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1. OZET
Tiitlin, Solanaceae (Patlicangiller) familyasina ait Nicotiana cinsi
igerisinde yer alan oldukg¢a zehirli bir bitkidir. Tiitiin dumanina maruz kalmanin
basta solunum yolu hastaliklar1 olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerine ve kronik
kardiyovaskiiler hastaliklara neden oldugu tespit edilmistir. Bu hastaliklarin genel
olarak tiitlinde bulunan kimyasallarin dokularda meydana getirdigi oksidatif stres

sebebiyle ortaya ¢iktig1 ileri siiriilmektedir.

Tiitlin dumaninda bulunan ve kanla taginan toksik maddelerin oksidan-

antioksidan sistem arasindaki dengeyi dokular aleyhine degistirmektedir.

Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerin genis
bir grubudur. Antioksidan, antimikrobiyal ve antiinflammatuvar 6zelliklerinin
oldugu bildirilmistir. Hesperetin limon, portakal ve greyfurt gibi turuncgillerde

bol miktarda bulunan bir flavonoiddir.

Bu calismada tiitiin dumani1 maruziyetinin testis dokusunda olusturacagi

hasara kars1 hesperetinin koruyucu etkilerinin incelenmesi amaglanmastir.

Calismada 8 haftalik ve ortalama 200+10 gr agirliginda, 24 adet eriskin
Spraque-Dawley cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar grup I (Kontrol), grup II
(Titiin dumanina maruz birakilan), grup III (Titiin dumanina maruz birakilan +
misirdzii yagi), grup IV (Tiitlin dumanina maruz birakilan + hesperetin) olmak
lizere rastgele 4 esit gruba ayrildi. Grup I, grup III ve grup IV' deki ratlar, glinde
iki defa birer saat tiitiin dumanina maruz birakildi. Grup IV'deki ratlara, tiitiin

dumanina ilaveten gavaj yoluyla misirdzii yaginda hazirlanmis hesperetin giin



asirt 50 mg/kg dozunda uygulandi. Grup III'deki ratlara ise hesperetini ¢6zmede

kullanilan miktarda misirézii yagi giin asir1 gavaj yoluyla verildi.

12 haftalik deney siiresi sonunda tiim gruplardaki ratlar dekapite edildi.
Testis dokular1 ¢ikarilarak rutin histolojik takip serilerinden gegirildi. Elde edilen
preparatlara H&E, PAS ve Masson’un tiglii boyamalar1 yapildi. Ayrica apoptozis
icin  TUNEL metodu ile endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)
immiinohistokimyasal boyamasi uygulandi. Kan 0Ornekleri ile biyokimyasal

analizler, sperm Ornekleri ile de sperm analizleri yapildi.

Tiitin dumani ve tiitin dumani + misirézli yag gruplarinda yer alan
ratlarin ortalama viicut agirlik degisim yiizdesinde, kontrol grubuna kiyasla
anlaml bir diisiis gézlendi. Tiitlin dumani1 + hesperetin grubunun viicut agirlig
degisim ylizdesinin ise diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bigimde

diistiigii tespit edildi.

Sag testis, sol testis, sol epididimis, sag epididimis, prostat bezi, seminal
vezikil ve rolatif testis agirliklar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark

belirlenemedi.

Sperm yogunlugu ve sperm motilitesi acisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, tiitin duman1 uygulamasinin
kontrol grubuna kiyasla anormal sperm oranini 6nemli bir bi¢imde arttirdig: tespit

edildi. Hesperetin uygulamasinin ise anormal sperm oranini diisiirdiigii belirlendi.

Tiitin dumanina maruz birakilan gruptaki testis dokularinda seminifer
tibdl germinal epitelinde dejenerasyon, atrofik tubuller, vaskiler konjesyon,

seminifer tiiblil bazal membranlarinda ayrilmalar, interstisyel alanda 6dem ve bazi



tiibiillerde liimene dokiilmiis immatiir hiicreler tespit edildi. Tiitlin dumani +

misirdzil yagi uygulanan gruptaki bulgular, tiitiin grubu ile benzerdi.

Tutdn dumana ile birlikte hesperetin uygulanan grupta ise testis dokusunda
seminifer tiibiil bazal membran ayrilmalarinda, germinal epitel dejenerasyonu,
vaskiiler konjesyon ve interstisyel ddemde belirgin sekilde iyilesmeler gozlendi.

Tiitin dumani ve tltun dumanmt + musirdzii yagr gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinda anlamli bir artis bulundu.
Tiitlin dumani + hesperetin grubunda ise TUNEL pozitif hiicre sayisinin kontrol

grubu ile benzer oldugu gozlendi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiitin dumani ve tiitin dumani +
misirdzii yagi gruplarinda eNOS immiinreaktivitesi agisindan anlamli bir artig
tespit edildi. Tiitiin duman1 + hesperetin grubunda ise eNOS immdinreaktivitesinde

azalma oldugu go6zlendi.

Malondialdehit (MDA) diizeylerinin kontrol grubuna gére tiitiin dumani ve
titlin dumani+ misirdzii yagr gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artt1g1, hesperetin uygulamasiin ise MDA seviyesini kontrole yakin bir diizeye
indirdigi tespit edildi. Katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktivitelerinin, kontrol grubuna gore tiitlin duman ve tiitiin dumani + misirozii
yag1 gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi gozlendi. Tiitiin
dumani + hesperetin grubunda ise GSH-Px aktivitesinin tiitiin dumani ve tiitiin
dumani + misirézli yag1 gruplarina kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde

arttig1 tespit edildi. Ancak CAT aktivitesi agisindan tiitiin dumani ve tiitiin dumani



+ musirézli yagi grubu ile tiitiin dumani + hesperetin grubu arasinda anlamli bir

fark tespit edilemedi.

Calismamizin sonucunda elde edilen bulgular 1s1ginda tiitin dumanina
maruz kalmanin erkek {ireme sistemi {izerine olumsuz etkileri oldugu tespit edildi.
Hesperetinin ise antioksidan 0zelligi sayesinde tiitlin dumaninin olusturdugu

olumsuz etkileri belirgin bicimde azalttig belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Tiitiin dumani, Hesperetin, Histoloji, Biyokimya,

Testis.



2. ABSTRACT
EXAMINATION OF ANTIOXIDANT EFFECT OF HESPERETIN
ON TESTICULAR TISSUE IN RATS THAT WERE EXPOSED TO

TOBACCO SMOKE

Tobacco, part of the family Solanaceae genus Nicotiana, is a highly toxic
plant. Its known that tobacco smoke exposure causes respiratory system diseases,
several cancer types and chronic cardiovascular diseases. It is suggested that this
diseases arise because of the oxidative stress on tissues created by tobacco smoke.

Toxic substances in tobacco smoke which are carried to every part of the
body by blood, are likely to change the balance between oxidant - antioxidant
systems against tissues.

Flavonoids are a large group of phenolic compounds that are widely
distributed in plants. Several properties have been reported from flavonoids, such
as antioxidant, antimicrobial and antiiflammatory effects. Hesperetin is one the
most abundant flavonoids found in citrus fruits, such as lemons, oranges and
grape fruits.

In our study, it is aimed to examine the protective effects of hesperetin
against oxidative damage on testis tissue caused by tobacco smoke exposure.

In this study, 8 weeks old and average 200+10 grams weight twenty-four
male Spraque-Dawley rats were used. The rats were divided randomly into 4
equal groups: group | (Control), group Il (Tobacco smoke), group Il (Tobacco
smoke + corn oil) and group IV (Tobacco smoke + hesperetin). The rats in group
I1, 11l and 1V were exposed to tobacco smoke 1 hour twice a day. In addition to

tobacco smoke exposure, 50 mg/kg hesperetin (dissolved in corn oil) was applied



to the rats in group 1V by oral gavage. Equal amount of corn oil used in solving
hesperetin was applied to the rats by oral gavage in group I1I .

At the end of the 12 weeks experimental period, rats were decapitated.
Testicular tissues were removed and processed by using routine parafine
techniques. The testis slides were stained by H&E, PAS and Masson’s Trichrome
methods. Also TUNEL methods and eNOS stain were applied. Biochemical
analyzes on blood samples and sperm analyzes on sperm samples were performed.

A significant decrease of percentage of body weight change was detected
in tobacco smoke and tobacco smoke + corn oil groups when compared with
control group. Percentage of body weight change in tobacco smoke + hesperetin
group, a significant decrease was detected compared with the other groups.

There was no statistically difference detected in weights of right testis, left
testis, epididymis, prostate, seminal vesicle and relative testis weight, between the
groups.

The difference of sperm motility and sperm concentration between the
groups was found no statistically significant. A significant increase in abnormal
sperm amount was detected in tobacco smoke group compared with control group.
It was found that reduction in the amount of abnormal sperm in tobacco smoke +
hesperetin group compared with tobacco smoke group.

In rat testis tissues of tobacco smoke group; degeneration in germinative
epitelium, atrophic tubules, vascular congestion, seperation in seminiferious
tubule basement membranes, edema in interstitial area and immature cell debris in
tubule lumen were detected. The similiar findings of tobacco smoke group were

found in tobacco smoke + corn oil group.



Significant improvement were observed in seperation of seminiferious
tubule basement membranes, germinative epitelium degeneration, vascular
congestion and intersititial edema in rat testis tissues of tobacco smoke +
hesperetin group.

A significant increase of TUNEL positive cells in tobacco smoke and
tobacco smoke + corn oil groups was detected, compared to the control group.
The number of TUNEL positive cells in tobacco smoke + hesperetin group was
observed similar to control group.

A significantly increased eNOS immunoreactivity was observed in tobacco
smoke and tobacco smoke + corn oil groups compared to the control group. Also
decreased eNOS immunoreactivity was detected in tobacco smoke + hesperetin
group.

A significant increase was detected in the levels of MDA, in tobacco
smoke and tobacco smoke + corn oil groups compared with the control group. It
was found that hesperetin administration reduced the MDA levels similar to the
control group. CAT and GSH-Px enzyme activities in tobacco smoke and tobacco
smoke + corn oil groups were significantly decreased compared to the control
group. Also significantly increase in GSH-Px enzyme activities was detected in
tobacco smoke + hesperetin group compared with the tobacco smoke and tobacco
smoke + corn oil groups. But CAT activities in tobacco smoke + hesperetin group
wasn’t different from the CAT levels of tobacco smoke and tobacco smoke + corn

oil groups.



As a result of our study, it was detected that exposure to tobacco smoke
negatively effects the male reproductive system. It was also observed that
hesperetin, which is used as a protector against tobacco smoke exposure,
decreases the negative effects of tobacco smoke prominently by means of its
antioxidant property.

KEY WORDS: Tobacco smoke, Hesperetin, Histology, Biochemistry,

Testis.



3. GIRIS
3.1. TESTIS

3.1.1. Testis Anatomisi

Funiculus spermaticus’a asili halde bulunan testisler, bir ¢ift olup scrotum
icinde yer alirlar. Yaklasik 4-5 c¢cm uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde, 3 cm
kalinhginda ve 10-14 gr agirhginda olan testisler, iri bir badem

bayukltgtndedirler.

Testisler; lamina visceralis (epiorchium), tunica albuginea ve tunica
vasculosa olmak Uzere ¢ tabaka ile sarilmigtir. Erigkinlerde fascia spermatica
internanin ig, testisin de dis yUzinu orten ¢ift yaprakl serdz bir zar vardir ve

“tunica vaginalis testis” olarak adlandirilir.

“Lamina visceralis (epiorchium)”, epididimis’in buyik kismi ile arka
kenarinin medial bélima harig, testisi 6rten ve bu iki olusumu birbirine baglayan
yapidir.

“Tunica albuginea”, testisi saran mavimsi beyaz renkli, siki yapil fibroz
bir tabakadir. Tunica albuginea’yr arka kenari haric olmak (zere, distan tunica
vaginalis testisin lamina visceralis’i orter. Tunica albuginea, arka kenarda ise
testisin icine dogru kalin, vertikal yarim bir b6lme seklinde uzantilar génderir ve
“mediastinum testis” adin1 alir. Mediastinum testisin 6n ve yan kisimlarindan
cikan bolmeler, testisi saran tunica albuginea’ya tutunurlar. “Septula testis” adinm
alan bu bolmeler testisi piramit seklinde bosluklara ayirir. Bu bosluklarda ise
“tubuli seminiferi contorti” ve “tubuli seminiferi recti” adi verilen tlp seklinde

kanalciklar bulunur.



Tunica albuginea’min i¢ yuzinde bulunan damar ag: tabakasina “tunica
vasculosa” denir. Tunica albuginea ve septula testis’ler arasindaki bosluklarda
uzun tdplerin olusturdugu kanalcik kiumeleri vardir ve “lobuli testis” olarak
adlandirilirlar. Ayrica her bir lobguk, bir veya daha fazla kiicuk tlpler seklindeki
kanalciklardan olusur. Kivrintili seyrinden dolay:r bu tuplere “tubuli seminiferi
contorti” denilir. Lobguklarin mediastinum testis’e bakan tepe kisimlarinda bu
borularin seyri dizlesir ve birbirleriyle birleserek “tubuli seminiferi recti” adim
alirlar. Tubuli seminiferi recti’ler birbirleriyle anastomoz yaparak “rete testis”

denilen ags1 yapiy: olustururlar (Sekil 1).

.+ Fascia sparmatica intema

»~ Caput
' epididymidis

» Appendix testis

L0~ (Appendix
"f‘ epididymidis)

£ %~ — Extremitas

superior Lobuli

testis

i

11— Facies lateralis
W 'r acies laterali — Septula
Margo — testis
postarior

Lig. epididymidis —
Inferius

=~ Margo

/
anterior =—— Tunica

albuginea
Cauda

b
Cauda epididymidis — epididymidis

" Extremitas inferior

Sekil 1: Testisin anatomik gérinima. (1)

Rete testis, mediastinum testis’in Ust boliminde, sayilart 12 ile 15
arasinda degisen kanallar sekline donuserek “ductuli efferentes testis” adini alir.
Bu kanallar ise testisin arka kenarinin Ust kismindan tunica albuginea’y: delerek

disar gikarlar.

Testis ve epididimis, aortanin dali olan a. testicularis’den beslenirler.

Testis ve epididimis venleri ise 6nce funiculus spermaticus’u ag seklinde sararak
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plexus pampiniformis’i, daha sonra da birbirleriyle birleserek, v. testicularis’i
olustururlar. Bunlardan sag taraftaki v. cava inferior’a, sol taraftaki ise v. renalis

sinistra’ya agilirlar (2).

3.1.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmakla birlikte
gonadlarin erkek veya disi Ozellikleri ancak 7. haftadan sonra gdzlenebilir.
Gonadlar baslangigta, genital ya da gonadal siskinlikler adi verilen koélomik
epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla olusmus
uzunlamasina sislikler seklinde goralir. Germ hicreleri, gelisimin 6. haftasina

kadar genital kivrimlarin icinde belirmezler (3).

Primordiyal germ hcreleri, 4. hafta basinda umbilikal kese (yolk kesesi
ya da vitellus kesesi) duvarinda, allantoyisin baslangi¢ yerine yakin endodermal
hlcreler arasinda ortaya ¢ikarlar. Embriyonun katlanmas: sirasinda primordiyal
germ hucreleri, arka barsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara go¢
ederler. 6. hafta sirasinda primordiyal germ hicreleri, altindaki mezensim igersine

girerler ve gonadal kordonlara dahil olurlar (Sekil 2).
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Sekil 2: Primordiyal germ hicrelerinin go¢i ve gonadal farklilik (4).
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Y kromozomun kisa kolu Gzerindeki testis belirleyici faktor (TBF) igin
SRY geni farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu
gormektedir. Transkripsiyon faktori olan Sox9 da testikller farklilasma icin
gereklidir. Testis belirleyici faktér gonadal kordonlari uyararak, onlarin
farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur.
Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece rete
testis olusur. Gonadal kordonlarin —seminiferdz kordonlar- kalin bir fibroz kapsiil
olan tunica albuginea gelistikten sonra, ylzey epiteli ile olan baglantilar

kaybolur.

Tunica albuginea’min  gelisimi, testikiler gelisim icin oldukca
karakteristiktir. Genisleyen testis, asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan
ayrihir ve kendi mezenteri olan mezor¢iyum ile asili hale gecer. Seminiferoz

kordonlar; seminiferdz tubullere, tubuli rekti ve rete testise farklanir.

Seminiferdz thballer, interstisyel htcreleri (Leydig hicreleri) olusturan
mezensim ile ayrilmiglardir. 8. haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik
hormonlar: —testosteron ve androstenedione- salgilamaya baslarlar. Bu hormonlar
mezonefrik kanallarin ve dis genitallerin maskulin olarak farklanmasini uyarirlar.
Testosterona ilaveten, fetal testisler glikoprotein karakterli bir hormon olan Anti
Midllerian Hormon (AMH) salgilarlar. Sertoli hicreleri (destek hicreleri)
tarafindan salgilanan bu hormon, uterus ve tuba uterinalara farklanan
paramezonefrik (mullerian) kanallarin gelisimini baskilar. Bu hormonun
salgilanmasi puberteye kadar devam eder. Seminiferdz tibuller, puberteye kadar
solid halde kalirlar (yani limenleri yoktur) ancak puberteden itibaren limen

gelisir.
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Fetal testiste Sertoli hicreleri, seminifer tiblllerde ¢cogunlugu olustururlar.
Daha sonraki fetal gelisim sirasinda, testisin yizey epiteli dizlesir ve yetiskin
testisin dis yulzeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, ductuli efferentes’i
olusturan 15-20 adet mezonefrik tibdller ile devam ederek ductus epididimis’i

olusturan mezonefrik kanal ile baglanirlar (4).

3.1.3. Testis Fizyolojisi

Seminifer tibullerde iki ya da ug sira halinde bulunan spermatogonyumlar,
puberteden itibaren mitoz bolinmeler gecirerek surekli olarak proliferasyon
gosterirler. Daha sonra spermatogonyumlar, degisik basamaklardan gecerek
spermleri olustururlar. Bu olaya spermatogenez denilir ve bir takim hormonlarin

etkisinde gerceklesir.

Erkek ve kadin her iki cinste de cinsel islevlerin kontrolii, buyik oranda
hipotalamustan salgilanan “gonadotropin serbestleyici hormon (GnRH)” ile
saglanir. Bu hormon, 0n hipofiz bezini uyararak “luteinizan hormon (LH)” ve
“folikdl stimiile edici hormon (FSH)” salgilanmasina neden olur. Luteinizan
hormon, testislerden testosteron salgilanmas: igin baslica uyarandir. Folikil

stimule edici hormon ise 0zellikle spermatogenezi uyarir.

Testosteron; testislerde intersitisyel alanda yerlesim gosteren Leydig
hlcrelerinden salgilanan bir hormon olup, sperm yapiminin ilk asamasi olan
testisin germinal hicrelerinin biylme ve bolinmeleri igin gereklidir. Testosteron
salgilanmasi, 6n hipofiz bezinden salgilanan LH’ nin uyarnsiyla gerceklesir.
Testosteron salgilanmasi negatif geri  bildirim ile gerceklesir. Salgilanan

testosteron hormonu, bir slre sonra 6n hipofiz bezini uyararak LH ve FSH
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uretimini baskilar, béylece LH ve FSH’ nin miktarindaki azalmaya bagl olarak

testislerde Uretilen testosteron hormonu miktar: da azalmis olur.

Folikdl stimile edici hormon, seminifer tibillerde bulunan Sertoli
hlcrelerine, 6zgul FSH reseptorleri araciligiyla baglanir. Bu baglanma, buradaki
hicrelerin  buyumesine ve spermatogenez ic¢in gerekli olan maddelerin

Uretilmesine neden olur.

Spermatogenezin hizli artisi ile Sertoli hucrelerinden salgilanan inhibin
hormonu, ©6n hipofiz bezini uyararak FSH salgisint baskilar (Sekil 3).
Spermatogenezin az oldugu durumda ise 6n hipofiz bezinden FSH salgisi artar ve

yeniden spermatogenez artmaya baslar (5).
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Sekil 3: Spermatogenezin hormonal kontroli (5).
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3.1.4. Testis Histolojisi

3.1.4.1. Testisler

Her bir testis, dista tunika albuginea ad1 verilen kalin bir bag dokusu kilifi
ile cevrilidir. Daha icte ise tunika vaskiloza adi verilen damarca zengin olan bir
gevsek bag dokusu ile sarihidir. Tunika albuginea, testisin arka yiziinde
kalinlasarak ve her bir testis icerisine uzanarak mediastinum testisi olusturur.
Mediastinum testisten iceriye dogru uzanan ince bir bag doku yapisinda olan
septumlar testisi lobdller olarak adlandirilan bélimlere ayirirlar. Her bir lobil

icerisinde 1-4 adet seminifer tubul bulunur.

3.1.4.2. Seminifer tubuller

Seminifer tubdller, uzun ve kivrintili tiballer olup germinal epitel ad:
verilen cok katli epitel ile doselidir. Bazal laminaya yapisik olan en icteki
tabakasi, diiz kas 0zelligi de gosteren yassilasmis miyoid hicreler igerir. Germinal
epitel; sperm dretimini saglayan spermatogenik hicreler ile gelismekte olan
spermleri besleyen, destekleyen Sertoli hlcreleri olmak lzere iki tip hticre icerir.

Germinal epitelde bulunan spermatogonyumlar, seminifer tibulun bazal
membrani Uzerine oturmustur. Spermatogonyumlar, spermatogeneze girerek erkek
ureme hucresi olan spermleri (spermatozoonlari) meydana getiren ilkel reme
hicreleridir (Sekil 4).

Her bir seminifer tlbulun arasinda; fibrositleri, kan damarlarini, sinirleri,
lenf damarlarin1 ve Leydig hucrelerini iceren bir bag doku bulunur. Mediastinum
testiste seminifer tubuller dizleserek, kisa ve dar yapili kanallara dondsurler. Rete
testis adin1 alan bu kanallar, spermatogenik hticrelerden yoksun kiibik veya algak

prizmatik epitel ile doselidir.
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Miyoid hiicre

Leydig hiicresi

~ Spermatositler

Seminifer tibiil
limeni

Spermatidler

Sertoli hiicresi

Sekil 4: Testisin histolojik gorinimii (6).

3.1.4.3. Spermatogenez

Spermatogenez, sperm udretim sdrecidir. Spermatogonyumlar, pubertede
mitoz bolinmeler gecirerek ¢cogalmaya baslarlar. Bu stiregte olusan yeni hiicreler
iki yoldan birini izlerler. A tipi spermatogonyumlar olarak adlandirilan
hicrelerden bir kismi kok hicre olarak bolinmeyi surdirup yeni hucreler

olustururlar.

Diger bir hiicre grubu ise B tipi spermatogonyumlar olarak adlandirilirlar
ve spermleri olusturan oncil (progenitor) hiicrelerdir. B tipi spermatogonyumlar
farklilasarak, 46 kromozomlu (insanda) primer spermatositlere donusurler. Daha
sonra bu hucreler hemen birinci mayoz bolunmenin profaz safhasina girerler.
Spermatogenezin en buyik hicreleri olan primer spermatositler, birinci mayoz

bolinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilirlar. Kromozom
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sayis1 yariya inen bu hicreler, hemen ikinci mayoz bélinmeye girdiklerinden
testis kesitlerinde g6zlenmeleri zordur. ikinci mayoz boliinme sonucunda 23
kromozom iceren ve spermatid adini alan hiicreler meydana gelmesiyle

spermatogenez sonlanir (Sekil 5).

Geg spermatid

Erken spermatid

Primer
spermatosit

Basal lamina

Miyoid hiticreler

Tip A Sertoli hiicresi Tip A Tip B
spermatogonyum spermatogonyum spermatogonyum

Sekil 5: Spermatogenez (7).

3.1.4.4. Spermiyogenez

Spermiyogenez, sperm olusumunun son asamasidir ve bu surecgte hiicre
bolinmesi  gerceklesmez. Temel olarak; akrozom olusumu, cekirdek
yogunlasmas: ve uzamasi, kamgi olusumu ile sitoplazmik artiklarin olusumu gibi
evrelerden olusan spermiyogenez, sperm olgunlasmasi icin gerekli olan karmasik
bir strectir. Spermatidlerden farklilasan spermler, daha sonra seminifer tibul

I[imenine brrakilirlar (6).

3.1.4.5. Sertoli hicreleri
Sertoli hicreleri, spermlerin beslenmesinde, desteklenmesinde ve

olgunlagsmasinda ¢ok énemli rol oynar. Sinirlar: giclukle ayirt edilen bu hucreler
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prizmatik gorunimli olup, bazal membrandan seminifer tubil epiteline kadar
uzanirlar. Tepe kisimlarinda spermlerin lumene birakilmasina kadar yerlestigi,

kriptaya benzer girintiler bulunur.

Sertoli hicreleri belirgin bir c¢ekirdekcik ile ¢kromatin bir cekirdege
sahiptir. Bitisik hiicreler taban ve yan yuzeylerindeki siki baglant1 kopleksleriyle

birbirlerine tutunurlar (8).

Sertoli hucrelerinin birkag islevi vardir. Bunlar;

1. Gelismekte olan spermlerin  desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmelerinin diizenlenmesi.

2. Sitoplazmik artiklarin fagosite edilmesi.

3. Androjen baglayici protein salgilanmasi.

4. Embriyonik gelisim sirasinda AMH salgilanmasi.

5. Spermleri zararli maddelerden korumak icin kan-testis bariyerini
olusturmasi.

6. FSH Uretimin baskilayan inhibin tretilmesi (6).

3.1.4.6. Kan-testis bariyeri

Komsu Sertoli htcrelerinin sitoplazmalari, tikayici siki baglantilar ile
birbirlerine kaynasirlar ve her bir seminifer tibilu bazal kompartman ve
adliminal kompartmana ayiran kan-testis bariyerini olustururlar. Bu bariyer
sayesinde spermatogenezle olusan spermler, plazma proteinleri ile kan kaynakl
antikorlardan uzak tutulmus olunur. Clnkid spermatogenik hucreler, vicut

tarafindan yabanci madde olarak taninip buna karsi immun yanit olusturabilirler.
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Bu sekilde kan-testis bariyeri, Kisinin kendi spermine karsi otoimmin yanit
olusturarak antikor olusumunu engellemis olur. Sonucta spermatogenezin

bozularak sterilitenin ortaya ¢ikisi engellenir (9).

3.1.4.7. Leydig hcreleri

Seminifer tlbdllerin arasindaki bdlgelerde yer alan Leydig hicreleri
testosteron salgilayan 6nemli hicrelerdir. Hiicre yuzeyleri mikrovillus bakimindan
oldukgca zengindir. Sahip oldugu organel ve inklizyonlarin ¢ogu testosteron

sentezini ve salgisini diizenler.

Leydig hucreleri tarafindan sentezlenen testosteron mikrovilluslar
tarafindan ytizey alanm arttirilmis hiicre zarindan difizyon ile gecerek hizla

dolasimda yer alan steroid baglayici proteinlere baglanir (8).

3.2. Tutdn

Tatdn, bitki sistematiginde Solanaceae familyas: (Pathicangiller)’nin
“Nicotiana” cinsi icerisinde yer alan bir bitkidir (10). “Nicotiana” cinsine ait
yaklasik 65 tane tir vardir. Ancak bu tirlerden sadece “Nicotiana tabacum” ve
“Nicotiana rustica” tdrleri tutin Grinleri yapiminda kullaniimaktadir (11,12).

Tatdn, baslangicta bir gifa bitkisi olarak insanlarin dikkatini ¢ekse de
sonraki donemlerde sigara, nargile, pipo, puro, enfiye ve cigneme seklinde keyif
verici olarak kullaniimaya baslanmistir (13).

Tutin yapraginin kimyasal ve fiziki 6zellikleri oldukc¢a 6nemlidir. Bu
nedenle yapraginda ihtiva ettigi nikotin, total azot ve indirgen maddelerin

miktarlar: tdtdn Granlerinin Uretiminde blylk 6nem tasimaktadir. Fiziksel olarak
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da yapragin buyukligl, bicimi, su tutma kabiliyeti ve yanma 6zelligi énemlilik
arz eder.

Tutinh diger bitkilerden ayiran en énemli 6zelligi, organik azotlu bir
madde olan nikotin icermesidir. Koklerde sentezlenip yapraklarda depolanan

nikotin; keyif verici ve bagimlilik yapan giicli bir alkoloidtir (14,15).

3.2.1. Tatun Kullammn Tarihgesi

Tutin ilk olarak Amerika kitasinda ortaya c¢ikmig ve Amerika’nin
kesfedilmesiyle beraber diger Ulkelere goturulmustir (16). Kizilderililer, “petom”
adim verdikleri titunun kurutulmus yapraklarini, uzun cubuklarla veya titln
yapragina sararak ilkel bir puro seklinde tltturerek kullanmislardir (17).

Orta Amerika’da yasayan halklar arasinda titin kullaniminin giderek
yayginlasmas: Uzerine Ispanya, Portekiz, Ingiltere ve Fransa gibi ulkeler,
Amerika kitasindaki sémdirgelerinde tatin Gretimine baslamiglardir. Bu sayede
titdn ticaretinden gelir saglama yoluna gitmislerdir.

Tutunun ilk defa yabanci gemiciler araciligiyla istanbul’a getirildigi cesitli
kaynaklarda ifade edilmektedir (16).

Onceleri dini torenlerde kullanilan tutiin, sonradan siis ve sifa bitkisi
olarak kullanilmistir. Keyif verici olarak yayginlasmasindan sonra da tuketimi

hizla artmistir (16).

3.2.2. Ttiiniin icerigi

Tatundn yapraklarinda yaklasik 2500 civarinda inorganik ve organik
madde bulunur. Oysa titin dumaninda 4000 civarinda madde bulunur ki bunlarin
cogunlugu toksik etkilere sahiptir. T0tun yapraklarinin 500-900°C’lik  bir

sicaklikta yanmasiyla bu toksik Grlinler meydana gelir (18,19).
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1985 yilinda The International Agency for Research on Cancer (IARC)

ttin dumaninin insanlar icin birinci grup karsinojen oldugunu kabul etmistir.

Dumaninda yer alan maddeler farmakolojik olarak aktif, mutajenik veya toksik

Ozelliktedir (20) (Tablo 1).

Tablo 1: Tutlin dumaninda bulunan bazi maddeler (21).

Partikul
faza

Gaz fan

TUTUN DUMANINDA BULUNAN BAZI MADDELER

Madde

Nikotin

Arsenik

Benzopiren

Benzen

Strien

Fenol

Naftalmin

Radyoaktif elementler

Kabonmonoksid

Karbondioksit
Aldehitler (formaldehit)

Hidrojen siyanid

Amonyak

Aseton, azot, vinil klorid,
nitrosaminler, akrolein

Kullanildigr yerler

Bocek ilaci

Tarim ve bocek ilaglar, boya
imalaty, fare zehiri

Kauguk, vernik ve mirekkep
yapimi.

Plastik, polyester ve sentetik
kauguk dretimi.

Polonium-210,  kursun-210,
radyum-226

Egzoz gaz1

Egzoz gaz1

Endustride fertilizer, boya,
dezenfektan, mumyalama
S1Vi1S1.

Buharla dezenfeksiyon,

insektisit, fotograf¢ilik.
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Baslica etkisi

Bagimhlik yapar. Tasikardi,

bas agrist depresyon,
epileptik ataklar.
Erkek ve kadinda

infertilizasyon, ampizem ve
solunum sistemi hasaliklari.
Kromozomal aberasyonlar.

Spontan disiik ve anormal
sperm sayisinda arts,

Kanin oksijen tasima
kapasitesini bozar, bas agrisi.
Kas kasilmalarinda fonksiyon
bozukluklar, fetusta toksik

etki.
Karsinojen. Astim, gbzde
kasinma gibi alerjik

reaksiyonlar,
Nazal irritasyon, konfiizyon,
bas agrisi, vertigo,

Yogun irritasyon, ciddi goz
hasar1 ve astim.



3.2.3. Tutun Epidemiyolojisi

Tatdn Grdnlerinin kullanim sikhgi, ‘Kiresel Yetigkin Tutlin Arastirmasi
(KYTA) Turkiye 2012’ raporuna gore erkeklerde % 41,5 kadinlarda ise % 13,1
oldugu bildirilmistir. Sigara % 25,7’lik degerle en fazla kullanilan tatin Grind
iken nargilede bu oran %0,8’dir. Ote yandan giinde icilen sigara sayisinn
ortalamasimin ise 19,2 oldugu tespit edilmistir. Gilnde icilen sigara sayisi
erkeklerde %20,3 iken kadinlarda %15,3’tir. 18-34 yas araligindaki Kkisilerin
%16,1’i 15 yasindan ©nce, %58,7’si ise, 18 yasindan Once sigara icmeye
baslamistir (22).

Bazi Ulkelerde sigara icimi azalmakla birlikte diinya tzerinde yaklasik 1,2
milyar kisi halen sigara icmektedir. Genel olarak erkeklerin %57°si kadinlarin ise
%10’u tutln ve tatln drdnlerini kullanmaktadir (23). Sigara icimi dunya ulkeleri
arasinda giderek artmakta olup tglincii diinya Ulkeleri arasinda 2025 yilina kadar

icici sayisinin 4,5 milyardan 7,1 milyara cikmasi: beklenmektedir. (24).

Tablo 2: Tittn kullaniminin epidemiyolojisi (22).

Tatan dring icme durumon Toplam Erkek Eadm
Halen icen 27.1 (25.8-28.3) 41.5 {39 4-43 _5p 13.1 (12.0-14 3)
Hergiin igen 238 (22.6-25.0) 37.3 {35.,4-39 3% 10,7 (9.6-11_8)
Ara sira igen 3.3 (2.9-3.7) 4.1 (3.5-4.9) T4 {2.0-3 00
Ara sira igen, énceden hergin igen 1.5 (1.2-1_8) 2.0 (1.6-2_5) 1.0 0. 7-1.3%)
Ara sara igen  hig hergiin igmeyen 1.8 a.s-22 ] (1, 7-2.8) 1.4 1. 1-1.5)
Titan Grind igmesen T2 (FL.7-74.2) 58.5 {56 5-60,6) Bs5.9 (B3, 7-88.00
Eskiden hergan igen 9.4 (8, 7-10.2) 14.4  (13,2-15.8) 4.6 (3.9-5.4)
Hig¢ hergiin igmeeyven 635 (62.1-64_8) 441 (42 1-465.1% 2.3 (B0, 9-83.7)
Eskiden ara sira igen 3.7 {3.3-4.2) 4.2 (3.6-5.00 3.2 {2.7-3.59)
Hic igmemis olan 598 (58.3-61_2) 399 {37,541 9% 79,1 (77.5-80.6)
Tatan dring icme durumm Toplam Erkelk Eadim
Halen icen 14.764.3 11.138.3 3.626.0
Hesgin igen 12 980.8 10.026.5 29544
Ara sura igen 1.783_ 4 1.111. % 5717
Ara siva igen, onceden hergiin igen BOS. 1 5307 2744
Ara sava igen hig hergin igmeyen TR 4 581.1 3973
Tirtin frimil 1gmeyen 39 7835 15723 6 24 059 8
Eskiden hergin igen 51526 I_BTO.0O 1.273.6
Hi¢ hergim igmesen 34 6308 11.844.6 22 TB&E.3
Eskiden ara sira igen 20280 1.138_8 BE9.1
Hic icmemiz olan 32.602.9 10.705.7 218971
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3.2.4. Tutuniin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Tatdn; trafik kazalari, alkol, AIDS, uyusturucu gibi 6nlenebilir 6lim
nedenlerinin hepsinden daha olimcul olamdir. Yetiskin 6limlerinin yaklasik her
10 tanesinden biri, sigaraya bagli nedenlerle olmaktadir. Daha da 6énemlisi
ontmdazdeki yillarda bu oramin artacagi ve 2030 yilinda olimlerin yaklasik 10
milyonu sigara kaynakli olacag: tahmin edilmektedir. (25).

En fazla kullanilan titiin Grind olan sigara, temel bir halk sagligi problemi
olup kronik hastaliklarda oldukca dnemli rol oynar. Sigara icimi ile kalp-damar
hastaliklar1, akciger hastaliklari ve cesitli kanser tipleri arasinda siki bir iligki
oldugunu gosteren birden fazla klinik ¢alisma bulunmaktadir (26).

Sigaranin neden oldugu bu hastaliklar yizinden her yil tim dinyada
milyonlarca Kkisi 6Olmektedir. Tutlnin yanmasiyla ortaya c¢ikan dumandaki
kimyasal bilesenler, cesitli doku ve organlarda toksik etki meydana getirir (3)

(Tablo 3).
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Tablo 3: Tutun kullaniminin insan saghgina etkileri (22).

TUTUN KULLANIMININ INSAN SAGLIGINA ETKILERI

UST SOLUNUM SIiSTEMI

ALT SOLUNUM SISTEMI

KALP- DAMAR SISTEMI

GASTROINTESTINAL
SISTEM

UROGENITAL SISTEM

SINIR SISTEMI

KAS-ISKELET SISTEMI

GOZ VE CILT

IMMUN SISTEM

Otit, rinosinlzit, Ust aerodijestif sistem kanserleri, oral ve
farengeal kanser, larenks 6demi ve kanseri,

Kronik Obstriktif Akciger Hastaligi (KOAH), akciger kanseri,
astim, interstisyel Akciger Hastaligi (IAH), nonspesifik
enfeksiyonlar ve pnémoni, tilberkiiloz, Good-Pasture Sendromu

Akut miyokard infarktisu, endotel disfonksiyonu, ateroskleroz,
inflamasyon, tromboz

Gastroozofageal refli hastaligi, dispepsi, Crohn hastalig,
6zofagus-mide- kolorektal-pankreas kanserleri

Bobrek, mesane ve prostat kanserleri, bdbrek yetmezligi,
infertilite, erken menapoz, spontan abortus, konjenital
malformasyonlar

Inme, demans, Parkinson Hastaligi, Multiple Skleroz, bas agrisi,
migren

Osteoporoz, kirik iyilesmelerinde gecikme, osteoartrit, romatoid
artrit,

Makula dejenerasyonu, katarakt, erken cilt yaslanmasi, yara
iyilesmesinde bozulma,

Dogal 6ldiuriict hiicrelerde, alveolar makrofaj fonksiyonlarinda,
serum lizozim seviyesinde ve 1gG ile IgA seviyelerinde azalma,
IL-8, IL-16 ve alveolar makrofaj sayisinda artis.
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3.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron ya da

elektronlar iceren kimyasal tirlerdir (28, 29). Bu ortaklanmamis elektronlardan

dolayr oldukca reaktif olan serbest radikaller vicuttaki tum hicre bilesenleri

(yaglar, proteinler, kompleks karbohidratlar ve nikleik asitler) ile kimyasal

reaksiyona girerler. Reaktif oksijen tirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tirleri (RNS)

kaynakl1 bu reaksiyonlar ise doku hasarina neden olurlar (28) (Tablo 4).

Tablo 4: Serbest radikaller (30).

Reaktif tirler

Formili

Ozellikleri

Siiperoksit radikali | ‘O,

Reaktif

Oksijen Hidrojen peroksit H,0,

Tarleri

(ROS) Hidroksil radikali ‘OH
Peroksil radikali ROO
Singlet oksijen o,
Ozon O3
Nitrik oksit NO

Reaktif

Nitrojen

Tirleri Peroksi nitrit ONOO

(RNS)
Nitrojen dioksit 'NO,

Nitrojen oksitler NO,

Cok kararsiz, sinyal iletici

Hucresel toksik, sinyal iletici

Cok kararsiz, yiksek derecede reaktif ajan

Lipidlerin reaksiyon arini

Uyarilmis oksijen molekild, radikal ve

radikal olmayan formda

Cevresel toksin

Cevresel toksin, endojen sinyal molekli

Yiksek derecede reaktif

Yuksek derecede reaktif radikal, cevresel
toksin

Cevresel toksinler, NO ve ‘NO, ihtiva eder.

Serbest radikaller genelde hiicre sinyali ve vital fizyolojik fonksiyonlar

icin gereklidir.

Ancak konsantrasyonlarinin artmasi,

hiicresel rediksiyon-

oksidasyon (redoks) dengesinde degisime ve normal biyolojik fonksiyonun



bozulmasina neden olabilir. Serbest radikallerin bir tiri olan ROS’lar ve
vicuttaki antioksidan koruma sistemleri arasindaki denge bozuldugunda oksidatif

stres meydana gelir (31).

Endojen ROS’larin diisuk seviyeleri kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve
sperm-oosit fuzyonu igin gereklidir (32, 33). Ancak erkek germ hcreleri ylksek
reaktif seviyelerine kars1 oldukca duyarlidir (34). Motilite, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu, ovum penetrasyonu ve sperm basinin dekondensasyonu gibi normal
sperm Uretim asamalar1 fertilizasyon icin sarttir. Ancak bircok calismada bu
asamalarin oksidatif stres ile ilgili mekanizmalar nedeniyle sekteye ugradig

gosterilmistir (35-38).

Membranlarinin ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin olmasi sebebiyle
spermler serbest radikal kaynakli peroksidaz hasarlarina karsi oldukga duyarlidir
(39). Yulksek miktardaki ROS’lar; membran proteinleri, membran lipitleri,
mitokondriyal ve niiklear DNA ile etkileserek sperm Uretimi ve kalitesini olumsuz

yonde etkiler (40, 41).

3.4. Nitrik Oksit ve Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik Oksit (NO); nitrik oksit sentazlar (NOS) ad: verilen bir enzim ailesi
tarafindan sentezlenen inorganik serbest radikal bir gazdir. NOS ailesi 3 farkl
izoformdan meydana gelir; néronal NOS (nNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve

indiiklenebilir NOS (iNOS) (42).

NOS izoformlar1 fonksiyonel olarak NO tretme etkilerine bagl olarak 2
gruba ayrilir: eNOS ve nNOS Ca*? kalmodulin aracili bir mekanizma ile

duzenlenen aktive gosterirken (43,44), iINOS aktivitesi proinflamatuvar sitokinler
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(IL-1, TNF-a, interferon y) ve bakteriyel lipopolisakkaritler gibi inflamatuvar

uyarilara cevaben uyarilir (45).

Testislerde NO/NOS; spermatogeneziste (46-50), sperm motilitesi ve
matlrasyonunda (46, 51). Leydig hicre steroidogenezisinde (52-54)
duzenleyicidir. Testikiler hormon ve sitokinlerinin Gretimine katki saglarlar.
Ayrica seminifer tabdl epitelindeki adherens baglantilarin ve tight junctionlarin

(s1k1 baglantilarin) diizenlenmesinde énemli rol oynarlar (50).

Basarili bir fertilizasyon icin fizyolojik olarak belli bir seviyede NO’e
ihtiyag  duyulur. Sperm ile yumurtanin birlesmesi sirasinda  spermin
akrozomundan salinan NO, yumurtada mayoz II’nin tamamlanmasin: aktive eder

(55).

Hem nNOS hemde eNQOS; erkek treme sisteminde normal fizyolojik olaylarda
onemli rol Gstlenirler. Bunlardan biri de testislerdeki intersistiyel hiicrelerden

steroid hormonlarin biyosentezinin ve sekresyonunun dizenlenmesidir (56, 57).

3.5. Apoptozis
19. yuzyilin ortalarindan itibaren cok hiicreli organizmalarda 6zellikle
embriyogenez gibi ¢cok 6nemli fizyolojik olaylarin temelinde apoptozis adi verilen

hlcre 6limandn var oldugu bildirilmistir (58, 59).

Yunanca’dan koken alan apoptozis terimi kelime anlami itibariyle
“dokilme ya da diisme” anlamina gelmektedir. Organizmanin yasam dongisundn
devami icin bu stre¢ oldukca gereklidir. Apoptozis; patolojik ve fizyolojik
sartlarda dokulardaki hiicre populasyonlarinin regulasyonunda ve korunmasinda,

cok hticreli organizmalarin gelisiminde aktif olarak rol oynar (60).
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Cevresel kimyasallarin ¢cogu hormonal olarak aktif olup, dogrudan

endokrin sistemi etkileyerek tireme sistemi tizerine olumsuz etkiler yapar (61-63).

Spermatogenez esnasinda olusan ROS’lar, testislerdeki apoptozisin
duzenlenmesinde yer alirlar (64). Testikiler apoptozis, spermatogenez suresince
devamli olarak gerceklesir. Bu dlzenleyici slrecte hem intrinsik hem de

ekstrinsik apoptotik yolaklar rol oynarlar (65, 66).

Sitotoksik T hiicreleri
Radyasyon
ilaglar
toksinler
/ \ procaspase-8
:
-
granzyme A granzyme B s bid
: - "
¥ t-bid s
‘ — =
a caspasc-8 * t-bid b Bax

H mitochondria

H o0

: procaspase-9 ogo ;

DNA hasan E &
H \ cytochrome-
= i
/ | H > 5 *.J C
53 > 3 e /
P procaspase-3 e cacpace-3 o caspase-9 y 9
i Apoptozom \ l Apa-1
cleavage of cellular substrates p33
v 1y
fodri Isolin  DFF 45 Q"f
lamin A fodrin  gelsolin F a5 m— N
Niiklear kondenzasyon / ~ 7 J
Membran gegirgenligi DNA fragmantasyonu

Sekil 6: Apoptozis yolag: (67).
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3.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar; lipid peroksidasyonunu yavaslatmada gorev alan,
yapisinda monohidroksi/polihidroksi fenol bulunan kimyasal bilesiklerdir (68). Bu
bilesikler hidrojen atomunu vermek icin dusiik aktivasyon enerjisine sahiptir ve

ikinci serbest radikalleri olusturmazlar (69) (Tablo 5).

Organizmalar, htcreleri ve organlari reaktif oksijen tirlerine Kkarsi
korumak icin oldukca 6zel ve kompleks antioksidan koruma sistemlerine sahiptir.
Hem endojen hem de ekzojen kaynakli bu sistemler; besin kaynakli antioksidanlar
(askorbik asit, tokoferoller, vitamin E, vb.), antioksidan enzimler (SOD, GSH-Px,
GSH-Rd), metal baglayan proteinler (ferritin, laktoferrin ve aloumin) olmak Gzere

cesitli bilesenlerden olusur. (70).

Antioksidanlar  iki  farkli grupta smiflandirilir:  primer  (dogal)
antioksidanlar ve sekonder (sentetik) antioksidanlar. Primer antioksidanlar, lipid
radikallerle etkilesime girerek onlari daha stabil hale getiren zincir kirici
antioksidanlardir. Sekonder antioksidanlar ise serbest radikalleri yakalayip zincir

tepkimeleri durdurarak islev gordrler (71).
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Tablo 5: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (72).

ANTIOKSIDANLAR

|

ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
[ ) | s o
" f ) . Joan
> Sipestdindi2 (00 l Polifencller | Karotenoidler \ Vitaminler \ Mineraller ki ‘
> Katalan (ON)  Baroten 7 ViarinA _
7 lipn Somee || 7 fograin @y
» Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Lt 5 Viaring » Selenyum
¥ Glutatyon rediltaz | GSH-Red)
J
Fenolik asitler Flavonoidler
[H|droks+benm|kas¢ [H|druk5| sinnamik asit ]
Flavanonlar Flauunlar [Isuﬂavanmdler [Havnnollar [Flavannllar [ ﬁntoswamdmler
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3.7. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesenlerin genis
bir grubudur. Bu bilesenler dogada hem serbest halde hem de glikozillenmis
formda bulunabilir. Yapilan bazi ¢alismalarda flavonoidlerin anti-oksidan, anti-

kanserojen ve anti-inflamatuvar gibi 6zellikleri oldugu rapor edilmistir (73, 74).

Flavonoidler, oksijen iceren bir piren halkasi (C) ve bu halka ile iliskili iki
adet benzen halkas: (A ve B) igerir. Piren halkasinin C-3 pozisyonunda bir adet
hidroksil grubu bulunduranlar 3-hidroksiflavonoidler olarak siniflandirilirken

hidroksil bulundurmayanlar ise 3-deoksiflavonoidler olarak siniflandirilir (75).

Flavonoidlerin yapilarinda yer alan hidroksil gruplarinin serbest radikalleri
stpdricu gorevi vardir ve bu 0Ozellikleri sayesinde antioksidan 6zellik gosterirler

(76, 77).

Yapisal farkhiliklarina gére Flavanoidler; Flavonollar, Flavonlar,
Flavanonlar, Katesinler, Antosiyanidinler ve izoflavonlar olmak tizere alt1 biyik

gruba ayrilirlar (78).

3.7.1. Hesperetin
Hesperetin (HES) (3’, 5, 7-trihydroxyl -4’-methoxyl flavanone) limon,
portakal ve greyfurt gibi turuncgillerde en bol bulunan flavanoiddir (79) (Sekil

7a).

Hesperidin ise yaygin olarak narenciye meyvelerinde glikozillenmis halde
bulunan bir flavanoid olup ilk olarak Fransiz kimyager Lebreton tarafindan

narenciye kabugundan izole edilmistir (80) (Sekil 7b).
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Hesperidin ve hesperetin 6nemli biyolojik aktivitelere sahip olduklarindan

biyoflavonoid olarak da adlandirilirlar (80).

Sekil 7: Hesperidin (a) ve Hesperetinin (b) kimyasal yapisi (81).

a) ; ;
CH CH
- OH | -
r
HO ~ 3L 4 0
- - | PPl e -~
(} 2 -~ H._\_:-_u._.-f
\[ 8 B '
R e U
7 ; . &
OH L A L~ i | 7 A
Al Tl O e B
HO [ : IC
OH OH O
. CH
b) OH =
3’
> F o ~ - .":-.%-i""- =
| B
2 B2 | oy
HO . —— I o T e =f
e — Ry T
e A = ] =
= i E:;-";f ‘H-\_ '--\.____,_,-'-""'-F = :}L
| 5 | |-—1
OH O

Hesperidin (hesperetin-7-rutinoside)’nin aglikon formu olan hesperetinin

Ozellikle anti-inflamatuvar, anti-karsinojenik, anti-hipertansif, anti-aterojenik ve

antioksidan gibi farmakolojik 6zellikleri vardir (80, 82, 83). Hesperetinin

biyolojik olaylardaki baskilayici mekanizmasi; antioksidan aktivitesi, enzim

inhibisyonu ve serbest radikalleri suptrme kapasitesinden ileri gelmektedir (84).

diger

Gecmis yillarda yapilan ¢alismalarda; peroksi nitrit, hidrojen peroksit ve

bazi1 kimyasal toksinlerin dokularda meydana getirdigi oksidatif stres

kaynakli hasarlara karsi hesperetin ve hesperidinin koruyucu etkileri arastirilmistir

(85, 86). Hesperetin ve hesperidinin antioksidan Ozelligi iki farkli yoldan

gerceklesir. Birincisi, dogrudan serbest radikal stpurici etki. Digeri ise hicresel
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antioksidan korunma mekanizmasina katilma. Serbest radikalleri dogrudan
stpdricu etkisi; deoksiribonikleik asit (DNA), protein ve diger dokulari; i¢ ve dis

cevre faktorlerinin olusturdugu hasarlara karsi korumada énemlidir (87).

Hesperidin,  bagirsaklarda  aglikon  formu  olan  hesperetine
donustiraldikten sonra emilimi gerceklesir. Bu donlsumu ise, bagirsak
mikroflorasinda yer alan alfa rammozidaz ve beta glukozidaz (ya da endo-beta
glukozidaz) enzimlerini Greten bakteriler gerceklestirir (88). Kolonositlerce aktif
transport ve transseluler pasif diflizyon ile absorbe edilen hesperetin ayrica

enterositlerce de direkt absorbe edilir (89, 90).

Deney hayvanlar: Gzerinde yapilan calismalarda hesperetinin meme (91),
mesane (92), ve kolon (93, 94) kanserlerini baskiladig: bildirilmistir. Hesperetinin
diger major narenciye flavanonlarindan olan narengenin gibi antioksidan 0zellige
sahip oldugu bilinmektedir (95, 96). Ancak bu etkinin diger polifenollerle
karsilastirildiginda daha zayif oldugu duslntlmektedir. Hesperetinin diger bir
Ozelligi ise lipid metabolizmas: ile iligkilidir. Hesperetinin HepG2 hiicrelerinden
apolipoprotein B sekresyonunu dizenleyerek, kolesterol ester sentezini inhibe
ettigi rapor edilmistir (97). Tavsanlar Gizerine yapilan bir calismada ise ylksek
kolesterol diyeti ile birlikte uygulanan hesperetinin dustik dansiteli lipoprotein

(LDL) ve hepatik kolesterol seviyesini distrdigl tespit edilmistir (98).
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3.8. Arastirmanin Amaci

Bu calismada titiin dumani maruziyetinin testis dokusunda olusturacag:
hasara karsi hesperetinin koruyucu etkilerinin TUNEL metodu, spermatolojik
degerlendirmeler ile histokimyasal, imminohistokimyasal ve biyokimyasal

yontemlerle incelenmesi amaclanmstir.
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4, GEREC VE YONTEM
Bu cahsma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun
05/02/2014 tarih ve 2014/4 sayili 43 no’lu karari geregince etik yonden uygun
bulunarak, Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM), Firat
Universitesi Tip Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji laboratuvarlari ve Firat

Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinda yapild.

Calisma bitgesinin  tamami Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (FUBAP)’nin TF.14.26 proje no’lu karari geregince

karsiland.

4.1. Deney Hayvanlar ve Beslenmeleri

Calismada kullanilan ve agirliklar ortalama 200 + 10 gr olan 24 adet 8
haftalik eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek ratlar, FUDAM biriminden temin
edildi. Ratlar deney suresince bulunduklart ortamin sicakhg 21+1 °C arasinda
sabit tutularak 12 saat (07:00-19:00) aydinhik, 12 saat (19:00- 07:00) karanhk

foto periyodunda barindirildi.

Ratlar Elazig Yem Sanayi A.S. Yem Fabrikasi’nda pelet seklinde 6zel
olarak hazirlanmis rat yemleriyle beslendi. Yemlerin bilesimi tablo 6’da
gosterildi. Tim hayvanlara standart rat yemi verilerek ad libitum su ve yiyecek
alimlart saglandi. Yemler; celik kaplarda, su ise paslanmaz celik bilyeli cam

biberonlarda gunlik normal ¢esme suyu olarak verildi.

37



Tablo 6: Ratlara verilen pelet yemin bilesimi

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

"1 graminda: 4800 1U A, 960 IU D5, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg
0,006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth., 0,32 mg Mn, 16 mg Fe, 24
mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca bulunur. **
% 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada kullanilan 24 adet rat, ilk tartimlari yapildiktan sonra her
grupta 6 adet rat olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi (Tablo 7).

Calisma boyunca tiim ratlar, haftalik olarak tartildi. FUDAM’daki diger
ratlarin duman kokusundan etkilenmemesi i¢in tutin dumanina maruz birakilan

ratlar, ayr1 bir odada barindirildilar.
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Tablo 7: Deney hayvanlarinin gruplandiriimasi.

Gruplar

Uygulamalar

Kontrol grubu (Grup I)

Herhangi bir islem uygulanmad.

Tutin dumanmina maruz birakilan

grup (Grup II)

Ozel olarak hazirlanmis cam kafes igerisinde
ginde 2 defa 1’er saat tiitin dumanina maruz

birakild:.

Tatin dumanmina maruz birakilan +

musirdzd yagi grubu (Grup 111)

Tatin dumanina ek olarak HES’i ¢dzmede
kullanilan miktarda misirdzi yag: giin asir oral

gavaj ile verildi.

Tutin dumanina maruz birakilan +

HES grubu (Grup 1V)

Tatln dumanina ek olarak 50 mg/kg dozunda
misirézi yaginda cozdurilmis HES
(W431300-5G, Lot No: SLBG8900V, Sigma-

Aldrich, U.K.) giin asir1 oral gavaj ile verildi.

4.3. Deney diuzenegi ve tutiin dumaninin verilmesi

150x50x50 ebatlarinda kapagi Ustten acilabilir sekilde cam kafes

yaptirildi. Bir kenarina yaklasik 1 cm genisliginde delik agildi. 10 cm ¢apinda ve

12 cm yuksekliginde teneke kutu alinarak alt kismina yakin yerde 1 cm

genigliginde delik acgildi. Teneke kutunun

icerisine sigara yapiminda

kullanilmaya hazir yaklagik 10 gr thtun, tartilarak konuldu. Daha sonra kafes

icerisindeki ratlar ile tutinun iginde bulundugu teneke kutu cam kafes icerisine

birakild:.
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Yaklasik 25 cm uzunlugunda plastik bir akvaryum pompa hortumunun bir ucu
teneke kutuya takilirken diger ucu ise hava pompasina (AP-001 Xilong

Aquarium Air Pump, China) takild: (Sekil 8).

150cm

»
v

P .
Ustten agilabilir kapak
A
$ Cam kafes

£ A —_— .
P Delik (1 cm capinda)
’ ¢ /85

v Elektrik kablosu

J

Akvaryum hava  Akvaryum hava
Ratlann barmdinldig1 kafesler Tiitiiniin yakildigt pompast pompast
teneke kutu hortumu

Sekil 8: Tutlin dumani verilmesinin sematik gdsterimi.

Tutin yakildi ve alevlenmesi igin hava pompasindan hava verildi.
Tutlnden duman ¢ikmasiyla beraber cam kafesin kapag: kapatildi ve dumanin
kafesin her tarafina yayilmasi saglandi. Bir saatin sonunda cam kafesin kapagi
acild: ve ratlar kafesleriyle birlikte disar1 alindi. Deney siresi olan 12 hafta
boyunca bu islemler her glin tekrarlandi.

4.4. Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney suresi sonunda tum gruplardaki ratlar, ketamin (75 mg/kg) +
xylazine (10 mg/kg) anestezisi altinda dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan
ratlarin testis, epididimis, seminal vezikil ve prostat bezi dokulari hizla
cikarilarak adipoz dokularindan arindirildi. Tartimlari yapildiktan sonra bu

dokular, histopatolojik ve histokimyasal calismalar igin bouin solusyonuna
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alindi. Ayrica ratlardan biyokimyasal analizler icin kan ve doku 6rnegi de alindi.
Kandan elde edilen serum ile testis dokusu drnekleri daha sonra ¢alisilmak Gzere
-20 °C’de sakland.

4.5. Vicut ve Organ Agirhklarinin Olgulmesi

Dekapitasyon isleminden sonra ratlatlarin testis, prostat bezi, seminal
vezikil ve epididimis dokular1 adipoz dokudan arindirild: ve tartildi. Ayrica

testisler icin asagidaki formul yardimiyla rolatif testis agirhig: hesaplandi.

Rolatif Testis Agirligi= Absolut testis agirhig! (gr)x 100
Vucut agirhig: (gr)

4.6. Spermatolojik Degerlendirmeler

4.6.1. Sperm Yogunlugu

Sag epididimisin kauda kismi, igerisinde 1 ml fizyolojik su (%0.9’luk
NaCl) bulunan petri kabinda bistiri ile iyice parcalandiktan sonra 2 dakika
stresince ezildi. Epididimal dokudaki spermatozoonlarin tamaminin fizyolojik
suya gecmesi ic¢in oda sicakliginda yaklasik 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra
spermatozoon igeren sipernatant, alyuvar pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar cekildi.
Uzerine 101 cizgisine kadar 5gr sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin
ve 100 ml distile su igeren sollisyon cekildi. Dolayisiyla stpernatant 1:200
oraninda sulandirilmis oldu. 10 pl sulandirilmis supernatant, lamel yapistiriimig
Neubauer laminin her iki sayim alanina (toplam 400 kiiciik kare, 0.1 mm? hacim)
brrakildi. 5 dakika beklenerek sollisyon igerisindeki spermatozoonlarin tum alana

homojen bir sekilde dagilmas: sagland:.
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Her iki sayim alanindaki tim Kkarelere disen spermatozoonlar isik

mikroskobunun 200’10k blyitmesinde sayildi ve hesapland.

4.6.2. Sperm Motilitesi

Bu olclim icgin bir lam mikroskobun isitma tablasina yerlestirilerek 37
°C’ye isitildi. Birkac damla Tris tamponu [3.63 gr Tris (hidroksimetil)
aminometan, 0.50 gr glukoz, 1.99 gr sitrik asit ve 100 ml distile su] 1sitma tablasi
Uzerindeki lama damlatildiktan sonra sol kauda epididimisten kesit yapilarak
alinan ve spermatozoon iceren sivi, bu tampon Uzerine birakildi. Lamel
yardimiyla karistirilarak homojen bir hal almas: saglandi. Isik mikroskobunda
400’10k buyutmede 3 farkli saha incelenerek gézle motilite yiizdesi belirlendi. Bu

3 farkli sahanin ortalama degerleri yiizde motilite orani olarak hesaplandi.

4.7. Histokimyasal Analizler

Testis dokular1 bouin solisyonunda 7-8 saat boyunca tespit edildikten
sonra sirasiyla % 50, % 60 ve % 70 dereceli etanol serilerinde yikandi. Rutin
histolojik takip serilerinden (Tablo 8) gecirilerek parafin (P3558- 1kg Sigma
Aldrich, Paraplast Embedding Media, U.S.A) bloklara gomuldu. Parafin
bloklardan 5-6 pm kahnlginda kesitler alindi. Kesitler histokimyasal olarak
Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson’un Ggli boyasi ve Periyodik Asit Schiff
(PAS) ile boyandi. Hazirlanan preparatlar 1s1ik mikroskobunda (Novel N-800M)

incelenip fotografland:.
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Tablo 8: Histolojik takip islem basamaklar:.

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

Polilizinli lamlara parafin bloklardan 5-6 um kalinhginda kesitler alindi.
Uretici firmanin talimatlar: dogrultusunda terminal deoxylnucleotidyl transferase
(TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick end-labeling
(TUNEL) Kiti (Lot No: 2470976, ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
Detection Kit, Millipore) kullanilarak Tablo 9 da gosterilen TUNEL boyama
islemleri uygulanarak apoptozise giden hiicreler belirlendi. Pozitif kontrol igin
meme dokusu kullanilirken negatif kontrol dokusunda ise Tdt enzimi yerine

Reaction Buffer kullanildi, diger basamaklar ayni sekilde uygulandi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye
boyanmis cekirdekler normal, kahverengi nukleer boyanma gosterenler ise

apoptotik hticreler olarak degerlendirildi.

Hazirlanan preparatlar Novel N-800M mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi. Kesitlerde 10'luk blyitmede rastgele secilen
alanlarda, normal ve apoptotik en az 500 hicre sayildi. Apoptotik hicrelerin,
toplam (normal + apoptotik) hiicrelere oranlanmas: ile Apoptotik indeks (AI)’i

hesaplanarak istatistiksel analizleri yapildi.
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Tablo 9: TUNEL boyama prosedur.

SIRA  ISLEM SURE

1 60°C etlv Bir gece

2 Kasilol 3x15 dakika

3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3’er dakika

4 PBS 5 dakika

5 Kaesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile gizilir.

6 1:500 dilisyondaki Proteinaz K soliisyonu 7 dakika

7 PBS 3x5 dakika

8 Endojen peroksit blokaji 5 dakika

9 PBS 3x5 dakika
10 Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika
11 Calisma sollisyonu (% 77 pl Reaction Buffer + % 33 60 dakika

TdT Enzyme)
12 Stop/Wash Buffer ( 1 ml ) +Distile su (34 ml) Oda 10 dakika
sicakliginda

13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3x5 dakika
15 DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3x5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 Harris hematoksilen 1-5 dakika
19 Distile su 5 dakika
20 Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.
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4.7. immunohistokimyasal Degerlendirme
Testis  dokusunda  endotelyal  nitrik  oksit sentaz  (eNOS)
immunreaktivitesinin belirlenmesi icin  Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleksi

yontemi uygulandi. (Tablo 10).

Tablo 10: immiinohistokimyasal boyama prosediirii.

SIRA ISLEM SURE

1 Ksilol | 10 dakika
2 Ksilol 11 10 dakika
3 Ksilol 11 10 dakika
4 % 100 Alkol 10 dakika
5 % 96 Alkol 10 dakika
6 % 80 Alkol 10 dakika
7 Distile su 5 dakika
8 Mikrodalga 7+5 dakika
9 Oda 1s1s1nda sogutma 20 dakika
10 PBS 3x5 dakika
11 H,0, 10 dakika
12 PBS 3x5 dakika
13 UV blok 5 dakika
14 Primer antikor 60 dakika
15 PBS 3x5 dakika
16 Sekonder antikor 30 dakika
17 PBS 3x5 dakika
18 Streptavidin Peroksidaz 20 dakika
19 PBS 3x5 dakika
20 AEC 5 dakika
21 Distile su 5 dakika
22 Mayer’s hematoksilen 10 saniye
23 Cesme suyu 5 dakika
24 Ozel kapatma maddesi ile

kapatma
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Parafin bloklardan 5-6 um kalinhginda kesitler polilizinli lamlara alind:.
Deparafinizasyon ve dehidratasyon islemlerinden sonra antigen retrieval igin sitrat
tampon soltsyonunda pH: 6’da mikrodalga firinda (750W) 12 dakika kaynatildi.
Endojen peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in H,O, bloker (TA-125-HP Lot No:
HP18180, Hydrogen Peroxide Block, Thermo Scientific ) kullanildi. Zemin
boyasini engellemek icin ise UV block (TA-125-UB, Ultra V Block, Thermo

Scientific) kullanildi.

Primer antikor (PA1712-1 Lot No: 01714jd011231, Polyclonal Anti-
NOS3Antibody, Boster Immunoleader) damlatilan dokular 60 dakika inkibe
edildi. Daha sonra dokular, PBS (P4417-100TAB, Phosphate Buffered Saline,
Sigma Aldrich) ile yikanarak sekonder antikor (TP-060-BN, Biotinylated Goat
Anti-Poliyvalent (anti-mouse / rabbit IgG), Thermo Scientific) ile 30 dakika

nemli ortamda oda 1s1sinda inkibe edildi.

Sekonder antikor uygulanmasindan sonra PBS’te yikanan dokular Horse
Radish Peroksidaz (HRP) (TS-060-HR, Streptavidin Peroxidase, Thermo
Scientific) enzimi ile 30 dakika nemli ortamda oda isisinda inkiibe edildikten
sonra distile su icerisine alindi. Dokulara AEC (3-Amino-9-ethyl carbazole)
substrat soltisyonu (TA-060-HA, AEC Substrate System, Thermo Scientific )
damlatilip 1s1k mikroskobunda gorinta sinyali alindiktan sonra es zamanl olarak
distile su ile reaksiyon sonlandirildi.

Mayer’s hematoksilen ile zit boyamas: yapilan dokular, distile sudan
gecirilerek uygun kapatma solusyonu (Large VVolume Vision Mount, TA-125-UG,

Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.
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Negatif kontrol olarak kullanilan dokularda ise primer antikor yerine PBS
kullanildi, diger basamaklar ayni sekilde uygulandi. Hazirlanan preparatlar 1sik
mikroskobunda (Novel N-800M) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi.

Immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesinde;
immunreaktivitenin yayginhg: (0.1: <%25, 0.4: %26-50, 0.6: %51-75, 0.9: %76-
100) ve siddeti (0: yok, +0.5: ¢ok az, +1: az, +2: orta, +3: siddetli) esas alinarak

histoskor olusturuldu (Histoskor = yayginlik x siddet).

4.10. Biyokimyasal Analizler

Dekapitasyon isleminin hemen ardindan testis dokular: serum fizyolojik ile
yikanip -20 °C’de sakland:i. Calisma giinii ¢ozdiriilen doku drnekleri % 1.15°lik
KCI ile 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilip homojenize edildikten sonra
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin saptanmasi i¢in 11000 rpm’de 20
dakika, diger analizler icin ise 3500 rpm’de 15 dakika santriftij edildi. Elde edilen
stpernatantlarda malondialdehit (MDA), katalaz (CAT) ve GSH-Px aktivitesi

tayini asagida belirtilen yontemlere gore yapildi.

4.10.1. Testis dokusunda malondialdehit diizeyinin tayini

Testis dokusunda MDA tayini Placer yontemine gore yapild: (99). Bu
yontem lipit peroksidasyonu sonucu olusan aldehit drlnlerinden biri olan MDA
ile tiobarbitlrik asit (TBA)’in reaksiyonu temeline dayanmaktadir. Reaksiyon
sonucunda olusan pembe renkli kompleksin absorbanst 532 nm’de
spektrofotometrik  olarak  Olctlerek  lipit  peroksidasyonunun  derecesi

saptanmaktadir.
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4.10.2. Testis dokusunda katalaz aktivitesinin tayini
Testis dokusunda CAT aktivitesinin 6lcimi Aebi yontemine gore yapildi
(100). Bu yontemde H,O,’nin CAT tarafindan iki molekil su ve bir molekil

oksijene yikim hizi 240 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lculr.

4.10.4. Testis dokusunda glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini

Testis dokusunda GSH-Px aktivitesi 6lglimu icin Beutler metodu kullanildi
(101). GSH-Px, hidrojen peroksit araciligiyla GSH, okside glutatyona (GSSG)
katalizler. Okside glutatyon olusum hiz1 glutatyon rediktaz (GSH-Rd) reaksiyonu
aracihigiyla olculir. Reaksiyon ortamindaki t-butilhidroperoksidin  her bir
molekilinin  reduksiyonu igin 1 mol GSSG olusur. GSSG’min GSH’a
rediksiyonu ise GSH-Rd enziminin katalizledigi bir tepkime ile gerceklesir. Bu
tepkimede GSSG’nin her bir molunin rediksiyonu igin 1 mol Nikotinamid
Adenin Dinukleotid Fosfat- Hidrojen (NADPH) okside olur. GSH-Px aktivitesi de
NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’deki sistemin

optik dansitesindeki dustisten hesaplanir.

4.11. Tstatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart sapma degerleri olarak bildirildi. p<0.05 degeri
anlamli olarak kabul edildi. Normal dagilim gosteren gruplari karsilastirarak
aralarindaki farkliliklari tespit etmek amaciyla Tek Yonli Varyans Analizi
(ANOVA) uygulandi ve ikili karsilagtirmalar icin de Post-Hoc Tukey testi
kullanildi. Tum istatistiksel analizler SPSS 22.0 (Statistical Package for Social

Sciences) paket programi kullanilarak yapildi.
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5.BULGULAR
5.1. Vicut Agirhk Degisim Yzdesi
Deney siresince dizenli yapilan tartimlar sonucu elde edilen verilerden
asagidaki formdl aracihgiyla tim gruplardaki ratlarin ortalama vicut agirlik

degisim yuzdeleri hesaplandi.

Tutin dumani ve titun dumani + musirdézi yagi gruplarinda yer alan
ratlarin ortalama vicut agirlik degisim yuzdesinde, kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir dusts gozlendi (p<0.05). Tutin dumanm + HES grubunun vicut
agirhg: degisim yuzdesinin ise diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlaml

bicimde dlsttgu tespit edildi (p<0.05) (Sekil 9).

VUCUT AGIRLIK DEGiSiM YUZDESi (%)

60

48,16
50 -

40 34,74 36,32
30 25,72
20  VUCUT AGIRLIK DEGISIM
10 YUZDESI (%)
0 . | |

KONTROL  TUTUN TUOTON TOTON
DUMANI DUMANI + DUMANI +
HES MISIROZU

YAGI

Sekil 9: Vicut agirlik degisim yizdesi. Degerler ortalama olarak verilmistir.
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5.2. Ureme organlan agirhklan
Sag testis, sol testis, sol epididimis, sag epididimis, prostat bezi, seminal
vezikll ve rolatif testis agirliklari acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark

belirlenemedi (p>0.05) (Tablo 11).

Tablo 11: Ureme organ agirliklar (gr).

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

Kontrol grubu 1.24+0.09 1.28+0.06 0.54+0.07 0.51+0.04 0.68+0.16 1.18+0.30

Tatin dumant 1.35+0.12 1.36+0.11 0.53+0.04 0.51+0.06 0.49+0.15 1.14+0.09

grubu

Tatin dumani + 1.36+0.10 1.37+0.09 0.51+0.06 0.51+0.08 0.46+0.13 1.03+0.12

Misirozu yaga

grubu

Tutln duman + 1.35+0.10 1.36+0.08 0.49+0.05 0.54+0.02 0.58+0.23 0.98+0.41

HES grubu

Degerler; ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

5.3. Rolatif testis agirhg
Gruplar arasinda rolatif testis agirligi agisindan istatistiksel olarak herhangi

bir fark bulunmad: (p>0.05) (Sekil 10).

ROLATIF TESTIS AGIRLIGI

1,2

r

0,97
1 0,89 0,93

0,8 0,74

0,6 |

0,4

i ROLATIF TESTIS AGIRLIGI
0,2

0 T T T
KONTROL TUTUN TUTUN TUTUN
DUMANI DUMANI + DUMANI +
HES MISIROZD
YAGI

Sekil 10: Rolatif testis agirlig: (gr). Degerler ortalama olarak verilmistir.
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5.4. Spermatolojik Degerlendirmeler

Sperm yogunlugu ve sperm motilitesi acgisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Tuatin duman
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla anormal sperm oranini énemli bir bicimde
arttirdig: tespit edildi (p<0,05). HES uygulamasinin ise anormal sperm miktarini
oldukca disurerek kontrol grubuna yakin bir degere getirdigi hesapland: (p<0,05)

(Tablo 12).

Tablo 12: Sperm parametreleri.

Gruplar

Sperm yogunlugu
(x10° sperm/caudo 1ml?)

Sperm motilitesi
(%)

Anormal sperm
miktar (%)

Kontrol grubu 46.25+7.2 65.00+£10.62 5.75+0.95
Tutdn dumani grubu 45.50+6.40 62.50+8.16 7.75+0.57%
Tutin duman + 43.50+9.05 62.50+£9.57 7.50+0.812
Misirdzl yagi grubu

Tutin dumam + HES ~ 46.00+9.00 65.00+5.00 4.00+0.00°

grubu

Degerler ortalama+ standart sapma olarak verilmistir.
®Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

*Titiin duman: grubuna gore Karsilastirildiginda, (p<0.05).
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A:Kontrol  B: Tiitlin dumam  C: Tiitiin dumam + HES D Tiitiin dumant + Misirdzii yagi

Sekil 11: Tum gruplara ait sperm goriintileri. x200.

5.6. Histokimyasal Degerlendirmeler
Kontrol grubuna (grup 1) ait ratlarin testis dokusu preparatlar 1sik
mikroskobu altinda incelendiginde seminifer tubillerin bazal membrani, germinal

epiteldeki hiicreler ve interstisyel alan normal yapida izlendi (Sekil 12-14).

Deney siresi boyunca titin dumanina maruz birakilan grupta (grup I1)
seminifer tabll germinal epitelinde dejenerasyon, atrofik tubdller, vaskiler
konjesyon, cok sayida seminifer tubul bazal membranlarinda ayrilmalar,
interstisyel alanda édem ve bazi tubullerde limene dokilmuis immatlr hicreler

tespit edildi (Sekil 15-18).
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Tatdn dumant + misirézd yagi uygulanan gruptaki (grup I11) bulgular,

tatdin grubu ile benzerdi (Sekil 19-21).

Tutdn duman ile birlikte HES uygulanan grupta (grup 1V) ise kontrol
grubuna yakin normal gorinimli seminifer tibdl germinal epiteli ve normal
spermatogenez izlendi. Seminifer tibil bazal membran ayrilmalarinda azalma,
germinal epitel dejenerasyonunda, vaskiiler konjesyonda ve interstisyel ddemde
belirgin sekilde iyilesmeler gézlendi (Sekil 22-24).

Tim gruplardaki ratlara ait preparatlar incelenerek histoskor tablosu
olusturuldu. Degerler ortalama + standart sapma olarak verildi. Kontrol grubu ve
tdtin dumant grubu ile kiyaslanarak istatistiksel acidan anlamli bulunan degerler

isaretlendi (Tablo 13).

Tablo 13: Histolojik degerlendirmelere ait histoskor tablosu.

Gruplar Konjesyon Seminifer Lumene Limendeki Bazal Atrofik intersitisyel
tabal dékulen sperm membran tabal 6dem
dejenerasyonu hucre yogunlugu ayriimasi

Kontrol 0,50£0,57  0,25%0,50 0,00£0,00  2,75¥050  0,00£0,00  0,00,00 0,25+0,50

grubu
gm;n 2,50£0,57%  3,00+0,00° 2,00£0,81%  1,00+0,00°  1,75+0,50°  2,25¢0,50°  2,25+0,50°
1

grubu

gm;n . 2,00£0,81%  2,50+0,57° 1,75¢0,95°  1,25+0,50°  1,75+0,50°  1,75+0,95°  1,75+0,50°
1

Misirézi

yag1 grubu

Ton - 0,75+0,50 000£000°  025:050° 225:050° 0,00%0,00° 050:057°  050+0,57°

u 1

HES grubu

Degerler; ortalama * standart sapma olarak verilmistir.
#Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda,
*Titin dumani grubuna gore karsilastirildiginda (p<0.05).
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£=50.000um

DY
Sekil 12: Kontrol grubu. Normal gériinimli seminifer tibil germinal epiteli (&), interstisyel alan
(=) ve normal spermatogenez (¥). H&E x 200.

£550.000um

Sekil 13: Kontrol grubu. Normal gériiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (=) ve interstisyel
alandaki damar (- ). PAS x200.
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Sekil 14: Kontrol grubu. Normal spermatogenez (¥). Masson’un iiglii boyasi x200.

L=50.000um

Sekil 15: Tiitin dumani grubu. Atrofik tiibiiller ( ¥), seminifer tubul germinal epitelinde
dejenerasyon (=) ve interstisyel alanda édem (A). H&E x200.
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Sekil 16: Tiitiin dumani grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda ayrilmalar (=), interstisyel
alanda 6dem (9), vaskuler konjesyon (A), seminifer tibul germinal epitelinde dejenerasyon (=).
H&E x200.

Sekil 17: Tutln dumani grubu. Seminifer tiibiil bazal membraninda ayrilmalar (=) ve interstisyel
alanda 6dem (¢). PAS x200.
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Sekil 18: Tiitiin dumant grubu. Seminifer tiibiil germinal epitelinde dejenerasyon (=) ve vaskiiler
konjesyon (A). Masson’un ti¢lii boyasi x200.

Sekil 19: Titiin dumani + misirdzii yagi grubu. Seminifer tiiblil limenine dokiilmiis immatiir
hiicreler (¥) ve seminifer tiibiil germinal epitelinde dejenerasyon (=). H&E x200.
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L=50.000um

Sekil 20: Titin dumani + misirdzii yagi grubu. Seminifer tiibiil limenine dokiilmiis immatiir
hiicreler (Y¢) ve seminifer tiibiil germinal epitelinde dejenerasyon (=>). PAS x200.

Sekil 21: Tiitiin dumani + musirdzii yagi grubu. Vaskiiler konjesyon (A), seminifer tiibul limenine
dokiilmiis immatiir hiicreler () ve seminifer tibil germinal epitelinde dejenerasyon (=).
Masson’un ii¢lii boyast x200.

59



Sekil 22: Titiin duman1 + HES grubu. Normal gérinimli seminifer tubil germinal epiteli (&),
normal spermatogenez (). H&E x200.

Sekil 23: Tiitiin dumani + HES grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil bazal membrani (—) ve
vaskiler konjesyonda azalma (=). PAS x200.
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Sekil 24: Tiitiin dumani + HES grubu. Normal goriiniimlii seminifer tiibiil germinal epiteli (<) ve
normal spermatogenez (¥¥). Masson’un iglii boyasi x200.

5.7. TUNEL Bulgulan

Apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in yapilan TUNEL boyamanin 1s1k
mikroskobu altinda incelenmesi sonucu; testis dokusunda spermatogenik seri
hiicrelerinde TUNEL pozitifligi tespit edildi. TUNEL pozitifligi; kontrol grubu
(Sekil 25) ile tiitin duman1 + HES grubu (Sekil 28) arasinda benzerdi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda tiitiin dumani grubunda anlamli bir artis vardi
(p<0.05) (Sekil 26). Tiitiin dumani grubu ile tiitiin dumani + misir6zii yagi grubu
(Sekil 27) karsilastirildiginda ise tiitlin dumani + misir6zii yagi grubunda istatistik
olarak anlamli bir degisiklik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 14). Pozitif kontrol i¢in
rat meme dokusu kullanildi (Sekil 29). Negatif kontrolde TUNEL pozitifligine

rastlanmadi (Sekil 30).
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Tablo 14: Apoptotik indeks (%).

GRUP APOPTOTIK INDEKS (%)
Kontrol grubu 1.33+0.51
Tiitiin dumani grubu 5.16 + 0.75°
Tiitiin dumani + Masirézii yagi grubu 5.66 + 0.81°
Tiitiin dumani + HES grubu 1.75 + 0.50°

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

*Tiitiin duman grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 26: Tutlin duman1 grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). TUNEL x400.

63



Sekil 28: Tutun dumani + HES grubu. TUNEL pozitif hiicre (—). TUNEL x400.
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Sekil 29: Pozitif kontrol rat meme dokusu. TUNEL pozitif hiicre (—). TUNEL x400.

Sekil 30: Negatif kontrol. TUNEL x100.
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5.8. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS) Immiinreaktivitesi

Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) imminreaktivitesini belirlemek icin
yapilan immiinohistokimyasal boyamada eNOS immiinreaktivitesi testis
dokusunda interstisyel alanda goruldi. eNOS immunreaktivitesi kontrol grubunda
(Sekil 31) ve tiitin duman1 + HES (Sekil 34) grubunda benzerdi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda tiitiin dumani grubunda (Sekil 32) eNOS immunreaktivitesi
acisindan anlaml bir artis vardi (p<0.05). Tiittin dumani grubu ile tiitiin dumani +
misirézii yagi gruplart (Sekil 33) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (Tablo 15). Negatif kontrolde eNOS immiinreaktivitesine rastlanmadi

(Sekil 35).

Tablo 15: eNOS immiinreaktivitesi.

GRUPLAR HISTOSKOR (yayginhk x siddet)
Kontrol grubu 0.28+0.07
Tiitiin dumam grubu 1.60+0.31°
Tiitiin dumani + Misirézii yagi grubu 1.45+ 0.35°
Tiitiin dumam + HES grubu 0.28+0.18"

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

*Tiitiin dumani grubuna gore karsilastirildiginda, (p<0.05).
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Sekil 32: Tutin dumani grubu. Interstisyel alanda artrms eNOS immiinreaktivitesi (—). x400.
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5 Tee s
Sekil 33: Tiitiin duman1 + misirdzii yag1 grubu. interstisyel alanda artmis eNOS immiinreaktivitesi
(—). x400.

Sekil 34: Tiitiin dumani + HES grubu. Interstisyel alanda hafif derecede eNOS immiinreaktivitesi
(—). x400.
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5.9. Biyokimyasal Analizler

Yapilan analizlerin  degerlendirmesinde lipid  peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA diizeylerinin tiitlin dumani ve tiitiin dumani + misirézii yagi
gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttig1 tespit edildi (p<0.001). Tiitiin duman1 + HES grubunda ise tiitiin
dumani ve tiitiin dumanm1 + musirdozii yagr gruplarma gore anlamh diizeyde
azalarak kontrol grubuna yakin diizeylerde oldugu saptandi (p<0.001).

Antioksidan savunma sisteminin enzimlerinden olan CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin; kontrol grubuna gore tiitiin dumani ve tiitin dumani +
misirdzii yagl gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi belirlendi
(p<0.001). CAT aktivitesi agisindan tiitin dumani + HES ile tiitiin dumani ve
tiitlin duman1 + mis1rozii yagi gruplari arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir fark

tespit edilmedi (p>0.05). GSH-Px aktivitesinin tiitin duman1 + HES grubunda
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tiitlin dumani ve tiitiin duman1 + misirézii yag1 gruplarina gore istatistiksel olarak
onemli diizeyde arttig1 tespit edildi (p<<0.001). Kontrol grubu ile tiitlin duman1 +
HES grubu arasinda GSH-Px aktiviteleri acisindan istatistiksel agidan anlamli bir

farklilik tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 16).

Tablo 16: Gruplarin testis dokusu MDA, CAT ve GSH-Px duzeyleri.

MDA CAT GSH-Px
(nmol/g doku) (k/g protein) (U/g protein)
Kontrol grubu 13,930 + 0,726° 20,298 + 1,182° 107,433 + 6,699°
Tiitiin dumam 21,867 + 1,282° 13,119 + 1,856° 71,417 +5,701°
grubu
Tiitiin dumani+ 21,311 +0,878° 12,413 + 2,559° 64,910 +5,603°
misirozii yagi grubu
Tiitiin dumam + 13,887 + 0,942° 14,818+ 2,068 118,720 + 9,693"
HES grubu
p degeri p < 0.001 p < 0.001 p< 0.001

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
#Kontrol grubu ile karsilagtirldiginda,

*Tiitiin dumani grubu ile karsilastirildiginda (p < 0.001).
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6. TARTISMA

Dinyada her yil yaklasik 6 milyon kisinin 6limine neden olan tutln
kullanimi, 6nlenebilir 6lGm sebepleri icerisinde ilk siralarda yer almaktadir.
Sigara gibi tattn drdnlerinin kullaniminda herhangi bir azalma gerceklesmezse,
2020 yilinda dinyada her yil yaklasik 10 milyon Kisinin buna bagl hastaliklar
nedeniyle 6lecegi ve bunlardan 7 milyonunun gelismekte olan llkelerde meydana
gelecegi tahmin edilmektedir (22).

Tutdn dumanina maruz kalmanin treme sistemi, kardiyovaskdler sistem,
alt ve Ust solunum sistemleri ile diger organ sistemlerine olumsuz etkileri oldugu
yapilan calismalarda ortaya konulmustur (21).

Infertilite giinimiizde oldukca yaygin bir saglik problemi olup, bu konu
uzerine yapilan bilimsel calismalar hizla devam etmektedir.

Tutln dranlerinin erkek Greme sistemleri (zerine etkilerini incelemek
amaciyla Wistar cinsi ratlar tzerine yapilan bir ¢alismada tiitin dumanina maruz
kalmanin sperm miktarini, motilitesini ve fertilizasyon kapasitesini dustrdigi
bildirilmistir (102).

Baska bir calismada ise yine Wistar cinsi ratlar, 9 hafta boyunca ginde 20
adet sigaranin dumanina maruz birakilmistir. Calisma sonunda sigara dumanina
maruz kalan grupta viicut agirhginin dustigi, sperm konsantrasyonu, motilitesi ve
hareketliliginin ise bozuldugu rapor edilmistir (103). La Maestra ve arkadaslar
ise erkek farelerde 10 haftalhik sigara dumani maruziyetinin epididimal
spermatozoon sayisinda azalma ve anormal sperm ylzdesinde artisa neden

oldugunu tespit etmislerdir (104).
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Bizim g¢alismamizda da yalnizca tiitiin dumanina maruz kalan gruptaki
ratlarin ortalama viicut agirlik degisim yiizdesinde, kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir azalma gozlendi. Sperm yogunlugu ve sperm motilitesi agisindan
gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) Ancak
tiitlin dumani1 uygulamasinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anormal sperm
oranini 6nemli bir bigimde arttirdig tespit edildi.

Spraque-Dawley cinsi ratlarin 13 hafta boyunca giinde 3 defa 8’er dakika
sigara dumanina maruz birakilmasi ile olusan testikiiler hasarin histolojik
degerlendirmesinde ise spermatogenetik seri hiicrelerinin sayisinda, seminifer
tiibiil epitelinin yiiksekliginde ve tiibiil caplarinda azalma goriilmiistiir (105). 2 ay
boyunca giinde 2 saat sigara dumanina maruz birakilan Wistar cinsi ratlarin testis
dokularinda seminifer tiibiil germinal epitelinin biitiinliiglinde bozulma,
spermatogenetik seri hiicrelerde yogun dejenerasyon ve bazi tiibiillerin bazal
membranlarinda ayrilmalar gézlendigi bildirilmistir (106).

Calismamizda da 12 hafta boyunca giinde 2 saat tiitiin dumanina maruz
birakilan ratlarin testis dokusunda literatiir ile uyumlu sekilde seminifer tiibiil
germinal epitelinde dejenerasyon, atrofik tiibiiller, cok sayida seminifer tiibiiliin
bazal membranlarinda ayrilmalar ve interstisyel alanda ddem tespit edildi.

Testis dokusundaki spermatogenetik seri hiicrelerinin dejenerasyonu hem
gelisimde hem de ilerleyen safhalarda oldukga sik karsilasilan bir durumdur. Bu
dejenerasyonun temelinde esas olarak apoptozis adi verilen programlanmis hiicre
6liim mekanizmasi vardir. Normal spermatogenez siirecinde, hiicresel gelisim ve
farklilagmanin yani sira gerceklesen apoptozis sperm olusumunda da kritik rol

oynar (107). Apoptozis ile gergeklesen hiicre eliminasyonu, olgunlagsmakta olan
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spermatogenetik seri hicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orani
saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (108-110).

Spermatogenezde testikiler germ hicre 6liminin hormonal bir kontrol
mekaznizmasi altinda gergeklestigi bildirilmistir (111, 112). Seminifer tubul
epitelinin 1s1, radyasyon veya sogutma gibi c¢evresel uyaranlara karsi olan
hassasligr da germ hiicrelerinin apoptozisini arttiran énemli bir faktérdiir (113).
Sonug olarak testikiiler fizyolojiyi bozan ¢evresel uyaranlarin varliginda patolojik
diizeyde apoptozis gerceklesir ve bu durum spermatogenezde bozulmalara
dolayisiyla da infertiliteye neden olabilir (114).

Testis dokusu iizerine yapilan bir ¢alismada Spraque-Dawley cinsi ratlarin
sigara dumanina maruz kalmasi sonucunda yogun apoptozis gozlendigi
bildirilmistir (115). Wistar cinsi ratlar ile yapilan bagka bir ¢calismada ise 8 hafta
boyunca sigara dumanina maruz kalmanin testis dokusunda seminifer tubul
dejenerasyonuna, atrofik tiibiiller sayisinda ve apoptozis diizeyinde artisa sebep
oldugu gosterilmistir (116). Bizim ¢alismamizda ise 12 haftalik deney siiresince
giinde 2 saat uygulanan tiitiin dumaninin ratlarin testis dokusunda, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda apoptozisi istatistiksel olarak onemli bicimde arttirdigi

tespit edildi.

Nitrik oksit, erkek treme sistemi Uzerinde Onemli gorevler Ustlenerek
sperm motilitesini ve fertilizasyon potansiyelini destekler. Oksidatif stres gibi
riskli durumlarda artan NO konsantrasyonu, testis dokusu Gzerinde olumsuz etki
goOsterir. Testis torsiyonunda ve deneysel inflamasyon calismalarinda NO
konsantrasyonunun belirgin bigimde arttig1 bildirilmistir (117). Spermatogenetik

seri hiicrelerindeki apoptozis artis1 ile NOS aktivitesinin artig1 arasinda iligki
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oldugu rapor edilmistir (118). Yapilan bir calismada Wistar cinsi ratlarin testis
dokusunda kadmiyum ile olusturulmus hasar sonucu eNOS immiinreaktivitesinin
arttigr bildirilmistir (119). Bizim calismamizda da 12 hafta boyunca tiitiin
dumanina maruz kalan ratlarda interstisyel alanda eNOS immunreaktivitesinin

kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttig1 goriildii.

Hesperetin ile yapilan ilk g¢alismalar daha ¢ok anti-oksidan, anti-
inflamatuvar, anti-karsinojenik gibi oOzellikleri {izerine olmustur (80). Yeni
farmakolojik 0zellikleri, molekiiler hedefleri ve etki mekanizmalar1 kesfedildikge
hesperetin ile ilgili ¢aligmalar artmistir (120). Flavonoidler gibi antioksidan
bilesikler 0Ozellikle oksidatif hasar kaynakli g¢esitli kanser tiirleri ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi patolojik durumlardan korunma agisindan

oldukca 6nemli roller tistlenmislerdir (80, 121).

Tiitin dumanin testis dokusunda meydana getirecegi hasarlara karsi
hesperetinin nasil bir etki gosterecegi ile ilgili herhangi bir literatiir ¢alismasi
bulunmamaktadir. Ancak hesperetinin  H,O,, nikotin, gama radyasyon,
peroksinitrit, ve siklofosfamid ile olusturulmus g¢esitli doku hasarlarina karsi

koruma gosterdigi ve olusan bu hasarlari azalttig1 gosterilmistir (85, 122-125).

Yapilan bir ¢aligmada rat testis dokusunda doksorubisin ile olusturulmus
oksidatif stres kaynakli meydana gelen testikiiler hasara kars1 25 mg/kg, 50 mg/kg
ve 100 mg/kg dozlarinda hesperetin uygulanmasinin koruma sagladigi rapor
edilmistir (126). Diger bir ¢alismada ise teratojen, karsinojen, ve mutajen 6zellik

gosteren bir hidrokarbon olan benzopiren ile olusturulan testikiiler hasar {izerine

74



uygulanan hesperetinin sperm morfolojisi, motilitesi ve sayisinda diizelme yaptigi

tespit edilmistir (127).

Shagirtha ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada kadmiyum ile olusturulan
testikiiler hasara kars1 koruyucu amagcla kullanilan hesperetinin 40 mg/kg dozunda
maksimum koruma elde edildigi bildirilmistir. Bu dozda uygulanan hesperetinin
testis dokusunda olusan histopatolojik degisikliklere belirgin bir sekilde azalttigi,
oksidatif stres belirteci olan MDA seviyesini diigiirdiigli ayrica antioksidan enzim
sistemlerinin 6nemli Gyelerinden CAT ve GSH-Px seviyelerini de arttirdig1 rapor
edilmistir (128). Deneysel olarak olusturulan testis torsiyonu caligmasinda ise
hesperetinin testis dokusunda MDA seviyesini azaltigi, CAT aktivitesini ise

arttirdigi rapor edilmistir (129)

Bizim calismamizda da, tiitiin dumanina maruz birakilan gruptaki ratlarin
testis dokusunda; seminifer tubul germinal epitelinde dejenerasyon, vaskiler
konjesyon, cok sayida seminifer tiibiill bazal membranlarinda ayrilmalar ve
interstisyel alanda 6dem tespit edildi. Tiitlin dumani ile birlikte HES uygulanan
gruptaki ratlarin testis dokusunda ise literatlir ile uyumlu olarak kontrol grubuna
yakin goriinimlii seminifer tiibiil germinal epiteli ve normal spermatogenez
izlendi. Seminifer tiibiil bazal membran ayrilmalarinda azalma, germinal epitel
dejenerasyonunda, vaskuler konjesyonda ve interstisyel 6demde belirgin sekilde

lyilesmeler gozlendi.

Ratlarla yapilan bir calismada doksorubisin ile olusturulmus oksidatif strese

kars1 uygulanan hesperetinin kalp dokusunda apotozisi azattif1 rapor edilmistir

(130).
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Bizim c¢alismamizda da tiitin dumanina maruziyetine bagli olusan
oksidatik stres kaynakli hasara kars1 50 mg/kg dozunda uygulanan hesperetinin
testis dokunda apoptotik indeksi azalttigi gozlendi. Ayrica biyokimyasal
analizlerde ise hesperetinin MDA seviyesini azalttigi, GSH-Px aktivitesini ise
arttirdigr tespit edildi. Bununla birlikte hespertinin CAT seviyesinde anlamli bir

degisim yapmadigr gézlendi.

Elde ettigimiz bulgular 15181nda 12 hafta boyunca giinde 2 saat uygulanan
tiitin dumaninin rat testis dokusunda hasara yol agtig1 tespit edildi. Antioksidatif
ozelligi bilinen ve ozellikle turunggillerin yapisinda bulunan hesperetinin, tiitiin
dumani maruziyetinin testislerde meydana getirdigi hasara kars1 koruyucu bir

etkisinin oldugu gozlendi.
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