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OZET

Monosodyum Glutamat ile Olusturulan Testis Hasarinda Aposininin Tyilestirici

Etkisi

Bu caligmada, monosodyum glutamatin (MSG) testis dokusunda olusturdugu hasarin
ve aposininin iyilestirici etkisinin histokimyasal, immiinhistokimyasal, ultrastriiktiirel
ve biyokimyasal yontemler kullanarak gosterilmesi amaglanmistir. Sprague Dawley
cinsi albino sicanlar 4 gruba (Kontrol, APO, MSG, MSG+APO) ayrilmistir. Siganlara
deney siiresi boyunca MSG (120 mg/kg) ve deneyin son 5 giinii aposinin (25 mg/kg)
soliisyonu verilmistir. Testis doku &rnekleri morfolojik ve biyokimyasal
degerlendirmeler amaciyla, serum Ornekleri de biyokimyasal degerlendirmeler
amaciyla kullanildi. Epididimis dokusu da sperm parametrelerini analiz etmek
amaciyla kullanildi. MSG grubunda morfolojik hasar esliginde ZO-1 ve okludin
immiinreaksiyonunda diisiis gbzlenirken NOX-2 immiinreaksiyonunda artis gozlendi.
Sperm morfolojisinde hasar, motilitesinde ve sayisinda diisiis gozlendi. Apoptotik
indekste artis goriliirken, proliferatif indekste diisiis gozlendi. Gegirimli elektron
mikroskopik analizde seminifer tiibiil organizasyonunda ve kan-testis bariyerinde
(KTB) dejenerasyon tespit edildi. Testosteron seviyesinde diisiis, FSH seviyesinde ise
artis gozlendi. MDA seviyesinde artig gozlenirken, SOD ve GSH seviyelerinde diisiis
tespit edildi. APO grubunda, tiim degerlendirme kriterleri Kontrol grubuna benzer
olarak gozlendi. MSG+APO grubunda dejeneratif parametrelerde iyilesme gozlendi.
Bu c¢alismada, MSG tiiketiminin testis dokusunda oksidatif stresi arttirdigi, testis
morfolojisini bozdugu, apoptozu arttirdigi, hiicre proliferasyonunu diisiirdiigi ve KTB
morfolojisinde dejenerasyona neden oldugu goriildii. Aposininin olusan morfolojik
hasar1 ve sperm parametrelerini iyilestirdigi, apoptozu inhibe ettigi ve oksidatif stresi

azalttig1 gézlendi

Anahtar Sozciikler: Mikroskopi, Monosodyum glutamat (MSG), Aposinin, NOX-2,

Kan-testis bariyeri



ABSTRACT

The Healing Effect of Apocynin in Monosodium Glutamate- Induced Testis

Damage

In this study, the aim was to examine the detrimental effect of monosodium glutamate
(MSG) and healing effect of apocynin on testis tissue by using histological,
immunohistochemical, ultrastructural and biochemical methods. Sprague Dawley
albino rats were divided into 4 groups (Control, APO, MSG, MSG+APO). MSG (120
mg/kg) was administrated during the experiment and apocynin (25 mg/kg) was
administrated in the last 5 days of experiment. Tissue samples were processed for
morphological and biochemical investigations whereas serum samples were used for
biochemical evaluations. Epididymis was used to analyze sperm parameters. In MSG
group, seminiferous tubular damage, decreased occludin and ZO-1 immunoreactivities
were observed whereas an increase in NOX-2 immunoreactivity was detected. Motility
and number of spermatozoa were low, with damaged morphology. An increase at
apoptotic index and a decrease at proliferative index were observed. Based on
transmission electron microscopical investigation, deteriorated morphology was
detected both in seminiferous tubule and blood-testis barrier (BTB). Testosterone level
was decreased and FSH level was increased. While an increase was observed at MDA
level, decreased levels of SOD and GSH were detected. In APO group, the mentioned
criteria. were normal. In MSG+APO group, all the disturbed parameters were
ameliorated. Based on the present data, MSG increases the oxidative stress and
apoptosis, decreases cell proliferation, causes degeneration in the testicular
morphology, as well as in BTB integrity. Apocynin ameliorates the testicular and
spermatozoal morphological damage, inhibits apoptosis, and decreases oxidative

stress with restored levels of biochemical parameters.

Keywords: Microscopy, Monosodium glutamate (MSG), Apocynin, NOX-2, Blood-

testis barrier



1 GIRIS VE AMAC

Monosodyum glutamat (MSGQG), cesitli gida tiriinlerinde dogal olarak bulunan L-
glutamik asitten tiiretilen ve yaygin olarak kullanilan bir lezzet arttiricidir (1). Islenmis
birgok gidada bulunan MSG’nin Avrupa’daki gelismis iilkelerde giinliik ortalama
alimi1 0.3-1.0 g olarak tahmin edilmektedir (2). Gida giivenligini diizenleyici kurumlar,
MSG tiiketimini giivenli olarak degerlendirmektedirler. Ancak bazi klinik
caligmalarda MSG’nin 06zellikle kronik kullaniminin giivenli olmadigi ortaya
konmustur. Glutamatin fizyolojik fonksiyonlar1 arasinda: merkezi sinir sisteminde
(MSS) ndrotransmitter olarak gdrev almasi ve glutatyon gibi metabolitlerin dnciilii
olmasi yer almaktadir (1). Yapilan klinik 6ncesi ¢alismalarda MSG tiiketimi ve timor
olusumlar1 arasinda baglanti oldugu ve MSG’nin oksidatif stresi arttirdig
belirtilmistir. Uzun siireli MSG kullaniminin, erkek tireme sistemini de olumsuz yonde
etkiledigi gosterilmistir. Yapilan c¢aligsmalarda uzun siireli MSG kullaniminin
erkeklerde sperm sayisini azalttigi, spermin ve testisin morfolojik yapisini olumsuz

yonde etkiledigi gosterilmistir (3).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 iiretimi oksidatif stres ve apoptoz
olusumlarini tetiklemektedir. Viicutta antioksidanlar ile serbest radikaller arasindaki
dengenin, oksidanlar lehine degismesi durumu oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir (4). Serbest radikaller, reaktif yapilar1 nedeni ile lipitler, niikleik
asitler ve proteinler ile etkileserek viicuda zararli etkilerde bulunabilirler (5). Buna
bagli olarak, serbest radikal olusumundaki artis ve/veya antioksidan savunma
sistemindeki yetersizlik sonucu organizmada oksidatif stres gelisir (6). Yapilan
caligmalarda NADPH oksidaz’in (NOX) ROT’un ana kaynaklarindan biri oldugu
gosterilmistir (4). ROT ile olusturulan oksidatif stresin erkek infertilitesinde dnemli
rol oynadig1 bilinmektedir (7). Erkek iireme sistemindeki asir1 ROT ve oksidatif stres,
sperm konsantrasyonunda, motilitesinde ve morfolojisinde olumsuz degisikliklere
neden olarak spermlere zarar verir ve semen parametrelerini etkileyerek infertiliteye
neden olur (8). ROT, spermde hem hasari hem de DNA hasar1 olusturma yolu ile iki
sekilde erkek infertilitesine neden olur (9). Oksidatif stres, spermin plazma
membraninin biitlinliigiini etkiler ve erken kapasitasyonu indiikler. Bunun sonucunda

spermin fertilizasyon kabiliyeti diiserek, infertilite olusur (10).



Apocynum cannabinum bitkisinin koklerinden elde edilen aposinin (APO),
NADPH oksidaz (NOX) inhibitdrii etkisine sahiptir (11). APO’nun anti inflamatuvar
etkisi pek cok hiicre kiiltiirii ve deneysel hayvan caligmasinda gosterilmistir (12).
Sitozolik  bilesenlerin  hiicre = membranina  gociiyle NOX  aktivasyonu
gerceklesmektedir (13, 14). APO, aktif insan noétrofillerinde NOX aktivitesine etkisi
ederek ROT iiretiminin segici bir inhibitdrii olarak davranir. Ancak APO fagositoz ya
da diger hiicre ici 6liim mekanizmalarini etkilemez (15, 16). NOX izoformlari ¢esitli
hiicrelerde eksprese edilir ve ¢esitli fizyolojik fonksiyonlari bulunur. NOX-2 eozinofil,

makrofaj ve notrofillerde bulunan NOX izoformudur (17).

Spermatogenik hiicreler birbirleriyle ve Sertoli hiicreleri ile iligki halindedir. Bu
dinamik iligki sik1 baglantilar ve ara baglantilar ile diizenlenir (18). Sertoli hiicreleri
arasindaki siki baglantilar kan-testis bariyerinin, epididimisin epitel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar ise kan-epididim bariyerinin olusumu ve fonksiyonu
acisindan onemlidir. Epitel kokenli siki baglantilar, Zonula okludens-1 (ZO-1) ve
okludin gibi ¢oklu integral membran proteinlerini igeren multimolekiiler membran

Ozellesmeleridir (19).

Oksidatif stres, antioksidanlarin serbest radikallere karsi yetersiz kalma
durumudur ve oksidatif hasar, siliperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzim
aktivitesinde ve molekiil yapili antioksidan olan glutatyon (GSH) seviyesinde
azalmalar ile siddetlenir (20). Hiicre membran hasarinin bir parametresi olan
malondialdehit (MDA) reaktif hiicrelerdeki oksijen radikali atag1 yogunlugunu ve in
vivo serbest radikal metabolizmasini gosterir. Azalan SOD ve artan MDA oksidatif
stresi tetikler ve hiicrede hasara ve 6liime neden olur (21). Yapilan ¢caligmalarda, NOX-
2’nin ROT’un kaynagi oldugu gosterilmistir (17, 22). APO gii¢li bir NOX-2
inhibitoriidiir (23). NOX-2’nin inhibe olmasi, oksidatif hasara karsi doku hasarinin
engellenmesinde etkili olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, hipoksi sonucu olusan
testis hasarinda NOX-2 aktivasyonunun ve MDA seviyesinin arttig1, GSH seviyesinin
ise diistiigli gozlenmistir. Ancak APO uygulamasi ile doku hasarinin azaldigi ve ilgili
parametrelerde diizelme oldugu gosterilmistir (24). Yapilan baska bir ¢alismada ise,
iskemi-reperfiizyon ile olusturulan testis hasarinda MDA seviyesinin arttigi, SOD,

GSH ve GSH peroksidaz aktivitesinin azaldig1 ve beraberinde dokuda histopatolojik



hasar meydana geldigi gozlenmistir. APO uygulamasinin ise bu oksidatif stres
parametreleri ve histopatolojik hasar iizerine iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir

(25).

Calismamizda uyguladifimiz MSG ile olusturulan deneysel testis hasari
modelinde, 6zellikle spermatogenik hiicre proliferasyonu, apoptoz, oksidatif stres ve
kan-testis bariyeri lizerine MSG’nin dejeneratif etkisi gosterilmis olup, MSG
uygulamasi sonucu bozulmus testis dokusu morfolojisi ve kan- testis bariyeri yapisi
lizerine aposininin iyilestirici  etkileri  histokimyasal immunhistokimyasal,
ultrastriiktiirel ve biyokimyasal yontemler esliginde ilk kez gosterilmistir. Aposininin
kullaniminin 6zellikle erkek infertilitesini dnlemeye yonelik ileriki caligmalara katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Testis Histolojisi

Testisler erkek iireme sisteminin bir parcasidir. iki temel fonksiyonu, erkek
gametlerinin olusmasi (spermatogenez) ve cinsiyet hormonlarinin sentezlenmesidir
(steroidogenez). Eriskin testisler iki adet, oval sekilli, skrotumda viicut kavitesinin
disinda yerlesiktir. Testisler tunika albuginea olarak adlandirilan alisilmadik bir
sekilde kalin olan sik1 bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir. Bu kapsiiliin i¢ kisminda kan
damarlar iceren gevsek bag dokusu tabakasi olan tunika vasculosa bulunur. Her bir
testisin peritondan gelismis serdz kesesi vardir. Bu kese tunika vajinalis olarak
isimlendirilir. Tunika vajinalis, tunika albugineay1 yan ve on taraflardan saran i¢
viseral ve dista skrotumu doseyen pariyetal tabakadan olusur. Testisin arka yliziinde
tunika albugine kalinlasarak mediastinum testisi olusturur. Buradan bezin i¢ine giren
bag dokusu uzantilar1 (septum), testisi bolmelere ya da lobiillere ayirir (Sekil 1). Bu
septumlar yaklasik 250 adet piramidal bolme olusturur. Her bélmede miktar1 1 ile 4
arasinda degisen seminifer tiibiiller ve interstisyel (Leydig) hiicrelerinin bulundugu

gevsek bag dokusu stromasi bulunur. (26).
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Sekil 1. Testis ve epididimis yapis1 (26).



2.1.1 Interstisyel doku

Seminifer tiibiilleri arasinda bulunan gevsek bag dokusuna interstisyel doku denir.
Bu doku igerisinde Leydig hiicreleri, fibroblast, kan damarlar1 ve lenf damarlar ve

igerir.

Leydig hiicreleri, puberte doneminde poligonal ya da genis yuvarlak sekilli,
cekirdekleri merkezi olmakla birlikte sitoplazmalarinda yag damlaciklar igerir (27).
Steroid bir hormon olan testosteron salgilarlar. Steroid salgilayan hiicreler gibi Leydig
hiicreleri de eozinofilik 6zellik katan diiz endoplazmik retikulum (DER) igerir.

Testosteronun salgilayan enzimler DER ve mitokondri ile iliskilidir (26).
2.1.2 Seminifer tiibiiller

Her bir seminifer tiibiil yaklasik 50 cm uzunlugunda, 150 — 250 um ¢apindadir.
Her bir testiste 250 — 1000 aras1 seminifer tiibiil bulunur. Sperm iiretiminin oldugu
yerdir. Lobiillerdeki tiibiiller olduk¢a kivrimhidir ve kisa ve dar olan diiz tiibiiller
araciligiyla rete testis denilen mediastinum testise gomiilii, epitel ile doseli kanallarin
olusturdugu bir labirent yapisina baglanirlar. Rete testis kanallari, 10 — 20 adet arasi
duktuli efferentes ile epididimis yapisinin bas kismina baglanmistir. Her bir seminifer
tiibiil 6zellesmis, cok katli bir epitel ile sarilmistir ve spermatogenik veya germinal
epitel olarak adlandirilir. Bazal membran fibroz bag dokusu ile sarilmistir. En ig
katmanda tiibiillerin zay1f bir sekilde kasilmasini saglayan diiz kas hiicresi 6zellikleri
gosteren yassit miyoid hiicreler bulunur. Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler

olmak tizere germinal epitel iki ¢esit hiicre popiilasyonundan olusur (27).
2.1.2.1 Spermatogenik hiicreler

Spermatogenik hiicreler, spermatogenez olarak adlandirilan bir siirecten gecerek
farklilagip olgun sperm hiicresine doniigiir. Spermatogenez siireci ii¢ fazdan olusur.
Bunlar sirasi ile; spermatogonyal faz (spermatositogenez), spermatosit faz (mayoz

boliinme) ve spermatid fazdir (spermiyogenez).

Spermatogonyal fazda, sperm kok hiicreleri olan spermatogonyumlar mitoz

boliinme ile sayilarini gogaltirlar ve devaminda primer spermatositlere doniisiirler. Bu



kok hiicreler diploidtir ve seminifer tiibiillerin bazal laminasinda yerlesiktir.
Spermatogonyumlar rutin histolojik preparatlarda ¢ekirdek goriiniislerine gore iic tipi

vardir;

e Koyu tip A spermatogonyum, graniillii kromatini olan yogun bazofilik 6zellik
gosteren oval ¢ekirdege sahiptirler. Diizensiz araliklarla boliiniip ya koyu tip A
spermatogonyum olarak diger bir deyisle kok hiicre olarak kalirlar ya da agik tip
A spermatogonyuma dondisiirler.

e Acik tip A spermatogonyum, oval c¢ekirdekleriyle ve igeriginde Okromatin
olmasindan dolay1 agik bir boyanma gosterirler. Cok sayida mitoz boliinme
gecirerek sayilarini arttirirlar. Boliinmeler sonucunda ya ayni tipte kalirlar ya da
tip B spermatogonyum olustururlar.

e Tip B spermatogonyum, yuvarlak cekirdekleri ile yogun kromatinleri vardir.
Mitoz boliinmeler gecirerek primer spermatositlere doniisiirler ve spermatogonyal

faz sonlanir.

Spermatogonyal fazda, koyu tip A spermatogonyumlar acik tip A hiicrelere
dontisiirken yeni olusan hiicreler arasi sitoplazmik kopriiler olusur. Bu kopriiler
spermatogenez siireci boyunca bulunurlar ve boliinmelerin senkronize olarak devam

edebilmesi i¢in ¢ok onemlidirler.

Spermatosit fazinda, diploid olan primer spermatositler kromozom ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) miktarlarini azaltmak i¢in iki mayoz boliinme gegirirler.
Birinci mayoz boliinme sonucu olusan haploid hiicrelere sekonder spermatosit denir.

Sekonder spermatositler ikinci mayoz gegirerek spermatidleri olusturur.

Spermiyogenez fazinda, spermatidler baska boliinme gegirmeden olgun sperm
olusturmak i¢in farklilagma gecirirler. Sonucunda yine haploid hiicreler olusur ve bu
onemli o6zellik, spermin oositi dollerken kromozom sayisinin korunmasini saglar.
Olgunlagma siirecinde spermatidler morfolojik degisiklikler gecirirler. Organellerin
organizasyonunun degismesi, flagellum olusmasi1 ve sitoplazma hacminin degismesi
bu degisiklikler arasindadir. Sonug olarak olgun spermatozoon denilen olgun spermler
olusur. Spermatozoonlar seminifer liimene salinir ve testis kanallar1 boyunca

yolculugu baglar (26).



2.1.2.2 Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri sadece seminifer tiibiillerde bulunan uzun piramidal veya
prizmatik Ozellesmis epitel hiicreleridir. Seminifer tlbiillerin igini ddser ve
spermatogenik hiicre serisi bu hiicrelerin uzanan yiizeyi ile yakin iliski igerisindedir.
Germ hiicrelerine fiziksel ve metabolik destek saglamakla birlikte endokrin ve
ekzokrin salgilama da yapar. Bazal laminaya {izerine oturmus bir yerlesimleri vardir
ve limene dogru uzanirlar. Spermatogenezin degisik asamalarina bagli olarak
degisebilen kompleks sekilleri vardir (28). Her bir Sertoli hiicresi 30 — 50 arasi
boliinmeler gecirip olgunlasmaya baglayan germ hiicrelerini destekler. Rutin
preparatlarda bu hiicrelerin sinirlari belirgin degildir. Cekirdeklerinin tiggen ya da oval
seklinde olmasi, 6kromatik boyanmasi ve belirgin ¢ekirdekgiklerinin olmasi Sertoli
hiicrelerini komsu spermatogenik hiicrelerden ayiran 6zelliklerindendir. Bol miktarda
DER, gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida lizozom ve mitokondriyon igerir. Komsu
Sertoli hiicrelerinin birbirleri ile sik1 baglantilarla yakin iligkide olmalar1 kan- testis

bariyeri olarak adlandirilan bir yapiy1 olusturur (27).
2.1.3 Kan- testis bariyeri

Kan-testis bariyeri (KTB), memeli viicudunda bulunan en siki bariyerlerden
birisidir. Seminifer tiibiil epitelinde, Sertoli hiicrelerinin bazolateral membranlar
arasindaki siki baglantilar ile bu yap1 olusur. Memeli testislerinde bazal membrana
yakin konumlanmistir. KTB seminifer tiibiil epitelini bazal bolge ve adluminal (apikal)
bolge olmak iizere iki boliime ayirir. KTB yapisinda siki baglantilar, dezmozomlar,
bazal ektoplazmik 6zellesmeler ve ara baglantilar bulunur. Okludinler sik1 baglantiy
olusturan molekiilerden biridir ve zonula okludens proteinlerinden olan zonula
okludens-1 (ZO-1), ZO-2 ve ZO-3 bu yapiya katki saglayan 6nemli proteinlerdendir.
Z0-1, 225 kDa’luk bir proteindir ve sik1 baglantilarin ylizeysel bolgelerinde bulunur.
Aktin filamentlerine baglanarak hiicre iskeletiyle etkilesime girer. Okludin ZO-1 ve
Z0-3 ile aktin hiicre iskeleti etkilesim halinde bulunur. ZO-3 proteini, ZO-1 ve
okludinin sitoplazmik alanlar1 ile iliski halindedir (26). Okludin 65 kDa’luk bir
proteindir. Sican testisi ve epididimisini de igeren farkl tip epitellerde bulunur. Siki
baglanti bariyerinde yer alan okludin kan-testis bariyerinin regiilasyonunda 6nemli rol

oynar (19). Bu bariyerin varlig1 sayesinde seminifer tiibiilleri i¢erisinde sadece Sertoli



hiicreleri ve farkli asamalarda olan spermatogenik hiicreler bulunur. Leydig hiicreleri,
rezidual ~makrofajlar ve damarlar interstisyel bdlgede bulunur (29).
Spermatogonyumlar seminifer tiibiillerin bazal bolgesinde yer alir. Bazal bolgede
mitoz geciren hiicreler bulunurken, adluminal bélgede mayoz gegiren spermatogenik
hiicreler bulunur. Bu hiicreler mitoz ve mayoz bdliinmeleri gecirerek olgunlasmaya
baslayip, adluminal bolgeye go¢ ederek liimene dogru yol alirlar. Spermatogoyumlar
mitoz boliinme ile primer spermatosite doniisiirken kisa siireligine bariyerin siki
baglantilarini ayirir ve adluminal bdlgeye geger (Sekil 2). Iyon degisimini saglayan
ara baglantilar (gap junction) siki baglanti noktalarimin gegici degisikliklere

ugramasina yardimei olur (27) .

%—Imerstlsye]
hiicreler
intestisyel— '

alan

Bazal
boélme

Adluminal ——
bolme

Sekil 2. Kan- testis bariyeri (27).

10



Sertoli hiicrelerinin KTB’ yi olusturmasiin yani sira temel fonksiyonlari su

sekildedir:

e KTB ile yeni spermatogenik hiicrelere kars1 otoimmiin yanit olusturmasi onlenir
ve giiclii bir koruma saglanir.

e Sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin farklilagip olgunlasmasi i¢in gereken plazma
faktorlerini saglar.

e Yeni iiretilen spermin disariya tasimabilmesi ig¢in gerekli sivi Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanir.

e  Embriyonik gelisim sirasinda erkek cinsiyetinin gelismesi i¢in gerekli olan anti
miillerian hormonu salgilar.

e Spermiyogenez sirasinda a¢iga ¢ikan artik cisimler Sertoli hiicrelerinin

lizozomlar1 tarafindan fagosite edilir (27).
2.2 Epididimis’in Histolojisi

Epididimis, testisin posterior ve superior yiizeyleri boyunca uzanan, hilal seklinde
bir yapidir. Uzunlugu 7.5 cm’dir. Duktuli efferentes ve epididimis kanalini igerir. Bas,
govde ve kuyruk olmak tizere li¢ bolgeden olusur. Duktuli efferentes bas bolgesini,
epididimis kanali ise gévde ve kuyruk bolgesini olusturur. Epididimis kanali ¢ok
kivrimlidir ve 4 — 6 m arasi1 uzunluktadir. Yeni tiretilmis spermler, 2 — 4 hafta arasi
epididimis kanalindan geger ve bu siirecte akrozom olgunlasir, bagimsiz olarak ileri

dogru hareket ve fertilizasyon yetenegi kazanir (26).

Epididimis kanali yalanci ¢cok katl prizmatik epitel ile dosenmistir. Iki gesit hiicre
vardir. Bunlar; esas hiicreler ve bazal hiicrelerdir. Bazal hiicreler, bazal laminada
bulunan yuvarlak ve kiiciik hiicreler olup kanaldaki epitelin kok hiicreleridir. Esas
hiicrelerde ise liimene bakan yiizeylerinde modifiye mikrovilli olan stereosilyalar
bulunur. Bu yapilar glikolipid ve glikoprotein salgilarlar. Epididimis kanalinin epiteli
icte ve dista uzunlamasina diiz kas hiicre tabakasiyla sarilmistir. Kuyruk kisminda ise
dairesel kas tabakas1 bulunur. En dista kan damarlar1 ve bag dokusundan zengin tunika

vajinalis ile ¢evrilidir (27, 30).
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2.3 Testiste Endokrin Faktorler

Spermatogenez siirecinde etkili olan endokrin hormonlar testosteron, luteinizan

hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormondur (FSH).

Testosteron, Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir. Erken fetal hayatta Leydig
hiicreleri farklilasarak bu hormonu iiretir. Testosteron salgilanmasi, embriyonik
gelisim, cinsel olgunlasma ve iireme fonksiyonu igin gereklidir. Embriyolarda
testosteron salgilanmasi erkek fetiiste, gonadlarin gelisimi i¢in gereklidir. Ergenlik
doneminde bu hormonun salgilanmasi spermatogenez siirecinin baglatilmasinda,
ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelismesi ve yardimci bezlerin salgilama yapmasinda
gorev alir. Yetiskinlik doneminde ise spermatogenez siirecinin siirekliliginin

saglanmasinda rol alir (26).

Hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormonun salinmasi ile hipofizin 6n lobu
uyarilir. Uyarilma sonucu FSH ve LH salgilanir. LH, hipofizden salinan bir
gonadotropin hormondur. Ergenlik doneminde LH’ 1n {iretilmesi ile Leydig hiicreleri
uyarilir ve testosteron salgilanmasi baslatilir. Bu hormonlar erkek iireme sisteminde,

cinsiyet gelisiminin ve iireme fonksiyonunun devamliliginin saglanmasinda rol alir

(31).
2.4 Oksidatif Stres

Stiperoksit radikalleri O5~, hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikalleri (OH™)
ve tekli oksijenler 10 , reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak tanimlanirlar. Biyolojik
sistemlerde metabolik yolaklarda ara {iriin olarak aci8a ¢ikarlar. Protein
fosforilasyonu, transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonu, apoptoz, immiin yanit ve
farklilagsma gibi biyolojik siiregler gerekli miktarda ROT sentezine baglhidir. Hiicre
icindeki miktarlar1 ¢cok az seviyede olmalidir. Serbest radikaller ile hiicrenin bu
radikallerinden kurtulabilme kapasitesi arasinda bir dengesizlik baslayinca oksidatif
stres (OS) olusur. ROT f{iretimi olmas1 gerekenin iistiinde bir miktara ¢ikinca dnemli
hiicresel yapilara zararli etkileri olmaya baglar. Zarar goren bu hiicresel yapilar

proteinler, lipidler ve DNA’dur.
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ROT iiretimi enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla tretilir. Siiperoksit
radikalleri (O3~ ) NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve peroksidazlar tarafindan
iiretilir. Uretimleri gerceklesince H,0, ve OH™ olusturan reaksiyonlarda yer alir. In

vivo’ da en reaktif serbest radikal tiri OH™ ’tir.

Hidroksil radikalinin asir1 artis1 sonucunda lipid peroksidasyonu gerceklesir. Bu
olay hiicre membranina ve lipoproteinlere zarar verir. Bu durumu takiben, hiicre i¢in
sitotoksik ve mutajenik olan malondialdehit (MDA) ve konjuge dien bilesiklerinin
formasyonu baslar. Lipid peroksidasyonu, radikal zincir reaksiyonu oldugu i¢in hizl
bir sekilde ve cok miktarda lipid molekiillerine zarar vererek gerceklesir. Proteinler de
OS sonucu, konformasyonel modifikasyonlar gegirerek zarar gorebilir. Bu durum da

enzimatik aktiviteyi olumsuz etkiler (32).

ROT’larin ¢ogunlugu, mitokondriyonlarda hiicresel solunum esnasinda O>’nin
aciga c¢ikmast ile olusur. Organellerin, intrinsik ROT savma kapasitelerine sahip
olmalarima ragmen mitokondriyonlarin iirettigi ROT miktarina yetecek miktarda
olmadiklar1 bilinmektedir. Hiicreler, enzimler ve disik agirlikli molekiiller
araciligtyla ROT ile olusturulan hiicre hasarina karsi savasirlar. Molekiil yapili
antioksidanlardan biri glutatyon (GSH) iken, enzimatik antioksidanlar siiperoksit

dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidazdir (32-34).
2.5 infertilite

Infertilite, Diinya Saglik Orgiiti'ne (DSO) gére 12 ay boyunca diizenli,
korunmasiz cinsel iliski sonucunda gebelik goriilemedigi durumu ifade eder. Infertilite
diinya ¢apinda ciddi bir soruna doniismeye baslamistir ve ireme bakimindan aktif olan
yas grubunun %8-12’si infertiliteden etkilenmektedir (35). Lancet Global Burden of
Disease Resource Center tarafindan yapilan ve 195 iilkeyi kapsayan bir arastirmada,
1990 ve 2007 yillar1 arasinda infertilite goriilme prevalansi kadinlarda yillik %0.370,
erkeklerde ise %0.291 oraninda artmistir (36). Coklu sebepler ve risk faktorleri erkek
infertilitesinin insidansinin gittikce artmasina yol a¢gmaktadir. Bunlar konjenital,

sonradan kazanilmis ya da idiopatik sebepler olabilir (35).
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Erkek infertilitesi etiyolojisinde, OS’nin 6nemli bir etken oldugu (Sekil 3)
anlasilmistir (37). Yapilan bir ¢alismada, yikanmis insan semeninde ROT larin varligi
kanitlandiktan sonra bir¢ok calismada seminal OS’nin erkek lireme kapasitesinde
onemli bir faktor oldugu kanitlanmistir. ROT {iretimi artinca hiicre membraninda lipid
peroksidasyonu, mitokondriyon ve nukleus DNA fragmentasyonu ve apoptoz
gerceklesir. Bunlarin gerceklesmesi ile sperm parametreleri ve erkek fertilitesi
olumsuz etkilenir(38-41). Az miktarda ROT sperm hiicrelerinin normal fizyolojik
fonksiyonlarinda, spermatogenezde ve kapasitasyon, akrozom reaksiyonu gibi
fertilizasyon icin gerekli olan asamalarin sorunsuz bir sekilde gerceklesmesi icin
gereklidir. Ancak miktar agisindan antioksidan seviyesini gegtiginde iireme
kapasitesini negatif yonde etkileyebilir. Bir baska calismada, idiopatik infertil
erkeklerin %83,8’inde yiiksek OS oldugu tespit edilince, erkek oksidatif stres
infertilitesi (MOSI) terimi ortaya atilmistir (37). Otuz yedi milyon idiopatik infertil
olan erkegi etkileyen MOSI’de, yiiksek OS’nin yam sira semen ozelliklerinde de
degisiklikler gozlenmektedir (35).

Spermatozoonun plazma zari, akiskanlik saglayan oldukca yiliksek miktarlarda
coklu-doymamig yag asitleri (PUFAs) icermektedir. Bu 0zelliginden dolay1
spermatozoonlar OS’ye ¢ok duyarli olabilmektedir. ROT’lar, PUFAs’ a saldirip
radikal zincir reaksiyonu denilen bir dongii baslatir. Bu dongii, PUFAs’in konjuge
olmayan ¢ift bagh gruplarmin ROT’larin elektrofilik saldirilarina ugramasindan
olusur. Bunun sonuncunda MDA olusur. MDA bir OS belirtecidir. Proteinlerdeki
pozitif yiikli hidrofilik aminoasitlerle reaksiyona girerek mitokondriyonlarda

regililasyon bozukluguna yol acar ve mitokondriyon i¢ zarinda da OS’ye yol acar (42).

Birgok faktér MOSI’ ye yol acabilir. Ancak seminal plazmadaki OS’ nin en
onemli kaynagi 16kosit ve olgunlasmamis spermatozoondan kaynaklanmaktadir.
Spermiyogenez sirasinda olgunlagmakta olan spermatozoon sitoplazmasinin fazlasi
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Ancak bu siirecin duraklamasi1 sonucunda
olgunlagsmamis spermatozoon orta parcasinda sitoplazma fazlaligi olusmaya baglar.
Bunun sonucunda da asir1 ROT iiretimi baglar. Biriken sitoplazma nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) formasyonuna yol acar. NADPH, ROT olusumunu iki

yolak ile yapar. Birincisi, zar bagimli NADPH-oksidaz enzimi oksijeni siiperoksit
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anyonu olusturmak i¢in kullanir. Bu anyon, devaminda da daha reaktif olan hidrojen
peroksit ortaya cikar. ikinci yolakta ise NADPH dehidrogenaz ROT olusumunda rol
alir (42).

ANTIOKSIDAN

APOPTOZ
Lirip
PEROKSIDAYYONU

SPERM FONKSIYON
BOZUKLUGU

iNFERTILITE

Sekil 3. Oksidatif stresin infertilite ile sonu¢glanmasinin sematik gdsterimi (38).

Infertilite teshisinde, hormon testleri yapmakta 6nemli bir asamadir. ilk asamada
testosteron ve FSH testleri yapilmaktadir. Total testosteron seviyesi diisiik oldugu

takdirde LH testide yapilmaktadir (35) .
2.6 Apoptoz

Cok hiicreli canlilarda, mitoz ile ortaya ¢ikan yeni hiicre sayisi ile hasarlt hiicre
sayis1 arasindaki homeostatik dengeyi saglanmak i¢in devamli bir dongli vardir. Bu
siire¢ hiicre 6liim yolaklari ile kontrol edilir. Apoptoz, genetik kontrollii bir programli
hiicre Oliimiidiir. Olusan zararli olma potansiyeli olan hiicreleri ya da Omriinii
doldurmus, islevi olmayan hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in normal kosullarda
gerceklesebilen bir siiregtir. Insan viicudunda giinde yaklasik 1 x 10° hiicre apoptoza
ugrar. Bir¢ok hiicre 6liim yolagindan biri olan apoptoz enzim bagimli biyokimyasal
bir siirectir. Bu siire¢ ¢cevre dokulara minimum zarar verecek sekilde gerceklestirilir

(43). Bu yolakta, hiicre kendi niikleer DNA’sini1, niikleer ve sitoplazmik proteinleri
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yikima ugratacak enzimleri aktive eder. Yikima ugrayan hiicreden ¢ikan apoptotik
fragmentler fagositoz ile fagosite edilir (44). Apoptoz, spermatogenez siireci i¢in
oldukca onemlidir. Spermatogenez siirecinde germ hiicre popiilasyonunu sinirlar ve
germ hiicrelerinin Sertoli hiicrelerine oraninin optimal diizeyde tutulmasini saglar.
Spermatozoonda ROT’ lar devamli olarak iiretilir ve OS olusturur (45). ROT’ lar ¢ift
zincirli DNA kirilmalarint indiikler ve DNA fragmentasyonu sonucu fizyolojik

programli hiicre 6liimii olan apoptoz tetiklenir (38).
2.7 Monosodyum Glutamat

Monosodyum glutamat (MSG), diinya ¢apinda lezzet arttiric1 olarak kullanilan
glutamik asitin sodyum tuzu tiirevidir. Genellikle beyaz toz halindedir. MSG
aminoasitler ile ayn1 temel yapiya sahiptir. Bir amin grubu (-NH3) ve karboksilik grup
(-COO-) yerine karboksilat iyonuna sahiptir. Hemen hemen glutamat ile ayni1 kimyasal
yapist vardir. Tek farklar1 MSG’ de karboksilik zincirde bulunan hidrojen atomu

yerine sodyum atomu vardir (Sekil 4 ve 5) (46).

0 O

HO OH
NH,

Sekil 4. Glutamat yapisi (46).

O 0

HOWO' Na*

NH,
Sekil 5. MSG yapis1 (46).

MSG, dilde bulunan dort temel tat olan eksi, tatli, tuzlu, ac1 disinda besinci tat
olan ‘Umami’ tarafindan algilanir (1). Yapilan bir calismada, insan dilinde Umami
bolgesinde Ozel glutamat tadi reseptorleri oldugu kesfedilmistir (47). Umami

Japoncada lezzetli tat anlamina gelmektedir ve 1909 yilinda Japon Profesér Kikunea
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Ikeda tarafindan kesfedilmistir (46). Kesfedildiginden bu yana, 6nce Asya daha sonra
Avrupa ve Amerika’da yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. MSG bir¢ok
islenmis gidaya katki madde olarak ilave edilmektedir. Bazen bu gidalar MSG
ambalajda i¢indekiler kismina etiketlenmeden satilmaktadir (48). Avrupa iilkelerinde,
insanlarda giinliik MSG alimi ortalama 0,3- 1 gram olarak belirlenmistir. Bir¢cok
tilkede gida giivenligi ile ilgili diizenlemeler yapan kurumlar MSG’ yi tiikketmek i¢in
giivenli bir iirlin olarak tanimlamaktadir. Fakat arastirmacilar endojen glutamatin bir
cok fizyolojik ve patolojik siiregte rol oynadigi bilgisinden yola ¢ikarak kronik olarak
tilkketilmesinin klinik 6ncesi ve klinik aragtirmalar esliginde ne kadar giivenli oldugunu
sorgulamislardir (1). Aragtirmalar sonucu MSG’nin OS’yi indiikledigi, obeziteye ve
karacigerde toksisiteye yol actig1 gozlemlenmistir (46). MSG’nin erkek iireme sistemi
tizerindeki etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, OS artisina paralel olarak sperm
parametrelerinin olumsuz olarak etkilendigi, testosteron, FSH ve LH hormon
diizeylerinde dengesizlik ve seminifer tiibiillerde ve epididimis morfolojisinde

degisiklikler gozlemlenmistir (48).
2.8 Aposinin

Aposinin (4- hidroksi- 3- metoksiasetofenon, acetovanillone) (sekil 6), ilk olarak
Apocynum tiirlerinden izole edilmistir (49).1883 yilinda Schmiedeberg tarafindan
kesfedilmistir ve Apocynum cannabinum (Kanada keneviri) bitkisinin koklerinden
elde edilmistir. Bu bitkinin 6zleri halk arasinda iyilestirici madde olarak kullanilmistir
(49). 1971 yilinda, Himalaya bolgesinde yetisen Picrorhiza kurroa kokiiniin 6ziinden
yapilan izolasyon sonucunda bu bitkinin immiinomodulatér bilesenlerinden oldugu
kesfedilmistir ve tamimlanmistir. Aposinin molekiil agirhigr 166.7 olan bir
asetofenondur ve su ile kristalizasyonu sonucu diken goriiniimlii bir yap1 olusturur.

Erime sicakligi 115 °C *dir (23).
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Sekil 6. Aposinin yapis1 (50).

Picrorhiza’dan ekstrakte edilen aposininin hi¢bir yan etkisi olmadigi
bildirilmistir. Uzun stireli hayvan deneylerinde de zararli yan etkiler gostermedigi igin,
giivenilir bir madde olarak kabul edilmektedir. Aposininin ¢esitli in vitro ve deneysel
hayvan modellerinde gii¢lii bir antioksidan ve anti-inflamatuvar etkisi oldugu
gozlemlenmistir (49). NADPH-oksidaz (NOX) enzimi ROT {iretiminden sorumludur.
Bu enzimin inhibisyonu, bir¢ok hastaliin tedavisinde kullanilmak i¢in ilgi ¢ekici bir
terapotik hedef olabilmektedir (23). Yapilan bir ¢alismada aposininin, aktive olmus
notrofil ve eozinofillerde NOX enzimi tarafindan iiretilen sliperoksite karsi essiz bir
inhibitor etkisi oldugu goézlemlenmistir (15). Aposininin NOX inhibitorii olma
ozelligiyle bir¢ok inflamatuvar hastalikta terapdtik ajan olarak kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir (23). Notrofil oksidatif patlamanin ve ndtrofil aracili oksidatif
hasarin indirgenmesi aposininin in vitro anti-inflamatuar etkileri arasinda oldugu

gozlenmistir (51).

Aposinin, hiicre membraninda bulunan NOX kompleksinin iki kritik sitozolik
komponentinin hiicre i¢i translokasyonunda inhibitor etki gosterir (13). NOX’un
yapisinda iki membrana bagli komponent (gp9lphox ve p22phox), li¢ sitozolik
komponent (p67phox, p47phox ve p40phox) ve diisiik molekiil agilikli G proteini
(racl ya da rac21) bulunur (Sekil 7) (50). Sitozolik komponent olan p47phox’un
membrana gocii fonksiyonel NOX kompleksin olusumunda kritik bir asamadir.
Aposinin, p47phox’un membrana go¢iinii bloke ederek NOX tarafindan O™ salinimini

engeller (11).
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Sekil 7. NOX’un aposinin tarafindan inhibisyon mekanizmasi (23).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg¢

Deneysel ¢alisma kapsaminda Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (ACU- HADYEK) onay alindi (HDK-
2020/39). Bu calismada Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney
Hayvanlar1 Merkezinden (ACU- DEHAM) alinan 32 adet, 8 haftalik, Sprague Dawley
erkek albino siganlar kullanildi. Deney siiresince 22+2°C sicaklik ve standart
aydinlik/karanlik (12/12 saat) dongiisii saglayan kafeslerde tutulan sicanlar standart

hayvan yemi ile 28 giinliik deney siiresi boyunca ad libitum beslendi.
3.1.1 Deney gruplan

Bu ¢alismada dort deney grubu olusturuldu (Sekil 8).

0.giin 24 giin 28.gin
| ]

I' APO

! MSG

MSG: Monosodyum Glutamat
APO: Aposinin

Sekil 8. Deney modeli semasi.

Deney gruplari;

Kontrol grubu (K) (n=8): Bu grubu olusturan, siganlara 28 giin boyunca 1 ml distile

su gavaj yolu ile verildi

Aposinin grubu (APO) (n=8): Bu gruptaki sicanlara 24. giinden itibaren gavaj
yoluyla 5 giin boyunca 25 mg/kg dozunda %8’lik dimetil siilfoksit (DMSO) (Katalog
No: WAK-DMSO-70, Wak- Chemie, Germany) ile hazirlanan aposinin (Katalog No:
sc-203321, Santa Cruz, California, U.S.A.) verildi.
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Monosodyum glutamat grubu (MSG) (n=8): Bu gruptaki siganlara 28 giin
boyunca gavaj yolu ile distile suda hazirlanan 120 mg/kg dozunda MSG (Katalog No:
G1626, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) verildi.

Monosodyum glutamat ve aposinin grubu (MSG + APO) (n=8): Bu gruptaki
siganlara 28 giin boyunca 120 mg/kg dozunda distile suda hazirlanan MSG soliisyonu
verildi. Bu grubu olusturan siganlara 24.giinden itibaren 25 mg/kg dozunda %38’lik

DMSO’da hazirlanan aposinin soliisyonu verildi.

Deneye baslamadan 6nce ve deney siiresi boyunca her hafta sican agirliklari
Olciildii. Ayrica, diseksiyon sirasinda tim gruplardan ¢ikarilan testislerin agirliklar

belirlendi.

3.1.2 Testis dokusu ve kan orneklerinin elde edilmesi

Tiim gruplarda deney hayvanlarinin diseksiyonu, 28 giinliik deney siiresinin
bitiminde ketamin (0.9 cc/kg) ve ksilazin (0.9cc/kg) ile derin anestezi altinda
gerceklestirildi. Biyokimyasal degerlendirmeler i¢in kalpten kan alind1 ve sol testisin
yarist kullanildi. Mikroskopik incelemeler i¢in sol testisin geriye kalan yaris1 ve sag
testis kullanildi. Epididimis dokusu sperm sayimi1 ve sperm morfolojisinin incelenmesi

i¢in alindu.
3.2 Yontem
3.2.1 Sperm sayimi, motilitesi ve morfolojisi

Siganlarin sol epididimis 6rnekleri disekte edilmelerini takiben Hepes tampon
soliisyonu eklenmis Earle’s Balanced Salts soliisyonu igerisine alindi. Semen
incelemesi yapmak i¢in epididimis dokusu kiiciik parcalara ayrildi. Olusan doku-sivi
karigimi tiiplere alinarak (5 ml) ¢oktiirme islemi uygulandi. Dokular1 bes dakika
¢oktiirme isleminden sonra siipernatant kismi alindi. Gradient yontemi kullanilarak 18
dakika 1800 devir/dakikada santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Ornegin 0,5 ml’lik
kalan kisminin {izerine, 2 ml’lik sperm yikama medyumu eklenerek 10 dakika 2000

devir/dakikada santrifiij edildikten sonra siipernatanti atildi. Elde kalan pellete 0,3 ml
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fertilizasyon medyumu eklendi. Ardindan Makler sayim kamarasina bir damla
damlatilip, 100 karedeki tiim spermler sayildiktan sonra bir milyon ile ¢arpildi. Kalan
sperm Ornegi semen yayma yontemi ile ince bir katman olacak bir sekilde yayarak
kurutuldu. Hiicrelerin fiksasyonu ve dehidrasyonu icin etanol kullanildi. Ornekler
Diff- Quik boyas1 (GCC Diagnostics, U.K.) ile boyandi. Her preparatta 100 sperm

secilerek bas, boyun ve kuyruk anomalilerine bakildi.
3.2.2 Testis dokusu orneklerinin mikropreparasyonu

Sigcanlardan alinan testis dokular1 histokimyasal incelemeler i¢cin Bouin soliisyonu
ile tespit edildi. Immiinhistokimyasal incelemeler icin testis dokularinin fiksasyonu
%4’liikk paraformaldehit (PFA) ile gergeklestirildi. Gegirimli elektron mikroskopik
incelemeler icin testis doku ornekleri %2,5’luk PBS tamponlu glutaraldehit (GA)

soliisyonu ile fikse edildi.

3.2.3 Isik mikroskopu diizeyinde histokimyasal incelemeye yonelik doku

preparasyonu

Diseksiyon sonrast si¢anlardan alian testis ve epididimis dokular1 histolojik
incelemeler amaciyla Bouin soliisyonu ile 2 giin fikse edildi. Immiinhistokimya
uygulamalarinda kullanilmak amaciyla dokular %4°liik PFA ile 72 saat siiresince fikse
edildi. Fiksasyonu takiben dokular, yilikselen etanol serisi (%70, %90, %96, %100) ile
dehidratasyon ve akabinde ksilenle saydamlastirma asamalarindan geg¢irildi (Thermo
Citadel 2000, Massachusetts, U.S.A.). Dokular daha sonra sivi parafine gomiildii
(Thermo Histostar, Massachusetts, U.S.A.). Rotary mikrotom (Thermo- Shandon™
Finesse™ ME+, Massachusetts, U.S.A.) ile 5 pm kalinliginda alinan parafin kesitler
sicak su banyosuna aktarildi ve histolojik boyamalar i¢in lamlara alindi. Kesitlere,
genel histolojik degerlendirme i¢in hematoksilen ve eozin (H&E) boyasi uygulandi.
Bazal membrandaki degisiklikleri gostermek i¢in periyodik asit- Schiff (PAS)
reaksiyonu ve ayrica bag dokudaki degisiklikleri gdstermek i¢cin de Masson’un {iglii

boyas1 uygulandi.
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3.2.4 Hematoksilen ve eozin boyasi

Parafine gomiilen doku bloklarindan 5 um kalinhiginda testis ve epididimis
kesitleri alindiktan sonra kesitler sicak su banyosuna aktarildi. Kesitlere genel
histolojik degerlendirme i¢in hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi uygulandi. H&E
boyamasi i¢in ilk olarak lamlar ksilende deparafinizasyon asamasi i¢in 40 dakika
bekletildi. Daha sonra rehidratasyon asamasindan gegirmek icin 10’ar dakika azalan
konsantrasyonda etanol serisinden (%100, %90, %70) gegirildi. Alkol serisinden sonra
kesitler Mayer’in hematoksilen soliisyonunda (J.T Baker, Pennsylvania, U.S.A.) 5
dakika bekletildi. Doku kesitleri daha sonra akar suda bekletildi. Akar sudan alinan
dokular 1 dakika %70 etanolde bekletildi. Bir sonraki asamada dokular sirasi1 ile 1’er
dakika olmak iizere eozinde (Histoplus™), %90 ve %100 etanolde bekletildi. Son
asamada kesitler bir dakika ksilende bekletilip son olarak entellan ile kapatildi. Isik
mikroskopunda (Zeiss A1 Axio Scope, Germany) incelenen H&E ile boyanan testis
kesitlerinde seminifer tiibiiller, " Modifiye edilmis Johnsen’in histopatolojik skorlama
parametreleri (52, 53)’° bazinda skorlandi (Tablo 1). Ayrica Image J (1.44 software
N.LLH.-U.S.A.) programi kullanilarak tiim kesitlerde 100 adet seminifer tiibiiliin epitel
kalinlig: ol¢iildii.

Tablo 1. Modifiye edilmis Johnsen’in Histopatolojik Skorlama Parametreleri (52, 53).

10 Tam spermatogenez

9 Hafif bozulmus spermatogenez, ¢ok sayida ge¢ spermatid, epitel organizasyonunda
bozukluk

8 Her tiibiil liimeninde 5’ten az spermatozoa, az sayida ge¢ spermatid var

7 Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, ¢ok sayida erken spermatid var

6 Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, birka¢ erken spermatid var

5 Spermatozoa veya spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var

4 Spermatozoa veya spermatid yok, birka¢ spermatosit var

3 Yalnizca spermatogonyumlar var

2 Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

1 Seminifer tiibiil i¢erisinde hi¢ hiicre yok
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3.2.5 Periyodik asit- Schiff reaksiyonu

Seminifer tiibiillerin bazal membranlarindaki degisiklikleri tespit etmek i¢in testis
kesitlerine periyodik asit- Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandi. Kesitler ilk olarak
yarim saat ksilende bekletildi. Daha sonra azalan konsantrasyonda 10’ar dakika etanol
serilerinden gegcirildi ve distile suda ¢alkalandi. Bir sonraki asamada kesitler periyodik
asit soliisyonunda (Katalog No: 8222880100, Merck, New York, U.S.A.) 20 dakika
bekletildi. Bu asamayi takiben akar suda 5 dakika bekletilen kesitler tekrar distile suda
calkalandi. Calkalama asamasindan sonra sirasi ile Schiff reaktifinde 20 dakika ve
stilfiiroz asit soliisyonunda (Merck, New York, U.S.A.) 12 dakika bekletilen kesitler
tekrar akar su ve distile sudan gegirildikten sonra Mayer’in hematoksileni (J.T Baker,
Pennsylvania, U.S.A.) ile 5 dakika boyunca zit boyama uygulandi. Akar su ve distile
sudan gecirilen kesitler 5’er dakika dehidratasyon asamasi icin yiikselen
konsantrasyonda etanol serisinden gegirildi. Kesitler son olarak ksilen asamasindan
gecirildikten sonra entellan ile kapatilip 151k mikroskopu ile incelendi (Zeiss A1 Axio

Scope, Germany).
3.2.6 Masson’un ii¢lii boyasi

Testis dokusundaki bag doku degisikliklerini tespit etmek amaciyla kesitlere
Masson’un {i¢lii boyas1 uygulandi. Birinci adimda kesitler 40 dakika ksilenden ve
10’ar dakika azalan konsantrasyonda etanol serisinden gecirildi. Kesitler Bouin
soliisyonu igerisine alinip 1 saat 56°C’de etiivde bekletildi. Akarsuda bekletildikten
sonra 10 dakika Weigert’in demirli hematoksileninde (Merck, New York, U.S.A.)
tutuldu. Tekrar akarsu agsamasindan sonra kesitler distile suda ¢alkalandi. On dakika
Beibrich Scarlet-asit fuksin sollisyonuda bekletildikten sonra kesitler distile suda
calkalandi. Fosfomolibdik asit- fosfotungistik asit soliisyonunda (Katalog No: 79560,
Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) 10 dakika bekletildikten sonra doku kesitleri
5 dakika anilin mavisi soliisyonunda (Katalog No: B8563, Sigma Aldrich, Burlington,
MA, U.S.A.) bekletildi. Distile suda calkalandiktan sonra %1’lik asetik asit
soliisyonunda (Katalog No: 33209, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.)
bekletilen kesitler sirasi ile distile su ve yiikselen konsantrasyonda etanol serisinden
gecirildi. En son asamada kesitler ksilenden gecirildikten sonra entellan ile kapatilip

151k mikroskopu ile incelendi (Zeiss A1 Axio Scope , Germany).
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3.2.7 ZO-1 immiinhistokimyasi

KTB’de siki baglanti proteinlerinden olan ZO-1 yogunlugundaki degisimi
gozlemlemek icin kesitlere okludin immiinhistokimyas1 uygulandi. Bes pm
kalinliginda pozitif sarjli lamlara alinan PFA ile fikse edilen testis kesitleri bir gece
56°C etiivde bekletildi. Ksilende 30 dakika bekletildikten sonra kesitler 10’ar dakika
azalan konsantrasyonda etanol (%100, %96) serilerinde bekletildi. Daha sonra kesitler
endojen enzim blokaji amaciyla metanol ile hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit
soliisyonunda (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 20 dakika bekletildi. Cesme suyu ve distile su
ile yikandiktan sonra kesitler etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) tamponunda
(Sigma-Aldrich, U.S.A.) 200 W’ de mikrodalgada 1sitildi. Oda 1sisinda 30 dakika
sogumaya birakilan kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ te bekletilmeyi takiben 10 dakika
%10 tamponlu ke¢i serumunda (Invitrogen, USA) bloklama amaciyla bekletildi.
Kestiler %1°lik BSA-PBS-Triton X-100 soliisyonu ile 1:100 oraninda diliie edilmis
tavsan anti-ZO-1 primer antikorunda (Life Technologies, CA, U.S.A.) +4°C’de 1 gece
boyunca nemli odacikta bekletildi. PBS’ te 3 defa 5’er dakika bekletildikten sonra
1:1000 oraninda diliie edilmis biotin ile isaretlenmis keci anti-tavsan sekonder
antikoru (Katalog No:65-6140, Invitrogen, U.S.A) kesitlerin {istiine damlatilip 37°C
etive konuldu. PBS’te 3 defa 5 dakika bekletildikten sonra kesitlerin {istiine
streptavidin-horseradish peroksidaz (Invitrogen, U.S.A.) damlatilip 20 dakika
bekletildi. PBS’ te yikandiktan sonra AEC single/plus kromojeni (Abcam, Cambridge,
U.K.) damlatilip 15 dakika bekletilen kesitler distile su ile ¢alkalanip Keiser gliserolu
ile kapatildi. Kesitler 151k mikroskopu ile incelenerek goriintiilendi (Zeiss Al Axio
Scope, Oberkochen, Germnay). ZO-1 immiinreaktivite boyanma yogunlugu Image J

(1.44 software, National Institutes of Health) programi kullanilarak hesaplandi.

3.2.8 Okludin immiinhistokimyasi

KTB’de siki baglanti proteinlerinden olan okludin yogunlugundaki degisimi
gozlemlemek i¢in kesitlere okludin immiinhistokimyas1 uygulandi. Bir gece boyunca
56°C’de bekletilen kesitler sirasi ile deparafinizasyon, dehidrasyon ve endojen enzim
blokaj1 asamalarindan gecirildikten sonra yikama islemlerinden gegirilmistir. Plastik
sale igerisinde mikrodalgada 200 W’ de EDTA (Sigma- Aldrich, U.S.A.) tamponu
icinde 1sitildiktan sonra sogumaya birakilmistir. Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ te
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bekletildikten sonra bloklama amaciyla 10 dakika %10 tamponlu ke¢i serumunda
(Invitrogen, U.S.A.) bekletildi. Kesitlere 1:150 oraninda %1°lik BSA-PBS-Triton X-
100 soliisyonu diliie edilmis tavsan anti- Okludin primer antikoru (Katalog No:71-
1500, Invitrogen, U.S.A.) mikropipet yardimiyla damlatildi. Kesitler bir gece nemli
odacikta +4°C’de bekletildi. PBS’te 3 defa 5’er dakika yikandiktan sonra 1:1000
oraninda diliie edilmis biotin ile isaretlenmis keci anti-tavsan sekonder antikor
(Katalog No:65-6140, Invitrogen, U.S.A.) kesitlerin iistiine damlatilip yarim saat 37°C
etiivde bekletildi. PBS’te 3 defa 5 dakika bekletildikten sonra kesitlerin iistiine
streptavidin-horseradish peroksidaz (Invitrogen, U.S.A.) damlatilip 20 dakika
bekletildi. Kesitler PBS’ te yikandiktan sonra 15 dakika AEC single/plus
kromojeninde (Abcam, Cambridge, U.K.) tutuldu. Distile su ile ¢alkalanmay1 takiben
Keiser gliserolu damlatilarak lamel ile kesitlerin {istli kapatildi. Kesitler 151k
mikroskopu ile incelenerek goriintiilendi (Zeiss Al Axio Scope, Oberkochen,
Germany). Okludin immiinreaktivite boyanma yogunlugu Image J (1.44 software,

National Institutes of Health) programi kullanilarak hesaplandi.
3.2.9 NOX-2 immiinhistokimyasi

Dokudaki NOX-2 immiinreaktivite yogunlugunu belirlemek i¢in kesitlere NOX-
2 immiinhistokimyas1 uygulandi. Yiizde 4’liikk PFA (Merck, New York, U.S.A.) ile
fikse edilen pozitif sarjli lamlara alinmis doku kesitleri bir gece 56°C etiivde bekletildi.
Kesitler daha sonra yarim saat ksilende, 10’ar dakika saf etanolde ve %96’lik etanolde
bekletildi. Bir sonraki asamada kesitler 20 dakika metanol ile diliie edilmis %3 lik
hidrojen peroksitte (Sigma-Aldrich, U.S.A.) bekletildi. Yikama asamasindan
gecirildikten sonra kesitler EDTA tamponu (Sigma-Aldrich, U.S.A.) igerisinde
mikrodalgada 1sitildi. Sogumaya birakilan kesitler daha sonra PBS ile yikandi. %10
tamponlu ke¢i serumunda blokaj i¢in (Invitrogen, U.S.A.) 10 dakika bekletildikten
sonra 1:100 oraninda %1’lik BSA- PBS-Triton-X-100 soliisyonu ile diliie edilmis
tavsan anti-NOX-2 primer antikorunda (Katalog No: NBP2-41291, Novus, Bio-
Thecne, Minnesota, U.S.A.) nemli oda icerisinde +4°C’de 24 saat bekletildi. PBS ile
yikama isleminden gecirilen kesitler, 1:1000 oraninda diliie edilmis floresan isaretli
keg¢i anti-tavsan sekonder antikoru (Katalog No: A32740, Invitrogen, U.S.A.) ile nemli
odacikta yarim saat 37°C etiivde bekletildi. Kesitler son kez PBS ile yikama
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isleminden gegirildikten sonra 4’°6- Diamino-2-fenilidol (DAPI) igeren gliserol
(Katalog No:188804, Abcam, Cambridge, U.K.) ile kapatildi. Kesitler floresan
atagmanli mikroskop ile incelenerek goriintiilendi (Zeiss A1 Axio Scope, Oberkochen,
Germany). Fotograflanan kesitlerdeki 1s1ma yogunlugu, biitiinlesik 1s1ma (integrated
density) degeri Image J (1.44 software, National Institutes of Health) programi

kullanilarak hesaplandi.

3.2.10 Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili deoksiiiridin trifosfat

(dUTP) ¢entik uclu etiketleme (TUNEL) immiinhistokimyasi

Pozitif sarjli lama alinmis Spm kalinligindaki testis dokusu kesitlerine, TUNEL-
pozitif apoptotik hiicre sayisin1 ve apoptotik indeksi belirlemek icin TUNEL
immiinhistokimyasi iiretici firmanin (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection Kit,
S7101, Millipore) verdigi kit ile kullanim kilavuzuna gore uygulanmistir. Apoptotik
indeks hesaplanmasi icin her kesitte rastgele 20 adet seminifer tiibiil se¢ildi. Secilen
tiibiillerde 3 veya daha fazla TUNEL- pozitif hiicre bulunduran tiibiil sayisinin toplam
seminifer tiiblil sayisina oranlanmasiyla apoptotik indeks hesaplandi. Yarim saat
ksilende bekletilen kesitler, saf etanolde 2 defa 5’er dakika bekletildi. Kesitler daha sonra
%095 etanolde ve %70 etanolde 5’er dakika bekletildi. PBS’ te 5 dakika bekletildikten
sonra kesitler sitrat tamponun igerisinde 20 dakika boyunca 200 W mikrodalgada 1sitild1.
Yarim saat sogumaya birakildiktan sonra oda 1sisinda 15 dakika Proteinaz K (20ug/ml)
doku kesitleri tizerine damlatildi. Kesitler distile suda 2’ser defa 2 dakika yikandi ve PBS
ile hazirlanmis %3’lik hidrojen peroksitte 5 dakika bekletildi. PBS’te bes dakika
yikandiktan sonra kesitlerin iizerine 10ul dengeleyici tampon konuldu. Kesitler plastik
lamellerle kapatilip oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Plastik lameller kaldirilip
10pul Tdt enzimi damlatildi ve plastik lameller tekrar kapatildi. Nemli odacikta 37°C
etlivde 1 saat inkiibe edildi. Plastik lameller kaldirilarak durdurma-yikama tamponu
damlatilip tekrar kapatildi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 defa 1’er
dakika yikandiktan sonra kesitlerin lizerine 13 pl Anti-digoksigenin damlatildi ve
tekrar plastik lamellerle kapatildi. Yarim saat oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 4
defa ikiser dakika PBS’te yikandi. Kesitlerin ¢evresi dikkatlice kurutulduktan sonra
13 pl 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) soliisyonu damlatildi. Oda sicaklifinda 5 dakika

bekletilip renk degisimi gozlendikten sonra kesitler distile su ile ¢alkalandi. Zit
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boyama yapmak amaciyla kesitler Mayer’ in hematoksilen soliisyonunda (J.T Baker,
Pennsylvania, U.S.A.) bir dakika bekletildi. Distile suda 3 defa 10 saniye yikandiktan
sonra kesitler %96 alkolde 2 defa 2’ser dakika bekletildi. Kurutulan kesitler entellan
ile kapatildi. Kesitler 151k mikroskopu ile incelenerek goriintiilendi (Zeiss Al Axio

Scope, Oberkochen, Germany).
3.2.11 Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) immiinhistokimyasi

Proliferatif hiicre sayisin1 ve proliferasyon indeksinin belirlenmesi igin kesitlere
PCNA immiinhistokimyast uygulandi. Pozitif sarjli lamlara alinmig Sum
kalinligindaki kesitler bir gece 37 °C etiivde bekletildi. Kesitler daha sonra ksilende
30 dakika bekletildikten sonra saf etanolde ve %96°1ik etanolde 10 dakika bekletildi.
Metanol ile diliie edilmis %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda (Sigma-Aldrich,
U.S.A.) kesitler endojen enzim blokaj1 i¢in 20 dakika bekletildi. Cesme suyu ve distile
suda calkalandiktan sonra antijen geri kazanimi igin plastik sale icerisindeki EDTA
tamponunda (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 20 dakika 200 W mikrodalgada kesitler 1sitildi
ve o da sicakliginda yarim saat sogutmak i¢in bekletildi. PBS ile 3 defa yikandiktan
sonra kesitler bloklama soliisyonunda (Invitrogen, U.S.A.) 10 dakika bekletildi. Daha
sonra 1: 50 oraninda sulandirilan tavsan anti-PCNA (Novus, U.S.A.) primer
antikorunda bir gece boyunca +4’te nemli odacik igerisinde bekletilen kesitler 3 defa
5 ‘er dakika PBS ile yikandi. 1:500 oraninda diliie edilmis biyotin ile isaretlenmis keci
anti-tavsan sekonder antikoru (Invitrogen, U.S.A.) kesitlere damlatilip yarim saat
nemli odacik igerisinde 37°C etiivde bekletildi. Kesitlere streptoavidin peroksidaz
(Invitrogen, U.S.A.) damlatilip 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 defa 2 dakika
yikandiktan sonra kesitler 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromojeninde (1 ml DAB
substrat + 30 ul DAB kromojen) 5 dakika bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra
%70’lik etanole bandirilip ¢ikartilan kesitler zit boyama i¢in Mayer’in hematoksilen
soliisyonunda 1 dakika bekletildi. Musluk suyu ile ¢calkalandiktan sonra kesitler distile
su ile ¢alkalandi ve ikiser dakika %96’lik etanol ve saf etanolden gegirildi. Kesitler daha
sonra gliserin jel ile kapatildi. Proliferasyon indeksi belirlenmesi icin her bir kesitte 20
tane tiibiilde PCNA pozitif hiicre sayisi toplam hiicre sayisina boliindii. Kesitler 1s1k
mikroskopu ile incelenerek goriintiilendi (Zeiss Al Axio Scope, Oberkochen,

Germany).
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3.2.12 Gegirimli elektron mikroskopik preparasyon

Gegcirimli elektron mikroskopu diizeyinde inceleme amaci ile i¢in alinan testis
dokusu ornekleri %2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit fiksatifi
(Katalog No: A0589, PanReach AppliChem, Chicago, IL, U.S.A.) icerisinde 4 °C’de
4 saat fikse edildi. Tamponla yikamadan sonra, dokulara %1°lik osmiyum tetroksit ile
1 saat postfiksasyon (Katalog No:19134, Electron Microscopy Science, Hatfield, PA,
U.S.A.) uygulandi. Dokular yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100)
gecirilerek dehidre edildi ve propilen oksitten gecirilerek (Katalog No: 82320, Sigma-
Aldrich, U.S.A.) Epon 812’ye gomiildii. 60 °C’deki etiivdeki polimerizasyonu takiben
ultramikrotomda (Leica, EM UC7, Germany) alinan yar1 ince kesitler (1 um) toluidin
mavisi (Sigma-Aldrich, U.S.A.) ile boyanarak yer tespiti yapildi. 60 nm kalinligindaki
ultra ince kesitler ise bakir gridler lizerine alinarak %2’lik uranil asetat ve kursun sitrat
soliisyonlar ile kontrastlandi. Gridler gecirimli elektron mikroskopunda (THERMO
FISHER SCIENTIFIC TALOS L 120C , The Netherlands) incelenerek fotograflandi.

3.3.13 Serum testosteron, FSH ve LH konsantrasyonlarinin ol¢iilmesi

Serumda biyokimyasal analizler i¢in dekapitasyonun hemen oncesinde kalpten
aliman kan oOrnekleri, antikoagiilan maddesi bulunmayan kuru vakumlu tiiplere
aktarildi. Otuz dakika oda sicakliginda bekletilmesinin ardindan 4000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edildi. Ayrilmasi saglanan serum ornekleri -20°C’de
muhafaza edildi. Analizler, Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya

Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi.

Serum testosteron, FSH ve LH seviyelerinin belirlenmesi amaciyla ticari olarak
satin alinan “Bioassay Technology Laboratory” markali “Rat testosterone ELISA kit”,
“Rat FSH ELISA kit” ve “Rat LH ELISA kit” kullanilarak serum testosteron, FSH ve
LH konsantrasyonlar1 ol¢iildii. Kit prosediiriine uygun olarak yapilan islemlerin
ardindan olusturulan standart grafikler kullanilarak 6rneklerdeki testosteron, FSH ve
LH konsantrasyonlar1 belirlendi. Sonuglar testosteron i¢in; nmol/L olarak, FSH ve LH

i¢in mIU/L olarak verildi.

29



3.3.14 Doku MDA, GSH ve SOD seviyelerinin dl¢iilmesi

Dekapitasyondan hemen sonra ¢ikarilan testis dokusu, PBS tamponu (137 mM
NaCl, 2,7/mM KCIl, 10mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4) ile yikanarak tartildi ve
ependorf tiiplere konularak -80° C’ de 6l¢iimler yapilana kadar saklandi. Biyokimyasal
Olciimler yapilacagi giin -80°den ¢ikarilan dokular soguk 150 mM KCI ¢ozeltisiyle

homojenize edilerek %10’luk doku homojenati hazirlandi.

Doku malondialdehit (MDA) seviyelerinin dl¢iilmesi: Lipit peroksidasyonun
gostergesi olan MDA seviyelerinin tayini i¢in ticari olarak satin alinan kit kullanildi.
(Elabscience, U.S.A.) Metodun prensibi, lipid peroksidasyonunun yikim iiriinlerinden
olan MDA nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu pembe renkli kompleksin

renk siddetinin 532 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler
R1,R2 ve R3
50 pumol/L 1,1°,3,3’ tetraetoksipropan (standart stok soliisyonu)

Deneyin yapilist: Kit prosediiriine gore hazirlanan ¢ozeltiler asagidaki calisma
tablosunda belirtildigi sekilde deney tiiplerine eklendikten sonra ¢ozeltilerin karigmasi
icin iyice vortekslendi. Tiipler kaynar suda (en az 95 [JC) 1 saat bekletildi; akan cesme
suyunda sogutuldu ve 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pembe renkli
slipernatantlarin absorbanslart 532 nm’de okundu ve 1.1°,3,3” tetraetoksipropanla
hazirlanan standart grafiginden yararlanilarak nmol/gr doku cinsinden MDA diizeyleri

bulundu.

Tablo 2. MDA analizinde kullanilan ¢ozeltiler.

Numune Standart Kor
Homojenat 20 pl 20 pl 20 pl
R1 20 pl 20 pl 200 pl
R2 600 ul 600 pul 600 ul
R3 200 pl 200 pl -
%50 glasiyel asetik asit - - 200 pl
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Doku Glutatyon (GSH) seviyesinin olciilmesi: GSH hiicre, doku ve organ
sistemlerinin biitiinliigiiniin yapisal ve fonksiyonel olarak korunmasinda antioksidan
bir molekiil olarak rol almaktadir. Testis dokularinda GSH analizi, Beutler metoduna
gore yapildi (54). Metodun prensibi, analiz tiiplinde bulunan GSH’1n 5,5’-ditiyobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona girerek sarimsi renk vermesi ve olusan bu
rengin 151k siddetinin 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasina

dayanmaktadir.

Deneyin Yapilisi: Doku homojenatlart 5000 rpm’de, +4 [1C’de, 20 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta %10’luk TCA ¢ozeltisi ilave edildi,
karistirildi ve tekrar 3000 rpm’de, +4 [1C’de, 20 dakika santrifiij edilerek proteinlerin

¢Okmesi saglandi. Acik renkli siipernatant numuneleri GSH analizinde kullanildi.
Kullanilan Reaktifler:
% 10’luk triklor asetik asit
% 1°lik trisodyum sitrat
% 0.4’liik 5,5°-DTNB
0.3 molar disodyum hidrojen fosfat

Asagidaki tabloda belirtilen ¢alisma semasina gore deney tiipleri hazirlanarak
¢ozeltilerin iyice karigmasi i¢in tiipler vortekslendi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletilen
numunelerde olusan rengin siddeti spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve
glutatyon standart grafiginden yararlanilarak pmol/ gr doku cinsinden GSH diizeyleri

bulundu.

Tablo 3. GSH analizi ¢aligma semast.

Numune Kor
%10'luk Homojenat 500l | e
Na;HPO4 (0,3M) 4 ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
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Tablo 3 GSH analizi ¢aligma semasi (devam)

Distilesu | —mmeee- 500

Doku Siiperoksit (SOD) aktivitesinin 6lciilmesi: SOD aktivitesi, WST (water-
soluble tetrazolium salt) reaksiyonuna dayanan "Sigma SOD Determination Kit (Cat.

No:19160)" ile belirlendi.

Deneyin Yapilisi: Kit protokoliinde belirtilen ve asagida ayrintili olarak yazilan

islemler uygulanarak testis SOD aktivite tayini yapildi.
1) 4 tiip alinarak o6rnek, kor 1, kor 2 ve kor 3 olarak etiketlendi.

2) 20 pl o6rnek, tiim 6rnek ve kor 2 kuyucuklarina eklendi ve 20 pl dH20 kor 1 ve
kor 3 kuyucuklarina eklendi.

2) 200 pul WST soliisyonu tiim kuyucuklara eklenerek karistirildi.

3) 20 ul Diliisyon Buffer tiim kor 2 ve kor 3’lere eklendi.

4) 20 pul Enzim Calisma Soliisyonu tiim kor 1’°lere eklendi ve karistirildi.

5) 37 °C’de 20 dk. inkiibe edildikten sonra 450nm’de absorbans degerleri okundu.

7) SOD aktivitesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi.

(% inhibisyon Orani) = [(A Kor 1- A Kor 3)- (A 6rnek- A Kor 2)]

(A Kor 1- Akér 3)

3.3.15 istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler Graph-Pad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programi ile yapildi. Istatistiksel analizler icin One-Way veya Two Way
ANOVA yontemi, karsilastirma analizleri i¢in de Tukey testi kullanildi. p < 0,05

anlamli olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1 Viicut Agirhg

Haftalik viicut agirligr tartim sonuglarina gore sican agirliklarinin, Kontrol
grubunda 301,74+ 46,63 gr, APO grubunda 340,8+32,8 gr, MSG grubunda 341,7+17,63
gr, MSG+APO grubunda 344,2 + 17,23 gr oldugu goriildii. Sican agirliklar1 deney
gruplar1 bazinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (Sekil

9).
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Sekil 9. Deney gruplarindaki sicanlarin haftalik viicut agirliklar grafigi

4.2 Testis Agirhgi

Testis agirliklari; Kontrol grubunda 1,4 + 0,08 gr, APO grubunda 1,5 + 0,13 gr,
MSG grubunda 1,5 + 0,08 gr, MSG+APO grubunda ise 1,6 + 0,05 gr olarak belirlendi.
Deney gruplarn arasinda testis agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (Sekil 10).
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Sekil 10. Deney gruplarina ait siganlarin testis agirlig.

4.3 Testis Agirhgy/ Viicut Agirh@

Deney gruplarinin testis agirliklarinin viicut agirliklarina oranlari; Kontrol
grubunda 0,0049 + 0,0009 gr, APO grubunda 0,0049 + 0,0005 gr, MSG grubunda
0,005 £ 0,0002 gr, MSG +APO grubunda ise 0,005 = 0,0004 gr’di. MSG grubunun
testis agirlig /viicut agirligl oraninin diger deney gruplari ile karsilagtirildiginda daha
diisiik oldugu gozlenmekle beraber bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi. Testis
agirhig1 /viicut agirligr oraninda deney gruplari arasinda istatistiksel anlamda bir fark

gbzlenmedi (Sekil 11).
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Sekil 11. Deney gruplarinin testis agirliklarinin viicut agirliklaria orani.
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4.4 Sperm Morfolojisi, Sayim1 ve Motilitesi

Kontrol grubunda sperm sayis1 56,33. 10 = 7,2. 10 milyon/ml, APO grubunda
61,6. 10 £ 4,5. 10 milyon/ml, MSG grubunda 23,33. 10 £ 5,9.10 milyon/ml,
MSG+APO grubunda 34,6.10 £+ 2,8.10 milyon/ml olarak belirlendi. MSG grubu ve
MSG+APO grubu, Kontrol grubu ve APO grubu ile karsilastirildiginda sperm
sayisinda anlamli derecede (sirasi ile, ***p<0,001, ***p<0,001) diisiis oldugu gozlendi.
MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise sperm sayisinda anlamli
(""'p<0,01) artis oldugu goriildii (Sekil 12).
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Sekil 12. Deney gruplarma ait sperm sayilari. ~p <0,001 Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda. “**p <0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda. “"p <0,01 MSG ile
karsilastirildiginda.

Kontrol grubu total sperm motilitesi 61,62 = 8,1, APO grubu 66,58 + 10,41, MSG
grubu 45,6 = 10,56, MSG+APO grubunda ise 65,49 + 2,69 olarak belirlendi. MSG
grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda sperm motilitesinde istatistiksel olarak
azalma ("'p<0,01) oldugu gozlendi. MSG grubu APO grubu ile karsilastirildiginda
ilgili kriterde anlaml1 derecede (***p<0,001) azalma goriildii. MSG+APO grubu MSG
grubu ile karsilastirildiginda ise sperm motilitesinde anlamli derecede (*'p<0,01) artis

oldugu goriildii (Sekil 13) .
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Sekil 13. Deney gruplarinin sperm motilite yiizdeleri. ~"p<0,01 Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. **“p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda. *"p<0,01 MSG ile
karsilastirildiginda.

Kontrol grubu ve APO grubuna ait sperm Orneklerinde ¢ok sayida normal
morfolojiye sahip sperm gozlendi (Resim 1, Resim 2). MSG grubunda normal
morfolojiye sahip sperm sayisinda azalma gozlenirken; bas, boyun ve kuyruk
anomalilerine sahip ¢ok sayida sperm goriildii (Resim 3). MSG+APO grubunda
normal morfolojiye sahip spermlerle beraber bas ve kuyruk hasarina sahip az sayida

spermler goriildii (Resim 4).
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Resim 1. Kontrol grubunda normal sperm morfolojisi goriildii. Diff-Quik boyamasi.

Resim 2. APO grubunda normal sperm morfolojisi gézlendi. Diff-Quik boyamasi.
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Resim 3. MSG grubunda bozulmus morfolojik yapt gésteren spermler: kuyruksuz
sperm basi (siyah ok), boyun anomalisi (siyah ok basi) ve kuyruk anomalisi (*). Inset:
Kuyruk anomalisi (*). Diff-Quik boyamast.
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Resim 4. MSG+APO grubunda normal morfolojiyi (beyaz ok) ve bozulmus
morfolojiyi yansitan spermler goriildii: kuyruksuz spermin bas yapisi (siyah ok). Inset:
Normal morfolojide spermler (beyaz ok). inset: Normal yapida spermler (beyaz ok)
ve kuyruk anomalisi (*). Diff-Quik boyamasi
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4.5 Morfolojik Bulgular

Epididimis kesitleri 151k mikroskopik diizeyde incelemeler i¢in H&E ile boyandi.
Kontrol grubu ve APO grubunda epididimal kanallarin spermatozoa ile dolu oldugu
gozlemlendi (Resim 5 ve 6). MSG grubunda ise epididimal kanalda Kontrol ve APO
gruplarina gore daha az sayida spermatozoa oldugu goriildii (Resim 7). MSG+APO
grubuna ait kesitlerde epididimal kanallardaki spermatozoa sayisinin MSG grubuyla

karsilastirildiginda daha fazla oldugu gozlendi (Resim 8).

Testis dokusunun 151k mikroskopik diizeyde H&E boyasi ile yapilan
incelemelerinde Kontrol grubunda diizgiin seminifer tlibil organizasyonu
gozlemlendi. Germinal epitelde spermatogenik hiicre serisine ve seminifer tiibiil
liimenlerinde spermatozoonlara rastlandi (Resim 9). APO grubunda da Kontrol grubu
ile benzer testis morfolojisi izlendi (Resim 10). MSG grubunda germinal epitel
organizasyonunda bozukluklar gozlendi. Harabiyet bulgulari gosteren seminifer
tiibiillerin bazal kompartmaninda vakuolizasyona, tiibiil liimeninde ise dokiintii
hiicrelerine rastlandi (Resim 11). MSG+APO grubunda normal testis dokusu
organizasyonu gozlenmesinin yani sira az sayida dejenere olmus seminifer tiibiillere
rastlandi. Seminifer tiibiillerin liimenlerinde ¢ok sayida spermatozoon gdzlenirken
baz tiibiillerin limeninde de spermatogenik seriye ait dokiintii hiicreleri mevcuttu. Az
sayida seminifer tiibiiliin bazal membranlarinda yer yer vakuolizasyon gozlendi

(Resim 12).

Seminifer tiibiillerin bazal membranlarindaki degisiklikleri gozlemlemek amaci
ile testis dokusu kesitlerine PAS reaksiyonu uygulandi. Kontrol grubu ve APO
grubunun kesitlerinde diizgiin bazal membran ve seminifer tiibiil morfolojisi ve
kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon goriildii (Resim 13 ve 14). MSG grubunda PAS-pozitif
reaksiyonda azalma ve bazi seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda bozulma
oldugu goriildii (Resim 15). MSG+APO grubunda ise PAS-pozitif reaksiyonunun
Kontrol grubuna yakin oldugu ve seminifer tiibiil bazal membranlarinin normale yakin
morfolojide oldugu gozlenirken az sayida tiibiillde bazal membran ayrilmalar

gozlemlendi (Resim 16).
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Testis dokusundaki interstisyel bag doku degisikliklerini gozlemlemek icin
kesitler Masson’un tiglii boyasi ile boyandi. Bag dokusu yapilanmasi agisindan gruplar
arasinda herhangi bir fark gézlenmedi. MSG grubu kesitlerinde tunika albuginea’da

yag hiicreleri olusumu gozlenirken diger gruplarda bu durum goézlenmedi. (Resim 17,
18, 19 ve 20).

Resim 5. Kontrol grubunda epididimisin kanal liimeninde ¢ok sayida sperm (+)
goriildi. H&E boyama.
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Resim 6. APO grubunda epididimis liimeninde ¢ok sayida sperm (+) izlendi. H&E
boyama.
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Resim 7. MSG grubunun epididimal kanal limenlerinde sperm yogunlugunda azalma
(*) gozlendi. Inset: Sperm yogunlugunda azalma (*). H&E boyama.
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Resim 8. MSG+APO grubunda epididimisin kanal limeninde ¢ok sayida sperm
gozlendi. Inset: Epididimis liimeni. H&E boyama.

Resim 9. Kontrol grubunda, testis dokusunda normal morfolojiyi yansitan seminifer
tiibiil organizasyonu (n) germinal epitelde spermatogonyum, spermatosit, spermatidler
ve liimende spermatozoonlar esliginde goriildii. Inset: Seminifer tiibiil germinal
epiteli. H&E boyama.
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Resim 10. APO grubunda, testis dokusunda normal morfolojik yapida seminifer tiibiil
yapist (n) ve germinal epitel izlendi. Inset: Normal morfolojik yapida seminifer tiibiil
(n). H&E boyama.

Resim 11. MSG grubunda dejeneratif seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda
vakuolizasyon (siyah ok basi) ve dejeneratif seminifer tiibiil limeninde az sayida
spermatozoon gozlendi. Inset: Spermatogenik hiicre serisinde mitoz bdliinme (beyaz
ok bas1) gozlendi. H&E boyama.
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Resim 12. MSG+APO gurubunda normale yakin seminifer tiibiil (n) morfolojisi
gozlendi. Inset: Az sayida seminifer tiibiil epitelinde hiicrelerarasi ayrilma alanlari
(siyah ok) esliginde vakuolizasyon izlendi. H&E boyama.

Resim 13. Kontrol grubunda diizenli seminifer tiibiil organizasyonunun yani sira
tiibiillerin bazal membranlarinda kuvvetli PAS- pozitif reaksiyon goriildii. Inset: Bazal
membranda kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon. PAS reaksiyonu.
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Resim 14. APO grubunda diizenli seminifer tibiil organizasyonu ve bazal
membranlarda kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon gozlendi. Inset: Bazal membranda
kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon. PAS reaksiyonu.

Resim 15. MSG grubunda seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda PAS
reaksiyonunda azalma goriilirken membran yapisinda ondiilasyonlar (siyah ok)
izlendi. Inset: Bazal membranda ayrilmalar (siyah ok). PAS reaksiyonu.
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Resim 16. MSG+ APO grubunda seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda Kontrol
grubuna yakin oranda PAS-pozitif reaksiyon ve membran yapisi gozlendi. inset: Bazal
membranda kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon. PAS reaksiyonu.

Resim 17. Kontrol grubunda seminifer tiibiillerde ve tunika albuginea’da normal bag
dokusu yapilanmas1 goriildii. Masson’un {i¢lii boyasi.
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Resim 18. APO grubunda seminifer tiibiillerde normal bag dokusu yapilanmasi
goriildii. Inset: Normal yapida tunika albuginea. Masson’un ii¢lii boyasi.

Resim 19. MSG grubunda tunika albuginea’da yag hiicreleri (siyah ok) gézlendi.
Masson’un ii¢lii boyast.
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Resim 20. MSG+ APO grubunda normale yakin yapiyr yansitir seminifer tibiil
morfolojisi ve bag dokusu yapilanmasi goriildi. Inset: Normal yapida tunika
albuginea. Masson’un li¢lii boyast.

4.6 Seminifer Tiibiillerin Histopatolojik Skorlanmasi

Seminifer tiibiillerin modifiye Johnsen histopatolojik skorlama kriterlerine gore
degerlendirilmesinde skorlar; Kontrol grubunda 8,8 + 0,6, APO grubunda 8,1 £ 0,8,
MSG grubunda 6,3 + 0,5, MSG+APO grubunda 8,3 +0,5 olarak belirlendi. MSG
grubu, Kontrol ve APO gruplart ile karsilastirildiginda histopatolojik skorunda anlamli
derecede (swras1 ile, = p<0,001, ***p<0,001) diisiis oldugu gozlendi. MSG+APO
grubu, MSG grubu ile karsilastinldiginda  skor  degerinin  anlamh
derecede("p<0,001) arttig1 goriildii (Sekil 14).
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Sekil 14. Seminifer tiibiil histopatolojik skor degerleri grafigi. = p<0,001 Kontrol
grubu ile karsilagtirlldiginda. ***p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda.
“p<0,001 MSG grubu ile karsilastirildiginda.

4.7 Seminifer Tiibiil Kahnhg Ol¢iimii

Kontrol grubunda seminifer tiibiil kalinlig1 150 + 22,47 um, APO grubunda 153,3
+ 18,05 um, MSG grubunda 81,2 + 20,28 um, MSG+APO grubunda ise 126,2 + 25,17
um olarak olgiildi. MSG grubu, Kontrol ve APO grubu ile karsilastirildiginda
seminifer tiibiil kalinliginda anlaml derecede (sirasiile, ~ p<0,001, “**p<0,001) diisiis
oldugu belirlendi. MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilagtirildiginda ise seminifer
tiibiil epitel kalinliginda anlaml derecede artis ("7p<0,001) oldugu gézlendi (Sekil
15).
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Sekil 15. Deney gruplarmin seminifer tiibiil epitel kalinlig. *“p<0,001 Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda. ***p<0,001 APO grubu ile karsilagtirildiginda. "p<0,001
MSG grubu ile karsilastirildiginda.

4.8 TUNEL Immiinhistokimyasi Bulgular

Biitiin gruplarda TUNEL-pozitif hiicreler koyu kahverengi olarak gorildi.
Kontrol grubu ve APO grubunda, 3 ve daha fazla TUNEL- pozitif hiicre igeren
seminifer tlibiil sayisinin az oldugu gézlendi (Resim 21 ve 22). MSG grubu, Kontrol
grubu ve APO grubu ile karsilagtirildiginda 3 ve daha fazla sayida TUNEL- pozitif
hiicre igeren seminifer tiibiil sayisinda artig goriildi. (Resim 23). MSG+ APO
grubunda ise MSG grubu ile karsilastirildiginda 3 ve daha fazla TUNEL- pozitif hiicre
iceren seminifer tiibiil sayisinin daha az oldugu tespit edildi (Resim 24). TUNEL
immiinboyamasinin kontroli, kit iceriginde bulunan sigan meme dokusuna ait pozitif

kontrol kesitin kullanilmasi ile sagland1 (Resim 25).
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Resim 21. Kontrol grubunun seminifer tibiil germinal epitelinde az sayida TUNEL-
pozitif hiicre izlendi. Inset: TUNEL-pozitif hiicre. TUNEL immiinhistokimyas.

Resim 22. APO grubunun seminifer tiibiil epitelinde ¢ok az sayida TUNEL- pozitif
hiicre (siyah ok) goriildii . Inset: TUNEL-pozitif hiicre (siyah ok). TUNEL
immiinhistokimyasi.
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Resim 23. MSG grubunun seminifer tiibiil germinal epitelinde ¢ok sayida TUNEL-
pozitif hiicre (siyah ok) izlendi. Inset: TUNEL-pozitif hiicre (siyah ok). TUNEL
immiinhistokimyast.

Resim 24. MSG + APO grubunun seminifer tiibiil germinal epitelinde az sayida
TUNEL- pozitif hiicre (siyah ok) gdzlendi. Inset: TUNEL-pozitif hiicre (siyah ok).
TUNEL immiinhistokimyas.
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Resim 25. Pozitif kontrol amagli boyanan meme dokusu kesitinde ¢ok sayida TUNEL-
pozitif hiicreler (siyah ok) izlendi. Inset: TUNEL-pozitif hiicre (siyah ok). TUNEL
immiinhistokimyasi.

4.9 Apoptotik indeks Analizi

Apoptotik indeks Kontrol grubunda 0,75 + 0,5, APO grubunda 1,75 £+ 0,5, MSG
grubunda 6,5 + 0,5 ve MSG+APO grubunda ise 2,5 £ 0,5 olarak belirlendi. MSG grubu
ve MSG+APO grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda apoptotik hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli derecede (sirast ile ~ P <0,001, “p<0,01) artis oldugu
goriildi. MSG grubu APO grubu ile karsilastirildiginda da anlamli derecede
(***p<0,001) art1is gozlendi. MSG +APO grubu, MSG grubu ile karsilastirildiginda ise
anlaml derecede ("p<0,001) diisiis gézlendi (Sekil 16).
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Sekil 16. Deney gruplarnin apoptotik indeks grafigi. *** p<0,001 ve ~“p<0,01 Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda. “**p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda.
p<0,001 MSG grubu ile karsilastirildiginda.

4.10 PCNA immiinhistokimyas1 Bulgulari

Deney gruplarina ait doku kesitlerine PCNA immiinhistokimyas1 uygulamasi
sonrasi kesitlerde PCNA-pozitif hiicreler koyu kahverengi olarak gozlendi. Kontrol
grubunda ve APO grubunda cok fazla sayida spermatogenik hiicre serisine ait
hiicrelerde PCNA-pozitif reaksiyon gozlendi (Resim 26 ve 27). MSG grubunda ise
PCNA -pozitif spermatogenik hiicre sayisinda diisiis gézlendi (Resim 28). MSG+APO
grubunda ise MSG grubu ile karsilagtirildiginda PCNA-pozitif spermatogenik hiicre
sayisinda artis gozlendi (Resim 29).
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Resim 26. Kontrol grubunda, germinal epitelde ¢ok sayida koyu kahverengi PCNA-
pozitif hiicreler (siyah ok) goriildii. Inset: PCNA-pozitif hiicre (siyah ok). PCNA
immiinhistokimyas.
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Resim 27. APO grubunda, germinal epitelde koyu kahverengi PCNA-pozitif hiicreler
(siyah ok) goriildii. PCNA immiinhistokimyasi.
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Resim 28. MSG grubunda germinal epitelde az sayida PCNA-pozitif spermatogenik
hiicre (siyah ok) ve liimende yer yer germinal epitele ait dokiintii hiicreleri (*) goriildi.
PCNA immiinhistokimyasi.

Resim 29. MSG+APO grubunda, germinal epitelde PCNA- pozitif spermatogenik
hiicreler (siyah ok) goriildii. PCNA immiinhistokimyasi.
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4.11 Proliferasyon indeksi Analizi

Proliferasyon indeksi Kontrol grubunda 78,67 + 7,68, APO grubunda 72,63 £ 9,8,
MSG grubunda 44,15 + 13,42, MSG+APO grubunda 63,93 + 9,77 idi. MSG grubu ve
MSG+APO grubu, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda proliferasyon indeksinde
anlamli azalma (siras1 ile *"p<0,001, “p<0,01) oldugu gdzlendi. MSG ve MSG+APO
gruplart APO grubu ile karsilagtirildiginda proliferasyon indeksinde anlamli azalma
(swrast ile ***p<0,001, “p<0,05) oldugu izlendi. MSG+APO grubu MSG grubu ile
karsilastirldiginda ise proliferasyon indeksinde anlaml bir artis ("7"p<0,001) vard

(Sekil 17).
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Sekil 17. Deney gruplarinin proliferasyon indeksi grafigi. " p<0,001 ve “p<0,01
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. ***p<0,001ve %p<0,05 APO grubu ile
karsilastirildiginda. *""p<0,001 MSG grubu ile karsilagtirildiginda.

4.12 NOX-2 immiinhistokimyasi Bulgular

NOX-2 immiinhistokimya uygulamast sonucunda seminifer tiibiil germinal
epitelinde NOX-2-pozitif hiicreler parlak kirmizi renkte izlendi. Spermatogenik hiicre
nukleuslart DAPI ile maviye boyandi. NOX-2 ve DAPI goriintiileri c¢akistirilip
(CAKISMA) NOX-2 pozitif hiicreler gosterildi. Gruplar karsilastirildiginda en yogun
immiinpozitivite MSG grubunda goriiliirken (Resim 321, Resim 34), MSG+ APO
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grubunda immiinpozitivitede azalma gozlendi (Resim 33L, Resim 34). Kontrol ve
APO grubunda da zayif NOX-2 immiinpozitivitesi izlendi (Resim 30C, Resim 31F,
Resim 34.)

Kontrol [ CAKISMA

Resim 30. Kontrol grubunda seminifer tiibiil epitelinde NOX-2 pozitif hiicreler (A),
seminifer tlbiil epitel hiicrelerinde DAPI ile boyanmis hiicreler (B) ve iki
immunfloresan boyamanin ¢akistirma goriintiisii (C). NOX-2- pozitif bolgeler (beyaz
ok). NOX-2 immiinhistokimyasi.

APOQJJCAKISMA

Resim 31. APO grubunda seminifer tiibiil epitelinde NOX-2 pozitif hiicreler (D),
seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde DAPI ile boyanmis hiicreler (E) ve iki
immunfloresan boyamanin ¢akistirma goriintiisii (F). NOX-2- pozitif bolgeler (beyaz
ok). NOX-2 immiinhistokimyasi.

..

Resim 32. MSG grubu seminifer tiiblil epitelinde NOX-2 pozitif hiicreler (G),
seminifer tiiblil epitel hiicrelerinde DAPI ile boyanmis hiicreler(H) ve iki
immunfloresan boyamanin ¢akistirma goriintiisii (I). Seminifer tiibiil epiteli adluminal
bolgede yogun NOX-2-pozitivite (beyaz ok). Inset NOX-2-pozitif bolgeler (beyaz ok).
NOX-2 immiinhistokimyasi
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MSG+APO JJCAKISMA

Resim 33. MSG+APO grubunda seminifer tiibiil epitelinde NOX-2 pozitif hiicreler (J),
seminifer tiibilil epitelinde DAPI ile boyanmis hiicreler (K) ve iki immunfloresan
boyamanin c¢akistirma goriintiisii (L). Seminifer tiiblil epiteli bazal ve adluminal
bolgede diigsiik NOX-2- immunpozitivite (beyaz ok). NOX-2 immiinhistokimyasi.

Kontrol JcAKismA

F

CAKISMA

Resim 34. Deney gruplarinin tamaminda NOX-2 ve DAPI boyanmasi ve iki
immunfloresan boyamanin ¢akistirmasi(A-L), NOX-2 pozitif hiicreler (beyaz ok).
Kontrol grubunda (A-C), APO grubunda (D-F), MSG grubunda (G-I), MSG+APO
grubunda (J-L). NOX-2 immiinhistokimyasi.
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4.13 NOX-2 immiinreaktivite Yogunlugu Analizi

NOX-2 immiinreaktivite yogunlugu Kontrol grubunda 14.281 + 2.675 AU, APO
grubunda 13.339 + 2260 AU, MSG grubunda 17.362 + 2012 AU, MSG+APO
grubundal3.568 + 1.731 AU’ idir. Kontrol grubu ve APO grubu ile karsilastirildiginda
immiinreaktivite yogunlugunda MSG grubunda anlamli bir artis (siras1 ile “p<0,05,
%%%p<0,001) oldugu gozlendi. MSG+APO grubu, MSG grubu ile karsilastirildiginda
ise anlamli bir azalma (""p<0,01) izlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. NOX-2 immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ‘p<0,05 Kontrol grubu ile
karsilastirldiginda. ***p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda. ~p<0,01 MSG
grubu ile karsilagtirildiginda.

4.14 ZO-1 Immiinhistokimyas1 Bulgular

Z0O-1 immiinhistokimyas1 uygulamasi sonrasi seminifer tiibiil germinal epitelinde
yer alan Sertoli hiicrelerinin bazolateral sitoplazmasinda ZO-1- immiin pozitif bolgeler
koyu kirmizi renkte gozlendi. ZO-1 immiinreaktivite yogunlugu Kontrol grubunda
(Resim 35) ve APO grubunda (Resim 36) en yiiksek iken, MSG grubunda
immiinreaktivite yogunlugunda ve dagiliminda azalma gozlendi (Resim 37).
MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise ZO-1 pozitif bolgelerde artis
gozlendi (Resim 38).
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Resim 35. Kontrol grubunda yaygin ZO-1 -pozitif bdlgeler (siyah ok) gdzlendi. Inset:
Z0O-1- pozitif bolgeler (siyah ok). ZO-1 immiinhistokimyasi.
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Resim 36. APO grubunda yogun ZO-1 pozitif boyanma (siyah ok) izlendi. inset: ZO-
1 pozitif boyanan bdlgeler (siyah ok). ZO-1 immiinhistokimyasi.
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Resim 37. MSG grubunda zayif ZO-1 immiinreaktivitesi (siyah ok) gézlendi. Inset:
Zayif ZO-1 immiinreaktivite. ZO-1 immiinhistokimyasi.
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Resim 38. MSG+APO grubunda Kontrol grubuna yakin yogunlukta ZO-1
immiinreaktivitesi izlendi. Inset: ZO-1- pozitif boélgeler (siyah ok) . ZO-1
immiinhistokimyas.
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4.15 ZO-1 iImmiinreaktivite Yogunlugu Analizi

Z0O-1 immiinreaktivitesi yogunlugu Kontrol grubunda 8,23 + 1,48 AU, APO
grubunda 8,06 = 1,04 AU, MSG grubunda 0,97 = 0,5 AU, MSG+APO grubunda ise
4,71 £1,54 AU olarak belirlendi. Kontrol grubu ve APO grubu ile karsilastirildiginda
immiinreaktivite yogunlugunda MSG grubunda anlamli azalma (siras1 ile * p<0,001,
%%9<0,001) oldugu gozlendi. MSG+APO grubu, Kontrol grubu ve APO grubu ile
karsilastirildiginda ayn1 sekilde anlamli derecede (siras1 ile “*p<0,001, “**p<0,001)
azalma gozlendi. MSG+ APO grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise
immiinreaktivite yogunlugunda anlamli derecede (*""p<0,001) artis belirlendi (Sekil
19).
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Sekil 19. ZO-1 immiinreaktivite yogunlugu grafigi. ~p<0,001 Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. “*“p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda. " "p<0,001 MSG
grubu ile karsilastirildiginda.

4.16 Okludin Immiinhistokimyasi Bulgular

Okludin immiinhistokimyasi uygulamasi sonucunda okludin
immiinreaktivitesinin oldugu bdlgeler koyu kirmizi renkte gozlendi. Okludin
immiinreaktivitesi Kontrol grubu (Resim 39) ve APO grubunda (Resim 40) ¢ok sayida
seminifer tiibiildeki Sertoli hiicrelerinin bazolateralinde yogun sekilde gozlenirken,
MSG grubunda okludin immiinreaktivitesinde diisiis ve dagiliminda yer yer

diizensizlikler oldugu gozlendi (Resim 41). MSG+APO grubunda yer yer zayif

63



okludin immiinreaktivitesi goriilmesine ragmen Sertoli hiicrelerinin ve bazalde
yerlesmis spermatogenik seriye ait hiicrelerin bazolateralinde Kontrol grubuna benzer

yogunlukta okludin immiinreaktivitesi gozlendi (Resim 42).

Resim 39. Kontrol grubunda okludin -pozitif bolgeler (siyah ok) seminifer tiibiil bazal
membranina yakin yerlesimde, koyu kirmizi renkte goriildi. Inset: Okludin- pozitif
bolgeler (siyah ok). Okludin immiinhistokimyasi
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Resim 40. APO grubunda yogun okludin- pozitif bélgeler (siyah ok) seminifer tiibiil
bazal membranina yakin, koyu kirmizi renkte goriildii. Inset: Okludin- pozitif bolgeler
(siyah ok). Okludin immiinhistokimyasi.

Resim 41. MSG grubunda okludin immiinreaktivitesi seyrek bolgelerde (siyah ok)
gozlendi. Inset:Zayif okludin  immiinreaktivitesi (siyah  ok).  Okludin
immiinhistokimyast.
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Resim 42. MSG+APO grubunda, normale yakin dagilimda okludin-pozitif bolgeler
(siyah ok) gozlendi. Inset: Oklidin-pozitif bélgeler (siyah ok). Okludin
immiinhistokimyasi.

4.17 Okludin immiinreaktivite Yogunlugu Analizi

Okludin immiinreaktivitesi yogunlugu Kontrol grubunda 4,633 + 0,499 AU, APO
grubunda 5,324 + 0,7 AU, MSG grubunda 0,538 = 0,179 AU, MSG+APO grubunda
ise 1,89 + 0,83 AU olarak belirlendi. Kontrol grubu ve APO grubu ile
karsilagtirildiginda immiinreaktivite yogunlugunda MSG grubunda anlamli (sirasi ile
“p<0,001, ***p<0,001) bir azalma oldugu gozlendi. MSG+APO grubu, Kontrol grubu
ve APO grubu ile karsilastirildiginda ayni sekilde anlamli derecede (sirasi ile
"p<0,001, “*“p<0,001) azalma gozlendi. MSG+ APO grubu MSG grubu ile

karsilastirildiginda ise okludin immiinreaktivitesinde anlamli derecede ("'p<0,01) artis

gozlendi (Sekil 20).

66



++
ooa

_ Okludin
Immiinorekativite Yogunlugu (AU)

Sekil 20. Okludin immiinreaktivite yogunlugu grafigi. = p<0,001 Kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda. ***p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda. ~p<0,01 MSG
grubu ile karsilastirildiginda.

4.18 Ge¢irimli Elektron Mikroskopi Bulgular

Gegirimli elektron mikroskopu diizeyindeki incelemelerde Kontrol grubunda
normal ince yapiy1 yansitir sekilde seminifer tiibiil germinal epiteli, Sertoli hiicresi ve
Sertoli hiicreleri arasinda siki baglantilar ve spermatozoonlar gozlendi (Resim 43).
APO grubunda da Kontrol grubuna benzer sekilde germinal epitel normal ince yapiy1
yansitmaktaydi. (Resim 44). MSG grubunda ise seminifer tiibiiliin germinal epitelinde
vakuolizasyon, lipid damlaciklar1 ve Sertoli hiicreleri arasindaki baglantilarda
ayrilmalar dejenerasyonu yansitan bulgular arasindaydi (Resim 45). MSG+APO
grubunda ise seminifer tiibiil ince yapisinda normale yakin gdzlenirken yer yer lipid

damlaciklar1 izlendi (Resim46).
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Resim 43. Kontrol grubu elektronmikrografinda Sertoli hiicresi (St) ince yapist
(x4300). Inset: Liimende ¢ok sayida normal yapida spermatozoon (s) . Inset: Sertoli
hiicreleri arasinda yer alan sik1 baglantilarin ince yapisi (siyah ok bas1) gozlendi .
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Resim 44. APO grubunda normal ince yapida Sertoli hiicresi (St) . Inset: Sertoli
hiicreleri arasindaki siki baglantilar (siyah ok basi). Inset: Normal yapida
spermatozoonlar .
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Resim 45. MSG grubunda germinal epitelde vakuolizasyon (V), lipid damlaciklari
(LD) ile Sertoli hiicresi (St) gozlendi. inset: Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilarda ayrilmalar.
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Resim 46. MSG+APO grubunda normale yakin ince yapida seminifer tiibiil germinal
epitel organizasyonu ve yer yer lipid damlaciklar1 (LD) goézlendi. Inset: Sertoli
hiicreleri arasinda diizenli yapida sik1 baglantilar (siyah ok bast).

4.19 Serum Testosteron, FSH ve LH Seviyeleri

Serumda testosteron seviyesi; Kontrol grubunda 290,4 + 12,97 ng/L, APO
grubunda 267,5 + 15,22 ng/L, MSG grubunda 257,2 + 6,4 ng/LL ve MSG+APO
grubunda 267,9 £+ 20,57ng/L 1di. MSG grubu testosteron seviyesinde Kontrol grubu
ile karsilastinldiginda anlamli  derecede (“'p<0,01) azalma oldugu gézlendi.
MSG+APO grubu MSG grubu ile karsilagtirildiginda testosteron seviyesinde artis
izlenmekle beraber bu artis istatistiksel olarak anlaml degildi (Sekil 21).
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Sekil 21. Serum testosteron seviyesi grafigi.

karsilastirildiginda.

MSG MSG+APO

**p<0,01, Kontrol grubu ile

Serumda FSH seviyesi; Kontrol grubunda 5,94 + 0,3 mIU/ml, APO grubunda 5,99
+ 0,4 mIU/ml, MSG 7,04 + 0,6 mIU/ml grubunda , MSG+APO grubunda ise 6,16 +
0,5 mIU/ml idi. MSG grubu Kontrol grubu ile karsilastirildiginda FSH degerinde

anlaml derecede artis (**p<0,01) goriilirken, APO grubu ile karsilastirildiginda da

FSH seviyesinde anlamli derecede artis oldugu goriildii (*p<0,05). MSG+APO grubu

MSG ile karsilagtirildiginda anlamli diistis ("p<0,05) gortildii (Sekil 22).
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Sekil 22. Serum FSH seviyesi grafigi. ~ p<0,01, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

“p<0,05 APO grubu ile karsilastirildiginda.

karsilastirildiginda.

*p<0,05 MSG grubu

ile
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Serumda LH seviyesi; Kontrol grubunda 4,37 + 0,2 mIU/ml, APO grubunda 4,34
+0,36 mIU/ml, MSG grubunda 4,05 + 0,23mIU/ml , MSG+APO grubunda ise 4,3 +
0,3mIU/ml idi. MSG grubu LH seviyesinde diisiis oldugu ve MSG+APO grubu MSG
grubu ile karsilastirildiginda LH seviyesinde artis gozlenmesine ragmen, LH

seviyesinde deney gruplari arasinda istatistiksel anlamda fark gortilmedi (Sekil 23).
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Sekil 23. Serum LH seviyesi grafigi.
4.20 Doku MDA, GSH, SOD Seviyeleri

Doku MDA seviyesi Kontrol grubunda 8,7 = 1,3 nmol/gr doku, APO grubunda
9,4 £ 2,05 nmol/gr doku, MSG grubunda 17,7 £ 1,7 nmol/gr doku, MSG+APO
grubunda ise 8,7+ 2,08 nmol/gr doku olarak belirlendi. MSG grubu Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MDA seviyesinde anlamli derecede (" 'p<0,01) artis gdzlendi.
MSG+ APO grubu ,MSG grubu ile karsilastirildiginda ise bu degerde anlamli derece
("p<0,05) azalma gozlendi (Sekil 24).

73



N
o
1

*%*

oy
2
© 15-
£
=
- +
n S Kl
S|
> S
@
<
=

o L EEEE &

KONTROL APO  MSG MSG+APO

Sekil 24. Doku MDA seviyesi grafigi. ~“p<0,01, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
“p<0,05 MSG grubu ile karsilastirildiginda.

Doku GSH seviyesi Kontrol grubunda 12,3 + 0,6 nmol/gr, APO grubunda 9,8 +
0,5 nmol/gr, MSG grubunda 5,4 = 0,3 nmol/gr, MSG+APO grubunda ise 8,1+ 1,01
nmol/gr olarak belirlendi. MSG grubu Kontrol grubu ve APO gruplan ile
karsilastirldiginda anlamli derecede (siras1 ile ™ *p<0,001, ***p<0,001) diisiis gozlendi.
MSG+ APO grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli derecede
(""p<0,001) diisiis, MSG grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli derecede ("p<0,05)
artis gozlendi (Sekil 25).
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GSH Seviyesi
(nmol/gr doku)

KONTROL APO  MSG MSG+APO

Sekil 25. Doku GSH seviyesi grafigi. = p<0,001, Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda. “**p<0,001 APO grubu ile karsilastirildiginda. "p<0,05 MSG
grubu ile karsilastirildiginda.

Doku SOD seviyesi Kontrol grubunda (97,25 + 2,61 IU/gr protein), APO
grubunda (106,7 + 3,66 IU/gr protein), MSG grubunda (76,03 £5,02 IU/gr protein),
MSG+APO grubunda ise (98,73 + 2,56 1U/gr protein) olarak belirlenmistir. MSG
grubu Kontrol grubu ve APO gruplart ile karsilastirildiginda SOD seviyesinde anlamli
derecede (siras1 ile “p<0,01, *p<0,05) diisiis gozlendi. MSG+ APO grubu MSG grubu
ile karsilastirildiginda ise SOD seviyesinde anlamli derecede ("'p<0,05) artis izlendi
(Sekil 26).
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Sekil 26. Doku SOD seviyesi grafigi. ‘p<0,05, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
APO grubu ile karsilastinldiginda. ‘p<0,05 MSG grubu
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5 TARTISMA

Bu calismada, MSG ile olusturulan testis hasarinda artmis histopatolojik skor
esliginde seminifer tiibiil epitel kalinliginda azalma, sayica azalmis spermatozoonlarda
harabiyet olustugu goriildii. MSG uygulamasina bagli olarak, germinal epitelde
spermatogenik hiicrelerde dejenerasyon ve seminifer tiibiillerin liimeninde ¢ok sayida
hiicre dokiintiileri oldugu goézlendi. Spermatogenik hiicre proliferasyonu MSG
grubunda daha az gozlenirken apoptotik hiicrelerin ise daha fazla oldugu goriildii.
MSG grubunda kan-testis bariyeri siki baglanti proteinlerinden ZO-1 ve okludinin
dagiliminda azalma goriildi. MSG’nin ayrica, oksidatif stres belirteclerinde
degisiklige neden oldugu goriildii. Bu grupta, ROT sentezinde gorev alan NOX-2
proteinin dagiliminda artis oldugu gorildii. Gegirimli elektron mikroskopik
incelemelerde ince yapi diizeyinde hasarli seminifer tiibiil organizasyonu ve siki
baglant1 yapilarinda ayrilmalar goriildii. Hormon degerlerinden testosteron ve LH
seviyesinin azaldigi, FSH seviyesinin arttig1, oksidatif stres parametrelerinden MDA
seviyesinin arttigr, GSH ve SOD seviyesinin ise azaldigir goriildii. Biyokimyasal
analizler, mikroskopik ve immiinhistokimyasal incelemeler sonucunda APO
uygulamasinin, MSG uygulamasi sonucu olusan hasar {izerinde iyilestirici etkisinin

oldugu gozlendi.

MSQG, glutamik asidin sodyum tuzlu halidir. Lezzet arttirmak amaci ile kullanilan
MSG, yaklasik yiiz yildir kullanilmaktadir. MSG paketli islenmis gidalara
eklenmektedir ve evde pisirilen yemeklerde de kullanilmaktadir. Giinlimiizde diinya
capinda en yaygin olarak kullanilan gida katki maddesidir. Ancak bazi islenmis gida
paketlerinin “’I¢indekiler’’ etiketinde iceriginde MSG bulundurdugu bilgisine yer
verilmemektedir (55). Gida giivenligini sorgulayan kurumlarca, MSG tiiketiminin
giivenli oldugu diisiiniilmektedir. Fakat organ sistemleri {izerinde herhangi bir hasar
olusturup olusturmadig1 diinya ¢apinda halen arastirilmaktadir (1). Yapilan bazi klinik
oncesi ¢aligmalarda MSG tiiketiminin bir¢ok organ sistemleri {izerinde toksik etkileri
olabilecegi gosterilmistir. Bu toksik etkiler, karaciger, bobrek ve iireme sistemi
tizerinde gozlenmistir (3). Yapilan bir baska ¢caligmada ise MSG’nin pankreatik hiicre
sayisinda diisiise ve pankreasta kanamaya yol actig1 gézlenmistir (56). Ayrica yapilan

baska bir ¢calismada, MSG’nin ovaryumda ve oositler iizerinde zararl1 etki gostererek

77



infertiliteye yol acabilecegi belirtilmektedir (57). MSG’nin bobrekler iizerindeki etkisi
de basgka bir ¢alismada arastirilmis olup, hasar olusturdugu gosterilmistir (58). Bir
baska calismada MSG’nin testisler iizerinde toksik etkisi oldugu ve cinsiyet
hormonlarinda dengesizlik olusturdugu gosterilmistir (59). Yapilan benzer bir
calismada, MSG verilen sicanlarin testis dokularinda oksidatif stres (OS)
belirteclerinde artis ve testis morfolojisinde bozulma olmasinin yaninda sperm
morfolojisinin ve kalitesinin de negatif yonde etkilendigi gosterilmistir (60).
Literatiirde bulunan ¢alismalarda MSG’nin testis morfolojisinde dejenerasyona neden
oldugu, ayrica cinsiyet hormonlarindan testosteron iizerinde negatif etkisi oldugu
gbzlenmistir (48, 61). Deneysel olarak olusturulan testis hasar modellerinde, hasar
grubunda seminifer tiibiil germinal epitelinin kalinliginda azalma oldugu gosterilmistir
(62, 63). Bagka bir calismada da MSG ile olusturulan testis hasar modelinde seminifer
tiibiil epiteli kalinliginin azaldig1 gosterilmistir (64). Calismamizda da MSG grubunda
diger deney gruplar ile karsilastirildiginda seminifer tiibiil germinal epitelinin
kalimliginda azalma oldugu, MSG+APO grubunda ise MSG grubu ile

karsilastirildiginda epitel kalinliginda normal diizeye yakin bir artis oldugu gézlendi.

MSG’nin istah agict 6zelligi oldugu ve bu sebeple yeme miktarinda artis ile
obeziteye yol acabilecegi belirtilmektedir (65). Literatlirde epidemik obezitenin hizla
artisinda MSG tiiketiminin bir risk faktorii olup olamayacagi ile ilgili soru isaretleri
olusmustur. Cinli yetigkinler arasinda yapilan bir agik- kohort ¢aligmasinda, MSG
kullananlarin viicut kitle indeksinin MSG kullanmayanlar ile karsilastirildiginda daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (55). Yapilan diger deneysel caligmalarda da MSG
verilen sicanlarin kilosunun arttigi ve obeziteye yatkinlik olusturdugu gézlenmistir
(66, 67). Ancak calismamizda deney siiresince her hafta agirliklari tartilan siganlarda,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi.

MSG ile olusturulan deneysel testis hasar modelleri incelendiginde, bir ¢alismanin
MSG grubunda testis agirliklarinda Kontrol grubuna gore bir diisiis oldugunu
gozlemislerdir (48, 64). Ancak calismamizda testis agirligr /viicut agirligi oranlar
incelendiginde, MSG grubunda diger deney gruplan ile karsilastirildiginda testis
agirhgy/viicut agirligr oraninin azaldigr goriilmekle birlikte bu azalma istatistiksel

olarak anlamli bulunmad:.
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MSG’nin sperm konsantrasyonuna olan etkisinin arastirildigi ¢alismalarda,
MSG’nin sperm canlilik oraninda azalmaya neden oldugu gozlenmistir (48, 61, 64).
Deneysel olarak olusturulan testis hasar modelinde, aposininin, sperm parametreleri
tizerindeki iyilestirici etkisinin arastirildigi ¢alismada ise hasar grubuna gore aposinin
uygulanan iyilestirme grubunda sperm konsantrasyonunda artig oldugu gozlenmistir
(68). Bizim g¢alismamizda da sperm sayilari1 deney gruplart arasinda
karsilastirildiginda MSG grubunda sperm sayisinin en diisilk oldugu goézlenirken,
MSG+APO grubunda ise MSG grubu ile karsilastirildiginda sperm sayisinda

istatistiksel olarak artis oldugu goriildii.

Aposinin, NOX enziminin inhibitorii olan bir antioksidandir. NOX, ROT
iiretiminden sorumlu olup gereginden fazla iiretilmesi OS’ye yol agmaktadir (23).
Yapilan deneysel hayvan ¢alismalarinda aposinin kullaniminin giivenli oldugu
belirtilmekte ve bir ¢ok in vivo ve in vitro deney modellerinde giiglii bir antioksidan
ve antiinflamatuvar etkisi oldugu vurgulanmaktadir (49). Yapilan bir ¢alismada,
aposininin deneysel hipertansiyon modelinde olusan vaskiiler hasar1 ve yapisal
degisiklikleri iyilestirdigi gosterilmistir (11). Deneysel testis hasar1 bazindaki
caligmalarda da aposininin OS’yi azalttig1 gozlenmistir (25, 69). Kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapi ilaglart ile olusturulan deneysel testis hasar modeli
calismalarinda da aposininin iyilestirici etkisi vurgulanmistir. Bu c¢alismalarda
aposininin antioksidan 6zelligi esliginde apoptotik hiicre sayisinda azalmaya yol acip,
testosteron hormonu seviyesinde ise artisa neden oldugu goézlenmistir (68, 70).
Oksidatif stresin sperm fonksiyon bozukluguna yol ag¢tigi ve boylelikle erkek
infertilitesi etiyolojisinin etkenlerinden birisi oldugu bilinmektedir. OS sonrasi1 olusan
spermatozoon hasar1 infertil erkeklerin %30-80’ini etkilemektedir (71). NOX
ailesindeki enzimler hiicresel ROT sentezinden sorumludurlar ve aposinin bir NOX
inhibitoriidiir (72). Yapilan deneysel testis hasar1 ¢alismasinda, aposinini iyilestirici
ajan olarak kullanmiglardir. Calismada NOX-2 immiinfloresan boyamasi sonrasi testis
hasar1 grubunda en yiiksek immiinreaktivite gdzlenirken, aposinin uygulanan grupta
NOX-2 immiinpozitif hiicre sayisinda diisiis oldugu gézlenmistir. Bu c¢aligmada en
diistik immiinpozitif reaksiyonun ise Kontrol grubu ve aposinin grubunda oldugu
vurgulanmistir (68). Testis dokusu deneysel hasar modellerinde, NOX-2 proteininin

miktar ve dagiliminin arastirildig ¢aligsmalar sinirli sayidadir. NOX-2’nin OS belirteci
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olarak kullanildig1 ¢alismamizda NOX-2 immunfloresan boyamasi sonuglarina gore
immiinreaktivite MSG grubunda en yiiksek seviyede iken, MSG+APO grubunda MSG
grubuna gore immiinreaktivite seviyesinde azalma oldugu goézlendi. En diisiik
immiinreaktivite gdsteren gruplar olan APO grubu ve Kontrol grubu arasinda ise

anlaml bir farklilik gézlenmedi.

Apoptoz, doku homeostazisi i¢in gerekli olan programli hiicre Sliimiidiir (73).
Fizyolojik olarak ROT’lar apoptoz siireci i¢in gereklidir. Embriyonik erken gelisim
siirecinde, apoptoz spermatogonyal kok hiicre havuzunun olusumunda rol oynayan
Oonemli bir biyolojik siirectir. Bu siire¢ erkek feritilitesinin temelini olugturmaktadir
(74). Apoptozun regiilasyonu, germ hiicrelerinin gelisimi, diferansiyasyonu ve
fonksiyonunda kritik bir faktordiir (71). Oksidatif strese yol acan faktorlere maruz
kalmak, spermatozoonda kromatinin yapisim negatif yonde etkileyerek
spermatogenezi olumsuz yonde etkiler (75). Infertil erkekler, fertil erkekler ile
karsilagtirildiginda seminal sivilarinda daha yiiksek oksidatif strese ve apoptotik
hiicreye sahip olduklar1 belirlenmistir. ROT’larin artis1 kromatinin paketlenmesinde
olumsuz etki olusturarak siki paketlenmemis kromatine sahip spermtozoonlar
tiretilmesine yol acar ve spermatozoonlarin apoptotik siirece girmesine sebep olur (76).
Bu durum erkek infertilitesinde énemli bir rol oynar (71). Testisin deneysel hasar
modeli ¢aligmalarinda apoptotik hiicre sayisinin hasarli testis dokusunda arttigi,
aposininin ise bu sayiy1 diislirdiigii ve iyilestirici etkisinin oldugu gozlenmistir (68,
70). Yapilan bir deneysel testis hasar1 ¢alismasinda, NOX ile indiiklenen oksidatif
stresin olusturdugu DNA hasar1 {izerinde aposininin iyilestirici etkisinin oldugu
gosterilmistir (77). Bizim ¢aligmamizda da benzer sekilde MSG grubunda apoptotik
indeks artarken proliferatif indeksin diistiigli gozlendi. MSG+ APO grubunda ise

artmis olan apoptotik indeksin azaldigi, proliferatif indeksin ise arttig1 izlendi.

Kan-testis bariyeri gelisgmekte olan germ hiicrelerini dis ¢evreye karsi korur ve
germ hiicrelerinin boliinmeler gegirip gelismesine destek saglayacak ortami saglar. Bu
nedenle fertilite acisindan ¢ok biiyiik 6neme sahiptir (78-80). Seminifer tiibiillerde
bulunan 6zellesmis epitel hiicreleri olan Sertoli hiicreleri sik1 baglantilar ile kan-testis
bariyerinin temelini olusturmaktadirlar. Kan-testis bariyeri sik1 baglantilara ek olarak

bazal ektoplazmik Ozellesmeler, ara baglantilar ve dezmozomlardan olusur (81).
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Sertoli hiicrelerinin sik1 baglantilarinda olusan bir hasar spermatogenik hiicre go¢iinii
bloke ederek erkek infertilitesine yol agabilir (82). Okludin, ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 kan-
testis bariyerinin sik1 baglantilarinda bulunan molekiiller olup ZO proteinleri okludin
proteinlerini hiicre iskeletinde aktine baglar (83). Yapilan bir ¢alismada, okludin-
knockout fare modelinde spermatogenezin negatif yonde etkilendigi ve atrofik
seminifer tiibiillerin olustugu goézlenmistir (84, 85). Ayrica ZO-1 ve ZO-2- knockout
farelerin erken embriyonik donemde oldiikleri saptanmistir (86). Literatiir verilerine
paralel bulgular olarak, calismamizda ZO-1 ve okludin immiinreaktivitesinin Kontrol
grubu ve APO gruplarinda en yiiksek diizeyde oldugu, MSG grubunun ise anlamli
derecede diisiik immiinreaktivite gosterdigi gozlendi. MSG+APO grubu MSG grubu
ile karsilastirildiginda bu grupta ZO-1 ve okludin immiinreaktivitesinin daha yiiksek

oldugu gozlendi.

Yapilan deneysel testis hasar modeli ¢alismalarinda gecirimli elektron
mikroskopik diizeydeki incelemelerde, testis germinal epitel hiicrelerinde
dejenerasyon, lipid damlaciklar1 (60, 87) ve kan- testis bariyerini olusturan siki
baglant1 yapilarinda ayrilmalar gézlenmistir (88). Calismamizda da gecirimli elektron
mikroskopik diizeydeki incelemelerde Kontrol grubu ve APO grubunda normal testis
seminifer tiibiil ince yapis1 gozlenirken, MSG grubunda testis germinal epitelinde
vakuolizasyon, lipid damlaciklar1 ve kan-testis bariyerini olusturan siki baglantilarda
ayrilmalar belirgindi. MSG+APO grubunda ise belirtilen hasar parametreleri

diizeyinde aposininin iyilestirici etkisinin oldugu goriildii.

Hipotalamik-pituiter-gonadal (HPG) aksisi erkek iireme sisteminin gelisimi ve
olgunlagmas1 ile ilgili slireclerde anahtar rol oynar. Hipotalamustan salinan
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), LH ve FSH gibi cinsiyet hormonlar1 olarak
adlandirilan  gonadotropinlerin salgilanmasini saglar (89). FSH, intragonadal
testosteron iiretimini ve spermatogenez siirecinin siirdiiriilmesinde etkendir. LH, erkek
genital sisteminin gelisimini ve cinsiyet belirlenmesi siirecini Leydig hiicrelerini
situmile ederek saglamaktadir. Bu uyarilma ile Leydig hiicreleri gerekli diizeyde
testosteron salgilar. Uygun testosteron seviyesi negatif feed-back mekanizmasi
yoluyla GnRH aktivitesi ile kontrol edilir (90). Bu mekanizma ile HPG aksisi kontrollii

bir sekilde ¢alisir (89, 91). HPG aksisinin dengesinde bozulma, iireme fonksiyonunu
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olumsuz etkiler ve hipogonadizm gibi klinik sendromlar1 beraberinde getirebilir (92).
Yapilan bazi1 popiilasyon bazli ¢alismalarda cinsiyet hormonlarinin sperm morfolojisi,
konsantrasyonu ve motilitesini etkiledigi gosterilmistir. Yapilan subfertil ¢iftleri
igeren bir caligmada, LH seviyesi ile sperm motilitesi ve morfolojisi arasinda ters iliski
oldugu gozlenmistir (93). Insan oOrnekleri iizerine yapilan bir ¢alismada FSH
seviyesinin sperm konsantrasyonu ile negatif korelasyon gosterdigi, ancak testosteron
hormonu ile bir iliskisi olmadigi tespit edilmistir (94). Bir bagka calismada ise MSG
verilen siganlarin sperm motilitesi ve konsantrasyonunda azalma oldugu gozlenirken,
LH hormon seviyelerinde diisiis oldugu goézlenmistir (48).Yapilan calismalarda
MSG’nin testosteron hormon diizeyi ve sperm konsantrasyonunda azalmaya neden
oldugu vurgulanmistir (59, 60). Calismamizda, APO grubunda FSH, LH ve testosteron
seviyeleri Kontrol grubu ile benzer seviyede iken MSG grubuna ait sicanlarda
testosteron hormonunda istatistiksel olarak anlamli diisiis gozlendi. MSG grubunda
ayrica FSH hormon seviyesindeki anlamli artig dikkati ¢ekti. MSG+APO grubunda ise
FSH degerinin MSG grubuna kiyasla daha diisiik seviyede oldugu tespit edildi. MSG
grubunda LH hormonunda diisiis gézlenmekle birlikte deney gruplar1 arasinda LH
hormonu ag¢isindan istatistiksel anlamda bir fark gériilmedi. Calismamizin sonucunda,
MSG uygulamasimin, FSH, LH ve testosteron seviyelerini etkileyerek HPG aksisinin
calisma mekanizmasini bozup testis morfolojisini, sperm konsantrasyonunu,
motilitesini ve morfolojisini negatif yonde etkiledigi, aposinin uygulamasinin ise MSG
etkisi ile bozulmus testosteron, FSH ve LH seviyelerini normale yakin seviyeye ¢ektigi
ve hormonal seviyelerdeki bu diizelmenin morfolojik parametreleri de etkiledigi

gozlendi.

SOD, hiicreleri internal ve eksternal siiperoksit iyonlarin hasarina karsi koruyan
onemli bir enzimdir (95). MDA, lipid peroksidasyonu esnasinda serbest radikaller
tarafindan olusturulan bir aldehit olup, hiicre membran hasarint ve oksijen
radikallerinin reaktif hiicreler iizerine etkisinin siddetini gosteren bir indikatordiir.
SOD’ un azalmasi ve MDA 'nin artmasi, oksidatif stresin tetiklenmesine ve dolayisiyla
hiicre hasarina ve 6liimiine sebep olabilir (21). GSH, hiicrede hidrojen peroksit gibi
ROT’larin rediiksiyonunda rol oynar (96). NOX, ROT kaynagidir ve aposinin bir NOX
inhibitoriidiir (72). MSG ile olusturulan deneysel testis hasar1 ¢aligmalarinda, testis

dokusundaki MDA seviyesi MSG etkisi ile artarken SOD seviyesinde diisiis
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gbzlenmistir (48, 59, 60, 97). Bir diger ¢alismada MSG kullaniminin testis dokusunda
GSH seviyesinde de azalmaya yol agtig1 belirlenmistir (48). Aposininin iyilestirici
ajan olarak kullanildig1 bir calismada ise testis hasar grubunda aposininin doku
hasaria bagl olarak artmis olan MDA seviyesini diisiirdiigii, azalmis GSH ve SOD
seviyelerini ise yiikselttigi gosterilmistir (68). Calismamizda testis dokusunun
biyokimyasal parametreler esliginde incelenmesi sonucu literatiirdeki benzer
caligmalardaki sonuglar1 destekler nitelikte bulgular elde edildi. MSG grubunda
dokuda GSH ve SOD seviyeleri diiserken, MDA seviyesinin ise yiikseldigi gozlendi.
MSG+APO grubunda ise testis dokusunda SOD ve GSH seviyeleri artarken MDA

diizeyinde azalma gozlendi.
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6 SONUC

MSG ile olusturulan deneysel testis hasar1 bazli ¢alismamizda MSG’nin etkisi ile
seminifer tlibiil dejenerasyonunu yansitan histopatolojik skorda artis oldugu; seminifer
tiibiil proliferatif indekste azalmanin yani sira apoptotik indekste artis oldugu izlendi.
Ayrica bu grupta spermatozoon sayisinda azalmanin yani sira spermatozoon
morfolojisinde harabiyet bulgular1 belirgindi. MSG etkisi ile kan-testis bariyeri siki
baglanti proteinlerinden ZO-1 ve okludinin dagiliminda azalma ve oksidatif stres
belirteclerinde artig goriildii. Bu grupta ayrica ROT sentezi ile iligkili NOX-2 proteinin
dagiliminda artis oldugu izlendi. Gegirimli elektron mikroskopik diizeydeki
incelemelerde de seminifer tiibiil ve siki baglant1 yapilarinda ince yapi1 diizeyinde
harabiyet ve ayrilmalar goriildi. MSG etkisi ile testis dokusunda testosteron
seviyesinin azaldigi, FSH seviyesinin arttig1, ayrica oksidatif stres parametrelerinden
MDA seviyesinin artti§1, GSH ve SOD seviyesinin ise azaldig1 goriildii. Calismamizi
olusturan diger deney grubunda MSG uygulamasi sonrasi ve beraberliginde uygulanan
APO uygulamasinin MSG etkisi ile bozulmus mikroskopik ve biyokimyasal
parametrelerde normale yakin seviyeleri sagladigi belirlendi. APO uygulamasinin
ROT’larin olusumunun ve HPG aksisinin diizenlenmesinde rol oynayarak; proliferatif
ve apoptotik indeks arasindaki dengeyi saglayarak; kan-testis bariyer biitlinliglinti
koruyarak oksidatif strese yol acan MSG ile olusan testis hasarmin iyilesmesine
katkida bulundugu sonucuna varildi. APO’nun ayrica MSG etkisi ile azalmig olan

spermatozoon sayisinda ve motilitesinde belirgin artisa neden oldugu belirlendi.

Calismamizda MSG ile olusturulan deneysel testis hasar1 modelinde, MSG’nin
dejeneratif etkisi gosterilmis olup APO’nun 1iyilestirici etkileri histokimyasal
immunhistokimyasal, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal, yontemler esliginde ilk kez
gosterilmistir. Aposinin uygulamasinin erkek infertilitesini Onlemeye yonelik

gelecekteki ¢alismalara katki saglayabilecegi diisiintilmektedir.
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