dawley male rats weiing 200-300 g
were divided into 5 groups (n = 7). Groups at the same time every day, 30-day oral
administration of corn oil (1 ml ), ethanol ( 40% 3g/kg ) , chrysin ( 50mg/kg ) and
ethanol + chrysin ( 40% of 3 mg / kg ethanol, corn oil, thawed chrysin 50mg/kg )
was given. Histological examination of testicular tissue samples at the end of the
experiment, as well as the levels of MDA and GSH, SOD and CAT enzyme activity

in the serum testosterone levels were measured.

In the body weight control showed a non significant decrease compared to
the other groups. The use of ethanol significantly decreased testicular index.
Ethanol group, completed the maturation of germinal cells flows into the lumen of
the tubules, germ cell line decreased sequence of spermatogenic cells disorder,
interstitial edema occurred in the opening and, of germ cells was observed in the
vacuole. Chrysin application of the ethanol group showed a significant
improvement in damage. GSH levels were significantly decreased in the ethanol
group compared to other groups. CAT and SOD enzyme activity compared to the
control group significantly decreased ethanol; chrysin CAT enzyme activity
increased significantly, falling SOD enzyme activity was not effective. MDA levels

were significantly increased in the ethanol group compared to the control,
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application control, approached chrysin. Chrysin + ethanol and increases the level

of testosterone in groups, the control and ethanol groups has decreased.

As a result, a strong antioxidant, especially testicular tissue Chrysin can
protect against toxic substances, such as alcohol and serum levels of testosterone
think it provides a significant increase. Therefore, to increase the availability of

chrysin studies are needed to study alcohol-related infertility.

Keywords: ethanol, chrysin , testis , rat , testosterone, MDA
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CAT : Katalaz

CH : Chrysin

EtOH : Etanol

g : Gram

GSH : Rediikte glutatyon
GnRH : Gonodotropin relesing hormon
H,0; : Hidrojen peroksid
H-E : Hematoksilen-eozin
kg : Kilogram

LH : Luteinizan hormon

ip : Intra peritonel

MDA : Malondialdehit

mg : Miligram

ml : Mililitre

um : Micrometre

NBT : Nitroblue tetrazoliumu
Nm : Nanometre

PAS : Periyodik asit schiff
ROS : Reaktif oksijen radikalleri
SOD : Stiper oksid dismutaz
TA : Testis agirlig1

TBARS : Tiyobarbiturat reaktifi



1. GIRIS VE AMAC

Testisler, cinsiyet karakterleri gelisimi ile yardimci lireme bezleri fonksiyonu
icin gerekli bir hormon olan testosteronu ve {ireme i¢in ¢ok Onemli olan
spermatozoonlar1 tiretmektedirler (85). Bu organ disaridan verilen veya alman toksik
maddelerden kolaylikla etkilenmektedir. Testis i¢in toksik olan maddelerin basinda

alkol gelmektedir (26,31).

Alkoliin insan ve hayvanlarda ilireme hiicrelerinde hasara neden oldugu
bilinmektedir. Alkol testise toksik etki yaparak sperm sayisinda diisiis ve
hareketliliginde azalmaya neden olurken kronik alkolik olan erkeklerde ise, testis
atrofisi, yardimci {reme organlarinda fonksiyon bozuklugu, spermatogenezde
diizensizlikler, spermin  kapasitasyon  aktivitesine olumsuz etkileyerek
spermatozoonlarin délleme yetenegini azaltmasi ve Sertoli hiicrelerinde de hasara neden
olarak infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (26,31,46,85,90). Ayrica alkol
hipotalamus-hipofiz-gonodal ekseni bozarak testosteron ve dihidrotestosteron seviyesini
de olumsuz etkilemektedir (28,52). Erkeklerde infertiliteye neden olan faktdrlerden
birisi de oksidatif strestir ve oksidatif stres sonucunda serbest radikaller meydana gelir.
(21). Serbest radikaller siiperoksit, hidroksil, lipid peoksit ve nitrik oksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahip bilesiklerdir (20). Serbest radikal/antioksidan
dengesinin, serbest radikaller lehine kaymasi sonucu oksidatif stres meydana gelir (30).
Artan oksidatif stres, DNA, protein ve lipid gibi makromolekiillerde oksidatif hasara yol
acmaktadir. Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini astiklarinda
oncelikle hiicre membranlarm etkilerler. Lipidler ise membranda en ¢ok hasara ugrayan
kimyasal yapilardir. Membranda bulunan kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Ug¢ ya da
daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu, tiyobarbitiirik asit
reaktif maddeler (TBARS) yontemiyle 6l¢iimii yapilabilen malondialdehit (MDA)
bilesikleri olusur. Olusan MDA, membran lipidlerini ¢capraz baglayarak polimerize eder.
Polimerizasyon sonucu iyon transportu ve enzim aktivitelerinde bozulma gibi membran

ozelliklerini etkileyen degisiklikler meydana gelir (87). Serbest radikaller, oksidatif



strese neden olduklarindan, ¢ogu antioksidanlar oksidatif strese bagli olarak ortaya

¢ikan doku ve organ hasarlarini engellerler (66).

Oksidatif strese karsi ¢esitli antioksidanlar kullanilmaktadir. Antioksidanlar,
lipid peroksidasyonunu, proteinlerin c¢apraz baglanmalarmi ve DNA mutasyonunu
onleyen bilesiklerdir. Ksenobiyotiklere ve toksik radikal reaksiyonlara karsi hiicreleri
koruyan antioksidanlar; flavonoidler, glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz,
siiperoksid dismutaz, tioredoksin rediiktaz olarak siralanabilirler. Flavonoidler
antioksidan etkilerinden dolay1 kapsamli bir sekilde 6nem kazanmiglardir. Caligmalarda

cok sik kullanilan flavonoidler: chrysin, genisteindir, luteolindir.

Chrysin bir flavonid olup ayni zamanda bir antioksidan, antikanserojen,
antiestrojenik ve antiflamatuar 6zelliklere sahiptir (19,55). Disi ve erkekte cinsiyet
hormonlarinin sentezinde aromataz enzimi rol almaktadir. Aromataz enzimi (p450
sitokrom) testosteronu Ostradiole doniistiiren bir ajandir. Aromataz enziminin bloke
edilmesi testosteron seviyesinde bir atisa neden olmaktadir. Chrysin de bir aromataz
enzimi inhibitériidiir ve kullanilmasi durumunda testosteron diizeyini ve sperm
kalitesini arttirmaktadir (33).Chrysin’nin etanol toksisitesine karsi karaciger, bobrek vs.
organlarda koruyucu etkisi saptanmis, ayrica siganlarda sperm kalitesini arttirdigi ve
testosteron diizeyini arttirdig1 bulunmustur (19). Fakat etanole bagli testis hasarina karsi

koruyucu etkisi konusunda literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu ¢aligma testiste etanol etkisiyle olusan dejeneratif etkilerin chrysin sayesinde
diizelebilecegi fikrinden hareketle planland1i ve gerceklestirildi. Etanoliin si¢an
testislerinde olusturdugu dejeneratif etkiler ve chrysin’ in etanol toksisitesine karsi
koruyucu etkilerinin olup olmadigi 151tk mikroskobu ve biyokimyasal diizeyde

arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testisin Embriyolojik Gelisimi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti, X kromozomuna sahip ovum’un
X veya Y kromozomunu tasiyan sperm ile fertilizasyonuna bagli olsada erkek ve disi
morfolojik karakteristik 6zellikleri embriyonun 7. haftasina kadar gelismeye baslamaz
(56). Gonadlar baslangicta bir ¢ift uzunlamasina, s6lomik epitelin proliferasyonu ve
altindaki mezensimin yogunlasmasiyla olusmus genital veya gonadal sirtlar halinde
belirirler. Gelisimin 6.haftasina kadar bu gonadal sirtlar iginde germ hiicreleri yoktur.
Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken evrelerinde yolk kesesi duvarinda
endoderm hiicreleri arasinda ve allantoise yakin bir yerde belirirler. Amibik hareketlerle
son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerler, 5. haftanin basinda primitif
gonadlara ulasir ve 6. haftada genital kivrimlara tamamen yerlesirler. Boylece heniiz

farklilasmamis fotal gonad gebeligin 6. haftasinda ortaya ¢ikmis olur (56,70).

7.haftadan O0nce gonodlarm goriiniimii her iki cinstede benzer oldugundan
“farklanmamis gonadlar” olarak isimlendirilirler. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in bir
Y kromozomu gereklidir. Testis belirleyici faktér (TBF) i¢cin gerekli olan SRY geninin,
Y kromozomunun kisa kolundaki cinsiyet belirleyici bdlgeye yerlestigi belirlenmistir.
Y kromozomu tarafindan diizenlenen, testis belirleyici faktér (TBF), testikiiler
farklilasmay1 saglamaktadir. Bu faktoriin etkisi altinda, gonodal kordonlar, seminifer6z

kordonlara (seminiferdz tiibiil primordiyumlarina) farklanirlar (56).

Testis belirleyici faktor, gonodal kordonlar1 uyararak, onlarin farklanmamis
gonadin medullasinin derinliklerine dogru uzamasini saglar, kordonlar burada
dallanarak anastomoz yaparlar ve rete testisi olustururlar. Gelisimin daha ileri
evrelerinde tunika albuginea adli yogun fibr6z bir bag dokusunun araya girmesi ile
testis kordonlarmin ylizey epiteliyle olan iligkileri sona erer. Kordonlar puberteye kadar

kapalidir. Puberteden sonra liimen olusur ve seminifer tiibiiller belirir. Seminiferéz



tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur. Bunlar Sertoli hiicreleri ve spermatogonia
hiicreleridir. Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan miillerian inhibe edici madde
paramezonefrik (miillerian) kanallarin gerilemesini saglamaktadir (56,70). Seminifer
tiibiiller kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleriyle birlesir ve duktuli efferentes ile
devam ederler. Duktus deferens olarak bilinen bu kanallar, rete testis ile wolf kanallarini

birbirine baglar (70).

Leydig hiicreleri, 8-18. haftalar arasinda interstisyel dokudaki mezenkimal
hiicrelerin hizli degisimi sonucu ortaya ¢ikar. Gebeligin ortasina gelindiginde, testisin
%350’sini bu hiicreler olustururken doguma dogru sayilar1 giderek azalir (63).
Gestasyonun 8.haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron liretmeye baslarlar. Testosteron
iiretimi insan koryonik gonadotropik hormonu (hCG) tarafindan stimiile edilir,
testosteron, erkeklerde mezonefrik kanallardan erkek genital kanallarin olusumunu
uyarwr. 8. haftada, fetal testisler tarafindan {retilen testosteron etkisiyle, her bir

mezonefrik kanalin proksimal kisimlar1 kivrintili bir hal alir ve epididimis olusur (56).

Ikinci ayin sonunda testis ve mezonefroz karin arka duvarma iirogenital
mezenterle baglhidir. Mezonefroz dejenere olduktan sonra bu baglar gonadin mezenteri
haline gelir. Mezonefrozun dejenere olmasi ile birlikte, abdomenin her iki tarafinda,
gubernakulum adi verilen bir ligament, gonadlarin inferior kutuplarindan asagi dogru
uzanir. Miiller inhibe edici faktor testislerin inguinal halkalara dogru hareketini
saglamaktadir. Testislerin inguinal kanallardan skrotuma inisi, genellikle 26.haftada
baslar ve 2-3 giin devam eder. Testis skrotuma inerken beraberinde kendileri ile iliskili
olan kan ve lenf damarlari, otonom sinirler ve Tunika vajinalis ad1 verilen bir periton
kivrimida beraberinde skrotuma tasir (80). Yeni doganlarin %97 den fazlasinda her iki

testiste skrotum igerisinde bulunur (56,70).

2.2. Testisin Anatomisi

Eriskin bir erkegin testisi 4x3.5x3 cm boyutlarindadir. Testisler ovoid sekilli

gonadlardir. Her birinin hacmi 30 ml kadardir. Testisin anterolateral 2/3 bdliimii serbest



iken, posterolateral yiizii epididimis, bag dokusu ve damarlarla ortiiliidiir (77). Testis
parankimi distan ice dogru, en dista tunika vaginalis, ortada tunika albuginea ve en icte
tunika vaskulosa olmak tizere 3 tabakadan olusan bir kapsiil ile sarilidir. Tunika
vaginalis visseral ve parietal olmak iizere 2 tabakadan olusur. Visseral tabaka testisin 6n
yiiziinde ve her iki yaninda bulunur. Parietal tabaka ise testisin alt kismindan st
kismma dogru uzanir. Bu iki tabaka arasinda potansiyel bir bosluk vardir. Bu boslukta
az miktarda serdz sivi bulunur (13,74). Bunlarin da disinda sirasiyla; “fascia spermatica

2 13

interna”, “musculus cremaster”, “fascia spermatica externa”, tunika dartos ve cilt yer

alir (49).

Tunika albuginea kalin, sert fibroz bir tabaka olup testis icerigini sarar. Tunika
albugineanin yapisinda, esas olarak kollajen doku i¢ine dagilmis ¢ok sayida, dallanmas,
diiz kas hiicreleri vardir ve bu lifler otonomik innervasyon sonrasinda kasilarak olusan
sperm hiicrelerinin efferent duktuslara dogru hareket etmesinde yardimci olur(6).
Tunika albugineanm i¢ yliziinden ¢ikan fibroz septalar testisi yaklasik 250 adet, piramit
bicimli lobiillere ayirir. Herbir lobiiliin i¢inde bir ile dort arasinda degisen sayida
kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller ise rete testis diye isimlendirilen
kanal agma acilirlar(49). Rete testis, testikiiler sivi ve spermatazoanin epididimin bag
kismina aktarilmasinda rol oynayan, 6-12 efferent kanalin birlesmesi ile olusur(6).

Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlasarak mediastinum testisi olusturur(49).

Tunika vaskulosa, tunica albugineann hemen altinda yer alir. Testisin
septumlarinin i¢ yiiziinlii Orttiigli i¢cin testis kompartmanlar1 etrafinda uzanmaktadir.
Testis kapstil araciligiyla septalarla 250-300 kompartmana boliiniir. Her bir septum ayr1
bir seminifer tiibiil ve en az bir sentrifugal arter igerir. Her bir septum, interstisyel doku
ve gelismekte olan germ hiicreleri igeren seminifer tiibiilleri bulundurur. Interstisyel
doku sinir, kan ve lenfatik damarlar ile birlikte Leydig hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlardan meydana gelir. Seminifer tiibiiller her iki ucu da siklikla rete testiste

sonlanan “V* seklinde tiibiiller olarak uzanirlar(6).



2.3. Testis Histolojisi

2.3.1. Interstisyel Doku

Testis dokusunun %25-30’unu olusturur. Intertiibiiler bolgede Leydig hiicreleri,
kan damarlari, lenfatikler, sinirler, makrofajlar ve mast hiicreleri bulunur. Leydig
hiicreleri ergenlikte ortaya cikarlar. Bunlar, santral konumlu, tek,yuvarlak bir ¢ekirdege
sahip, goOrevi testosteron Uretimi olan hiicrelerdir. Testosteron, kolesterolden
sentezlenen, sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonudur.
Testosteron salgilanmasi liiteinizan hormon kontroliindedir. Plazmada testosteronun
%65°1 androjen baglayici protein olarak adlandirilan bir beta globuline, %33’ ise

albumine bagh olarak bulunur (46).

Spermatogenez; hipofizden salgilanan folikiil stimulan hormon ile liiteinizan
hormonun testis iizerindeki etkileriyle iliskilidir. Liiteinizan hormon, Leydig hiicrelerine
olan etkisiyle normal spermatogenik hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli testosteron
yapimini uyarir. Folikiil stimulan hormon ise Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat
siklaz1 ve sonucta siklik adenozin monofosfat artisini1 uyarir. Boylece androjen baglayici
protein sentezi ve salgisi artar. Androjen baglayici protein testosteronu baglayarak
seminifer tiibiil limenine tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir,

Ostrojen ya da progesteronla inhibe edilir (28,46).

2.3.2. Seminifer Tiibiiller

Insanda kama seklinde yaklasik 250 adet lobiil olusur. Lobiiller i¢cinde seminifer
tiibiiller bulunur(59). Her lobiilde 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Her bir seminifer tiibiil
karmagsik bir yapida olup cok kath epitel ile doselidir ve caplar1 yaklasik 150-250um,
boylar1 ise 30-70 cm’dir. Tibiiller kivrintili bir yapiya sahiptir, uglara dogru liimeni
daralarak diiz tiibiiller olarak ya da tubuli rekti olarak adlandirilan kisa segmentler
halinde devam eden sekilde uzanir. Bu diiz tiibiiller seminifer tiibiilleri rete testis

denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglar(42). Rete testis,



seminifer epitelyumun {riinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar)
toplayan kanallar agidir (44). Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet

duktuli eferentes ile epididiminin bas kismina baglanir (42).

Seminifer tiiblil iki belirgin hiicre popiilasyonu igceren Ozellesmis seminifer
epitelyum ile doseli merkezi bir iimenden olusur:
1-somatik Sertoli hiicreleri

2-spermatogenik hiicreler (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler) (44).

Seminifer tiibiilleri ayr1 bir bag dokusu, kasilabilir yass1 miyoid hiicrelerinden
olusan bir tabaka ve bir bazal membran ¢evreler. Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri
rete testise iletirken ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal

kanaldan gegtikten sonra ileri hareketlilik 6zelligi kazanirlar (44,59).

2.3.2.1. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelyumunda baskin hiicre tipi
olmasina ragmen puberteden sonra, seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik
%10’unu olusturur. Seminifer hiicreler bazal laminadan seminifer tiibiil llimenine dogru
uzanan prizmatik hiicrelerdir. Tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda

koprii hiicreler olarak gorev yaparlar.

Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri oluklu ve heterokromatin 6zellik géstermektedir
ayni zamanda genis bir ¢ekirdekeik igerir. Sertoli hiicreleri komsu Sertoli hiicreleri ile
bazolateral bdolgelerden birbirine okludens baglantilar1 ile baghdir. Bazolateral
okuludens baglantilart:

1) Seminifer epitelyumu bir bazal ve bir adluminal kompartmana bdler
2) Gelismekte olan spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyondan koruyan

kan-testis bariyeri olarak adlandirilan elemanlar1 belirler (59).



2.3.2.2. Sertoli Hiicrelerinin Fonksiyonlarn

o Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri beslemek, korumak ve desteklemek,

e Spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidual (artik) cisimcikleri
fagosite etmek,

e Olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla, spermiyasyon adi verilen bir siireg,
seminifer tlibiil limenine salinimini kolaylagtirmak,

e Seminifer tiibiil llimenine protein ve iyondan zengin bir s1v1 salgilamak.

Sertoli hiicreleri folikiil stimiile edici hormon (FSH) uyarimina cevap veririler.
FSH androjen-baglayici protein (ABP) sentezini ve sekresyonunu diizenler. ABP
testosteron ve dihidrotestosteron androjenlerine yiliksek baglanma afinitesinde olan bir

salgisal proteindir.

Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin alt iinitelerini salgilarlar. inhibin FSH {izerine
negatif feedback gosteririken, aktvin ise FSH salinimi iizerine pozitif feedback bir etki

gosterir.

Sertoli hiicreleri puberteden sonra post mitotiktir. Erigkin testisinde mitotik

hiicre boliinmesi gdzlenmez (44,59).

2.3.2.3. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
diploid spermatogenetik hiicrelerdir. Spermatogonyumlar Sertoli hiicreleri arasindaki
tikayict baglantilarin altinda yer alirlar ve bu nedenle kan- testis bariyerinin diginda yer

alirlar.

Spermatogonyumlar spermatogonyal kok hiicreden kdken alirlar ve pubertede

baslayan mitotik hiicre boliinmeleri gegirirler.



Iki temel morfolojik spermatogonyal hiicre tipi vardir;
e Tip A spermatogonyum (insan testisinde A koyu ve A ag¢ik spermatogonyumlar
olarak gozlenir).

e Tip B spermatogonyum.

Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde 6nemli etkileri vardir. Bu
hiicreler kismen sesiz hiicrelerdir ve bu nedenle kanser terapisine ve radyasyona
direnglidirler. Mitotik olarak bdlilnen spermatogonyumlar, mayotik bdliinen
spermatositler ve farklilasmakta olan spermatidler kanser terapisine ve radyasyona
duyarhdirlar. Radyoterapi veya antikanser kemoterapisinin sonlandirilmasindan sonra,

spermotogonyal kok hiicreleri spermatogenik siireci yeniden olusturabilirler (44).

2.3.2.4. Spermatositler

B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan onciil hiicrelerdir.
Primer spermatositler 46 (44+XY) ve 4N DNA igerir.Olusan bu hiicreler birinci mayoz
boliinmenin profazina girerler. Bu boliinmenin profazi yaklasik 22 giin siirdiiglinden,
kesitlerde goriilen spermatositlerin cogu bu asamada izlenecektir. Primer spermatositler
spermatojenik serinin en biiyiik hiicreleridir ve ¢ekirdeklerinde, sarmalanma siirecinin

degisik asamalarindaki kromozomlarmn bulunmasi ile taninirlar (42,44).

Birinci mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan ve
yanlizca 23 kromozom iceren daha kii¢iik hiicreler olusur. Testis kesitlerinde sekonder
spermatositlerin gozlenmesi zordur, ¢iinkli bunlar interfazda cok kisa siire kalan ve
cabucak ikinci mayoz bdliinmeye giren kisa Omiirli hiicrelerdir. Sekonder
spermatositlerin  bolinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin, spermatidlerin
olusmasiyla sonuclanir. Spermatositler sertoli hiicreleri arasindaki tiklayici baglantilarin
hemen iizerinde, seminifer tiibiiliin adluminal kompartmaninda(liimene yakin kisimda)

yer alirlar. Bu ylizden, mayoz bdliinmeler kan-testis bariyerinin ig¢inde gerceklesir
(42,44).



2.3.2.5. Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon iiretiminin son agamasi ve spermatidlerin, erkek
DNA’sin1 ovuma aktarmak i¢in son derece Ozellesmis hiicreler olan spermatozoona
dontisme stirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gergeklesmez. Spermiyogenez, akrozom
olusumunu, ¢ekirdek yogunlasmasini ve uzamasini, kame1 gelismesini ve sitoplazmanin
biiylik bir boliimiiniin kaybolmasini igeren karmasik bir siirectir. Bu siirecten sonra
spermatidler, kiiciik boyutlari, yogunlagsmis kromatin bolgeleri iceren nukleuslar: ile

ayirt edilebilirler. Seminifer tiibiilde iimen yakininda yerlesmislerdir (59).

2.4. Etanol

Alkol, doymus karbon atomlarma bagli hidroksil gruplarindan olusan bir organik
bilesiktir (40,58). Alkolli igeceklerde bulunan etil alkoldiir (etanol) ve kimyasal
formiili C,HsO olup EtOH ya da C,HsOH olarak da ifade edilmektedir. Molekiil
agirhig1 46,06844 g/mol, goriiniisii renksiz, sivi yogunlugu 0.789 g/cm3, erime noktasi -
114,3 0°C, kaynama noktas1 78,4 0°C, asidite (pKa) 15,9’dur (48). Alinan alkol mide-
barsak sistemindeki (agiz, 6zefagus, mide, ince bagirsak) mukoza epitellerinden kolayca
emilir. % 90" ince bagirsaklarn iist kismindan emilir. Etanol suda kolay ¢oziinebildigi
icin hizla kan dolagimma katilarak tiim dokulara yayilir ve 6zellikle de su orani yiiksek

dokulara daha kolay ulasir (40,58).

Yagda coziiniirligli de orta derecede oldugundan hiicre zarlarini etkiler. En {ist
kan alkol diizeyine ortalama 45-60 dakikada ulasir ve midenin bos olmasi emilimi
hizlandirir. Alkoliin % 90-98'1 karacigerde oksidasyon yoluyla metabolize edilir. Alkol
dehidrogenaz (ADH), mikrozomal etanol okside edici sistem ve katalaz tarafindan
asetaldehide oksitlenmektedir (40,58). Geri kalan % 2-10’luk kistm bobrekler,
akcigerler ve ter yoluyla degismeden atilmakta olup, bir saatte 10-34 mg/dl (ortalama 15
mg/dl) etanol metabolize edilebilir (14). Uzun siire alkol kullanan kisilerde enzim

sistemlerindeki yogunluk ve duyarlilik artis1 nedeniyle metabolizma daha hizli olup bir

10



sonraki basamakta asetaldehid, yine karaciger hiicresi sitozol ve mitokondrilerindeki

ADH ile asetik asite, oradan da karbondioksit ve suya doniistiiriiliir (14).

Bu siire¢ hizlidir ve asetaldehid birikimini engellemekte olup koruyucu bir
basamaktir. Ciinkii asetaldehid toksik bir maddedir, yiiksek diizeydeki asetaldehid
histamin salmimina yol acar ve kan basinci diismesine, bulant1 ve kusmaya yol acar.
Alkoliin metabolizmas1 sirasinda NAD/NADH oranindaki degisiklikler bedende
fizyolojik diizeneklerin isleyisini bozmaktadir (14);

o Sitrik asit (Krebs) dongiisii baskilanarak karacigerde yag asitleri oksidasyonu azalr,
hiperlipemi gelisir ve karaciger yaglanmasi ile sonuglanir (14).

e Laktat/piirivat orani artar, hiperlaktikasidemi gelisir; laktik asidoza ikincil olarak
hiperiirisemi ortaya ¢ikar ve iirik asidin idrarla atilimi azalir (14).

e Hepatik glukoneogenezis baskilanarak hepatik glikojen depolar1 azalir ve kan sekeri
diger. Akut alimda ise glikojen depolarmdan glikoza doniisiim sonucu kan sekeri
yiikselebilir (14).

e Serum lipoproteinleri ve trigliseridlerde artis olur (14).

Alkol (etanol) basit bir molekiildiir ve viicuttaki biitiin sivi kompartimanlaria
basit difiizyonla hizla yayilir, alimindan kisa bir silire sonrada etkilerini gostermeye
baslar (22). Alkol alimi viicutta oldukg¢a toksik iki ayr1 madde olusumu ile
sonug¢lanmaktadir; asetaldehit ve lipid peroksidasyon sonucu malondialdehid (MDA)
(58). Her iki maddenin de c¢ok belirgin bir serbest radikal hasar1 ile sonuglandigi 1yi
bilinmektedir (3,58).

Etanol, akut alkolizmde, asil etkilerini merkezi sinir sistemi {izerine yapar ve
alkol alim1 devam etmediginde gerileyen hepatik ve gastrik degisiklikleri baslatabilir.
Kronik alkolizmde, 6zellikle karaciger ve mide olmak iizere, viicudun tiim organ ve
dokularmda morfolojik degisiklikler olusur. Ozellikle karacigerde siroz, midede iilser,

beyinde serebellar atrofi ve dejenerasyon, gozde optik noropati, kalpte kardiomyopati,
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iskelet kasinda miyopati, pankreasta akut veya kronik pankreatit goriilmektedir. Ayrica

kronik agir etanol alan si¢anlarda, platelet agregasyonu azalmistir (81).

Etil alkol, demir gibi farkli kimyasal maddelerin de serbest radikal miktarinin

artmasima neden oldugu bildirilmektedir (92).

2.4.1. Alkoliin Ureme Sistemine EtKisi

Etanol hipofiz-gonad yolunun fonksiyonuna zarar verir. Kronik etanol
uygulanan siganlarda serum testosteron ve testikiiler testosteron seviyelerinin azaldigi,
seminal vezikiil agirliklarinin azaldigi, serum FSH, LH seviyelerinin azaldigi,
hipofizer/serum FSH/LH oraninmin arttig1 gériilmiistiir. Serum testosteron seviyelerinin
azalmas1 direk olarak testikiiler steroidogenezin azalmasi veya testikiiler luteinizan
hormon reseptorlerinin tilkenmesi ve gonadotropin cevapsizligina bagl olabilir. Kronik
etanol maruziyetinin hipotalamik GnRH sekresyonunu etkilemis olabilecegi 6ne

stirtilmiistiir (72).

Kanda testosteron diizeyinin azalmasi seks diirtiisiinii azaltr ve impotens
gelismesine yol acar. Kronik alkolizmli hastalarda impotens insidensi % 50 kadar
yiiksek olabilir. Alkoliklerde sperma sivisinda spermatozoidlerin sayist azalwr. Erkek
alkoliklerin % 70-80’inin libido azalmasi, impotens ve kisirliktan sikayet ettikleri
bildirilmistir. Ayrica jinekomasti ve killanmanin azalmasi gibi feminizasyon belirtileri
ortaya cikar. Artmis kan alkol konsantrasyonu ejakiilasyon zamanini uzatwr. Leydig
hiicrelerine alkoliin direkt toksik etkileri ile bazi kronik alkoliklerde testikiiler atrofi
gelisir ve fertilite azalir (48). Etanol testiste kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptotik hiicre
Olimiinii indiikleyerek, hiicre proliferasyonunu azaltir ve spermatogenezi baskilar.
Survival kinazlarin (pAkt ve pErk1/2) aktivasyonu hiicre biiylimesinde ve apoptozisin
baskilanmasinda 6nemlidir. Etanol survival kinazlarm aktivasyonunu azaltarak sican
testisinde hiicre Olimiinii indiikler, spermatogonia ve spermatositlerin her ikisinde

apoptotik hiicre sayisini arttirir (45).

12



2.5. Serbest Radikaller

2.5.1. Serbest Radikallerin Yapilan ve Kaynaklan

Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
tastyan elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Cok reaktiftirler
ve cevrelerindeki atom veya molekiillerle etkilesime girerek onlardan elektron almaya
calisirlar. Serbest radikaller organizmada hem normal metabolizmanin yan {iriinii olarak
hem de iyonlastirici radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallarin etkisi sonucuda ortaya
cikarlar. Diger molekiiller ile ¢cok kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere

"oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen tiirleri ( ROS )" de denilmektedir (8).

Serbest radikaller hiicrenin tiim fraksiyonlarimda, membrana bagli veya serbest
halde bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi reaksiyonlarla da olusur. Hiicre i¢i serbest
radikal olusum mekanizmalar1 arasinda; mitokondriyal elektron tasima sistemi
reaksiyonlari, endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemi;
sitoplazmada ksantin oksidaz, dopamin B-hidroksilaz, D-amino asit oksidaz, iirat-
oksidaz gibi enzimler; hiicre zarinda NADPH oksidaz, prostoglandin sentetaz ve
lipoksijenaz enzimleri, peroksizomlarda ve lizozomlarda yer alan ¢esitli metabolik

reaksiyonlar yer almaktadir.

Serbest radikaller dogru yerde dogru zamanda ve dogru miktarlarda tiretildikleri
zaman yararhidirlar. Fakat besinlerle yeterli antioksidanlarn alinmamasi sonucu
antioksidan savunmanin yetersiz kalisi, aktivite ve c¢evresel faktorlere bagli olarak
serbest radikallerin asir1 liretimi sonucu dengenin bozulmasi oksidatif strese yol agar.
Hiicrelerin yapisal biitiinliikklerini koruyabilmeleri i¢cin antioksidanlar ve ROS gibi
serbest radikaller arasindaki dengenin korunmasi esastir. Denge serbest radikaller
yoniine kayacak olursa DNA, lipidler ve proteinler gibi biyolojik yapilar hasara ugrar

(67).

13



2.5.2. Serbest Radikallerin EtKileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin
kapasitesini astiklarinda Oncelikle hiicre membranlarint etkilerler. Lipidler ise
membranda en ¢ok hasara ugrayan kimyasal yapilardir. Membranda bulunan kolestrol
ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle reaksiyona girerek
peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) yontemiyle
Olciimii yapilabilen malondialdehit (MDA) bilesikleri olusur. Olusan MDA, membran
lipidlerini ¢capraz baglayarak polimerize eder. Polimerizasyon sonucu iyon transportu ve
enzim aktivitelerinde bozulma gibi membran o6zelliklerini etkileyen degisiklikler

meydana gelir (87).

2.6. Antioksidanlar

ROS’larm olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta
bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma sistemleri’

olarak bilinirler.

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile
etkisiz hale getirilirler. Hiicre dis1 savunma, alblimin, bilirubin, transferrin,
seruloplazmin, {irik asit gibi ¢esitli molekiilleri icermektedir. Hiicre ici serbest radikal
toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit
dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve
sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢cinko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin

fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (67).
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2.6.1. Dogal Antioksidanlar

2.6.1.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

2.6.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, endojen olarak olusturulan siiperoksit radikallerinin toksik etkilerinden
hiicreleri koruyan bir grup metallo enzimdir. SOD siiperoksitin hidrojen perokside

doniisiimiinii katalizler ve oksiradikallere kars1 primer koruyucudur ( 2).

2.6.1.1.2. Katalaz (CAT)

CAT, oksidatif hasara karsi cok hassas olan ve kisa siirede aktivitesini
kaybedebilen bir antioksidan enzimdir. Diisiik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu
durumlarda veya ortamda yiiksek miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif,
hidrojen peroksid olusum hizmin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle

hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir (2).

2.6.1.1.3. Glutatyon Rediiktaz ve Glutatyon Peroksidaz

GSH; DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i
ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlar1 disinda baslica antioksidan olarak hiicre
savunmasinda da 6nemli rolii vardir. Indirgenmis glutatyon (GSH), icerdigi tiyol grubu
araciligr ile hiicre icinde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi

oksidatif hasarlara kars1 korur (9).

2.7. Flavonoidler

Flavonoidlerin antioksidan, antiviral, antiproliferatif, anti-inflamasyon ve anti
kanserojen etkilere sahip olduklar1 bilinmektedir (92,94). Yapilan ¢alismalar sonucu
flavonoidlerin ~ genellikle  bitkilerde  bulundugu  ve  insanlar tarafindan

sentezlenemedikleri ve koroner kalp hastaliklar1 ile kanser gibi hastaliklarin
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engellenmesinde de rol oynadiklar1 i¢in flavonoidlere olan ilgi son yillarda artmistir.
Bugiine kadar belirlenen flavonoid sayisinin 8000’in iizerinde oldugu belirtilmistir

(15,36,62,76).

2.7.1. Chrysin

Son yillarda; tlizerinde ¢ok sayida arastrma yapilan flavonoidlerden biri de
Chrysin dir. G.F. Jaubert tarafindan 1926 yilinda, propoliste bulunan cesitli
flavonidlerden birisi olarak izole edilmistir (60). Yapilan aragtrmalar sonucu CH’nin,
carkifelek veya mavi tutku ¢icegi adiyla bilinen, Passiflora caerulea’da bulunan bir
flavonoid oldugu tespit edilmistir (53,86). Passiflora caerulea bitkisi disinda;
tiikkettigimiz besinlerden, maydanoz, kekik, dolma biber, kereviz, bal ve propoliste de,
Chrysin bulunmaktadir (50). Chrysin; Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry) tarafindan 5,7dihydroxy-
2-phenyl-4-chromenone olarak isimlendirilmis olup C;sH;¢O4 olarak formiile edilmistir

(37,38).

2.7.1.1. Chrysin’nin Etki Alanlan

Chrysin’nin serbest radikal diizeyini azaltarak ve kanserojen maddeleri etkisiz
hale getirerek toksik etki ve kanser olusumunu engellemeye katkida bulunabilecegi

diisiiniilmiis ve yapilan ¢alismalarlada desteklenmistir.

Biiyiikk bir ¢ogunlugu hayvanlar iizerinde yapilan bu g¢aligmalar sonucunda;
Chrysin’nin, antikarsinojenik (47,89), antioksidan (19,65), anti-inflamatuvar (18),
antiviral (23) oldugu diistiniilmektedir. Disi ve erkekte cinsiyet hormonlarinin
sentezinde aromataz enzimi rol almaktadwr. Aromataz enzimi (p450 sitokrom)
testosteronu dstradiole doniistiiren bir ajandir (54). Aromataz enziminin bloke edilmesi
testosterone seviyesinde bir atisa neden olmaktadir. Chrysin de bir aromataz enzimi
inhibitoriidiir (41) ve kullanilmas1 durumunda testosteron diizeyini ve sperm kalitesini

arttirdigi bildirilmistir (33).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hipotez

Kronik alkolik si¢anlarda olusan testis hasari iizerine chrysin’ in koruyucu

etkisinin histolojik olarak incelenmesi.

3.2. Arastirma Tipi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik

Kurulunun 322/2013 no'lu karar1 ile onaylanmis deneysel hayvan ¢aligmasidir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklem Biiyiikliigii

Eskisehir Osmangazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezinde (TICAM) iiretilen ortalama 200-300 gr agirhiginda 35 adet erigkin Spraque
dawley tiirii sican kullanildi. Sicanlar, 30 giin siireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlk
ortamin saglandig1 ve siirekli havalandirilan 21+ 2°C’lik odalarda tutuldular. Deney
siiresi boyunca adlibitum beslendiler. 30. giinde siganlar dekapite edilerek, testis
dokular1 alindi. Sag testis histolojik olarak degerlendirildi, sol testis ise tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeleri (TBARS), rediikte glutatyon (GSH), sliperoksitdismutaz (SOD),

katalaz (CAT) ve total protein analizleri yapilmak iizere kullanildi.

3.4. Deney Gruplan

Calismamizda kullanilan 35 adet sican 5 gruba ayrilmis olup her grupta 7 tane

denek bulunmaktadir.
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Tablo 1. Deney gruplar1 ve hayvanlara uygulanan maddeler

Grup | Sican Etanol | Chrysin | Misir Uygulama siiresi

No sayisi (g/kg) | (mg/kg) | yagi(ml)

I 7 0 0 0 Haftada her giin / 30 giin
II 7 3 0 0 Haftada her giin / 30 giin
I 7 0 0 1 Haftada her giin / 30 giin
v 7 0 50 0 Haftada her giin / 30 giin
\Y 7 3 50 0 Haftada her giin / 30 giin

Kontrol grubu: Bu grupta bulunan 7 adet sicana deney siiresince higbir sey

uygulanmadi

Etanol: Bu gruba etanol uygulandi (%96 + 2 saf etil alkol necm kimya, Tiirkiye).
3g/kg dozunda, 30 giin boyunca hergiin oral olarak izotonik soliisyon ile seyreltilen
%40 ‘lik etanol verildi. Etanol miktar1 her sicanin grubuna ve kendi agirhigina gore

ayarlandi.

Misir yagi: Bu gruba misir yagi uygulandi. 1 ml dozunda, 30 giin boyunca hergiin

olmak tizere oral olarak misir yagi verildi.

Chrysin gurubu (CH): Bu gruba musir yagi igerisinde ¢oziinmiis CH uygulandi
(Chrysin %97, Sigma-Aldrich C80105, Germany) (19). 50 mg/kg dozunda (19), 30
gilin boyunca hergiin olmak {izere oral olarak CH verildi. CH nin miktar1 her sicanin

grubuna ve kendi agirlhigina gore ayarland.

Etanol + Chrysin Gurubu (EtOH+CH): Bu gruba CH ve EtOH birlikte uygulandi. 50
mg/kg dozunda, 30 giin boyunca hergiin olmak tiizere oral olarak misir yaginda
¢ozlinmiis CH verildi. 3g/kg dozunda, 30 giin boyunca hergiin olmak tizere oral olarak
EtOH uygulandi. Chrysin, etanol uygulanmasindan 1 saat once gruptaki hayvanlara
verildi. Etanol ve Chrysin nin miktar1 her siganin grubuna ve kendi agirhigina gore

ayarlandi.
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3.5. Degerlendirme Yontemi
3.5.1. Viicut Agirhklariin Ol¢iimii

Deneye baslarken ve deney siiresinin sonunda siganlarin viicut agirliklari
tartilarak kaydedildi. Her hayvanin deney siiresinde gosterdigi agirhik degisimi
belirlendi ve deney sonu viicut agirlig1 farki olarak adlandirildi.

3.5.2. Bouin Tespitinin Hazirlanisi

Dokularin tespitinde kullanilacak bouin soliisyonu asagidaki sekilde hazirlandi;

Doymus Pikrik Asit ¢ozeltisi 75 ml
Formaldehit (%37) 25 ml
Glasiyal Asetik Asit Sml

Molekiil agirligi kadar tartilan pikrik asit (12,2 g) 1000 ml distile su i¢inde
eritilerek iyice ¢ozdiiriildii. Dipte tortu kalmamasina 6zen gosterilerek gerekli miktarda
pikrik asit kullanildi. Gozle goriilemeyen tortular1 uzaklastirmak i¢in soliisyon
kullanmadan 6nce siiziildii. Bouin tespitini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit
cozeltisi formaldehit ile iyice karistirildi, sonra iizerine yavasca glasiyal asetik asit

eklenerek tekrar karistirildi (11,43).

3.5.3. Dokularin Alinmasi

Tim hayvanlar deneyin sonunda tartildi ve derin eter anestezi altindayken

servikal dislokasyonla 6ldiriildii. Hizli bir sekilde hayvanlarin karin bolgesi acilarak

testisleri ¢ikarildi.
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3.6. Testis Agirhklarmimn Olgiimii

Cevre dokularindan 1iyice temizlenen testislerin her biri Shimadzu
(Libror AEX-200G) marka hassas terazide titizlikle tartildi. Testis agirliklar1 her sigan
icin sag ve sol olmak iizere ayr1 ayr1 kayit altina alindiktan sonra, sag testisler bouin
tespitine alind1 (69, 72). Sol testisler ise biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere

ayrildi.

3.6.1. Testis Agirhik indeksi Hesaplamasi

Deneyin son giinii dlciilen viicut agirligi ile ayn1 hayvana ait sag ve sol testis
agirlig1 toplami asagidaki formiile gore hesaplanarak her bir hayvan i¢in TA  degerleri
belirlendi (72);

TA : [(sag+sol testis agirliklar1 toplami)/viicut agirhigi] x 100

3.7. Histolojik Inceleme icin Testis Dokulariin Hazirlanmasi

Testislerin lizerine tespit sivist dokiildiikten sonra her iki ucunda jilet ile hafif
birer kesik olusturuldu. Sonra testislerin uzun eksenlerine dik olacak sekilde 21G
enjektor ucu ile testislerin kapsiillerine karsilikli bir kag delik agildi. Bu islemlerden
sonra daha 1yi tespit olmasi i¢in dokular Bouin tespitinde 24 saat bekletildi. Testisler
enine olacak sekilde once ortadan iki esit parcaya ve daha sonra bu parcalar da yeniden
ikiye boliindii ve kasetlere alindi. Bu sekilde kasetlenen dokular etiketlenerek kodland1
ve olagan doku takibi siirecine alinarak her hayvana ait parafin bloklar1 hazirlandi
(11,43,69). Parafin bloklar hazirlamak icin uyguladigimiz doku takip yOnteminin

basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 2’de gdsterilmistir.
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Tablo 2. Doku takip yontemine ait siireler (her basamaga ait zaman birimi aksi belirtilmedigi durumda

saat olarak anlagilmalidir).

Kimyasal Uygulama Siiresi
Bouin Tespiti 48 saat
%50 Alkol Yikama

%70 Alkol 1 saat
%80 Alkol 1 saat
%90 Alkol 1 saat
%96 1 Alkol 1 saat
%96 11 Alkol 1 saat
%100 Alkol 10 dakika
Ksilol I 20 dakika
Ksilol 1T 20 dakika
Parafin + Ksilol 15 dakika
Parafin | 30 dakika
Parafin 11 1 saat
Parafin 111 I saat
Bloklama

3.7.1. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilin boyasinin hazirlamsi

Kesitlerin boyanmasinda kullanilacak boya soliisyonu asagidaki sekilde

hazirlandi (32);
A. Periyodik asit lg
Distile su 200 ml
B. Schiff ¢ozeltisi *
Bazik fuksin lg
Distile su 200 ml
C. Potasyum Metabisiilfit(K,S,0s) 2g
D. Hidroklorik asit (HCI) 2ml
E. Aktif komiir 2g

*Schiff ¢ozeltisi boyama yapilmadan 1 giin 6nce hazirlanmastir.
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Periyodik asit distile suda ¢ozdiiriildii ve kaynatildi. Kaynatilan soliisyona bazik
fuksin ilave edilerek karistirildi ve 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra 2 g K,S,0s
eklenerek karistirildi. Oda sicakligina geldiginde 2ml HCI eklenip karistirildi. 2 g aktif
komiir eklenip yeniden karistirildiktan sonra karanlik ortamda oda sicakliginda bir gece

bekletildi. Soliisyon stiziilerek kullanild1 (11,43,69).

3.7.2. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Her bloktan 15-30 um trim araligi ile 4-5 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Her
lam tizerinde 2 kesit olacak sekilde ve kesitin alinma sirasina gore lamlar numaralandi.
Her bloktan alinan 4-5pum kalinligindaki seri kesitlerden olusan 3 adet lam (6 kesit) 151k
mikroskobunda inceleme i¢cin HE ve PAS+H yontemi ile boyand: (11, 43). Boyama

yontemlerinin basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 3 ve Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 3. HE boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri

Kimyasal madde Uygulama siiresi(dk)
Ksilol I 20 dakika
Ksilol 1T 20 dakika
%96'lik alkol I 5 dakika
%96'lik alkol 11 5 dakika
%90'lik alkol 5 dakika
%80'lik alkol 5 dakika
%70'lik alkol 5 dakika
Distile su 5 dakika
Hematoksilin 2 dakika
Yikama (akar suda) 5 dakika
Eozin 5 dakika
%70'lik alkol 3 dakika
%80'lik alkol 3 dakika
%90'lik alkol 3 dakika
%96'lik alkol I 3 dakika
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Tablo 3. (devam) HE boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri

%96'lik alkol II 3 dakika
Ksilol I 20 dakika
Ksilol I1 20 dakika

Tablo 4. PAS+H boyama yontemi basamaklarina ait uygulama siireleri.

Kimyasal madde Uygulama siiresi(dk)
Ksilol I 20
Ksilol 1T 20
%96 Alkol I 5
%96 Alkol I1 5
%90 Alkol 5
%80 Alkol 5
%70 Alkol 5
Distile su 1
Periyodik asit 5
Distile su 1
Schiff boyasi 15
Cesme suyu 2
Hematoksilin 1,5
Cesme suyu 2
%70 Alkol 2
%80 Alkol 2
%90 Alkol 2
%96 1 Alkol 2
%96 11 Alkol 2
Ksilol I 10
Ksilol 1T 10

Lamlarin kapatilmasi
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3.8. Biyokimyasal Analizler

3.8.1. Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Derin dondurucuda muhafaza edilen testis dokulari ¢aligma giinii ¢ikarilarak
tartild1i. %10’luk homojenat olusacak sekilde fosfat tamponu ilave edilerek buz ig¢inde
1-2 dakika siireyle 12000 devir/dakika homojenize edildi (Wise-Tise, Germany). Doku
homojenatlar1 5000 rpm’de, +4 derecede, 30 dakika santrifiij edilerek siipernatan elde
edildi.

3.8.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi 6l¢iimii; ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle iiretilen O, nin
nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgeyerek renkli formazon olusturma esasmna dayanan

Sun ve arkadaslarinin yontemine gore yapildi (78).

3.8.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Olciimii

Katalaz aktivetesi Aebi’nin yontemine gore; 240 nm’de absorbansi1 H,O, ile
0.500’e ayarlanmis pH 7 deki 50 mM fosfat tamponuna, numune eklenmesiyle 240 nm

dalga boyunda absorbansdaki diisiisiin 1 dk siireyle kayit edilmesi esasma dayanarak

yapildi (1).
3.8.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Miktarmin Olciimii

GSH analizi, Ellman’in tarif ettigi yonteme gore yapildi. Analiz tiipiinde
bulunan glutatyonun 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sari-
yesilimsi renk vermesi ve olusan bu rengin 151k siddetinin 410 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunarak rediikte glutatyon miktarmin tayin edilmesi seklinde

slciildii (27).
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3.8.5. Malondialdehit Miktarimin Olciimii

Uchiyama ve arkadaslarinin yontemine gore; MDA’ nin 95 °C’de tiyobarbitiirik
asit ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli iiriiniin N-butanol fazindan
ekstrakte edilen siipernatanin spektrofotometre ile 535 ve 520 nm de Olglilmesiyle
belirlendi (83).
3.8.6. Protein Diizeylerinin Analizi

Doku protein tayini Modifiye Lowry yontemi ile analiz edildi (51, 61).

3.8.7. Testosteron Miktarmin Olciimii

Testosteron miktarina immiinoturbidometrik yontem ile Cobas e-601 (Roche)

cihazi kullanilarak bakildi.

3.9. Histolojik Degerlendirme

PAS+H ve HE yontemi ile boyanan kesitler histopatolojik degerlendirme igin
DP 70 djjital kamera ekli Olympus mikroskobunda (Olympus Corp. Tokyo, Japonya)
yeterli incelemeler yapildiktan sonra fotograflar ¢ekildi ve gruplar arasindaki farkliliklar

dikkatle incelendi.
3.9.1. Seminifer tiibiil ¢caplar (STC)
Testisteki hasarm bir diger gostergesi olarak da STC kullanildi. 20X objektif ve

okiiler bir mikrometre ile her grup icin 12 adet yuvarlak seminifer tiibiil cap1 dl¢iilerek

ortalama seminifer tiibiil caplar1 hesaplandi (16).
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin normal dagilisa uygunlugu tek 6rnek Kolmogorov Smirnov testi ile
degerlendirildi. Tiim veriler normal dagilis gdsterdi. Deney sonu viicut agirligr farki,
toplam testis agirhigi, testis agirlik indeksi, testis tiibiil ¢ap1 6l¢iimii, GSH, MDA, CAT,
SOD ve ve testosteron degiskenleri arasinda farkliligi tanimlamak i¢in normal dagilis
gosteren gruplarda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc Tukey HSD testi
kullanildi. Normal dagilis gostermeyen degiskenlerde ise Kruskal Wallis H testi ve
anlamh c¢ikan gruplart ikili karsilastrmak icin Mann Whitney U testi kullanildi.
Sonuglar ortalama ve standart hata olarak verildi. Anlamlilik seviyesi en az P<0.05
olarak kabul edildi. Tiim analizler yazilim paket programi SPSS/PC (Versionl5.0;
SPSS, Chicago, II, USA) kullanilarak yapildi.
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5. BULGULAR

Bulgularimiz, deney sonu viicut agirligi farki, toplam testis agirligi, testis agirlhik
indeksi, biyokimyasal ve histopatolojik bulgular1 olmak tizere 5 alt baslikta

degerlendirildi.

5.1. Deney Sonu Viicut Agirhg Farka

Gruplara gore deney sonu viicut agirligma ait sonuglar Tablo 5 ve Sekil 1°de
verilmistir. deney sonu viicut agirligi farki karsilastirildiginda chrysin, ethanol, CH+EtOH
ve musir yag kullanimi, kontrol grubuna gore viicut agirhig1 farkinda diisiis olmustur

ancak bu diistisler istatistiksel olarak anlamli olmamistir (P>0.05).

Tablo 5. Gruplara gore deney sonu viicut agirligi farklari

(g, £SEM:Ortalama + Standart hata).

Gruplar Ort+SH
Kontrol 52.00£18.31
Chrysin 44.75+11.09
Misir Yagi 30.75+7.81
CH+EtOH 42.50+5.74
Etanol 47.50+4.17
Sig Os

Os : P>0.05
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Sekil 1. Sicanlarin viicut agirlik farklarinin deney gruplarina gore karsilastirmasi

(g, Ortalama + Standart hata).
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5.2. Toplam Testis Agirhg:

Gruplara gore toplam testis agirliklarina iliskin bulgular Tablo 6 ve Sekil 2’te
gosterilmistir. Toplam testis agirliklar1 agisindan yapilan istatistiksel karsilastirmaya

(Kruskal-Wallis) gore gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanilmamistir (P>0.05).

Tablo 6. Sicanlarin gruplarina gore toplam testis agirliklar

(g, £SEM:Ortalama + Standart hata)

Gruplar Ort+SH
Kontrol 3.44+0.26
Chrysin 3.35+0.10
Misir Yagi 3.75+0.27
CH+EtOH 3.34+0.30
Etanol 3.38+0.09
Sig Os

Os : P>0.05
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Misir yag kullanimi kontrol grubuna gore siganlarda testis agirligini artirmistir.
CH+EtOH, chrysin ve etanol kullanimi kontrol gurubuna gore testis agirlhigim

diistirmiistiir. Ancak bu artis ve diisiisler anlamli olarak bulunmamistir (P>0.05).

Sekil 2. Siganlarin toplam testis agirliginin deney gruplarina gore karsilastirmasi

( g, Ortalama + Standart hata).

5+ P>0.05

4- -TI-

Toplam Testis Agirhg (gr)

5.3. Testis Agirhik Indeksi

Gruplara gore testis agirlik indekslerine ait bulgular Tablo 7 ve Sekil 4’te
gosterilmistir. Testis agirlik indeksleri agisindan yapilan istatistiksel karsilastirmaya

gore (Kruskal-Wallis) gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (P<0.05).
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Tablo 7. Siganlarin gruplarina gore testis agirlik indeksleri

(g£SEM:Ortalama+ Standart hata).

Gruplar Ort+SH
Kontrol 12.73+6.69
Chrysin 8.79+1.87
Misir Yagi 15.02+3.83
CH+EtOH 8.43+1.48
Etanol 1.20+0.04
Sig *

*: P>0.05

Tablo 7’de 6nemli ¢ikan gruplar1 belirlemek i¢in ikili karsilastrma sonuclari

(Mann Whitney U testi) Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Testis indekslerine gore gruplarin ikili karsilastirma sonuglari

ikili karsilastrma | P ikili karsilastrma | P

1-2 0.885 2-4 1.000
1-3 0.486 2-5 0.029
1-4 0.886 3-4 0.200
1-5 0.029 3-5 0.029
2-3 0.343 4-5 0.029

1: Kontrol; 2: Chrysin;3: Misir yag; 4: CH+ EtOH; 5: Etanol grubu

Testis indekslerine gore gruplarin ikili karsilastirma sonucglari Tablo 8’de
verilmistir. Kontrol, chrysin, misir yag1 ve CH+EtOH gruplariin etanol grubu ile ikili
karsilagtirma sonucunda testis indeks degerleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(P<0.05). Bu sonuglara gore etanol kullanimi testis indeksini Onemli dlgiide

kiigiiltmiistiir.
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Sekil 3. Sicanlarin testis agirlik indeksi deney gruplarina gore karsilagtirmasi

( g,0Ortalama + Standart hata).

P>0.05

Testis Agirhik indeksi (%)

T
i

e e
RERERBER RTINS |

5.4. Testis Tiibiil Cap1 Ol¢iimii

Gruplara gore tiibiil degerlerine ait bulgular Tablo 9 ve Sekil 5’de gosterilmistir.
Tibiil degerleri bakimindan (ANOVA) gruplar arasinda anlamlhi fark bulunmustur
(p<0.05).

Tablo 9. Siganlarin gruplarma gore Tubiil degerleri (Ortalama+ Standart hata).

Grup Ort+SH
Kontrol 262.69"°+8.61
Chrysin 256.85"+2.68
misir yag 267.86"°+8.07
CH-+EtOH 292.81°+£8.99
EtOH 286.86™+8.09
Sig *

*:P<0.05; Ayn1 siitundaki harfler grup farkliligin1 gostermektedir.
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CH+ET grubunun tiibiil degeri Chrysin grubundan anlamli bir sekilde daha
yiiksek ¢ikmistir. Diger gruplar ise her iki kategoride yer almiglardir.

Sekil 4. Sicanlarin tiibiil ¢aplarmin deney gruplarina gére karsilastirmasi
( Ortalama + Standart hata).

320+ P<0.05

T —

-

TUBUL (pm)

5.5. Biyokimyasal Bulgular

5.5.1. Gruplarin GSH Diizeylerinin Karsilastirilmasi

GSH diizeylerinin karsilagtirilmasina ait sonuglar Tablo 10 ve Sekil 5°da
verilmistir. Kontrol, misir yagi ve chrysin gruplarinda GSH seviyesi etanol grubuna
gore anlaml sekilde yiiksek c¢cikmistir (P<0.001). CH+EtOH kullanimi ise ¢ok az bir

farkliliga neden olmustur.
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Tablo 10. Sigan testis dokusunda GSH seviyesindeki degisimler
(Ortalama+Standart hata)

GRUPLAR GSH
I.GRUP/KONTROL 1150,6a +57,1
II.GRUP/MISIR YAGI 982,9ab +64,5
III.GRUP/CHRYSIN 981,7ab +58,6
IV.GRUP/EtOH 739,0c +£56,2
V.GRUP/CH+EtOH 769,7bc 38,4
Sig o

*#%:P<0.001; abc: ayni siitundaki farkliligi gostermektedir.

Sekil 5. Deney sonucunda gruplar arast GSH seviyelerinin karsilastiriimasi

:

GSH (n/mol/gr)
g § 8

o
1

P<0.001

E3 Kontrol
E3 Misir Yagi
£ CH

0 EtOH
CH+EtOH

5.5.2. Gruplarin CAT Enzim Aktivite Diizeylerinin Karsilastirilmasi

CAT Enzim Aktivite Diizeylerinin Karsilastirilmas: Tablo 11 ve Sekil 6’de
verilmistir. Bu sonuglara gore. Kontrol, misir yagi, CH ve CH+ EtOH grubunun CAT
degerleri etanol CAT degerine gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (P<0.001). CH

ile EtOH birlikte kullanim1 CAT degerini anlaml1 bir sekilde arttirmastir.
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Tablo 11. Sigan testis dokusunda CAT seviyesindeki degisimler

(Ortalama+Standart hata)

GRUPLAR CAT
I.GRUP/KONTROL 122,7a +5,0
II.GRUP/MISIR YAGI 127,52 49,6
III.GRUP/CHRYSIN 130,7a£11,3
IV.GRUP/EtOH 27,7b +7,7
V.GRUP/CH+EtOH 106,0a +18,5
Sig o

*#%:P<0.001; ab: ayni siitundaki farklilig1 gostermektedir.

Sekil 6. Deney sonucunda gruplar arasi CAT seviyelerinin karsilastirilmasi

g

_l

P<0.001

CAT (k/gr)
8 8

i

Kontrol
E23 Misir Yagl
B cH

[0 EtoH
CH+EtOH

5.5.3. Gruplarin SOD Enzim Aktivite Diizeylerinin Karsilastirilmasi

SOD Enzim Aktivite Diizeylerinin Karsilastirilmasi ait bulgular Tablo 12 ve
Sekil 6’de verilmistir. Bu sonuglara gore misir yag, kontrol ve CH degerlerinin SOD
degerleri EtOH ve CH+EtOH grubundan anlamli bir sekilde yiliksek c¢ikmistir
(P<0.001). CAT’tan farkli olarak CH ile EtOH birlikte kullanildig1 durumlarda SOD

degerini etkilemedigi saptanmustir.
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Tablo 12. Sigan testis dokusunda SOD seviyesindeki degisimler
(Ortalama+Standart hata)

GRUPLAR SOD
I.GRUP/KONTROL 16,6a +2.0
II.GRUP/MISIR YAGI 17,42 +0,9
[II.GRUP/CHRYSIN 15,8a +1,4
IV.GRUP/EtOH 9,6b +0,3
V.GRUP/CH+EtOH 8,7b +0,4
Sig o

*#%:P<0.001; abc: ayni siitundaki farkliligi gostermektedir.

Sekil 7. Deney sonucunda gruplar arasi SOD seviyelerinin karsilastiriimasi

P<0.001
20-
EZE3 Kontrol
T B3 Misir Yag)

- 15+ EJ cH
g [0 EtoH
; 10+ T e CH+EtOH
o
v

5

0 Y

5.5.4. Gruplarin MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

MDA diizeylerinin karsilastirilmasina ait sonuglar Tablo 13 ve Sekil 7°de
verilmistir. MDA degerleri bakimmdan kontrol grubu en diisiik, EtOH grubu ise en
yiiksek MDA degerine sahiptir (P<0.05). EtOH ile CH’mn birlikte kullanimi MDA

degerini diisiirmiistiir.
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Tablo 13. Sigan testis dokusunda MDA seviyesindeki degisimler
(Ortalama+Standart hata)

GRUPLAR MDA
[.GRUP/KONTROL 1516,7b £87,7
I.GRUP/MISIR YAGI 1591,3ab £124,3
III.GRUP/CHRYSIN 1559,4ab +128,7
IV.GRUP/EtOH 3515,6a +£798,9
V.GRUP/CH+EtOH 2342,2ab £251,1
Sig i

*:P<0.05;ab: ayn1 siitundaki farklilig1 gostermektedir.

Sekil 8. Deney sonucunda gruplar arast MDA seviyelerinin karsilastirilmasi

P<0.05
5000 EZ& Kontrol
— =3 Misir Yagi

= 4000-
)
B =
o
g 0004 [0 EtoH
S CH+EtOH
<< 2000-
% — Zj

1000~

0 T

5.5.5. Gruplarin Testosteron Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Sican testis dokusunda Testosteron seviyesindeki degisimler Tablo 14 ve
Sekil 8’da verilmistir. Bu sonuglara gore testosteron seviyesini CH+EtOH ve CH
gruplarinda arttig1, kontrol ve etanol gruplarinda ise azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonuglara

gore EtOH’ den ziyade CH’in testosteron seviyesini Onemli bir sekilde etkiledigi

saptanmistir (P<0.05).
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Tablo 14. Sican testis dokusunda Testosteron seviyesindeki degisimler

(OrtalamazStandart hata)

GRUPLAR TESTOSTERON ( ng/ml)
[L.GRUP/KONTROL 2,31b+0,72
II.GRUP/MISIR YAGI 2,53ab+0,54
[IL.GRUP/Chrysin 4,49a+0,42
IV.GRUP/EtOH 1,99b+0,81
V.GRUP/CH+EtOH 4,44a+0,74

Sig *

*:P<0.05;ab: ayn1 siitundaki farklilig1 géstermektedir.

Sekil 9. Deney sonucunda gruplar arasi Testosteron seviyelerinin karsilastirilmasi

Testosteron (n/gr/m)
o

P<0.05

E= Kontrol
E=3 Misir Yagi
&=l CH

[ EtoH
CH+EtOH
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5.6. Histolojik Bulgular

Kontrol grubundaki sicanlarin testisleri incelendiginde seminifer tiibiiller ve
bunlarin aralarinda interstisyel bag dokusu normal yapida goriildii. Interstisyel dokudaki
Leydig hiicreleri, seminifer tiibiilii saran peritiibiiler dokudaki miyoid hiicreler,
seminifer epiteli olusturan Sertoli hiicreleri, spermatogonium, spermatositler ve

spermatidler normal yapida izlenmektedir.

Yalnizca etanol uygulanan grupta, olgunlagmasmi tamamlamamis germinal
hiicrelerde tiibiil llimenine dokiilme, germ hiicre serisinde azalma, spermatogenetik
hiicreler arasindaki dizilimde meydana gelen bozukluk, intertisyel alanda ac¢ilma ve

0dem olusumu, spermatogenik hiicrelerde vakuol olusumu gézlenmistir.

Misir yagi verilen gruptaki hayvanlarin testislerindeki seminifer tiibiiller ve

intertisyel alan kontrol grubuna esdegerdir.

Yalnizca chrysin uygulanan gruptaki hayvanlarin testislerindeki seminifer
tiibiiller ve intertisyel alan misrr yaginda da oldugu gibi kontrol grubuna benzerlik

gostermektedir.

Chrysin+Etanol uygulanan gruptaki hayvanlari testislerindeki seminifer
tiibiillerinde ethanol grubuna gore belirgin bir sekilde diizelme meydana gelmistir.
Minimal diizeyde 6dem ve hiicre dejenerasyonu goriilmektedir. Cok nadir goziiken

hiicresel bozukluklarm yaninda kontrol grubuna benzerlik gosterir.
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5.6.1. Kontrol Grubu Isik Mikroskobik Bulgular

Sekil 10. Kontrol grubu (HE, H+PAS): Seminifer tiibiiller ve interstistyel alan normal yapida
goriilmektedir. (50pm).

5.6.2. Etanol Grubu Isik Mikroskopik Bulgulan

Sekil 11. Etanol grubu (HE, H+PAS): 3 g/kg Etanol verilmis si¢an testislerinin 151k mikroskobik
goriintiisii. Vakuolizasyon (), dem (*), germ hiicre serisinde azalma ( }), olgunlasmasini

tamamlamamis germinal hiicrelerin liimene dokiilmesi ( = interstistyel alanda agilma (), bazal
membranda ayrilma (). (50-100pm).

£ 0 AT TN NN 4
i 3 ! :

§
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5.6.3. Misir Yagi Grubu Isik Mikroskopik Bulgular

Sekil 12. Misir Yag1 (HE, H+PAS): 1ml musir yag1 verilmis si¢an testisinin 151k mikroskobik goriintiisii.
Semifer tiibiil ve interstisyel alan kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir. (50-100pum).

AYess
S

5.6.4. Chrysin Grubu Isik Mikroskopik Bulgular

Sekil 13. Chrysin grubu (HE, H+PAS): 50mg/kg chrysin verilmis sigan testistisinin 1s1k mikroskobik
goriintiisii. Semifer tiibiil ve interstisyel alan kontrol grubu ile benzerlik géstermektedir. (50-100um).
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5.6.5. Chrysin+Etanol Grubu Isik Mikoskopik Bulgularn

Sekil 14. Etanol+Chrysin (HE, H+PAS): 3g/kg Etanol ve 50mg/kg Chrysin verilmis sigan testisinin 151k
mikroskobik goriintiisii. Seminifer tiibiil ve interstistyel alan kontrol grubuna yakin olup, minimal
diizeyde 6dem gozlenmistir. (50-100um).

41



6. TARTISMA

Gilinitimiizde keyif verici ve sakinlestirici olarak kullanilan alkoliin tiiketiminde;
stresli sehir hayati, yogun mesailer ve psikolojik sebeplere bagli olarak artis
goriilmektedir. Bu nedenle alkol bir¢ok arastirma projesine konu olmus, alkoliin canli
organizma lizerine yaptig1 hasarlar ve bu hasarlara karsi olast koruyucu maddeler

arastirilmistir (88).

Ulkemizde de alkol tiiketimi hizla artmakta olup literatiirde 15 yas ve iizeri

kisilerde kisi basina diisen alkol miktarinin % 0,2 litre olarak arttig1 belirtilmistir (57).

Ethanol’ iin, akut alkolizmde asil etkilerini merkezi sinir sistemi, karaciger ve
midede goOstermesinin yani sira viicudun tiim organ ve dokularinda morfolojik
degisikliklere neden oldugu yapilan ¢calismalar ile ortaya konulmustur (88, 25). Ethanol’
iin canli doku ve organlarinda olusturdugu biitiin bu hasarlarin alkol metabolizmas1
sonucunda aciga c¢ikan serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasardan

kaynaklandigi bilinmektedir (7, 38,80, 90).

Ethanol’ iin hipofiz-gonad yolunun fonksiyonuna zarar vererek iireme sistemi

iizerinde de toksik etki yaptigi tespit edilmistir (28, 52).

Bu c¢alisma ile siganlarda deneysel olarak uygulanan ethanoliin testis dokusu
iizerinde olusturdugu hasarlar biyokimyasal ve histolojik diizeyde incelenmistir. Testis
dokusunda ethanol toksitesine bagli meydana gelen hasarlara karsi kuvvetli bir

flavonoid olan Chrysin kullanilmistir.
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6.1. Sicanlarin Deney Sonu Viicut Agrihg Farki, Testis Agirhg ve Testis Indeksi

Sicanlarin deney sonu viicut agirligi ve testis agirligi Chrysin, Etanol, CH+EtOH
ve misir yagi gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigstir. Etanol grubunun testis agirlik indeksi kontrol ve diger grubuplarla
karsilastirildiginda anlaml olarak diisiik ¢ikmustir. Gruplar arasi toplam testis agirliklari
karsilastirildiginda ise anlamli bir farka rastlanmamistir. Bu sonuglar daha 6nce yapilan
arastirmalar ile paralellik gostermektedir (19). Ancak Phil ve Arkadaslarinin 2006
yilinda yapmis olduklar1 bir ¢calismada 10 giin boyunca sicanlara intra peritoneal (i.p)
olarak ethanol verilmis ancak ethanol verilen erkek sicanlarda testis agirliginda ve testis
dokularinda 6nemli bir patolojik degisiklik olmadigini tespit etmisler ve bu 10 giinliik
siirenin yetersiz oldugunu belirtmisler. Ancak testis dokularinda agirlik kaybi
olmamasina ragmen germ hiicrelerinde apoptotik hiicre tespit ettiklerini bildirmislerdir
(64). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ile bizim ¢alismamiz da elde ettigimiz sonuglar
benzerlik gostermektedir. Ancak biz ¢alismamizda kontrol ve deney gruplarmdaki
siganlarin testis dokularindaki germ hiicrelerine apoptotik bakimindan bakamadik.
Sonug olarak insan ve hayvanlarda kullanilan benzeri kimyasallar erkek lireme sistemini
olumsuz olarak etkiler. Ancak bu etkiler testis dokularinda her zaman agirlik kaybina
neden olmayabilir ve esas olan germ hiicrelerinin apoptosize maruz kalip kalmamasi
sonucu testislerde meydana gelebilecek atrofi ve bunun sonucunda meydana gelen

infertilite dnemlidir (90).

6.2. Biyokimyasal Verilerinin Karsilastirilmasi

Oksidatif stres; metabolik prosesler sonucunda agiga cikan serbest radikallerin
miktarmin artmasma bagli olarak antioksidan sistemlerin yetersiz kalmasi ile olusur
(35,75). Dokularda alkol kaynakli meydana gelen hasarlarin, alkol metabolizmasi
sonucunda aciga c¢ikan serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasardan
kaynaklandig1 bilinmektedir (80,91). Ethanol kullaniminin oksidatif stresi arttirdig1 ve
bu stresin artimi1 sonucunda da testis dokusundaki germ hiicrelerinin 6liimiine neden
oldugunu bildirilmistir (68). Dokularda olusan siiperoksit radikali (O* SOD enzimi

tarafindan hemen H,O, ve oksijene doniistiiriiliir (32). Diger antioksidan enzimler olan
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CAT ve GSH-PX H;0;’ nin suya ve oksijene doniisiimiinii saglar. Hiicrelerde temel
strateji SOD, CAT, GSH-PX, kullanilarak 0’ ~ ve HyOypi detoksifiye etmek ve daha
toksik iirtinlerin olusumunu onlemektir (12). Bu nedenle ¢alismamizda etanol kaynakli
serbest radikallerin testis dokusunda olusturacag:i oksidatif hasar1 net olarak ortaya
koyabilmek adina lipid peroksidasyonunun gostergelerinden biri olan MDA diizeylerini,
antioksidan mekanizmalardan enzimatik olmayan GSH diizeyleri ile SOD ve CAT

enzim aktivitelerini inceledik.

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik
molekiil agirlikli, tripeptit yapisinda onemli bir antioksidandir. DNA ve protein
sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dig1 transportlar gibi
hiicresel fonksiyonlar1 disinda baslica antioksidan olarak hiicre savunmasinda da 6nemli
rolii vardir. Indirgenmis glutatyon (GSH), igerdigi tiyol grubu aracilig ile hiicre icinde
redoks potansiyeli yiliksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korur.
Glutatyon peroksidaz isimli enzimin kofaktorliigiinii yaparak, hidrojen peroksiti

katabolize eder (9, 24)

Ortamda artan serbest radikallerin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis
formu olan GSH ve oksitlenmis dimer formu GSSG’ye doniisiimii ile saglanmaktadir
(9). Oksidatif stres siirecinde, GSH diizeyi azalirken, GSSG’ nin arttig1; bu durumda
biriken H,O, ve organik hidroperoksitler glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve
katalaz etkisiyle ortadan kaldirilir. Bu bilesiklerin aktif bir sekilde hiicre disina
cikarilmast GSH tiikenmesine yol ag¢maktadir (32)Verilerimiz incelendiginde de
etanolun sigan testis dokusunda GSH diizeyini anlamli 6l¢lide azalttigi goriilmiistiir.
GSH diizeyi azalirken artan oksidatif hasar siirecinde ortaya ¢ikan serbest radikalleri
stipiiriicii gorev yapan CAT enzim aktivitesi de azalmistir. Etanol kaynakli akut
oksidatif streste, CAT 1 enzim diizeyinin anlamli 6l¢iide azalmasinin etanol kaynakli
serbest radikallerden kaynaklandig1 diisiincesindeyiz. Literatiirdeki benzer ¢alismalarda
da oksidatif hasar reaksiyonlarinda CAT enzim aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir

(2,75).
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Beyindeki antioksidan kapasitenin az olmasi nedeniyle oksidatif strese karsi
savunmada hiicreler aras1 major antioksidan olan GSH’mn Onemi biiyiiktiir (82).
Antibiyotiklerin, glutatyonun siilthidril gruplarina baglanarak antioksidan savunma
mekanizmasindaki etkinligini azalttigi bildirilmis olup bizim c¢alismamizla da

ortlismektedir (73).

SOD, endojen olarak olusturulan siiperoksit radikallerinin toksik etkilerinden
hiicreleri koruyan bir grup metalloenzimdir. SOD, siiperoksitin hidrojen perokside
doniisiimiinii katalizler ve oksiradikallere karsi primer koruyucudur (2). Daha once
yapilmis olan caligmalarda akut patolojilerde olusan asir1 serbest radikal liretimine
karsilik bu artis1 dengelemek iizere antioksidan enzimlerden olan SOD diizeylerinde
artis meydana geldigi ifade edilmistir (2). Calismamiz subkronik olarak siirdiigiinden,
devam eden toksisiteye bagli olarak SOD miktarmin azaldigi ve buna bagl olarak

diisiik SOD diizeylerinin tespit edildigini diislinmekteyiz.

Etanol grubunda CAT ve SOD enzim aktiviteleri ile GSH diizeylerinin anlaml
Olciide azalmasi oksidatif hasarin varhigin1 agik¢a ortaya koymaktadir. Bu veriler

literatiirle de desteklenmektedir (75,32,2).

Etanol kaynakli oksidatif hasara kars1 CH kullandigimiz gruplar incelendiginde;
kontrole gore belirgin oranda azalan CAT enzim aktivitesi CH uygulamasi ile kontrole
yaklasacak sekilde artmistir bu artis istatistiksel olarak anlamli olup CH oksidatif hasara
kars1 koruyucu etkinligini ortaya koyan calismalarla ortiismektedir (91.72.). Etanoliin
toksik etkilerine kars1t CAT enzim aktivitesini kontrol lehine ¢eviren CH, etanoliin GSH

diizeyi ve SOD enzim aktivitesinde olusturdugu azalma iizerinde etkili olamamustir.

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit oksidatif stresin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan 6nemli markirlardandir. Genel kanaat,
olusan oksidatif stresin neden oldugu lipid peroksidasyonu sonucu MDA diizeylerinin

artacagl yoniindedir ve literatiirde bu yaklagimi destekleyen cok sayida calismaya
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rastlamak miimkiindiir (17,39). Etanoliin doymamis yag asitleri lizerine etki ederek lipit
peroksidasyonunun ilerlemesine neden oldugu daha once yapilmis olan ¢alismalar ile
net olarak ortaya konulmustur (2,10,80,88). Bizim verilerimiz de MDA diizeyi
acisindan incelendiginde anlamli sekilde artan MDA seviyesi olusan hasar1 agikca
ortaya koymaktadir. CH uygulamasi ise etanol ile artan MDA seviyesini kontrol grubu

lehinde azaltmistir. Bu azalig anlamli bulunamamastir.

Biitiin antioksidan sistemler incelendiginde etanol uygulamasi ile azalan CAT,
SOD enzim aktivitesi ve GSH diizeyi, MDA seviyesindeki belirgin artis testis
dokusundaki etanol kaynakl oksidatif hasar1 agik¢a gdstermekte olup bu veriler literatiir
ile uygunluk gostermekedir (2,17,39,75). Koruyucu olarak kullanilan CH azalan enzim
aktivitelerini ve GSH diizeyini kontrol lehinde arttirmis olup bunlardan sadece CAT
enzim aktivitesindeki artis anlamli bulunmustur. Ayrica etanol uygulanilan grupta

belirgin oranda artan MDA seviyesini kontrol grubuna yaklasacak diizeyde azaltmistir.

6.3. Testosteron Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Daha o6nce yapilmis olan bir ¢alismada kronik etanol uygulanan sigcanlarda
serum testosteron ve testikiiler testosteron seviyelerinde, seminal vezikiil agirliklarinda,
serum FSH, LH seviyelerinde azalmaya, hipofizer/serum FSH/LH oranininda ise artisa
neden oldugu gozlenmistir (72). Serum testosteron seviyelerinin azalmasi direk olarak
testikiiler steroidogenezin azalmasi veya testikiiler luteinizan hormon reseptdrlerinin
tilkkenmesi ve gonadotropin cevapsizligina bagli olabildigi diisiiniilmiis olup kronik
etanol maruziyetinin hipotalamik GnRH sekresyonunu etkilemis olabilecegi 6ne

stirtilmiistiir (72).

Bizim calismamizda da etanol uygulamasi testosteron degerlerini anlamli oranda
distirmiistiir. Koruyuculugunu arastirdigimiz CH’ ise tek kullanildiginda testosteron
diizeyini anlaml bir sekilde diger gruplara gore arttirmistir. Etanol uygulamas: ile es
zamanlt CH verilen grupta ise testosteron degerini diislirmiis ancak CH+EtOH

kullaninm1 sonucunda testosteron anlamli bir sekilde etanol grubuna gore artirmustir.
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Alkol hipotalamus-hipofiz-gonodal ekseni bozarak testosteron ve dihidrotestosteron
seviyesini de olumsuz etkilemektedir (28,52). Disi ve erkekte cinsiyet hormonlarinin
sentezinde aromataz enzimi rol almaktadir. Aromataz enzimi testosteronu Ostradiole
doniistiiren bir ajandir. Aromataz enziminin bloke edilmesi testosterone seviyesinde bir
atisa neden olmaktadir (33). Chrysin de bir aromataz enzimi inhibitori oldugu icin CH
kullanilan deney gruplarindaki si¢anlarin serumlarinda testesteron seviyesi anlamli
oranda artig gostermistir. Bu sonu¢ daha dnce yapilan arastirma sonuglar1 ile benzerlik

gostermektedir(19).

6.4. Histolojik Verilerinin Karsilastirilmasi

Literatiir incelendiginde deneysel olarak yapilmis daha Onceki arastirmalarda,
etanolun testislerin mikroskobik yapisinda degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir

(43).

Alkol bazi kemiricilerin Leydig hiicreleri caplarinda kiigiilmeye, Leydig
hiicrelerinde, uzamis ve kupa-sekilli mitokondrilerde ve psddopod seklindeki
sitoplazmik ¢ikintilarda artisa neden olmustur. Alkol verilenlerin Leydig hiicrelerinin
daha kiiciik ve bunlarin daha az sitoplazma, daha biiyiik mitokondri ve daha az diiz
endoplazmik retikuluma sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte bagka bir
arastirmada, Leydig hiicrelerinin niikleus, mitokondri ve endoplazmik retikulumu
tarafindan  isgal edilen fraksiyonel voliimiiniin etanolden etkilenmedigi
bildirilmistir(81). Bizim calismamizda, etanol grubunda Leydig hiicrelerinde 151k
mikroskobun herhangi bir bozukluk go6zlenmedi fakat biyokimyasal diizeyde
bakildiginda tetosteron seviyesinde anlamli sekilde diisiis izlendi. Biz bu diisiisi
etanoliin Leydig hiicrelerine vermis oldugu hasardan dolayr olabilicegini
diistinmekteyiz. Elektron mikroskobu diizeyinde yapilan bir ¢calismada meydana gelen
hasarinin gbzlenebilicegini diislinmekteyiz. Etanol + chrysin grubunda Leydig
hiicrelerinde herhangi bir hasar izlenmedi. Yapilan biyokimyasal analiz sonucu

testosteron seviyesinde anlamli sekilde artis izlendi.
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Kontrol grubundaki si¢anlarin testis dokular1 incelendiginde; seminifer tiibiiller
ve bunlarm aralarindaki interstisyel bag dokusunun normal yapida goriildigi,
interstisyel dokudaki Leydig hiicrelerinin, seminifer tiibiilii saran peritiibiiler dokudaki
miyoid hiicrelerinin, seminifer epiteli olusturan Sertoli hiicrelerinin, spermatogonium,
spermatositler ve spermatidlerin normal yapida oldugu goriilmiistiir. Buna karsin etanol
uygulanan grupta, olgunlagsmasini tamamlamamis germinal hiicrelerin tiibiil liimenine
dokiildiikleri ve buna ek olarak germ hiicre serisinde ise azalma oldugu saptanmistir.
Spermatogenetik  hiicreler arasindaki dizilimlerde de bozukluklarin olustugu

belirlenmistir.

Calismamizdan elde ettigimiz biitiin bu histolojik veriler incelendiginde etanol
uygulamasinin testis dokusunda toksik bir etkiye neden oldugu saptanmis olup bu sonug
daha Once yapilan arastirmalar ile paralellik gostermektedir (43,66). Etanoliin testis
dokusunda olusturdugu biitiin bu hasarlara alkol metabolizmas1 sonucu acia c¢ikan
metabolitlerden kaynakli serbest radikallerin neden oldugu kanaatindeyiz. Bu nedenle

olusan bu toksisiteye karsi kuvvetli bir flavonoid olan CH’n1 kullandik.

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan yararl
biyokimyasal ve antioksidan etkileri olan bilesikler olup en iyl tanimlanmis
flavonoidlerden biri de CH’dir (50,53). CH’nin bu kuvvetli antioksidan 6zelliginden
dolay1 etanol kaynakli oksidatif hasara bagli olarak meydana gelen testis doku hasarini
onleyebilecegini diisiindiik. Etanoliin testisler iizerinde olusturabilecegi hasarlara kars1
CH’nin koruyucu etkisini arastirdik.

Yaptigimiz mikroskobik incelemelerde; etanoliin toksik etkilerine karsi
koruyucu olarak CH kullanilan grupta; sigan testis dokularinda seminifer tiibiillerinde
etanol grubuna gore belirgin bir sekilde diizelme meydana geldigi goriildii. Minimal
diizeyde 6dem ve hiicre dejenerasyonu gozlendi. Cok nadir olarak goéziiken hiicresel
bozukluklarin yanimda kontrol grubuna benzerlik gostermekteydi. Biitiin bu veriler
incelendiginde etanoliin sican testis dokusunda toksik bir etkiye yol agtigi CH’in etanol

kaynakli bu hasar1 kontrol grubu lehine ¢evirdigi agikca ortaya konulmustur.
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6.5. Seminifer Tiibiil Cap1

Van ve ark. insanlarda kronik alkol aliminin testis seminer tiibiil ¢apinda
daralma ve germ hiicrelerinde kayip meydana geldigini ortaya koymuslardir (84).
Bizim yapmis oldugumuz calismada ise kronik alkol alim1 sonucunda testis seminifer
tiibiil capinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir fakat germ

hiicrelerinde kayip gozlenmistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Calismamizda alkole bagli olusan testis hasarina karst CH’ nin testisi koruyucu
etkisinin olup olmadigina bakildi. Biyokimyasal ve histolojik olarak sicanlar iizerinde
gerceklestirdigimiz bu calisma neticesinde etanoliin testislerde antioksidan savunma
sistemini zayiflattig1 ve dokuda oksidatif hasara sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
etanol uygulamasi sonucu testis dokusunun histolojik yapisinin bozuldugu gézlemlendi.

Bu sonuglar 15181nda;

1) Giiniimiizde tiim diinyada yaygin olarak kullanilan ve diisiik dozda bile ciddi hasar1
olan etanoliin kullanilmasinin erkek tireme sistemi tizerinde 6zellikle testis dokularinda

hasara neden oldugu tespit edildi.

2) Kuvvetli bir antioksidan olan CH’nin erkek ilireme sistemini Ozellikle testis
dokularin1 alkol gibi bazi toksik maddelere kars1 koruyabildigi ve serumda testosteron
seviyelerinde onemli artis oldugu bundan dolayt CH’ nin alkole bagl infertilite

calismalarinda kullanilabilirligini artiric1 ¢aligmalar yapilmalidir.

3) CH’nin dozu ve siiresi IVF ¢aligmalarinda meydana gelen oksidatif stresi minimize

etmek i¢in kullanilabilir.
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