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 ÖZET 

Monosodyum Glutamat ile Oluşturulan Testis Hasarında Aposininin İyileştirici 

Etkisi 

Bu çalışmada, monosodyum glutamatın (MSG) testis dokusunda oluşturduğu hasarın 

ve aposininin iyileştirici etkisinin histokimyasal, immünhistokimyasal, ultrastrüktürel 

ve biyokimyasal yöntemler kullanarak gösterilmesi amaçlanmıştır. Sprague Dawley 

cinsi albino sıçanlar 4 gruba (Kontrol, APO, MSG, MSG+APO) ayrılmıştır. Sıçanlara 

deney süresi boyunca MSG (120 mg/kg) ve deneyin son 5 günü aposinin (25 mg/kg) 

solüsyonu verilmiştir. Testis doku örnekleri morfolojik ve biyokimyasal 

değerlendirmeler amacıyla, serum örnekleri de biyokimyasal değerlendirmeler 

amacıyla kullanıldı. Epididimis dokusu da sperm parametrelerini analiz etmek 

amacıyla kullanıldı. MSG grubunda morfolojik hasar eşliğinde ZO-1 ve okludin 

immünreaksiyonunda düşüş gözlenirken NOX-2 immünreaksiyonunda artış gözlendi. 

Sperm morfolojisinde hasar, motilitesinde ve sayısında düşüş gözlendi. Apoptotik 

indekste artış görülürken, proliferatif indekste düşüş gözlendi. Geçirimli elektron 

mikroskopik analizde seminifer tübül organizasyonunda ve kan-testis bariyerinde 

(KTB) dejenerasyon tespit edildi. Testosteron seviyesinde düşüş, FSH seviyesinde ise 

artış gözlendi. MDA seviyesinde artış gözlenirken, SOD ve GSH seviyelerinde düşüş 

tespit edildi. APO grubunda, tüm değerlendirme kriterleri Kontrol grubuna benzer 

olarak gözlendi. MSG+APO grubunda dejeneratif parametrelerde iyileşme gözlendi. 

Bu çalışmada, MSG tüketiminin testis dokusunda oksidatif stresi arttırdığı, testis 

morfolojisini bozduğu, apoptozu arttırdığı, hücre proliferasyonunu düşürdüğü ve KTB 

morfolojisinde dejenerasyona neden olduğu görüldü. Aposininin oluşan morfolojik 

hasarı ve sperm parametrelerini iyileştirdiği, apoptozu inhibe ettiği ve oksidatif stresi 

azalttığı gözlendi 

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

Kan-testis bariyeri  
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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  
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1 GİRİŞ VE AMAÇ 

Monosodyum glutamat (MSG), çeşitli gıda ürünlerinde doğal olarak bulunan L- 

glutamik asitten türetilen ve yaygın olarak kullanılan bir lezzet arttırıcıdır (1). İşlenmiş 

birçok gıdada bulunan MSG’nin Avrupa’daki gelişmiş ülkelerde günlük ortalama 

alımı 0.3-1.0 g olarak tahmin edilmektedir (2). Gıda güvenliğini düzenleyici kurumlar, 

MSG tüketimini güvenli olarak değerlendirmektedirler. Ancak bazı klinik 

çalışmalarda MSG’nin özellikle kronik kullanımının güvenli olmadığı ortaya 

konmuştur. Glutamatın fizyolojik fonksiyonları arasında: merkezi sinir sisteminde 

(MSS) nörotransmitter olarak görev alması ve glutatyon gibi metabolitlerin öncülü 

olması yer almaktadır (1). Yapılan klinik öncesi çalışmalarda MSG tüketimi ve tümör 

oluşumları arasında bağlantı olduğu ve MSG’nin oksidatif stresi arttırdığı 

belirtilmiştir. Uzun süreli MSG kullanımının, erkek üreme sistemini de olumsuz yönde 

etkilediği gösterilmiştir. Yapılan çalışmalarda uzun süreli MSG kullanımının 

erkeklerde sperm sayısını azalttığı, spermin ve testisin morfolojik yapısını olumsuz 

yönde etkilediği gösterilmiştir (3). 

Reaktif oksijen türlerinin (ROT) aşırı üretimi oksidatif stres ve apoptoz 

oluşumlarını tetiklemektedir. Vücutta antioksidanlar ile serbest radikaller arasındaki 

dengenin, oksidanlar lehine değişmesi durumu oksidatif stres olarak 

adlandırılmaktadır (4). Serbest radikaller, reaktif yapıları nedeni ile lipitler, nükleik 

asitler ve proteinler ile etkileşerek vücuda zararlı etkilerde bulunabilirler (5). Buna 

bağlı olarak, serbest radikal oluşumundaki artış ve/veya antioksidan savunma 

sistemindeki yetersizlik sonucu organizmada oksidatif stres gelişir (6). Yapılan 

çalışmalarda NADPH oksidaz’ın (NOX) ROT’un ana kaynaklarından biri olduğu 

gösterilmiştir (4). ROT ile oluşturulan oksidatif stresin erkek infertilitesinde önemli 

rol oynadığı bilinmektedir (7). Erkek üreme sistemindeki aşırı ROT ve oksidatif stres, 

sperm konsantrasyonunda, motilitesinde ve morfolojisinde olumsuz değişikliklere 

neden olarak spermlere zarar verir ve semen parametrelerini etkileyerek infertiliteye 

neden olur (8). ROT, spermde hem hasarı hem de DNA hasarı oluşturma yolu ile iki 

şekilde erkek infertilitesine neden olur (9). Oksidatif stres, spermin plazma 

membranının bütünlüğünü etkiler ve erken kapasitasyonu indükler. Bunun sonucunda 

spermin fertilizasyon kabiliyeti düşerek, infertilite oluşur (10). 
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Apocynum cannabinum bitkisinin köklerinden elde edilen aposinin (APO), 

NADPH oksidaz (NOX) inhibitörü etkisine sahiptir (11). APO’nun anti inflamatuvar 

etkisi pek çok hücre kültürü ve deneysel hayvan çalışmasında gösterilmiştir (12). 

Sitozolik bileşenlerin hücre membranına göçüyle NOX aktivasyonu 

gerçekleşmektedir (13, 14). APO, aktif insan nötrofillerinde NOX aktivitesine etkisi 

ederek ROT üretiminin seçici bir inhibitörü olarak davranır. Ancak APO fagositoz ya 

da diğer hücre içi ölüm mekanizmalarını etkilemez (15, 16). NOX izoformları çeşitli 

hücrelerde eksprese edilir ve çeşitli fizyolojik fonksiyonları bulunur. NOX-2 eozinofil, 

makrofaj ve nötrofillerde bulunan NOX izoformudur (17).  

Spermatogenik hücreler birbirleriyle ve Sertoli hücreleri ile ilişki halindedir. Bu 

dinamik ilişki sıkı bağlantılar ve ara bağlantılar ile düzenlenir (18). Sertoli hücreleri 

arasındaki sıkı bağlantılar kan-testis bariyerinin, epididimisin epitel hücreleri 

arasındaki sıkı bağlantılar ise kan-epididim bariyerinin oluşumu ve fonksiyonu 

açısından önemlidir. Epitel kökenli sıkı bağlantılar, Zonula okludens-1 (ZO-1) ve 

okludin gibi çoklu integral membran proteinlerini içeren multimoleküler membran 

özelleşmeleridir (19).  

Oksidatif stres, antioksidanların serbest radikallere karşı yetersiz kalma 

durumudur ve oksidatif hasar, süperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzim 

aktivitesinde ve molekül yapılı antioksidan olan glutatyon (GSH) seviyesinde 

azalmalar ile şiddetlenir (20). Hücre membran hasarının bir parametresi olan 

malondialdehit (MDA) reaktif hücrelerdeki oksijen radikali atağı yoğunluğunu ve in 

vivo serbest radikal metabolizmasını gösterir. Azalan SOD ve artan MDA oksidatif 

stresi tetikler ve hücrede hasara ve ölüme neden olur (21). Yapılan çalışmalarda, NOX-

2’nin ROT’un kaynağı olduğu gösterilmiştir (17, 22). APO güçlü bir NOX-2 

inhibitörüdür (23). NOX-2’nin inhibe olması, oksidatif hasara karşı doku hasarının 

engellenmesinde etkili olabilmektedir. Yapılan bir çalışmada, hipoksi sonucu oluşan 

testis hasarında NOX-2 aktivasyonunun ve MDA seviyesinin arttığı, GSH seviyesinin 

ise düştüğü gözlenmiştir. Ancak APO uygulaması ile doku hasarının azaldığı ve ilgili 

parametrelerde düzelme olduğu gösterilmiştir (24). Yapılan başka bir çalışmada ise, 

iskemi-reperfüzyon ile oluşturulan testis hasarında MDA seviyesinin arttığı, SOD, 

GSH ve GSH peroksidaz aktivitesinin azaldığı ve beraberinde dokuda histopatolojik 
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hasar meydana geldiği gözlenmiştir. APO uygulamasının ise bu oksidatif stres 

parametreleri ve histopatolojik hasar üzerine iyileştirici etkisinin olduğu gösterilmiştir 

(25). 

Çalışmamızda uyguladığımız MSG ile oluşturulan deneysel testis hasarı 

modelinde, özellikle spermatogenik hücre proliferasyonu, apoptoz, oksidatif stres ve 

kan-testis bariyeri üzerine MSG’nin dejeneratif etkisi gösterilmiş olup, MSG 

uygulaması sonucu bozulmuş testis dokusu morfolojisi ve kan- testis bariyeri yapısı 

üzerine aposininin iyileştirici etkileri histokimyasal immunhistokimyasal, 

ultrastrüktürel ve biyokimyasal yöntemler eşliğinde ilk kez gösterilmiştir. Aposininin 

kullanımının özellikle erkek infertilitesini önlemeye yönelik ileriki çalışmalara katkı 

sağlayabileceği düşünülmektedir. 
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2 GENEL BİLGİLER 

2.1 Testis Histolojisi 

Testisler erkek üreme sisteminin bir parçasıdır. İki temel fonksiyonu, erkek 

gametlerinin oluşması (spermatogenez) ve cinsiyet hormonlarının sentezlenmesidir 

(steroidogenez). Erişkin testisler iki adet, oval şekilli, skrotumda vücut kavitesinin 

dışında yerleşiktir. Testisler tunika albuginea olarak adlandırılan alışılmadık bir 

şekilde kalın olan sıkı bağ dokusu kapsülü ile çevrilidir. Bu kapsülün iç kısmında kan 

damarları içeren gevşek bağ dokusu tabakası olan tunika vasculosa bulunur. Her bir 

testisin peritondan gelişmiş seröz kesesi vardır. Bu kese tunika vajinalis olarak 

isimlendirilir. Tunika vajinalis, tunika albugineayı yan ve ön taraflardan saran iç 

viseral ve dışta skrotumu döşeyen pariyetal tabakadan oluşur. Testisin arka yüzünde 

tunika albugine kalınlaşarak mediastinum testisi oluşturur. Buradan bezin içine giren 

bağ dokusu uzantıları (septum), testisi bölmelere ya da lobüllere ayırır (Şekil 1). Bu 

septumlar yaklaşık 250 adet piramidal bölme oluşturur. Her bölmede miktarı 1 ile 4 

arasında değişen seminifer tübüller ve interstisyel (Leydig) hücrelerinin bulunduğu 

gevşek bağ dokusu stroması bulunur. (26). 

 
Şekil 1. Testis ve epididimis yapısı (26). 
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2.1.1 İnterstisyel doku 

Seminifer tübülleri arasında bulunan gevşek bağ dokusuna interstisyel doku denir. 

Bu doku içerisinde Leydig hücreleri, fibroblast, kan damarları ve lenf damarları ve 

içerir. 

Leydig hücreleri, puberte döneminde poligonal ya da geniş yuvarlak şekilli, 

çekirdekleri merkezi olmakla birlikte sitoplazmalarında yağ damlacıkları içerir (27). 

Steroid bir hormon olan testosteron salgılarlar.  Steroid salgılayan hücreler gibi Leydig 

hücreleri de eozinofilik özellik katan düz endoplazmik retikulum (DER) içerir. 

Testosteronun salgılayan enzimler DER ve mitokondri ile ilişkilidir (26). 

2.1.2 Seminifer tübüller  

Her bir seminifer tübül yaklaşık 50 cm uzunluğunda, 150 – 250 𝜇𝜇m çapındadır. 

Her bir testiste 250 – 1000 arası seminifer tübül bulunur. Sperm üretiminin olduğu 

yerdir. Lobüllerdeki tübüller oldukça kıvrımlıdır ve kısa ve dar olan düz tübüller 

aracılığıyla rete testis denilen mediastinum testise gömülü, epitel ile döşeli kanalların 

oluşturduğu bir labirent yapısına bağlanırlar. Rete testis kanalları, 10 – 20 adet arası 

duktuli efferentes ile epididimis yapısının baş kısmına bağlanmıştır. Her bir seminifer 

tübül özelleşmiş, çok katlı bir epitel ile sarılmıştır ve spermatogenik veya germinal 

epitel olarak adlandırılır. Bazal membran fibröz bağ dokusu ile sarılmıştır. En iç 

katmanda tübüllerin zayıf bir şekilde kasılmasını sağlayan düz kas hücresi özellikleri 

gösteren yassı miyoid hücreler bulunur. Sertoli hücreleri ve spermatogenik hücreler 

olmak üzere germinal epitel iki çeşit hücre popülasyonundan oluşur (27).  

2.1.2.1 Spermatogenik hücreler 

Spermatogenik hücreler, spermatogenez olarak adlandırılan bir süreçten geçerek 

farklılaşıp olgun sperm hücresine dönüşür. Spermatogenez süreci üç fazdan oluşur. 

Bunlar sırası ile; spermatogonyal faz (spermatositogenez), spermatosit faz (mayoz 

bölünme) ve spermatid fazdır (spermiyogenez).  

Spermatogonyal fazda, sperm kök hücreleri olan spermatogonyumlar mitoz 

bölünme ile sayılarını çoğaltırlar ve devamında primer spermatositlere dönüşürler. Bu 
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kök hücreler diploidtir ve seminifer tübüllerin bazal laminasında yerleşiktir. 

Spermatogonyumlar rutin histolojik preparatlarda çekirdek görünüşlerine göre üç tipi 

vardır; 

• Koyu tip A spermatogonyum, granüllü kromatini olan yoğun bazofilik özellik 

gösteren oval çekirdeğe sahiptirler. Düzensiz aralıklarla bölünüp ya koyu tip A 

spermatogonyum olarak diğer bir deyişle kök hücre olarak kalırlar ya da açık tip 

A spermatogonyuma dönüşürler.  

• Açık tip A spermatogonyum, oval çekirdekleriyle ve içeriğinde ökromatin 

olmasından dolayı açık bir boyanma gösterirler. Çok sayıda mitoz bölünme 

geçirerek sayılarını arttırırlar. Bölünmeler sonucunda ya aynı tipte kalırlar ya da 

tip B spermatogonyum oluştururlar.  

• Tip B spermatogonyum, yuvarlak çekirdekleri ile yoğun kromatinleri vardır. 

Mitoz bölünmeler geçirerek primer spermatositlere dönüşürler ve spermatogonyal 

faz sonlanır. 

Spermatogonyal fazda, koyu tip A spermatogonyumlar açık tip A hücrelere 

dönüşürken yeni oluşan hücreler arası sitoplazmik köprüler oluşur. Bu köprüler 

spermatogenez süreci boyunca bulunurlar ve bölünmelerin senkronize olarak devam 

edebilmesi için çok önemlidirler.   

Spermatosit fazında, diploid olan primer spermatositler kromozom ve 

deoksiribonükleik asit (DNA) miktarlarını azaltmak için iki mayoz bölünme geçirirler. 

Birinci mayoz bölünme sonucu oluşan haploid hücrelere sekonder spermatosit denir. 

Sekonder spermatositler ikinci mayoz geçirerek spermatidleri oluşturur.  

Spermiyogenez fazında, spermatidler başka bölünme geçirmeden olgun sperm 

oluşturmak için farklılaşma geçirirler. Sonucunda yine haploid hücreler oluşur ve bu 

önemli özellik, spermin oositi döllerken kromozom sayısının korunmasını sağlar. 

Olgunlaşma sürecinde spermatidler morfolojik değişiklikler geçirirler. Organellerin 

organizasyonunun değişmesi, flagellum oluşması ve sitoplazma hacminin değişmesi 

bu değişiklikler arasındadır. Sonuç olarak olgun spermatozoon denilen olgun spermler 

oluşur. Spermatozoonlar seminifer lümene salınır ve testis kanalları boyunca 

yolculuğu başlar (26). 
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2.1.2.2 Sertoli hücreleri 

Sertoli hücreleri sadece seminifer tübüllerde bulunan uzun piramidal veya 

prizmatik özelleşmiş epitel hücreleridir. Seminifer tübüllerin içini döşer ve 

spermatogenik hücre serisi bu hücrelerin uzanan yüzeyi ile yakın ilişki içerisindedir. 

Germ hücrelerine fiziksel ve metabolik destek sağlamakla birlikte endokrin ve 

ekzokrin salgılama da yapar. Bazal laminaya üzerine oturmuş bir yerleşimleri vardır 

ve lümene doğru uzanırlar. Spermatogenezin değişik aşamalarına bağlı olarak 

değişebilen kompleks şekilleri vardır (28). Her bir Sertoli hücresi 30 – 50 arası 

bölünmeler geçirip olgunlaşmaya başlayan germ hücrelerini destekler. Rutin 

preparatlarda bu hücrelerin sınırları belirgin değildir. Çekirdeklerinin üçgen ya da oval 

şeklinde olması, ökromatik boyanması ve belirgin çekirdekçiklerinin olması Sertoli 

hücrelerini komşu spermatogenik hücrelerden ayıran özelliklerindendir. Bol miktarda 

DER, gelişmiş Golgi kompleksi, çok sayıda lizozom ve mitokondriyon içerir. Komşu 

Sertoli hücrelerinin birbirleri ile sıkı bağlantılarla yakın ilişkide olmaları kan- testis 

bariyeri olarak  adlandırılan bir yapıyı oluşturur (27). 

2.1.3 Kan- testis bariyeri 

Kan-testis bariyeri (KTB), memeli vücudunda bulunan en sıkı bariyerlerden 

birisidir. Seminifer tübül epitelinde, Sertoli hücrelerinin bazolateral membranları 

arasındaki sıkı bağlantılar ile bu yapı oluşur. Memeli testislerinde bazal membrana 

yakın konumlanmıştır. KTB seminifer tübül epitelini bazal bölge ve adluminal (apikal) 

bölge olmak üzere iki bölüme ayırır. KTB yapısında sıkı bağlantılar, dezmozomlar, 

bazal ektoplazmik özelleşmeler ve ara bağlantılar bulunur. Okludinler sıkı bağlantıyı 

oluşturan molekülerden biridir ve zonula okludens proteinlerinden olan zonula 

okludens-1 (ZO-1), ZO-2 ve ZO-3 bu yapıya katkı sağlayan önemli proteinlerdendir. 

ZO-1, 225 kDa’luk bir proteindir ve sıkı bağlantıların yüzeysel bölgelerinde bulunur. 

Aktin filamentlerine bağlanarak hücre iskeletiyle etkileşime girer. Okludin ZO-1 ve 

ZO-3 ile aktin hücre iskeleti etkileşim halinde bulunur. ZO-3 proteini, ZO-1 ve 

okludinin sitoplazmik alanları ile ilişki halindedir (26). Okludin 65 kDa’luk bir 

proteindir. Sıçan testisi ve epididimisini de içeren farklı tip epitellerde bulunur. Sıkı 

bağlantı bariyerinde yer alan okludin kan-testis bariyerinin regülasyonunda önemli rol 

oynar (19). Bu bariyerin varlığı sayesinde seminifer tübülleri içerisinde sadece Sertoli 
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hücreleri ve farklı aşamalarda olan spermatogenik hücreler bulunur. Leydig hücreleri, 

rezidual makrofajlar ve damarlar interstisyel bölgede bulunur (29). 

Spermatogonyumlar seminifer tübüllerin bazal bölgesinde yer alır. Bazal bölgede 

mitoz geçiren hücreler bulunurken, adluminal bölgede mayoz geçiren spermatogenik 

hücreler bulunur. Bu hücreler mitoz ve mayoz bölünmeleri geçirerek olgunlaşmaya 

başlayıp, adluminal bölgeye göç ederek lümene doğru yol alırlar. Spermatogoyumlar 

mitoz bölünme ile primer spermatosite dönüşürken kısa süreliğine bariyerin sıkı 

bağlantılarını ayırır ve adluminal bölgeye geçer (Şekil 2). İyon değişimini sağlayan 

ara bağlantılar (gap junction) sıkı bağlantı noktalarının geçici değişikliklere 

uğramasına yardımcı olur (27) .  

 
Şekil 2. Kan- testis bariyeri (27). 
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Sertoli hücrelerinin KTB’ yi oluşturmasının yanı sıra temel fonksiyonları şu 

şekildedir:  

• KTB ile yeni spermatogenik hücrelere karşı otoimmün yanıt oluşturması önlenir 

ve güçlü bir koruma sağlanır.  

• Sertoli hücreleri germ hücrelerinin farklılaşıp olgunlaşması için gereken plazma 

faktörlerini sağlar. 

• Yeni üretilen spermin dışarıya taşınabilmesi için gerekli sıvı Sertoli hücreleri 

tarafından salgılanır. 

•  Embriyonik gelişim sırasında erkek cinsiyetinin gelişmesi için gerekli olan anti 

müllerian hormonu salgılar. 

• Spermiyogenez sırasında açığa çıkan artık cisimler Sertoli hücrelerinin 

lizozomları  tarafından fagosite edilir (27). 

2.2 Epididimis’in Histolojisi 

Epididimis, testisin posterior ve superior yüzeyleri boyunca uzanan, hilal şeklinde 

bir yapıdır. Uzunluğu 7.5 cm’dir. Duktuli efferentes ve epididimis kanalını içerir. Baş, 

gövde ve kuyruk olmak üzere üç bölgeden oluşur. Duktuli efferentes baş bölgesini, 

epididimis kanalı ise gövde ve kuyruk bölgesini oluşturur. Epididimis kanalı çok 

kıvrımlıdır ve 4 – 6 m arası uzunluktadır. Yeni üretilmiş spermler, 2 – 4 hafta arası 

epididimis kanalından geçer ve bu süreçte akrozom olgunlaşır, bağımsız olarak ileri 

doğru hareket ve fertilizasyon yeteneği kazanır (26). 

Epididimis kanalı yalancı çok katlı prizmatik epitel ile döşenmiştir. İki çeşit hücre 

vardır. Bunlar; esas hücreler ve bazal hücrelerdir. Bazal hücreler, bazal laminada 

bulunan yuvarlak ve küçük hücreler olup kanaldaki epitelin kök hücreleridir. Esas 

hücrelerde ise lümene bakan yüzeylerinde modifiye mikrovilli olan stereosilyalar 

bulunur. Bu yapılar glikolipid ve glikoprotein salgılarlar. Epididimis kanalının epiteli 

içte ve dışta uzunlamasına düz kas hücre tabakasıyla sarılmıştır. Kuyruk kısmında ise 

dairesel kas tabakası bulunur. En dışta kan damarları ve bağ dokusundan zengin tunika 

vajinalis ile çevrilidir (27, 30). 
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2.3 Testiste Endokrin Faktörler 

Spermatogenez sürecinde etkili olan endokrin hormonlar testosteron, luteinizan 

hormon (LH) ve folikül stimüle edici hormondur (FSH). 

Testosteron, Leydig hücreleri tarafından sentezlenir. Erken fetal hayatta Leydig 

hücreleri farklılaşarak bu hormonu üretir. Testosteron salgılanması, embriyonik 

gelişim, cinsel olgunlaşma ve üreme fonksiyonu için gereklidir. Embriyolarda 

testosteron salgılanması erkek fetüste, gonadların gelişimi için gereklidir. Ergenlik 

döneminde bu hormonun salgılanması spermatogenez sürecinin başlatılmasında, 

ikincil cinsiyet özelliklerinin gelişmesi ve yardımcı bezlerin salgılama yapmasında 

görev alır. Yetişkinlik döneminde ise spermatogenez sürecinin sürekliliğinin 

sağlanmasında rol alır (26). 

Hipotalamustan gonadotropin salgılatıcı hormonun salınması ile hipofizin ön lobu 

uyarılır. Uyarılma sonucu FSH ve LH salgılanır. LH, hipofizden salınan bir 

gonadotropin hormondur. Ergenlik döneminde LH’ ın üretilmesi ile Leydig hücreleri 

uyarılır ve testosteron salgılanması başlatılır. Bu hormonlar erkek üreme sisteminde, 

cinsiyet gelişiminin ve üreme fonksiyonunun devamlılığının sağlanmasında rol alır 

(31). 

2.4 Oksidatif Stres  

Süperoksit radikalleri O2
•−, hidrojen peroksit (H2O2), hidroksil radikalleri (OH−) 

ve tekli oksijenler O 2  
1  reaktif oksijen türleri (ROT) olarak tanımlanırlar. Biyolojik 

sistemlerde metabolik yolaklarda ara ürün olarak açığa çıkarlar. Protein 

fosforilasyonu, transkripsiyonel faktörlerin aktivasyonu, apoptoz, immün yanıt ve 

farklılaşma gibi biyolojik süreçler gerekli miktarda ROT sentezine bağlıdır. Hücre 

içindeki miktarları çok az seviyede olmalıdır.  Serbest radikaller ile hücrenin bu 

radikallerinden kurtulabilme kapasitesi arasında bir dengesizlik başlayınca oksidatif 

stres (OS) oluşur. ROT üretimi olması gerekenin üstünde bir miktara çıkınca önemli 

hücresel yapılara zararlı etkileri olmaya başlar. Zarar gören bu hücresel yapılar 

proteinler, lipidler ve DNA’dır.  
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ROT üretimi enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla üretilir. Süperoksit 

radikalleri (O2
•− ) NADPH oksidaz, ksantin oksidaz ve peroksidazlar tarafından 

üretilir. Üretimleri gerçekleşince H2O2 ve OH− oluşturan reaksiyonlarda yer alır. İn 

vivo’ da en reaktif serbest radikal türü OH− ’tır. 

Hidroksil radikalinin aşırı artışı sonucunda lipid peroksidasyonu gerçekleşir. Bu 

olay hücre membranına ve lipoproteinlere zarar verir. Bu durumu takiben, hücre için 

sitotoksik ve mutajenik olan malondialdehit (MDA) ve konjuge dien bileşiklerinin 

formasyonu başlar. Lipid peroksidasyonu, radikal zincir reaksiyonu olduğu için hızlı 

bir şekilde ve çok miktarda lipid moleküllerine zarar vererek gerçekleşir. Proteinler de 

OS sonucu, konformasyonel modifikasyonlar geçirerek zarar görebilir. Bu durum da 

enzimatik aktiviteyi olumsuz etkiler (32). 

ROT’ların çoğunluğu, mitokondriyonlarda hücresel solunum esnasında O2’nin 

açığa çıkması ile oluşur. Organellerin, intrinsik ROT savma kapasitelerine sahip 

olmalarına rağmen mitokondriyonların ürettiği ROT miktarına yetecek miktarda 

olmadıkları bilinmektedir. Hücreler, enzimler ve düşük ağırlıklı moleküller 

aracılığıyla ROT ile oluşturulan hücre hasarına karşı savaşırlar. Molekül yapılı 

antioksidanlardan biri glutatyon (GSH) iken, enzimatik antioksidanlar süperoksit 

dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidazdır (32-34).  

2.5 İnfertilite 

İnfertilite, Dünya Sağlık Örgütü’ne (DSÖ) göre 12 ay boyunca düzenli, 

korunmasız cinsel ilişki sonucunda gebelik görülemediği durumu ifade eder. İnfertilite 

dünya çapında ciddi bir soruna dönüşmeye başlamıştır ve üreme bakımından aktif olan 

yaş grubunun %8-12’si infertiliteden etkilenmektedir (35). Lancet Global Burden of 

Disease Resource Center tarafından yapılan ve 195 ülkeyi kapsayan bir araştırmada, 

1990 ve 2007 yılları arasında infertilite görülme prevalansı kadınlarda yıllık %0.370, 

erkeklerde ise %0.291 oranında artmıştır (36). Çoklu sebepler ve risk faktörleri erkek 

infertilitesinin insidansının gittikçe artmasına yol açmaktadır. Bunlar konjenital, 

sonradan kazanılmış ya da idiopatik sebepler olabilir (35). 
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Erkek infertilitesi etiyolojisinde, OS’nin önemli bir etken olduğu (Şekil 3) 

anlaşılmıştır (37). Yapılan bir çalışmada, yıkanmış insan semeninde ROT’ların varlığı 

kanıtlandıktan sonra birçok çalışmada seminal OS’nin erkek üreme kapasitesinde 

önemli bir faktör olduğu kanıtlanmıştır. ROT üretimi artınca hücre membranında lipid 

peroksidasyonu, mitokondriyon ve nukleus DNA fragmentasyonu ve apoptoz 

gerçekleşir. Bunların gerçekleşmesi ile sperm parametreleri ve erkek fertilitesi 

olumsuz etkilenir(38-41). Az miktarda ROT sperm hücrelerinin normal fizyolojik 

fonksiyonlarında, spermatogenezde ve kapasitasyon, akrozom reaksiyonu gibi 

fertilizasyon için gerekli olan aşamaların sorunsuz bir şekilde gerçekleşmesi için 

gereklidir. Ancak miktar açısından antioksidan seviyesini geçtiğinde üreme 

kapasitesini negatif yönde etkileyebilir. Bir başka çalışmada, idiopatik infertil 

erkeklerin %83,8’inde yüksek OS olduğu tespit edilince, erkek oksidatif stres 

infertilitesi (MOSİ) terimi ortaya atılmıştır (37). Otuz yedi milyon idiopatik infertil 

olan erkeği etkileyen MOSİ’de, yüksek OS’nin yanı sıra semen özelliklerinde de 

değişiklikler gözlenmektedir (35).  

Spermatozoonun plazma zarı, akışkanlık sağlayan oldukça yüksek miktarlarda 

çoklu-doymamış yağ asitleri (PUFAs) içermektedir. Bu özelliğinden dolayı 

spermatozoonlar OS’ye çok duyarlı olabilmektedir. ROT’lar, PUFAs’ a saldırıp 

radikal zincir reaksiyonu denilen bir döngü başlatır. Bu döngü, PUFAs’ın konjuge 

olmayan çift bağlı gruplarının ROT’ların elektrofilik saldırılarına uğramasından 

oluşur. Bunun sonuncunda MDA oluşur. MDA bir OS belirtecidir. Proteinlerdeki 

pozitif yüklü hidrofilik aminoasitlerle reaksiyona girerek mitokondriyonlarda 

regülasyon bozukluğuna yol açar ve mitokondriyon iç zarında da OS’ye yol açar (42). 

Birçok faktör MOSİ’ ye yol açabilir. Ancak seminal plazmadaki OS’ nin en 

önemli kaynağı lökosit ve olgunlaşmamış spermatozoondan kaynaklanmaktadır. 

Spermiyogenez sırasında olgunlaşmakta olan spermatozoon sitoplazmasının fazlası 

Sertoli hücreleri tarafından fagosite edilir. Ancak bu sürecin duraklaması sonucunda 

olgunlaşmamış spermatozoon orta parçasında sitoplazma fazlalığı oluşmaya başlar. 

Bunun sonucunda da aşırı ROT üretimi başlar. Biriken sitoplazma nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfat (NADPH) formasyonuna yol açar. NADPH, ROT oluşumunu iki 

yolak ile yapar. Birincisi, zar bağımlı NADPH-oksidaz enzimi oksijeni süperoksit 
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anyonu oluşturmak için kullanır. Bu anyon, devamında da daha reaktif olan hidrojen 

peroksit ortaya çıkar. İkinci yolakta ise NADPH dehidrogenaz ROT oluşumunda rol 

alır (42). 

 

Şekil 3. Oksidatif stresin infertilite ile sonuçlanmasının şematik gösterimi (38). 

İnfertilite teşhisinde, hormon testleri yapmakta önemli bir aşamadır. İlk aşamada 

testosteron ve FSH testleri yapılmaktadır. Total testosteron seviyesi düşük olduğu 

takdirde LH testide yapılmaktadır (35) . 

2.6 Apoptoz 

Çok hücreli canlılarda, mitoz ile ortaya çıkan yeni hücre sayısı ile hasarlı hücre 

sayısı arasındaki homeostatik dengeyi sağlanmak için devamlı bir döngü vardır. Bu 

süreç hücre ölüm yolakları ile kontrol edilir. Apoptoz, genetik kontrollü bir programlı 

hücre ölümüdür. Oluşan zararlı olma potansiyeli olan hücreleri ya da ömrünü 

doldurmuş, işlevi olmayan hücreleri ortadan kaldırmak için normal koşullarda 

gerçekleşebilen bir süreçtir. İnsan vücudunda günde yaklaşık 1 x 109  hücre apoptoza 

uğrar. Birçok hücre ölüm yolağından biri olan apoptoz enzim bağımlı biyokimyasal 

bir süreçtir. Bu süreç çevre dokulara minimum zarar verecek şekilde gerçekleştirilir 

(43). Bu yolakta, hücre kendi nükleer DNA’sını, nükleer ve sitoplazmik proteinleri 
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yıkıma uğratacak enzimleri aktive eder. Yıkıma uğrayan hücreden çıkan apoptotik 

fragmentler fagositoz ile fagosite edilir (44). Apoptoz, spermatogenez süreci için 

oldukça önemlidir. Spermatogenez sürecinde germ hücre popülasyonunu sınırlar ve 

germ hücrelerinin Sertoli hücrelerine oranının optimal düzeyde tutulmasını sağlar. 

Spermatozoonda ROT’ lar devamlı olarak üretilir ve OS oluşturur (45). ROT’ lar çift 

zincirli DNA kırılmalarını indükler ve DNA fragmentasyonu sonucu fizyolojik 

programlı hücre ölümü olan apoptoz tetiklenir (38).  

2.7 Monosodyum Glutamat 

Monosodyum glutamat (MSG), dünya çapında lezzet arttırıcı olarak kullanılan 

glutamik asitin sodyum tuzu türevidir. Genellikle beyaz toz halindedir. MSG 

aminoasitler ile aynı temel yapıya sahiptir. Bir amin grubu (-NH3) ve karboksilik grup 

(-COO-) yerine karboksilat iyonuna sahiptir. Hemen hemen glutamat ile aynı kimyasal 

yapısı vardır. Tek farkları MSG’ de karboksilik zincirde bulunan hidrojen atomu 

yerine sodyum atomu vardır (Şekil 4 ve 5) (46). 

 

Şekil 4. Glutamat yapısı (46). 

 

Şekil 5. MSG yapısı (46). 

MSG, dilde bulunan dört temel tat olan ekşi, tatlı, tuzlu, acı dışında beşinci tat 

olan ‘Umami’ tarafından algılanır (1). Yapılan bir çalışmada, insan dilinde Umami 

bölgesinde özel glutamat tadı reseptörleri olduğu keşfedilmiştir (47).  Umami 

Japoncada lezzetli tat anlamına gelmektedir ve 1909 yılında Japon Profesör Kikunea 
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Ikeda tarafından keşfedilmiştir (46). Keşfedildiğinden bu yana, önce Asya daha sonra 

Avrupa ve Amerika’da yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanmıştır. MSG birçok 

işlenmiş gıdaya katkı madde olarak ilave edilmektedir. Bazen bu gıdalar MSG 

ambalajda içindekiler kısmına etiketlenmeden satılmaktadır (48). Avrupa ülkelerinde, 

insanlarda günlük MSG alımı ortalama 0,3- 1 gram olarak belirlenmiştir. Birçok 

ülkede gıda güvenliği ile ilgili düzenlemeler yapan kurumlar MSG’ yi tüketmek için 

güvenli bir ürün olarak tanımlamaktadır. Fakat araştırmacılar endojen glutamatın bir 

çok fizyolojik ve patolojik süreçte rol oynadığı bilgisinden yola çıkarak kronik olarak 

tüketilmesinin klinik öncesi ve klinik araştırmalar eşliğinde ne kadar güvenli olduğunu  

sorgulamışlardır (1). Araştırmalar sonucu MSG’nin OS’yi indüklediği, obeziteye ve 

karaciğerde toksisiteye yol açtığı gözlemlenmiştir (46). MSG’nin erkek üreme sistemi 

üzerindeki etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada, OS artışına paralel olarak sperm 

parametrelerinin olumsuz olarak etkilendiği, testosteron, FSH ve LH hormon 

düzeylerinde dengesizlik ve seminifer tübüllerde ve epididimis morfolojisinde 

değişiklikler gözlemlenmiştir (48).  

2.8 Aposinin 

Aposinin (4- hidroksi- 3- metoksiasetofenon, acetovanillone) (şekil 6), ilk olarak 

Apocynum türlerinden izole edilmiştir (49).1883 yılında Schmiedeberg tarafından 

keşfedilmiştir ve Apocynum cannabinum (Kanada keneviri) bitkisinin köklerinden 

elde edilmiştir. Bu bitkinin özleri halk arasında iyileştirici madde olarak kullanılmıştır 

(49). 1971 yılında, Himalaya bölgesinde yetişen Picrorhiza kurroa kökünün özünden 

yapılan izolasyon sonucunda bu bitkinin immünomodulatör bileşenlerinden olduğu 

keşfedilmiştir ve tanımlanmıştır. Aposinin molekül ağırlığı 166.7 olan bir 

asetofenondur ve su ile kristalizasyonu sonucu diken görünümlü bir yapı oluşturur. 

Erime sıcaklığı 115 ºC ’dir (23). 
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Şekil 6. Aposinin yapısı (50).  

Picrorhiza’dan ekstrakte edilen aposininin hiçbir yan etkisi olmadığı 

bildirilmiştir. Uzun süreli hayvan deneylerinde de zararlı yan etkiler göstermediği için, 

güvenilir bir madde olarak kabul edilmektedir. Aposininin çeşitli in vitro ve deneysel 

hayvan modellerinde güçlü bir antioksidan ve anti-inflamatuvar etkisi olduğu 

gözlemlenmiştir (49). NADPH-oksidaz (NOX) enzimi ROT üretiminden sorumludur. 

Bu enzimin inhibisyonu, birçok hastalığın tedavisinde kullanılmak için ilgi çekici bir 

terapötik hedef olabilmektedir (23). Yapılan bir çalışmada aposininin, aktive olmuş 

nötrofil ve eozinofillerde NOX enzimi tarafından üretilen süperoksite karşı eşsiz bir 

inhibitör etkisi olduğu gözlemlenmiştir (15). Aposininin NOX inhibitörü olma 

özelliğiyle birçok inflamatuvar hastalıkta terapötik ajan olarak kullanılabileceği 

düşünülmektedir (23). Nötrofil oksidatif patlamanın ve nötrofil aracılı oksidatif 

hasarın indirgenmesi aposininin in vitro anti-inflamatuar etkileri arasında olduğu 

gözlenmiştir (51). 

Aposinin, hücre membranında bulunan NOX kompleksinin iki kritik sitozolik 

komponentinin hücre içi translokasyonunda inhibitör etki gösterir (13). NOX’un 

yapısında iki membrana bağlı komponent (gp91phox ve p22phox), üç sitozolik 

komponent (p67phox, p47phox ve p40phox) ve düşük molekül ağılıklı G proteini 

(rac1 ya da rac21) bulunur (Şekil 7) (50). Sitozolik komponent olan p47phox’un 

membrana göçü fonksiyonel NOX kompleksin oluşumunda kritik bir aşamadır. 

Aposinin, p47phox’un membrana göçünü bloke ederek NOX tarafından O2
- salınımını 

engeller (11).  
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Şekil 7. NOX’un aposinin tarafından inhibisyon mekanizması (23). 
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 3 GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Gereç 

Deneysel çalışma kapsamında Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi 

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (ACU- HADYEK) onay alındı (HDK-

2020/39). Bu çalışmada Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Deney 

Hayvanları Merkezinden (ACU- DEHAM) alınan 32 adet, 8 haftalık, Sprague Dawley 

erkek albino sıçanlar kullanıldı. Deney süresince 22±2°C sıcaklık ve standart 

aydınlık/karanlık (12/12 saat) döngüsü sağlayan kafeslerde tutulan sıçanlar standart 

hayvan yemi ile 28 günlük deney süresi boyunca ad libitum beslendi. 

3.1.1 Deney grupları 

Bu çalışmada dört deney grubu oluşturuldu (Şekil 8).  

 

Şekil 8. Deney modeli şeması. 

Deney grupları; 

Kontrol grubu (K) (n=8): Bu grubu oluşturan, sıçanlara 28 gün boyunca 1 ml distile 

su gavaj yolu ile verildi  

Aposinin grubu (APO) (n=8): Bu gruptaki sıçanlara 24. günden itibaren gavaj 

yoluyla 5 gün boyunca 25 mg/kg dozunda %8’lik dimetil sülfoksit (DMSO) (Katalog 

No: WAK-DMSO-70, Wak- Chemie, Germany) ile hazırlanan aposinin (Katalog No: 

sc-203321, Santa Cruz, California, U.S.A.) verildi. 
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Monosodyum glutamat grubu (MSG) (n=8): Bu gruptaki sıçanlara 28 gün 

boyunca gavaj yolu ile distile suda hazırlanan 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 

sıçanlara 28 gün boyunca 120 mg/kg dozunda distile suda hazırlanan MSG solüsyonu 

verildi. Bu grubu oluşturan sıçanlara 24.günden itibaren 25 mg/kg dozunda %8’lik 

DMSO’da hazırlanan aposinin solüsyonu verildi. 

Deneye başlamadan önce ve deney süresi boyunca her hafta sıçan ağırlıkları 

ölçüldü. Ayrıca, diseksiyon sırasında tüm gruplardan çıkarılan testislerin ağırlıkları 

belirlendi. 

3.1.2 Testis dokusu ve kan örneklerinin elde edilmesi 

Tüm gruplarda deney hayvanlarının diseksiyonu, 28 günlük deney süresinin 

bitiminde ketamin (0.9 cc/kg) ve ksilazin (0.9cc/kg) ile derin anestezi altında 

gerçekleştirildi. Biyokimyasal değerlendirmeler için kalpten kan alındı ve sol testisin 

yarısı kullanıldı. Mikroskopik incelemeler için sol testisin geriye kalan yarısı ve sağ 

testis kullanıldı. Epididimis dokusu sperm sayımı ve sperm morfolojisinin incelenmesi 

için alındı. 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Sperm sayımı, motilitesi ve morfolojisi 

Sıçanların sol epididimis örnekleri disekte edilmelerini takiben Hepes tampon 

solüsyonu eklenmiş Earle’s Balanced Salts solüsyonu içerisine alındı. Semen 

incelemesi yapmak için epididimis dokusu küçük parçalara ayrıldı. Oluşan doku-sıvı 

karışımı tüplere alınarak (5 ml) çöktürme işlemi uygulandı. Dokuları beş dakika 

çöktürme işleminden sonra süpernatant kısmı alındı. Gradient yöntemi kullanılarak 18 

dakika 1800 devir/dakikada santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Örneğin 0,5 ml’lik 

kalan kısmının üzerine, 2 ml’lik sperm yıkama medyumu eklenerek 10 dakika 2000 

devir/dakikada santrifüj edildikten sonra süpernatantı atıldı. Elde kalan pellete 0,3 ml 
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fertilizasyon medyumu eklendi. Ardından Makler sayım kamarasına bir damla 

damlatılıp, 100 karedeki tüm spermler sayıldıktan sonra bir milyon ile çarpıldı. Kalan 

sperm örneği semen yayma yöntemi ile ince bir katman olacak bir şekilde yayarak 

kurutuldu. Hücrelerin fiksasyonu ve dehidrasyonu için etanol kullanıldı. Örnekler 

Diff- Quik boyası (GCC Diagnostics, U.K.) ile boyandı. Her preparatta 100 sperm 

seçilerek baş, boyun ve kuyruk anomalilerine bakıldı. 

3.2.2 Testis dokusu örneklerinin mikropreparasyonu  

Sıçanlardan alınan testis dokuları histokimyasal incelemeler için Bouin solüsyonu 

ile tespit edildi. İmmünhistokimyasal incelemeler için testis dokularının fiksasyonu 

%4’lük paraformaldehit (PFA) ile gerçekleştirildi. Geçirimli elektron mikroskopik 

incelemeler için testis doku örnekleri %2,5’luk PBS tamponlu glutaraldehit (GA) 

solüsyonu ile fikse edildi.  

3.2.3 Işık mikroskopu düzeyinde histokimyasal incelemeye yönelik doku 

preparasyonu 

Diseksiyon sonrası sıçanlardan alınan testis ve epididimis dokuları histolojik 

incelemeler amacıyla Bouin solüsyonu ile 2 gün fikse edildi. İmmünhistokimya 

uygulamalarında kullanılmak amacıyla dokular %4’lük PFA ile 72 saat süresince fikse 

edildi. Fiksasyonu takiben dokular, yükselen etanol serisi (%70, %90, %96, %100) ile 

dehidratasyon ve akabinde ksilenle saydamlaştırma aşamalarından geçirildi (Thermo 

Citadel 2000, Massachusetts, U.S.A.). Dokular daha sonra sıvı parafine gömüldü 

(Thermo Histostar, Massachusetts, U.S.A.). Rotary mikrotom (Thermo- Shandon™ 

Finesse™ ME+, Massachusetts, U.S.A.) ile 5 μm kalınlığında alınan parafin kesitler 

sıcak su banyosuna aktarıldı ve histolojik boyamalar için lamlara alındı. Kesitlere, 

genel histolojik değerlendirme için hematoksilen ve eozin (H&E) boyası uygulandı. 

Bazal membrandaki değişiklikleri göstermek için periyodik asit- Schiff (PAS) 

reaksiyonu ve ayrıca bağ dokudaki değişiklikleri göstermek için de Masson’un üçlü 

boyası uygulandı.  
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3.2.4 Hematoksilen ve eozin boyası  

Parafine gömülen doku bloklarından 5 μm kalınlığında testis ve epididimis 

kesitleri alındıktan sonra kesitler sıcak su banyosuna aktarıldı. Kesitlere genel 

histolojik değerlendirme için hematoksilen ve eozin (H&E) boyaması uygulandı. H&E 

boyaması için ilk olarak lamlar ksilende deparafinizasyon aşaması için 40 dakika 

bekletildi. Daha sonra rehidratasyon aşamasından geçirmek için 10’ar dakika azalan 

konsantrasyonda etanol serisinden (%100, %90, %70) geçirildi. Alkol serisinden sonra 

kesitler Mayer’in hematoksilen solüsyonunda (J.T Baker, Pennsylvania, U.S.A.) 5 

dakika bekletildi. Doku kesitleri daha sonra akar suda bekletildi. Akar sudan alınan 

dokular 1 dakika %70 etanolde bekletildi. Bir sonraki aşamada dokular sırası ile 1’er 

dakika olmak üzere eozinde (Histoplus™), %90 ve %100 etanolde bekletildi. Son 

aşamada kesitler bir dakika ksilende bekletilip son olarak entellan ile kapatıldı. Işık 

mikroskopunda (Zeiss A1 Axio Scope, Germany) incelenen H&E ile boyanan testis 

kesitlerinde seminifer tübüller, ‘’Modifiye edilmiş Johnsen’ın histopatolojik skorlama 

parametreleri (52, 53)’’ bazında skorlandı (Tablo 1). Ayrıca Image J (1.44 software 

N.I.H.-U.S.A.) programı kullanılarak tüm kesitlerde 100 adet seminifer tübülün epitel 

kalınlığı ölçüldü.  

Tablo 1. Modifiye edilmiş Johnsen’ın Histopatolojik Skorlama Parametreleri (52, 53). 

10 
 

Tam spermatogenez 

9 Hafif bozulmuş spermatogenez, çok sayıda geç spermatid, epitel organizasyonunda 
bozukluk  
 

8 Her tübül lümeninde 5’ten az spermatozoa, az sayıda geç spermatid var  
 

7 Spermatozoa yok, geç spermatid yok, çok sayıda erken spermatid var 
 

6 Spermatozoa yok, geç spermatid yok, birkaç erken spermatid var 
 

5 Spermatozoa veya spermatid yok, çok sayıda spermatosit var  
 

4 Spermatozoa veya spermatid yok, birkaç spermatosit var  
 

3 Yalnızca spermatogonyumlar var 
 

2 Germ hücresi yok, sadece Sertoli hücresi var 
 

1 Seminifer tübül içerisinde hiç hücre yok 
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3.2.5 Periyodik asit- Schiff reaksiyonu 

Seminifer tübüllerin bazal membranlarındaki değişiklikleri tespit etmek için testis 

kesitlerine periyodik asit- Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandı. Kesitler ilk olarak 

yarım saat ksilende bekletildi. Daha sonra azalan konsantrasyonda 10’ar dakika etanol 

serilerinden geçirildi ve distile suda çalkalandı. Bir sonraki aşamada kesitler periyodik 

asit solüsyonunda (Katalog No: 8222880100, Merck, New York, U.S.A.) 20 dakika 

bekletildi. Bu aşamayı takiben akar suda 5 dakika bekletilen kesitler tekrar distile suda 

çalkalandı. Çalkalama aşamasından sonra sırası ile Schiff reaktifinde 20 dakika ve 

sülfüroz asit solüsyonunda (Merck, New York, U.S.A.) 12 dakika bekletilen kesitler 

tekrar akar su ve distile sudan geçirildikten sonra Mayer’in hematoksileni (J.T Baker, 

Pennsylvania, U.S.A.) ile 5 dakika boyunca zıt boyama uygulandı. Akar su ve distile 

sudan geçirilen kesitler 5’er dakika dehidratasyon aşaması için yükselen 

konsantrasyonda etanol serisinden geçirildi. Kesitler son olarak ksilen aşamasından 

geçirildikten sonra entellan ile kapatılıp ışık mikroskopu ile incelendi (Zeiss A1 Axio 

Scope, Germany). 

3.2.6 Masson’un üçlü boyası 

Testis dokusundaki bağ doku değişikliklerini tespit etmek amacıyla kesitlere 

Masson’un üçlü boyası uygulandı. Birinci adımda kesitler 40 dakika ksilenden ve 

10’ar dakika azalan konsantrasyonda etanol serisinden geçirildi. Kesitler Bouin 

solüsyonu içerisine alınıp 1 saat 56°C’de etüvde bekletildi. Akarsuda bekletildikten 

sonra 10 dakika Weigert’in demirli hematoksileninde (Merck, New York, U.S.A.) 

tutuldu. Tekrar akarsu aşamasından sonra kesitler distile suda çalkalandı. On dakika 

Beibrich Scarlet-asit fuksin solüsyonuda bekletildikten sonra kesitler distile suda 

çalkalandı. Fosfomolibdik asit- fosfotungistik asit solüsyonunda (Katalog No: 79560, 

Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) 10 dakika bekletildikten sonra doku kesitleri 

5 dakika anilin mavisi solüsyonunda (Katalog No: B8563, Sigma Aldrich, Burlington, 

MA, U.S.A.) bekletildi. Distile suda çalkalandıktan sonra %1’lik asetik asit 

solüsyonunda (Katalog No: 33209, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A.) 

bekletilen kesitler sırası ile distile su ve yükselen konsantrasyonda etanol serisinden 

geçirildi. En son aşamada kesitler ksilenden geçirildikten sonra entellan ile kapatılıp 

ışık mikroskopu ile incelendi (Zeiss A1 Axio Scope , Germany). 
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3.2.7 ZO-1 immünhistokimyası  

KTB’de sıkı bağlantı proteinlerinden olan ZO-1 yoğunluğundaki değişimi 

gözlemlemek için kesitlere okludin immünhistokimyası uygulandı. Beş µm 

kalınlığında pozitif şarjlı lamlara alınan PFA ile fikse edilen testis kesitleri bir gece 

56°C etüvde bekletildi. Ksilende 30 dakika bekletildikten sonra kesitler 10’ar dakika 

azalan konsantrasyonda etanol (%100, %96) serilerinde bekletildi. Daha sonra kesitler 

endojen enzim blokajı amacıyla metanol ile hazırlanan %3’lük hidrojen peroksit 

solüsyonunda (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 20 dakika bekletildi. Çeşme suyu ve distile su 

ile yıkandıktan sonra kesitler etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) tamponunda 

(Sigma-Aldrich, U.S.A.) 200 W’ de mikrodalgada ısıtıldı. Oda ısısında 30 dakika 

soğumaya bırakılan kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ te bekletilmeyi takiben 10 dakika 

%10 tamponlu keçi serumunda (Invitrogen, USA) bloklama amacıyla bekletildi. 

Kestiler %1’lik BSA-PBS-Triton X-100 solüsyonu ile 1:100 oranında dilüe edilmiş 

tavşan anti-ZO-1 primer antikorunda (Life Technologies, CA, U.S.A.) +4°C’de 1 gece 

boyunca nemli odacıkta bekletildi. PBS’ te 3 defa 5’er dakika bekletildikten sonra 

1:1000 oranında dilüe edilmiş biotin ile işaretlenmiş keçi anti-tavşan sekonder 

antikoru (Katalog No:65-6140, Invitrogen, U.S.A) kesitlerin üstüne damlatılıp 37°C 

etüve konuldu. PBS’te 3 defa 5 dakika bekletildikten sonra kesitlerin üstüne 

streptavidin-horseradish peroksidaz (Invitrogen, U.S.A.) damlatılıp 20 dakika 

bekletildi. PBS’ te yıkandıktan sonra AEC single/plus kromojeni (Abcam, Cambridge, 

U.K.) damlatılıp 15 dakika bekletilen kesitler distile su ile çalkalanıp Keiser gliserolu 

ile kapatıldı. Kesitler ışık mikroskopu ile incelenerek görüntülendi (Zeiss A1 Axio 

Scope, Oberkochen, Germnay). ZO-1 immünreaktivite boyanma yoğunluğu Image J 

(1.44 software, National Institutes of Health) programı kullanılarak hesaplandı. 

3.2.8 Okludin immünhistokimyası 

KTB’de sıkı bağlantı proteinlerinden olan okludin yoğunluğundaki değişimi 

gözlemlemek için kesitlere okludin immünhistokimyası uygulandı. Bir gece boyunca 

56°C’de bekletilen kesitler sırası ile deparafinizasyon, dehidrasyon ve endojen enzim 

blokajı aşamalarından geçirildikten sonra yıkama işlemlerinden geçirilmiştir. Plastik 

şale içerisinde mikrodalgada 200 W’ de EDTA (Sigma- Aldrich, U.S.A.) tamponu 

içinde ısıtıldıktan sonra soğumaya bırakılmıştır. Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’ te 
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bekletildikten sonra bloklama amacıyla 10 dakika %10 tamponlu keçi serumunda 

(Invitrogen, U.S.A.) bekletildi. Kesitlere 1:150 oranında %1’lik BSA-PBS-Triton X-

100 solüsyonu dilüe edilmiş tavşan anti- Okludin primer antikoru (Katalog No:71-

1500, Invitrogen, U.S.A.) mikropipet yardımıyla damlatıldı. Kesitler bir gece nemli 

odacıkta +4°C’de bekletildi. PBS’te 3 defa 5’er dakika yıkandıktan sonra 1:1000 

oranında dilüe edilmiş biotin ile işaretlenmiş keçi anti-tavşan sekonder antikor 

(Katalog No:65-6140, Invitrogen, U.S.A.) kesitlerin üstüne damlatılıp yarım saat 37°C 

etüvde bekletildi. PBS’te 3 defa 5 dakika bekletildikten sonra kesitlerin üstüne 

streptavidin-horseradish peroksidaz (Invitrogen, U.S.A.) damlatılıp 20 dakika 

bekletildi. Kesitler PBS’ te yıkandıktan sonra 15 dakika AEC single/plus 

kromojeninde (Abcam, Cambridge, U.K.) tutuldu. Distile su ile çalkalanmayı takiben 

Keiser gliserolu damlatılarak lamel ile kesitlerin üstü kapatıldı. Kesitler ışık 

mikroskopu ile incelenerek görüntülendi (Zeiss A1 Axio Scope, Oberkochen, 

Germany). Okludin immünreaktivite boyanma yoğunluğu Image J (1.44 software, 

National Institutes of Health) programı kullanılarak hesaplandı. 

3.2.9 NOX-2 immünhistokimyası 

Dokudaki NOX-2 immünreaktivite yoğunluğunu belirlemek için kesitlere NOX-

2 immünhistokimyası uygulandı. Yüzde 4’lük PFA (Merck, New York, U.S.A.) ile 

fikse edilen pozitif şarjlı lamlara alınmış doku kesitleri bir gece 56°C etüvde bekletildi. 

Kesitler daha sonra yarım saat ksilende, 10’ar dakika saf etanolde ve %96’lık etanolde 

bekletildi. Bir sonraki aşamada kesitler 20 dakika metanol ile dilüe edilmiş %3’lük 

hidrojen peroksitte (Sigma-Aldrich, U.S.A.) bekletildi. Yıkama aşamasından 

geçirildikten sonra kesitler EDTA tamponu (Sigma-Aldrich, U.S.A.) içerisinde 

mikrodalgada ısıtıldı. Soğumaya bırakılan kesitler daha sonra PBS ile yıkandı. %10 

tamponlu keçi serumunda blokaj için (Invitrogen, U.S.A.) 10 dakika bekletildikten 

sonra 1:100 oranında %1’lik BSA- PBS-Triton-X-100 solüsyonu ile dilüe edilmiş 

tavşan anti-NOX-2 primer antikorunda (Katalog No: NBP2-41291, Novus, Bio-

Thecne, Minnesota, U.S.A.) nemli oda içerisinde +4°C’de 24 saat bekletildi. PBS ile 

yıkama işleminden geçirilen kesitler, 1:1000 oranında dilüe edilmiş floresan işaretli 

keçi anti-tavşan sekonder antikoru (Katalog No: A32740, Invitrogen, U.S.A.) ile nemli 

odacıkta yarım saat 37°C etüvde bekletildi. Kesitler son kez PBS ile yıkama 
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işleminden geçirildikten sonra 4’6- Diamino-2-fenilidol (DAPI) içeren gliserol 

(Katalog No:188804, Abcam, Cambridge, U.K.) ile kapatıldı. Kesitler floresan 

ataşmanlı mikroskop ile incelenerek görüntülendi (Zeiss A1 Axio Scope, Oberkochen, 

Germany). Fotoğraflanan kesitlerdeki ışıma yoğunluğu, bütünleşik ışıma (integrated 

density) değeri Image J (1.44 software, National Institutes of Health) programı 

kullanılarak hesaplandı. 

3.2.10 Terminal deoksinükleotidil transferaz aracılı deoksiüridin trifosfat 

(dUTP) çentik uçlu etiketleme (TUNEL) immünhistokimyası  

Pozitif şarjlı lama alınmış 5μm kalınlığındaki testis dokusu kesitlerine, TUNEL-

pozitif apoptotik hücre sayısını ve apoptotik indeksi belirlemek için TUNEL 

immünhistokimyası üretici firmanın (ApopTag Plus, In Situ Apoptosis Detection Kit, 

S7101, Millipore) verdiği kit ile kullanım kılavuzuna göre uygulanmıştır. Apoptotik 

indeks hesaplanması için her kesitte rastgele 20 adet seminifer tübül seçildi. Seçilen 

tübüllerde 3 veya daha fazla TUNEL- pozitif hücre bulunduran tübül sayısının toplam 

seminifer tübül sayısına oranlanmasıyla apoptotik indeks hesaplandı. Yarım saat 

ksilende bekletilen kesitler, saf etanolde 2 defa 5’er dakika bekletildi. Kesitler daha sonra 

%95 etanolde ve %70 etanolde 5’er dakika bekletildi. PBS’ te 5 dakika bekletildikten 

sonra kesitler sitrat tamponun içerisinde 20 dakika boyunca 200 W mikrodalgada ısıtıldı. 

Yarım saat soğumaya bırakıldıktan sonra oda ısısında 15 dakika Proteinaz K (20μg/ml) 

doku kesitleri üzerine damlatıldı. Kesitler distile suda 2’şer defa 2 dakika yıkandı ve PBS 

ile hazırlanmış %3’lük hidrojen peroksitte 5 dakika bekletildi. PBS’te beş dakika 

yıkandıktan sonra kesitlerin üzerine 10μl dengeleyici tampon konuldu. Kesitler plastik 

lamellerle kapatılıp oda sıcaklığında 30 dakika bekletildi. Plastik lameller kaldırılıp 

10μl Tdt enzimi damlatıldı ve plastik lameller tekrar kapatıldı. Nemli odacıkta 37°C 

etüvde 1 saat inkübe edildi. Plastik lameller kaldırılarak durdurma-yıkama tamponu 

damlatılıp tekrar kapatıldı ve oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 defa 1’er 

dakika yıkandıktan sonra kesitlerin üzerine 13 μl Anti-digoksigenin damlatıldı ve 

tekrar plastik lamellerle kapatıldı. Yarım saat oda ısısında inkübe edildikten sonra 4 

defa ikişer dakika PBS’te yıkandı.  Kesitlerin çevresi dikkatlice kurutulduktan sonra 

13 μl 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) solüsyonu damlatıldı. Oda sıcaklığında 5 dakika 

bekletilip renk değişimi gözlendikten sonra kesitler distile su ile çalkalandı. Zıt 
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boyama yapmak amacıyla kesitler Mayer’ in hematoksilen solüsyonunda (J.T Baker, 

Pennsylvania, U.S.A.) bir dakika bekletildi. Distile suda 3 defa 10 saniye yıkandıktan 

sonra kesitler %96 alkolde 2 defa 2’şer dakika bekletildi. Kurutulan kesitler entellan 

ile kapatıldı. Kesitler ışık mikroskopu ile incelenerek görüntülendi (Zeiss A1 Axio 

Scope, Oberkochen, Germany).  

3.2.11 Prolifere hücre nükleer antijeni (PCNA) immünhistokimyası 

Proliferatif hücre sayısını ve proliferasyon indeksinin belirlenmesi için kesitlere 

PCNA immünhistokimyası uygulandı. Pozitif şarjlı lamlara alınmış 5μm 

kalınlığındaki kesitler bir gece 37 °C etüvde bekletildi. Kesitler daha sonra ksilende 

30 dakika bekletildikten sonra saf etanolde ve %96’lık etanolde 10 dakika bekletildi.  

Metanol ile dilüe edilmiş %3’lük hidrojen peroksit solüsyonunda (Sigma-Aldrich, 

U.S.A.) kesitler endojen enzim blokajı için 20 dakika bekletildi. Çeşme suyu ve distile 

suda çalkalandıktan sonra antijen geri kazanımı için plastik şale içerisindeki EDTA 

tamponunda (Sigma-Aldrich, U.S.A.) 20 dakika 200 W mikrodalgada kesitler ısıtıldı 

ve o da sıcaklığında yarım saat soğutmak için bekletildi. PBS ile 3 defa yıkandıktan 

sonra kesitler bloklama solüsyonunda (Invitrogen, U.S.A.) 10 dakika bekletildi. Daha 

sonra 1: 50 oranında sulandırılan tavşan anti-PCNA (Novus, U.S.A.) primer 

antikorunda bir gece boyunca +4’te nemli odacık içerisinde bekletilen kesitler 3 defa 

5 ‘er dakika PBS ile yıkandı. 1:500 oranında dilüe edilmiş biyotin ile işaretlenmiş keçi 

anti-tavşan sekonder antikoru (Invitrogen, U.S.A.) kesitlere damlatılıp yarım saat 

nemli odacık içerisinde 37°C etüvde bekletildi. Kesitlere streptoavidin peroksidaz 

(Invitrogen, U.S.A.) damlatılıp 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 defa 2 dakika 

yıkandıktan sonra kesitler 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kromojeninde (1 ml DAB 

substrat + 30 μl DAB kromojen) 5 dakika bekletildi. Distile su ile yıkandıktan sonra 

%70’lik etanole bandırılıp çıkartılan kesitler zıt boyama için Mayer’in hematoksilen 

solüsyonunda 1 dakika bekletildi. Musluk suyu ile çalkalandıktan sonra kesitler distile 

su ile çalkalandı ve ikişer dakika %96’lık etanol ve saf etanolden geçirildi. Kesitler daha 

sonra gliserin jel ile kapatıldı. Proliferasyon indeksi belirlenmesi için her bir kesitte 20 

tane tübülde PCNA pozitif hücre sayısı toplam hücre sayısına bölündü. Kesitler ışık 

mikroskopu ile incelenerek görüntülendi (Zeiss A1 Axio Scope, Oberkochen, 

Germany). 
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3.2.12 Geçirimli elektron mikroskopik preparasyon 

Geçirimli elektron mikroskopu düzeyinde inceleme amacı ile için alınan testis 

dokusu örnekleri %2,5’luk 0,1 M PBS tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit fiksatifi 

(Katalog No: A0589, PanReach AppliChem, Chicago, IL, U.S.A.) içerisinde 4 ºC’de 

4 saat fikse edildi. Tamponla yıkamadan sonra, dokulara %1’lik osmiyum tetroksit ile 

1 saat postfiksasyon (Katalog No:19134, Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, 

U.S.A.) uygulandı. Dokular yükselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) 

geçirilerek dehidre edildi ve propilen oksitten geçirilerek (Katalog No: 82320, Sigma-

Aldrich, U.S.A.) Epon 812’ye gömüldü. 60 ºC’deki etüvdeki polimerizasyonu takiben 

ultramikrotomda (Leica, EM UC7, Germany) alınan yarı ince kesitler (1 μm) toluidin 

mavisi (Sigma-Aldrich, U.S.A.) ile boyanarak yer tespiti yapıldı. 60 nm kalınlığındaki 

ultra ince kesitler ise bakır gridler üzerine alınarak %2’lik uranil asetat ve kurşun sitrat 

solüsyonları ile kontrastlandı. Gridler geçirimli elektron mikroskopunda (THERMO 

FISHER SCIENTIFIC TALOS L 120C , The Netherlands) incelenerek fotoğraflandı.  

3.3.13 Serum testosteron, FSH ve LH konsantrasyonlarının ölçülmesi  

Serumda biyokimyasal analizler için dekapitasyonun hemen öncesinde kalpten 

alınan kan örnekleri, antikoagülan maddesi bulunmayan kuru vakumlu tüplere 

aktarıldı. Otuz dakika oda sıcaklığında bekletilmesinin ardından 4000 rpm’de 15 

dakika boyunca santrifüj edildi. Ayrılması sağlanan serum örnekleri -20°C’de 

muhafaza edildi. Analizler, Marmara Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Biyokimya 

Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda yapıldı. 

Serum testosteron, FSH ve LH seviyelerinin belirlenmesi amacıyla ticari olarak 

satın alınan “Bioassay Technology Laboratory” markalı “Rat testosterone ELISA kit”, 

“Rat FSH ELISA kit” ve “Rat LH ELISA kit” kullanılarak serum testosteron, FSH ve 

LH konsantrasyonları ölçüldü. Kit prosedürüne uygun olarak yapılan işlemlerin 

ardından oluşturulan standart grafikler kullanılarak örneklerdeki testosteron, FSH ve 

LH konsantrasyonları belirlendi. Sonuçlar testosteron için; nmol/L olarak, FSH ve LH 

için mIU/L olarak verildi. 
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3.3.14 Doku MDA, GSH ve SOD seviyelerinin ölçülmesi 

Dekapitasyondan hemen sonra çıkarılan testis dokusu, PBS tamponu (137 mM 

NaCl, 2,7mM KCl, 10mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4) ile yıkanarak tartıldı ve 

ependorf tüplere konularak -80° C’ de ölçümler yapılana kadar saklandı. Biyokimyasal 

ölçümler yapılacağı gün -80’den çıkarılan dokular soğuk 150 mM KCl çözeltisiyle 

homojenize edilerek %10’luk doku homojenatı hazırlandı. 

Doku malondialdehit (MDA) seviyelerinin ölçülmesi: Lipit peroksidasyonun 

göstergesi olan MDA seviyelerinin tayini için ticari olarak satın alınan kit kullanıldı. 

(Elabscience, U.S.A.) Metodun prensibi, lipid peroksidasyonunun yıkım ürünlerinden 

olan MDA’nın tiyobarbitürik asit (TBA) ile oluşturduğu pembe renkli kompleksin 

renk şiddetinin 532 nm dalga boyunda ölçülmesi esasına dayanmaktadır. 

Kullanılan reaktifler 

R1, R2 ve R3 

50 µmol/L 1,1’,3,3’ tetraetoksipropan (standart stok solüsyonu) 

Deneyin yapılışı: Kit prosedürüne göre hazırlanan çözeltiler aşağıdaki çalışma 

tablosunda belirtildiği şekilde deney tüplerine eklendikten sonra çözeltilerin karışması 

için iyice vortekslendi. Tüpler kaynar suda (en az 95 ⁰C) 1 saat bekletildi; akan çeşme 

suyunda soğutuldu ve 5000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Pembe renkli 

süpernatantların absorbansları 532 nm’de okundu ve 1.1’,3,3’ tetraetoksipropanla 

hazırlanan standart grafiğinden yararlanılarak nmol/gr doku cinsinden MDA düzeyleri 

bulundu.  

Tablo 2. MDA analizinde kullanılan çözeltiler. 

 Numune Standart Kör 
Homojenat 20 µl 20 µl 20 µl 

R1 20 µl 20 µl 200 µl 
R2        600 µl       600 µl          600 µl 
R3        200 µl       200 µl        - 
%50 glasiyel asetik asit    - -           200 µl 
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Doku Glutatyon (GSH) seviyesinin ölçülmesi: GSH hücre, doku ve organ 

sistemlerinin bütünlüğünün yapısal ve fonksiyonel olarak korunmasında antioksidan 

bir molekül olarak rol almaktadır. Testis dokularında GSH analizi, Beutler metoduna 

göre yapıldı (54). Metodun prensibi, analiz tüpünde bulunan GSH’ın 5,5’-ditiyobis 2- 

nitrobenzoik asit (DTNB) ile reaksiyona girerek sarımsı renk vermesi ve oluşan bu 

rengin ışık şiddetinin 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasına 

dayanmaktadır. 

Deneyin Yapılışı: Doku homojenatları 5000 rpm’de, +4 ⁰C’de, 20 dakika 

santrifüj edildi. Elde edilen süpernatanta %10’luk TCA çözeltisi ilave edildi, 

karıştırıldı ve tekrar 3000 rpm’de, +4 ⁰C’de, 20 dakika santrifüj edilerek proteinlerin 

çökmesi sağlandı. Açık renkli süpernatant numuneleri GSH analizinde kullanıldı. 

Kullanılan Reaktifler: 

% 10’luk triklor asetik asit  

% 1’lik trisodyum sitrat 

% 0.4’lük 5,5’-DTNB 

0.3 molar disodyum hidrojen fosfat 

Aşağıdaki tabloda belirtilen çalışma şemasına göre deney tüpleri hazırlanarak 

çözeltilerin iyice karışması için tüpler vortekslendi. Oda ısısında 5 dakika bekletilen 

numunelerde oluşan rengin şiddeti spektrofotometrede 410 nm’de okundu ve 

glutatyon standart grafiğinden yararlanılarak µmol/ gr doku cinsinden GSH düzeyleri 

bulundu. 

Tablo 3. GSH analizi çalışma şeması. 

 Numune Kör 

%10'luk Homojenat 500µl ------- 

Na2HPO4 (0,3M) 4 ml 4 ml 

DTNB 500 µl       500 µl 
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Tablo 3 GSH analizi çalışma şeması (devam) 

Distile su -------- 500 

Doku Süperoksit (SOD) aktivitesinin ölçülmesi: SOD aktivitesi, WST (water-

soluble tetrazolium salt) reaksiyonuna dayanan ″Sigma SOD Determination Kit (Cat. 

No:19160)″ ile belirlendi. 

Deneyin Yapılışı: Kit protokolünde belirtilen ve aşağıda ayrıntılı olarak yazılan 

işlemler uygulanarak testis SOD aktivite tayini yapıldı. 

 1) 4 tüp alınarak örnek, kör 1, kör 2 ve kör 3 olarak etiketlendi. 

2) 20 µl örnek, tüm örnek ve kör 2 kuyucuklarına eklendi ve 20 µl dH2O kör 1 ve 

kör 3 kuyucuklarına eklendi.  

2) 200 µl WST solüsyonu tüm kuyucuklara eklenerek karıştırıldı. 

3) 20 µl Dilüsyon Buffer tüm kör 2 ve kör 3’lere eklendi.  

4) 20 µl Enzim Çalışma Solüsyonu tüm kör 1’lere eklendi ve karıştırıldı.  

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

7) SOD aktivitesi aşağıdaki denklem kullanılarak hesaplandı.  

 

3.3.15 İstatistiksel analiz 

İstatistiksel analizler Graph-Pad Prism 9.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA) programı ile yapıldı. İstatistiksel analizler için One-Way veya Two Way 

ANOVA yöntemi, karşılaştırma analizleri için de Tukey testi kullanıldı. p < 0,05 

anlamlı olarak kabul edildi.  
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4 BULGULAR 

4.1 Vücut Ağırlığı 

Haftalık vücut ağırlığı tartım sonuçlarına göre sıçan ağırlıklarının, Kontrol 

grubunda 301,7± 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 olduğu görüldü. Sıçan ağırlıkları deney 

grupları bazında karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı fark görülmedi (Şekil 

9).  

 

Şekil 9. Deney gruplarındaki sıçanların haftalık vücut ağırlıkları grafiği 

4.2 Testis Ağırlığı 

Testis ağırlıkları; 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 grupları arasında testis ağırlığında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmadı (Şekil 10). 
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Şekil 10. Deney gruplarına ait sıçanların testis ağırlığı. 

4.3 Testis Ağırlığı/ Vücut Ağırlığı 

Deney gruplarının testis ağırlıklarının vücut ağırlıklarına oranları; 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’dı. MSG grubunun 

testis ağırlığı /vücut ağırlığı oranının diğer deney grupları ile karşılaştırıldığında daha 

düşük olduğu gözlenmekle beraber bu düşüş istatistiksel olarak anlamlı değildi. Testis 

ağırlığı /vücut ağırlığı oranında deney grupları arasında istatistiksel anlamda bir fark 

gözlenmedi (Şekil 11).  

 

Şekil 11. Deney gruplarının testis ağırlıklarının vücut ağırlıklarına oranı. 
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4.4 Sperm Morfolojisi, Sayımı ve Motilitesi 

Kontrol grubunda sperm sayısı 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 karşılaştırıldığında sperm 

sayısında anlamlı derecede (sırası ile, ***p<0,001, αααp<0,001) düşüş olduğu gözlendi. 

MSG+APO grubu MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise sperm sayısında anlamlı 

(++p<0,01) artış olduğu görüldü (Şekil 12). 

 

Şekil 12. Deney gruplarına ait sperm sayıları. ***p <0,001 Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında. αααp <0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. ++p <0,01 MSG ile 
karşılaştırıldığında. 

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 karşılaştırıldığında sperm motilitesinde istatistiksel olarak 

azalma (**p<0,01) olduğu gözlendi. MSG grubu APO grubu ile karşılaştırıldığında 

ilgili kriterde anlamlı derecede (αααp<0,001) azalma görüldü. MSG+APO grubu MSG 

grubu ile karşılaştırıldığında ise sperm motilitesinde anlamlı derecede (++p<0,01) artış 

olduğu görüldü (Şekil 13) . 
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Şekil 13. Deney gruplarının sperm motilite yüzdeleri. **p<0,01 Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. ++p<0,01 MSG ile 
karşılaştırıldığında. 

Kontrol grubu ve APO grubuna ait sperm örneklerinde çok sayıda normal 

morfolojiye sahip sperm gözlendi (Resim 1, Resim 2). MSG grubunda normal 

morfolojiye sahip sperm sayısında azalma gözlenirken; baş, boyun ve kuyruk 

anomalilerine sahip çok sayıda sperm görüldü (Resim 3). MSG+APO grubunda 

normal morfolojiye sahip spermlerle beraber baş ve kuyruk hasarına sahip az sayıda 

spermler görüldü (Resim 4). 
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Resim 1. Kontrol grubunda normal sperm morfolojisi görüldü. Diff-Quik boyaması. 

 

Resim 2. APO grubunda normal sperm morfolojisi gözlendi. Diff-Quik boyaması. 
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Resim 3. MSG grubunda bozulmuş morfolojik yapı gösteren spermler: kuyruksuz 
sperm başı (siyah ok), boyun anomalisi (siyah ok başı) ve kuyruk anomalisi (*). İnset: 
Kuyruk anomalisi (*). Diff-Quik boyaması. 

 

Resim 4. MSG+APO grubunda normal morfolojiyi (beyaz ok) ve bozulmuş 
morfolojiyi yansıtan spermler görüldü: kuyruksuz spermin baş yapısı (siyah ok). İnset: 
Normal morfolojide spermler (beyaz ok). İnset: Normal yapıda spermler (beyaz ok) 
ve kuyruk anomalisi (*). Diff-Quik boyaması 
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4.5 Morfolojik Bulgular  

Epididimis kesitleri ışık mikroskopik düzeyde incelemeler için H&E ile boyandı. 

Kontrol grubu ve APO grubunda epididimal kanalların spermatozoa ile dolu olduğu 

gözlemlendi (Resim 5 ve 6).  MSG grubunda ise epididimal kanalda Kontrol ve APO 

gruplarına göre daha az sayıda spermatozoa olduğu görüldü (Resim 7). MSG+APO 

grubuna ait kesitlerde epididimal kanallardaki spermatozoa sayısının MSG grubuyla 

karşılaştırıldığında daha fazla olduğu gözlendi (Resim 8). 

Testis dokusunun ışık mikroskopik düzeyde H&E boyası ile yapılan 

incelemelerinde Kontrol grubunda düzgün seminifer tübül organizasyonu 

gözlemlendi. Germinal epitelde spermatogenik hücre serisine ve seminifer tübül 

lümenlerinde spermatozoonlara rastlandı (Resim 9). APO grubunda da Kontrol grubu 

ile benzer testis morfolojisi izlendi (Resim 10). MSG grubunda germinal epitel 

organizasyonunda bozukluklar gözlendi. Harabiyet bulguları gösteren seminifer 

tübüllerin bazal kompartmanında vakuolizasyona, tübül lümeninde ise döküntü 

hücrelerine rastlandı (Resim 11). MSG+APO grubunda normal testis dokusu 

organizasyonu gözlenmesinin yanı sıra az sayıda dejenere olmuş seminifer tübüllere 

rastlandı. Seminifer tübüllerin lümenlerinde çok sayıda spermatozoon gözlenirken 

bazı tübüllerin lümeninde de spermatogenik seriye ait döküntü hücreleri mevcuttu. Az 

sayıda seminifer tübülün bazal membranlarında yer yer vakuolizasyon gözlendi 

(Resim 12).   

Seminifer tübüllerin bazal membranlarındaki değişiklikleri gözlemlemek amacı 

ile testis dokusu kesitlerine PAS reaksiyonu uygulandı. Kontrol grubu ve APO 

grubunun kesitlerinde düzgün bazal membran ve seminifer tübül morfolojisi ve 

kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon görüldü (Resim 13 ve 14). MSG grubunda PAS-pozitif 

reaksiyonda azalma ve bazı seminifer tübüllerin bazal membranlarında bozulma 

olduğu görüldü (Resim 15). MSG+APO grubunda ise PAS-pozitif reaksiyonunun 

Kontrol grubuna yakın olduğu ve seminifer tübül bazal membranlarının normale yakın 

morfolojide olduğu gözlenirken az sayıda tübülde bazal membran ayrılmaları 

gözlemlendi (Resim 16). 
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Testis dokusundaki interstisyel bağ doku değişikliklerini gözlemlemek için 

kesitler Masson’un üçlü boyası ile boyandı. Bağ dokusu yapılanması açısından gruplar 

arasında herhangi bir fark gözlenmedi. MSG grubu kesitlerinde tunika albuginea’da 

yağ hücreleri oluşumu gözlenirken diğer gruplarda bu durum gözlenmedi. (Resim 17, 

18, 19 ve 20).  

 

Resim 5. Kontrol grubunda epididimisin kanal lümeninde çok sayıda sperm (+) 
görüldü. H&E boyama. 
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Resim 6. APO grubunda epididimis lümeninde çok sayıda sperm (+) izlendi. H&E 
boyama. 

 

Resim 7. MSG grubunun epididimal kanal lümenlerinde sperm yoğunluğunda azalma 
(*) gözlendi. İnset: Sperm yoğunluğunda azalma (*). H&E boyama. 
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Resim 8. MSG+APO grubunda epididimisin kanal lümeninde çok sayıda sperm 
gözlendi. İnset: Epididimis lümeni. H&E boyama. 

 

Resim 9. Kontrol grubunda, testis dokusunda normal morfolojiyi yansıtan seminifer 
tübül organizasyonu (n) germinal epitelde spermatogonyum, spermatosit, spermatidler 
ve lümende spermatozoonlar eşliğinde görüldü. İnset: Seminifer tübül germinal 
epiteli. H&E boyama. 
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Resim 10. APO grubunda, testis dokusunda normal morfolojik yapıda seminifer tübül 
yapısı (n) ve germinal epitel izlendi. İnset: Normal morfolojik yapıda seminifer tübül 
(n).  H&E boyama. 

 

Resim 11. MSG grubunda dejeneratif seminifer tübüllerin bazal membranlarında 
vakuolizasyon (siyah ok başı) ve dejeneratif seminifer tübül lümeninde az sayıda 
spermatozoon gözlendi. İnset: Spermatogenik hücre serisinde mitoz bölünme (beyaz 
ok başı) gözlendi. H&E boyama. 
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Resim 12. MSG+APO gurubunda normale yakın seminifer tübül (n) morfolojisi 
gözlendi. İnset: Az sayıda seminifer tübül epitelinde hücrelerarası ayrılma alanları 
(siyah ok) eşliğinde vakuolizasyon izlendi. H&E boyama. 

 

Resim 13. Kontrol grubunda düzenli seminifer tübül organizasyonunun yanı sıra 
tübüllerin bazal membranlarında kuvvetli PAS- pozitif reaksiyon görüldü. İnset: Bazal 
membranda kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon. PAS reaksiyonu. 
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Resim 14. APO grubunda düzenli seminifer tübül organizasyonu ve bazal 
membranlarda kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon gözlendi. İnset: Bazal membranda 
kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon. PAS reaksiyonu. 

 

Resim 15. MSG grubunda seminifer tübüllerin bazal membranlarında PAS 
reaksiyonunda azalma görülürken membran yapısında ondülasyonlar (siyah ok) 
izlendi. İnset: Bazal membranda ayrılmalar (siyah ok). PAS reaksiyonu. 
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Resim 16. MSG+ APO grubunda seminifer tübüllerin bazal membranlarında Kontrol 
grubuna yakın oranda PAS-pozitif reaksiyon ve membran yapısı gözlendi. İnset: Bazal 
membranda kuvvetli PAS-pozitif reaksiyon. PAS reaksiyonu. 

 

Resim 17. Kontrol grubunda seminifer tübüllerde ve tunika albuginea’da normal bağ 
dokusu yapılanması görüldü. Masson’un üçlü boyası.  
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Resim 18. APO grubunda seminifer tübüllerde normal bağ dokusu yapılanması 
görüldü. İnset: Normal yapıda tunika albuginea. Masson’un üçlü boyası. 

 

Resim 19. MSG grubunda tunika albuginea’da yağ hücreleri (siyah ok) gözlendi. 
Masson’un üçlü boyası. 
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Resim 20. MSG+ APO grubunda normale yakın yapıyı yansıtır seminifer tübül 
morfolojisi ve bağ dokusu yapılanması görüldü. İnset: Normal yapıda tunika 
albuginea. Masson’un üçlü boyası. 

4.6 Seminifer Tübüllerin Histopatolojik Skorlanması 

Seminifer tübüllerin modifiye Johnsen histopatolojik skorlama kriterlerine göre 

değerlendirilmesinde 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 grupları ile karşılaştırıldığında histopatolojik skorunda anlamlı 

derecede (sırası ile, ***p<0,001, αααp<0,001) düşüş olduğu gözlendi. MSG+APO 

grubu, MSG grubu ile karşılaştırıldığında skor değerinin anlamlı 

derecede(+++p<0,001) arttığı görüldü (Şekil 14). 



49 
 

 

Şekil 14. Seminifer tübül histopatolojik skor değerleri grafiği. ***p<0,001 Kontrol 
grubu ile karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. 
+++p<0,001 MSG grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.7 Seminifer Tübül Kalınlığı Ölçümü 

Kontrol grubunda seminifer tübül kalınlığı 150 ± 22,47 μm, APO grubunda 153,3 

± 18,05 μm, MSG grubunda 81,2 ± 20,28 μm, MSG+APO grubunda ise 126,2 ± 25,17 

μm olarak ölçüldü. MSG grubu, Kontrol ve APO grubu ile karşılaştırıldığında 

seminifer tübül kalınlığında anlamlı derecede (sırası ile, ***p<0,001, αααp<0,001) düşüş 

olduğu belirlendi. MSG+APO grubu MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise seminifer 

tübül epitel kalınlığında anlamlı derecede artış (+++p<0,001) olduğu gözlendi (Şekil 

15).  
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Şekil 15. Deney gruplarının seminifer tübül epitel kalınlığı. ***p<0,001 Kontrol grubu 
ile karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. +++p<0,001 
MSG grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.8 TUNEL İmmünhistokimyası Bulguları 

Bütün gruplarda TUNEL-pozitif hücreler koyu kahverengi olarak görüldü. 

Kontrol grubu ve APO grubunda, 3 ve daha fazla TUNEL- pozitif hücre içeren 

seminifer tübül sayısının az olduğu gözlendi (Resim 21 ve 22). MSG grubu, Kontrol 

grubu ve APO grubu ile karşılaştırıldığında 3 ve daha fazla sayıda TUNEL- pozitif 

hücre içeren seminifer tübül sayısında artış görüldü. (Resim 23). MSG+ APO 

grubunda ise MSG grubu ile karşılaştırıldığında 3 ve daha fazla TUNEL- pozitif hücre 

içeren seminifer tübül sayısının daha az olduğu tespit edildi (Resim 24). TUNEL 

immünboyamasının kontrolü, kit içeriğinde bulunan sıçan meme dokusuna ait pozitif 

kontrol kesitin kullanılması ile sağlandı (Resim 25). 
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Resim 21. Kontrol grubunun seminifer tübül germinal epitelinde az sayıda TUNEL- 
pozitif hücre izlendi. İnset: TUNEL-pozitif hücre. TUNEL immünhistokimyası. 

 

Resim 22. APO grubunun seminifer tübül epitelinde çok az sayıda TUNEL- pozitif 
hücre (siyah ok) görüldü . İnset: TUNEL-pozitif hücre (siyah ok). TUNEL 
immünhistokimyası. 
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Resim 23. MSG grubunun seminifer tübül germinal epitelinde çok sayıda TUNEL- 
pozitif hücre (siyah ok) izlendi. İnset: TUNEL-pozitif hücre (siyah ok). TUNEL 
immünhistokimyası. 

 

Resim 24. MSG + APO grubunun seminifer tübül germinal epitelinde az sayıda 
TUNEL- pozitif hücre (siyah ok) gözlendi. İnset: TUNEL-pozitif hücre (siyah ok). 
TUNEL immünhistokimyası. 
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Resim 25. Pozitif kontrol amaçlı boyanan meme dokusu kesitinde çok sayıda TUNEL-
pozitif hücreler (siyah ok) izlendi. İnset: TUNEL-pozitif hücre (siyah ok). TUNEL 
immünhistokimyası. 

4.9 Apoptotik İndeks 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 karşılaştırıldığında apoptotik hücre sayısında 

istatistiksel olarak anlamlı derecede (sırası ile ***P <0,001, **p<0,01) artış olduğu 

görüldü.  MSG grubu APO grubu ile karşılaştırıldığında da anlamlı derecede 

(αααp<0,001) artış gözlendi. MSG +APO grubu, MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise 

anlamlı derecede (+++p<0,001) düşüş gözlendi (Şekil 16). 
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Şekil 16. Deney gruplarının apoptotik indeks grafiği. *** p<0,001 ve **p<0,01 Kontrol 
grubu ile karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. 
+++p<0,001 MSG grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.10 PCNA İmmünhistokimyası Bulguları  

Deney gruplarına ait doku kesitlerine PCNA immünhistokimyası uygulaması 

sonrası kesitlerde PCNA-pozitif hücreler koyu kahverengi olarak gözlendi. Kontrol 

grubunda ve APO grubunda çok fazla sayıda spermatogenik hücre serisine ait 

hücrelerde PCNA-pozitif reaksiyon gözlendi (Resim 26 ve 27). MSG grubunda ise 

PCNA-pozitif spermatogenik hücre sayısında düşüş gözlendi (Resim 28). MSG+APO 

grubunda ise MSG grubu ile karşılaştırıldığında PCNA-pozitif spermatogenik hücre 

sayısında artış gözlendi (Resim 29). 
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Resim 26. Kontrol grubunda, germinal epitelde çok sayıda koyu kahverengi PCNA-
pozitif hücreler (siyah ok) görüldü. İnset: PCNA-pozitif hücre (siyah ok). PCNA 
immünhistokimyası. 

 

Resim 27. APO grubunda, germinal epitelde koyu kahverengi PCNA-pozitif hücreler 
(siyah ok) görüldü. PCNA immünhistokimyası. 
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Resim 28. MSG grubunda germinal epitelde az sayıda PCNA-pozitif spermatogenik 
hücre (siyah ok) ve lümende yer yer germinal epitele ait döküntü hücreleri (*) görüldü. 
PCNA immünhistokimyası. 

 

Resim 29. MSG+APO grubunda, germinal epitelde PCNA- pozitif spermatogenik 
hücreler (siyah ok) görüldü. PCNA immünhistokimyası. 
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4.11 Proliferasyon İndeksi 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 karşılaştırıldığında proliferasyon indeksinde 

anlamlı azalma (sırası ile ***p<0,001, **p<0,01) olduğu gözlendi. MSG ve MSG+APO 

grupları APO grubu ile karşılaştırıldığında proliferasyon indeksinde anlamlı azalma 

(sırası ile αααp<0,001, αp<0,05) olduğu izlendi. MSG+APO grubu MSG grubu ile 

karşılaştırıldığında ise proliferasyon indeksinde anlamlı bir artış (+++p<0,001) vardı 

(Şekil 17).  

 

Şekil 17. Deney gruplarının proliferasyon indeksi grafiği. ***p<0,001 ve **p<0,01 
Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. αααp<0,001ve αp<0,05 APO grubu ile 
karşılaştırıldığında. +++p<0,001 MSG grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.12 NOX-2 İmmünhistokimyası Bulguları 

NOX-2 immünhistokimya uygulaması sonucunda seminifer tübül germinal 

epitelinde NOX-2-pozitif hücreler parlak kırmızı renkte izlendi. Spermatogenik hücre 

nukleusları DAPI ile maviye boyandı. NOX-2 ve DAPI görüntüleri çakıştırılıp 

(ÇAKIŞMA) NOX-2 pozitif hücreler gösterildi. Gruplar karşılaştırıldığında en yoğun 

immünpozitivite MSG grubunda görülürken (Resim 32I, Resim 34), MSG+ APO 
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grubunda immünpozitivitede azalma gözlendi (Resim 33L, Resim 34). Kontrol ve 

APO grubunda da zayıf NOX-2 immünpozitivitesi izlendi (Resim 30C, Resim 31F, 

Resim 34.)  

 

Resim 30. Kontrol grubunda seminifer tübül epitelinde NOX-2 pozitif hücreler (A), 
seminifer tübül epitel hücrelerinde DAPI ile boyanmış hücreler (B) ve iki 
immunfloresan boyamanın çakıştırma görüntüsü (C). NOX-2- pozitif bölgeler (beyaz 
ok). NOX-2 immünhistokimyası. 

 

Resim 31. APO grubunda seminifer tübül epitelinde NOX-2 pozitif hücreler (D), 
seminifer tübül epitel hücrelerinde DAPI ile boyanmış hücreler (E) ve iki 
immunfloresan boyamanın çakıştırma görüntüsü (F). NOX-2- pozitif bölgeler (beyaz 
ok). NOX-2 immünhistokimyası. 

 

Resim 32. MSG grubu seminifer tübül epitelinde NOX-2 pozitif hücreler (G), 
seminifer tübül epitel hücrelerinde DAPI ile boyanmış hücreler(H) ve iki 
immunfloresan boyamanın çakıştırma görüntüsü (I). Seminifer tübül epiteli adluminal 
bölgede yoğun NOX-2-pozitivite (beyaz ok). İnset NOX-2-pozitif bölgeler (beyaz ok). 
NOX-2 immünhistokimyası 
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Resim 33. MSG+APO grubunda seminifer tübül epitelinde NOX-2 pozitif hücreler (J), 
seminifer tübül epitelinde DAPI ile boyanmış hücreler (K) ve iki immunfloresan 
boyamanın çakıştırma görüntüsü (L). Seminifer tübül epiteli bazal ve adluminal 
bölgede düşük NOX-2- immunpozitivite (beyaz ok). NOX-2 immünhistokimyası. 

 

Resim 34. Deney gruplarının tamamında NOX-2 ve DAPI boyanması ve iki 
immunfloresan boyamanın çakıştırması(A-L), NOX-2 pozitif hücreler (beyaz ok). 
Kontrol grubunda (A-C), APO grubunda (D-F), MSG grubunda (G-I), MSG+APO 
grubunda (J-L). NOX-2 immünhistokimyası. 
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4.13 NOX-2 İmmünreaktivite Yoğunluğu Analizi 

NOX-2 immünreaktivite yoğunluğu Kontrol grubunda 14.281 ± 2.675 AU, APO 

grubunda 13.339 ± 2260 AU, MSG grubunda 17.362 ± 2012 AU, MSG+APO 

grubunda13.568 ± 1.731 AU’ idir. Kontrol grubu ve APO grubu ile karşılaştırıldığında 

immünreaktivite yoğunluğunda MSG grubunda anlamlı bir artış (sırası ile *p<0,05, 
αααp<0,001) olduğu gözlendi. MSG+APO grubu, MSG grubu ile karşılaştırıldığında 

ise anlamlı bir azalma (++p<0,01) izlendi (Şekil 18). 

 

Şekil 18. NOX-2 immünreaktivite yoğunluğu grafiği. *p<0,05 Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. ++p<0,01 MSG 
grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.14 ZO-1 İmmünhistokimyası Bulguları 

ZO-1 immünhistokimyası uygulaması sonrası seminifer tübül germinal epitelinde 

yer alan Sertoli hücrelerinin bazolateral sitoplazmasında ZO-1- immün pozitif bölgeler 

koyu kırmızı renkte gözlendi. ZO-1 immünreaktivite yoğunluğu Kontrol grubunda 

(Resim 35) ve APO grubunda (Resim 36) en yüksek iken, MSG grubunda 

immünreaktivite yoğunluğunda ve dağılımında azalma gözlendi (Resim 37). 

MSG+APO grubu MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise ZO-1 pozitif bölgelerde artış 

gözlendi (Resim 38). 
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Resim 35. Kontrol grubunda yaygın ZO-1 -pozitif bölgeler (siyah ok) gözlendi. İnset: 
ZO-1- pozitif bölgeler (siyah ok). ZO-1 immünhistokimyası.  

 

Resim 36. APO grubunda yoğun ZO-1 pozitif boyanma (siyah ok) izlendi. İnset: ZO-
1 pozitif boyanan bölgeler (siyah ok). ZO-1 immünhistokimyası. 
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Resim 37. MSG grubunda zayıf ZO-1 immünreaktivitesi (siyah ok) gözlendi. İnset: 
Zayıf ZO-1 immünreaktivite. ZO-1 immünhistokimyası. 

 

Resim 38. MSG+APO grubunda Kontrol grubuna yakın yoğunlukta ZO-1 
immünreaktivitesi izlendi. İnset: ZO-1- pozitif bölgeler (siyah ok) . ZO-1 
immünhistokimyası. 
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4.15 ZO-1 İmmünreaktivite Yoğunluğu Analizi 

ZO-1 immünreaktivitesi yoğunluğu 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 karşılaştırıldığında 

immünreaktivite yoğunluğunda MSG grubunda anlamlı azalma (sırası ile ***p<0,001, 
αααp<0,001) olduğu gözlendi. MSG+APO grubu, Kontrol grubu ve APO grubu ile 

karşılaştırıldığında aynı şekilde anlamlı derecede (sırası ile ***p<0,001, αααp<0,001) 

azalma gözlendi. MSG+ APO grubu MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise 

immünreaktivite yoğunluğunda anlamlı derecede (+++p<0,001) artış belirlendi (Şekil 

19). 

 

Şekil 19. ZO-1 immünreaktivite yoğunluğu grafiği. ***p<0,001 Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. +++p<0,001 MSG 
grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.16 Okludin İmmünhistokimyası Bulguları 

Okludin immünhistokimyası uygulaması sonucunda okludin 

immünreaktivitesinin olduğu bölgeler koyu kırmızı renkte gözlendi. Okludin 

immünreaktivitesi Kontrol grubu (Resim 39) ve APO grubunda (Resim 40) çok sayıda 

seminifer tübüldeki Sertoli hücrelerinin bazolateralinde yoğun şekilde gözlenirken, 

MSG grubunda okludin immünreaktivitesinde düşüş ve dağılımında yer yer 

düzensizlikler olduğu gözlendi (Resim 41). MSG+APO grubunda yer yer zayıf 
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okludin immünreaktivitesi görülmesine rağmen Sertoli hücrelerinin ve bazalde 

yerleşmiş spermatogenik seriye ait hücrelerin bazolateralinde Kontrol grubuna benzer 

yoğunlukta okludin immünreaktivitesi gözlendi (Resim 42). 

 

Resim 39. Kontrol grubunda okludin -pozitif bölgeler (siyah ok) seminifer tübül bazal 
membranına yakın yerleşimde, koyu kırmızı renkte görüldü. İnset: Okludin- pozitif 
bölgeler (siyah ok). Okludin immünhistokimyası  
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Resim 40. APO grubunda yoğun okludin- pozitif bölgeler (siyah ok) seminifer tübül 
bazal membranına yakın, koyu kırmızı renkte görüldü. İnset: Okludin- pozitif bölgeler 
(siyah ok). Okludin immünhistokimyası. 

 

Resim 41. MSG grubunda okludin immünreaktivitesi seyrek bölgelerde (siyah ok) 
gözlendi. İnset:Zayıf okludin immünreaktivitesi (siyah ok). Okludin 
immünhistokimyası. 
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Resim 42. MSG+APO grubunda, normale yakın dağılımda okludin-pozitif bölgeler 
(siyah ok) gözlendi. İnset: Oklidin-pozitif bölgeler (siyah ok). Okludin 
immünhistokimyası. 

4.17 Okludin İmmünreaktivite Yoğunluğu Analizi 

Okludin immünreaktivitesi yoğunluğu 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 

karşılaştırıldığında immünreaktivite yoğunluğunda MSG grubunda anlamlı (sırası ile 
***p<0,001, αααp<0,001) bir azalma olduğu gözlendi. MSG+APO grubu, Kontrol grubu 

ve APO grubu ile karşılaştırıldığında aynı şekilde anlamlı derecede (sırası ile 
***p<0,001, αααp<0,001) azalma gözlendi. MSG+ APO grubu MSG grubu ile 

karşılaştırıldığında ise okludin immünreaktivitesinde anlamlı derecede (++p<0,01) artış 

gözlendi (Şekil 20).  
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Şekil 20. Okludin immünreaktivite yoğunluğu grafiği. ***p<0,001 Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. ++p<0,01 MSG 
grubu ile karşılaştırıldığında. 

4.18 Geçirimli Elektron Mikroskopi Bulguları 

Geçirimli elektron mikroskopu düzeyindeki incelemelerde Kontrol grubunda 

normal ince yapıyı yansıtır şekilde seminifer tübül germinal epiteli, Sertoli hücresi ve 

Sertoli hücreleri arasında sıkı bağlantılar ve spermatozoonlar gözlendi (Resim 43). 

APO grubunda da Kontrol grubuna benzer şekilde germinal epitel normal ince yapıyı 

yansıtmaktaydı.  (Resim 44). MSG grubunda ise seminifer tübülün germinal epitelinde 

vakuolizasyon, lipid damlacıkları ve Sertoli hücreleri arasındaki bağlantılarda 

ayrılmalar dejenerasyonu yansıtan bulgular arasındaydı (Resim 45). MSG+APO 

grubunda ise seminifer tübül ince yapısında normale yakın gözlenirken yer yer lipid 

damlacıkları izlendi (Resim46). 
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Resim 43. Kontrol grubu elektronmikrografında Sertoli hücresi (St) ince yapısı 
(x4300). İnset: Lümende çok sayıda normal yapıda spermatozoon (s) . İnset: Sertoli 
hücreleri arasında yer alan sıkı bağlantıların ince yapısı (siyah ok başı) gözlendi .  
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Resim 44. APO grubunda normal ince yapıda Sertoli hücresi (St) . İnset: Sertoli 
hücreleri arasındaki sıkı bağlantılar (siyah ok başı). İnset: Normal yapıda 
spermatozoonlar . 
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Resim 45. MSG grubunda germinal epitelde vakuolizasyon (V), lipid damlacıkları 
(LD) ile Sertoli hücresi (St) gözlendi. İnset: Sertoli hücreleri arasındaki sıkı 
bağlantılarda ayrılmalar. 
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Resim 46. MSG+APO grubunda normale yakın ince yapıda seminifer tübül germinal 
epitel organizasyonu ve yer yer lipid damlacıkları (LD) gözlendi. İnset: Sertoli 
hücreleri arasında düzenli yapıda sıkı bağlantılar (siyah ok başı). 

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/L ve MSG+APO 

grubunda 267,9 ± 20,57ng/L idi. MSG grubu testosteron seviyesinde Kontrol grubu 

ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede (**p<0,01) azalma olduğu gözlendi. 

MSG+APO grubu MSG grubu ile karşılaştırıldığında testosteron seviyesinde artış 

izlenmekle beraber bu artış istatistiksel olarak anlamlı değildi (Şekil 21). 
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Şekil 21. Serum testosteron seviyesi grafiği. **p<0,01, Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında.  

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 karşılaştırıldığında FSH değerinde 

anlamlı derecede artış (**p<0,01) görülürken, APO grubu ile karşılaştırıldığında da 

FSH seviyesinde anlamlı derecede artış olduğu görüldü (αp<0,05). MSG+APO grubu 

MSG ile karşılaştırıldığında anlamlı düşüş (+p<0,05) görüldü (Şekil 22).  

 

Şekil 22. Serum FSH seviyesi grafiği. **p<0,01, Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 
αp<0,05 APO grubu ile karşılaştırıldığında. +p<0,05 MSG grubu ile 
karşılaştırıldığında. 
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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 düşüş olduğu ve MSG+APO grubu MSG 

grubu ile karşılaştırıldığında LH seviyesinde artış gözlenmesine rağmen, LH 

seviyesinde deney grupları arasında istatistiksel anlamda fark görülmedi (Şekil 23). 

 

Şekil 23. Serum LH seviyesi grafiği. 

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 

karşılaştırıldığında MDA seviyesinde anlamlı derecede (***p<0,01) artış gözlendi. 

MSG+ APO grubu ,MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise bu değerde anlamlı derece 

(+p<0,05) azalma  gözlendi (Şekil 24).  
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Şekil 24. Doku MDA seviyesi grafiği. **p<0,01, Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 
+p<0,05 MSG grubu ile karşılaştırıldığında. 

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 grupları ile 

karşılaştırıldığında anlamlı derecede (sırası ile ***p<0,001, αααp<0,001) düşüş gözlendi. 

MSG+ APO grubu Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede 

(***p<0,001) düşüş, MSG grubu ile karşılaştırıldığında ise anlamlı derecede (+p<0,05) 

artış gözlendi (Şekil 25).  
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Şekil 25. Doku GSH seviyesi grafiği. ***p<0,001, Kontrol grubu ile 
karşılaştırıldığında. αααp<0,001 APO grubu ile karşılaştırıldığında. +p<0,05 MSG 
grubu ile karşılaştırıldığında. 

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 IU/gr protein) olarak belirlenmiştir. MSG 

grubu Kontrol grubu ve APO grupları ile karşılaştırıldığında SOD seviyesinde anlamlı 

derecede (sırası ile *p<0,01, ααp<0,05) düşüş gözlendi. MSG+ APO grubu MSG grubu 

ile karşılaştırıldığında ise SOD seviyesinde anlamlı derecede (+p<0,05) artış izlendi 

(Şekil 26).  
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Şekil 26. Doku SOD seviyesi grafiği. *p<0,05, Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında. 
ααp<0,05, APO grubu ile karşılaştırıldığında. +p<0,05 MSG grubu ile 
karşılaştırıldığında. 

  



77 
 

5 TARTIŞMA  

Bu çalışmada, MSG ile oluşturulan testis hasarında artmış histopatolojik skor 

eşliğinde seminifer tübül epitel kalınlığında azalma, sayıca azalmış spermatozoonlarda 

harabiyet oluştuğu görüldü. MSG uygulamasına bağlı olarak, germinal epitelde 

spermatogenik hücrelerde dejenerasyon ve seminifer tübüllerin lümeninde çok sayıda 

hücre döküntüleri olduğu gözlendi. Spermatogenik hücre proliferasyonu MSG 

grubunda daha az gözlenirken apoptotik hücrelerin ise daha fazla olduğu görüldü. 

MSG grubunda kan-testis bariyeri sıkı bağlantı proteinlerinden ZO-1 ve okludinin 

dağılımında azalma görüldü. MSG’nin ayrıca, oksidatif stres belirteçlerinde 

değişikliğe neden olduğu görüldü. Bu grupta, ROT sentezinde görev alan NOX-2 

proteinin dağılımında artış olduğu görüldü. Geçirimli elektron mikroskopik 

incelemelerde ince yapı düzeyinde hasarlı seminifer tübül organizasyonu ve sıkı 

bağlantı yapılarında ayrılmalar görüldü. Hormon değerlerinden testosteron ve LH 

seviyesinin azaldığı, FSH seviyesinin arttığı, oksidatif stres parametrelerinden MDA 

seviyesinin arttığı, GSH ve SOD seviyesinin ise azaldığı görüldü. Biyokimyasal 

analizler, mikroskopik ve immünhistokimyasal incelemeler sonucunda APO 

uygulamasının, MSG uygulaması sonucu oluşan hasar üzerinde iyileştirici etkisinin 

olduğu gözlendi. 

MSG, glutamik asidin sodyum tuzlu halidir. Lezzet arttırmak amacı ile kullanılan 

MSG, yaklaşık yüz yıldır kullanılmaktadır. MSG paketli işlenmiş gıdalara 

eklenmektedir ve evde pişirilen yemeklerde de kullanılmaktadır. Günümüzde dünya 

çapında en yaygın olarak kullanılan gıda katkı maddesidir. Ancak bazı işlenmiş gıda 

paketlerinin ‘’İçindekiler’’ etiketinde içeriğinde MSG bulundurduğu bilgisine yer 

verilmemektedir (55). Gıda güvenliğini sorgulayan kurumlarca, MSG tüketiminin 

güvenli olduğu düşünülmektedir. Fakat organ sistemleri üzerinde herhangi bir hasar 

oluşturup oluşturmadığı dünya çapında halen araştırılmaktadır (1). Yapılan bazı klinik 

öncesi çalışmalarda MSG tüketiminin birçok organ sistemleri üzerinde toksik etkileri 

olabileceği gösterilmiştir. Bu toksik etkiler, karaciğer, böbrek ve üreme sistemi 

üzerinde gözlenmiştir (3). Yapılan bir başka çalışmada ise MSG’nin pankreatik hücre 

sayısında düşüşe ve pankreasta kanamaya yol açtığı gözlenmiştir (56). Ayrıca yapılan 

başka bir çalışmada, MSG’nin ovaryumda ve oositler üzerinde zararlı etki göstererek 
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infertiliteye yol açabileceği belirtilmektedir (57). MSG’nin böbrekler üzerindeki etkisi 

de başka bir çalışmada araştırılmış olup, hasar oluşturduğu gösterilmiştir (58). Bir 

başka çalışmada MSG’nin testisler üzerinde toksik etkisi olduğu ve cinsiyet 

hormonlarında dengesizlik oluşturduğu gösterilmiştir (59). Yapılan benzer bir 

çalışmada, MSG verilen sıçanların testis dokularında oksidatif stres (OS) 

belirteçlerinde artış ve testis morfolojisinde bozulma olmasının yanında sperm 

morfolojisinin ve kalitesinin de negatif yönde etkilendiği gösterilmiştir (60). 

Literatürde bulunan çalışmalarda MSG’nin testis morfolojisinde dejenerasyona neden 

olduğu, ayrıca cinsiyet hormonlarından testosteron üzerinde negatif etkisi olduğu 

gözlenmiştir (48, 61). Deneysel olarak oluşturulan testis hasar modellerinde, hasar 

grubunda seminifer tübül germinal epitelinin kalınlığında azalma olduğu gösterilmiştir 

(62, 63). Başka bir çalışmada da MSG ile oluşturulan testis hasar modelinde seminifer 

tübül epiteli kalınlığının azaldığı gösterilmiştir (64). Çalışmamızda da MSG grubunda 

diğer deney grupları ile karşılaştırıldığında seminifer tübül germinal epitelinin 

kalınlığında azalma olduğu, MSG+APO grubunda ise MSG grubu ile 

karşılaştırıldığında epitel kalınlığında normal düzeye yakın bir artış olduğu gözlendi. 

MSG’nin iştah açıcı özelliği olduğu ve bu sebeple yeme miktarında artış ile 

obeziteye yol açabileceği belirtilmektedir (65). Literatürde epidemik obezitenin hızla 

artışında MSG tüketiminin bir risk faktörü olup olamayacağı ile ilgili soru işaretleri 

oluşmuştur. Çinli yetişkinler arasında yapılan bir açık- kohort çalışmasında, MSG 

kullananların vücut kitle indeksinin MSG kullanmayanlar ile karşılaştırıldığında daha 

yüksek olduğu gösterilmiştir (55). Yapılan diğer deneysel çalışmalarda da MSG 

verilen sıçanların kilosunun arttığı ve obeziteye yatkınlık oluşturduğu gözlenmiştir 

(66, 67). Ancak çalışmamızda deney süresince her hafta ağırlıkları tartılan sıçanlarda, 

gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi. 

MSG ile oluşturulan deneysel testis hasar modelleri incelendiğinde, bir çalışmanın 

MSG grubunda testis ağırlıklarında Kontrol grubuna göre bir düşüş olduğunu 

gözlemişlerdir (48, 64). Ancak çalışmamızda testis ağırlığı /vücut ağırlığı oranları 

incelendiğinde, MSG grubunda diğer deney grupları ile karşılaştırıldığında testis 

ağırlığı/vücut ağırlığı oranının azaldığı görülmekle birlikte bu azalma istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı.  
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MSG’nin sperm konsantrasyonuna olan etkisinin araştırıldığı çalışmalarda, 

MSG’nin sperm canlılık oranında azalmaya neden olduğu gözlenmiştir (48, 61, 64). 

Deneysel olarak oluşturulan testis hasar modelinde, aposininin, sperm parametreleri 

üzerindeki iyileştirici etkisinin araştırıldığı çalışmada ise hasar grubuna göre aposinin 

uygulanan iyileştirme grubunda sperm konsantrasyonunda artış olduğu gözlenmiştir 

(68). Bizim çalışmamızda da sperm sayıları deney grupları arasında 

karşılaştırıldığında MSG grubunda sperm sayısının en düşük olduğu gözlenirken, 

MSG+APO grubunda ise MSG grubu ile karşılaştırıldığında sperm sayısında 

istatistiksel olarak artış olduğu görüldü. 

Aposinin, NOX enziminin inhibitörü olan bir antioksidandır. NOX, ROT 

üretiminden sorumlu olup gereğinden fazla üretilmesi OS’ye yol açmaktadır (23). 

Yapılan deneysel hayvan çalışmalarında aposinin kullanımının güvenli olduğu 

belirtilmekte ve bir çok in vivo ve in vitro deney modellerinde güçlü bir antioksidan 

ve antiinflamatuvar etkisi olduğu vurgulanmaktadır (49). Yapılan bir çalışmada, 

aposininin deneysel hipertansiyon modelinde oluşan vasküler hasarı ve yapısal 

değişiklikleri iyileştirdiği gösterilmiştir (11). Deneysel testis hasarı bazındaki 

çalışmalarda da aposininin OS’yi azalttığı gözlenmiştir (25, 69). Kanser tedavisinde 

kullanılan kemoterapi ilaçları ile oluşturulan deneysel testis hasar modeli 

çalışmalarında da aposininin iyileştirici etkisi vurgulanmıştır. Bu çalışmalarda 

aposininin antioksidan özelliği eşliğinde apoptotik hücre sayısında azalmaya yol açıp, 

testosteron hormonu seviyesinde ise artışa neden olduğu gözlenmiştir (68, 70). 

Oksidatif stresin sperm fonksiyon bozukluğuna yol açtığı ve böylelikle erkek 

infertilitesi etiyolojisinin etkenlerinden birisi olduğu bilinmektedir. OS sonrası oluşan 

spermatozoon hasarı infertil erkeklerin %30-80’ini etkilemektedir (71). NOX 

ailesindeki enzimler hücresel ROT sentezinden sorumludurlar ve aposinin bir NOX 

inhibitörüdür (72). Yapılan deneysel testis hasarı çalışmasında, aposinini iyileştirici 

ajan olarak kullanmışlardır. Çalışmada NOX-2 immünfloresan boyaması sonrası testis 

hasarı grubunda en yüksek immünreaktivite gözlenirken, aposinin uygulanan grupta 

NOX-2 immünpozitif hücre sayısında düşüş olduğu gözlenmiştir. Bu çalışmada en 

düşük immünpozitif reaksiyonun ise Kontrol grubu ve aposinin grubunda olduğu 

vurgulanmıştır (68). Testis dokusu deneysel hasar modellerinde, NOX-2 proteininin 

miktar ve dağılımının araştırıldığı çalışmalar sınırlı sayıdadır. NOX-2’nin OS belirteci 
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olarak kullanıldığı çalışmamızda NOX-2 immunfloresan boyaması sonuçlarına göre 

immünreaktivite MSG grubunda en yüksek seviyede iken, MSG+APO grubunda MSG 

grubuna göre immünreaktivite seviyesinde azalma olduğu gözlendi. En düşük 

immünreaktivite gösteren gruplar olan APO grubu ve Kontrol grubu arasında ise 

anlamlı bir farklılık gözlenmedi.  

Apoptoz, doku homeostazisi için gerekli olan programlı hücre ölümüdür (73). 

Fizyolojik olarak ROT’lar apoptoz süreci için gereklidir. Embriyonik erken gelişim 

sürecinde, apoptoz spermatogonyal kök hücre havuzunun oluşumunda rol oynayan 

önemli bir biyolojik süreçtir. Bu süreç erkek feritilitesinin temelini oluşturmaktadır 

(74). Apoptozun regülasyonu, germ hücrelerinin gelişimi, diferansiyasyonu ve 

fonksiyonunda kritik bir faktördür (71). Oksidatif strese yol açan faktörlere maruz 

kalmak, spermatozoonda kromatinin yapısını negatif yönde  etkileyerek 

spermatogenezi olumsuz yönde etkiler (75). İnfertil erkekler, fertil erkekler ile 

karşılaştırıldığında seminal sıvılarında daha yüksek oksidatif strese ve apoptotik 

hücreye sahip oldukları belirlenmiştir. ROT’ların artışı kromatinin paketlenmesinde 

olumsuz etki oluşturarak sıkı paketlenmemiş kromatine sahip spermtozoonlar 

üretilmesine yol açar ve spermatozoonların apoptotik sürece girmesine sebep olur (76). 

Bu durum erkek infertilitesinde önemli bir rol oynar (71). Testisin deneysel hasar 

modeli çalışmalarında apoptotik hücre sayısının hasarlı testis dokusunda arttığı, 

aposininin ise bu sayıyı düşürdüğü ve iyileştirici etkisinin olduğu gözlenmiştir (68, 

70). Yapılan bir deneysel testis hasarı çalışmasında, NOX ile indüklenen oksidatif 

stresin oluşturduğu DNA hasarı üzerinde aposininin iyileştirici etkisinin olduğu 

gösterilmiştir (77). Bizim çalışmamızda da benzer şekilde MSG grubunda apoptotik 

indeks artarken proliferatif indeksin düştüğü gözlendi. MSG+ APO grubunda ise 

artmış olan apoptotik indeksin azaldığı, proliferatif indeksin ise arttığı izlendi. 

Kan-testis bariyeri gelişmekte olan germ hücrelerini dış çevreye karşı korur ve 

germ hücrelerinin bölünmeler geçirip gelişmesine destek sağlayacak ortamı sağlar. Bu 

nedenle fertilite açısından çok büyük öneme sahiptir (78-80). Seminifer tübüllerde 

bulunan özelleşmiş epitel hücreleri olan Sertoli hücreleri sıkı bağlantılar ile kan-testis 

bariyerinin temelini oluşturmaktadırlar. Kan-testis bariyeri sıkı bağlantılara ek olarak 

bazal ektoplazmik özelleşmeler, ara bağlantılar ve dezmozomlardan oluşur (81). 
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Sertoli hücrelerinin sıkı bağlantılarında oluşan bir hasar spermatogenik hücre göçünü 

bloke ederek erkek infertilitesine yol açabilir (82). Okludin, ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 kan-

testis bariyerinin  sıkı bağlantılarında bulunan moleküller olup  ZO proteinleri okludin 

proteinlerini hücre iskeletinde aktine bağlar (83). Yapılan bir çalışmada, okludin- 

knockout fare modelinde spermatogenezin negatif yönde etkilendiği ve atrofik 

seminifer tübüllerin oluştuğu gözlenmiştir (84, 85). Ayrıca ZO-1 ve ZO-2- knockout 

farelerin erken embriyonik dönemde öldükleri saptanmıştır (86). Literatür verilerine 

paralel bulgular olarak, çalışmamızda ZO-1 ve okludin immünreaktivitesinin Kontrol 

grubu ve APO gruplarında en yüksek düzeyde olduğu, MSG grubunun ise anlamlı 

derecede düşük immünreaktivite gösterdiği gözlendi. MSG+APO grubu MSG grubu 

ile karşılaştırıldığında bu grupta ZO-1 ve okludin immünreaktivitesinin daha yüksek 

olduğu gözlendi. 

Yapılan deneysel testis hasar modeli çalışmalarında geçirimli elektron 

mikroskopik düzeydeki incelemelerde, testis germinal epitel hücrelerinde 

dejenerasyon, lipid damlacıkları (60, 87) ve kan- testis bariyerini oluşturan sıkı 

bağlantı yapılarında ayrılmalar gözlenmiştir (88). Çalışmamızda da geçirimli elektron 

mikroskopik düzeydeki incelemelerde Kontrol grubu ve APO grubunda normal testis 

seminifer tübül ince yapısı gözlenirken, MSG grubunda testis germinal epitelinde 

vakuolizasyon, lipid damlacıkları ve kan-testis bariyerini oluşturan sıkı bağlantılarda 

ayrılmalar belirgindi. MSG+APO grubunda ise belirtilen hasar parametreleri 

düzeyinde aposininin iyileştirici etkisinin olduğu görüldü.  

Hipotalamik-pituiter-gonadal (HPG) aksisi erkek üreme sisteminin gelişimi ve 

olgunlaşması ile ilgili süreçlerde anahtar rol oynar. Hipotalamustan salınan 

gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH), LH ve FSH gibi cinsiyet hormonları olarak 

adlandırılan gonadotropinlerin salgılanmasını sağlar (89). FSH, intragonadal 

testosteron üretimini ve spermatogenez sürecinin sürdürülmesinde etkendir. LH, erkek 

genital sisteminin gelişimini ve cinsiyet belirlenmesi sürecini Leydig hücrelerini 

situmile ederek sağlamaktadır. Bu uyarılma ile Leydig hücreleri gerekli düzeyde 

testosteron salgılar. Uygun testosteron seviyesi negatif feed-back mekanizması 

yoluyla GnRH aktivitesi ile kontrol edilir (90). Bu mekanizma ile HPG aksisi kontrollü 

bir şekilde çalışır (89, 91). HPG aksisinin dengesinde bozulma, üreme fonksiyonunu 
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olumsuz etkiler ve hipogonadizm gibi klinik sendromları beraberinde getirebilir (92). 

Yapılan bazı popülasyon bazlı çalışmalarda cinsiyet hormonlarının sperm morfolojisi, 

konsantrasyonu ve motilitesini etkilediği gösterilmiştir. Yapılan subfertil çiftleri 

içeren bir çalışmada, LH seviyesi ile sperm motilitesi ve morfolojisi arasında ters ilişki 

olduğu gözlenmiştir (93). İnsan örnekleri üzerine yapılan bir çalışmada FSH 

seviyesinin sperm konsantrasyonu ile negatif korelasyon gösterdiği, ancak testosteron 

hormonu ile bir ilişkisi olmadığı tespit edilmiştir (94). Bir başka çalışmada ise MSG 

verilen sıçanların sperm motilitesi ve konsantrasyonunda azalma olduğu gözlenirken, 

LH hormon seviyelerinde düşüş olduğu gözlenmiştir (48).Yapılan çalışmalarda 

MSG’nin testosteron hormon düzeyi ve sperm konsantrasyonunda azalmaya neden 

olduğu vurgulanmıştır (59, 60). Çalışmamızda, APO grubunda FSH, LH ve testosteron 

seviyeleri Kontrol grubu ile benzer seviyede iken MSG grubuna ait sıçanlarda 

testosteron hormonunda istatistiksel olarak anlamlı düşüş gözlendi. MSG grubunda 

ayrıca FSH hormon seviyesindeki anlamlı artış dikkati çekti. MSG+APO grubunda ise 

FSH değerinin MSG grubuna kıyasla daha düşük seviyede olduğu tespit edildi. MSG 

grubunda LH hormonunda düşüş gözlenmekle birlikte deney grupları arasında LH 

hormonu açısından istatistiksel anlamda bir fark görülmedi. Çalışmamızın sonucunda, 

MSG uygulamasının, FSH, LH ve testosteron seviyelerini etkileyerek HPG aksisinin 

çalışma mekanizmasını bozup testis morfolojisini, sperm konsantrasyonunu, 

motilitesini ve morfolojisini negatif yönde etkilediği, aposinin uygulamasının ise MSG 

etkisi ile bozulmuş testosteron, FSH ve LH seviyelerini normale yakın seviyeye çektiği 

ve hormonal seviyelerdeki bu düzelmenin morfolojik parametreleri de etkilediği 

gözlendi. 

SOD, hücreleri internal ve eksternal süperoksit iyonlarının hasarına karşı koruyan 

önemli bir enzimdir (95). MDA, lipid peroksidasyonu esnasında serbest radikaller 

tarafından oluşturulan bir aldehit olup, hücre membran hasarını ve oksijen 

radikallerinin reaktif hücreler üzerine etkisinin şiddetini gösteren bir indikatördür. 

SOD’ un azalması ve MDA’nın artması, oksidatif stresin tetiklenmesine ve dolayısıyla 

hücre hasarına ve ölümüne sebep olabilir (21). GSH, hücrede hidrojen peroksit gibi 

ROT’ların redüksiyonunda rol oynar (96). NOX, ROT kaynağıdır ve aposinin bir NOX 

inhibitörüdür (72). MSG ile oluşturulan deneysel testis hasarı çalışmalarında, testis 

dokusundaki MDA seviyesi MSG etkisi ile artarken SOD seviyesinde düşüş 
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gözlenmiştir (48, 59, 60, 97). Bir diğer çalışmada MSG kullanımının testis dokusunda 

GSH seviyesinde de azalmaya yol açtığı belirlenmiştir (48). Aposininin iyileştirici 

ajan olarak kullanıldığı bir çalışmada ise testis hasar grubunda aposininin doku 

hasarına bağlı olarak artmış olan MDA seviyesini düşürdüğü, azalmış GSH ve SOD 

seviyelerini ise yükselttiği gösterilmiştir (68). Çalışmamızda testis dokusunun 

biyokimyasal parametreler eşliğinde incelenmesi sonucu literatürdeki benzer 

çalışmalardaki sonuçları destekler nitelikte bulgular elde edildi. MSG grubunda 

dokuda GSH ve SOD seviyeleri düşerken, MDA seviyesinin ise yükseldiği gözlendi. 

MSG+APO grubunda ise testis dokusunda SOD ve GSH seviyeleri artarken MDA 

düzeyinde azalma gözlendi.  
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6 SONUÇ 

MSG ile oluşturulan deneysel testis hasarı bazlı çalışmamızda MSG’nin etkisi ile 

seminifer tübül dejenerasyonunu yansıtan histopatolojik skorda artış olduğu; seminifer 

tübül proliferatif indekste azalmanın yanı sıra apoptotik indekste artış olduğu izlendi. 

Ayrıca bu grupta spermatozoon sayısında azalmanın yanı sıra spermatozoon 

morfolojisinde harabiyet bulguları belirgindi. MSG etkisi ile kan-testis bariyeri sıkı 

bağlantı proteinlerinden ZO-1 ve okludinin dağılımında azalma ve oksidatif stres 

belirteçlerinde artış görüldü. Bu grupta ayrıca ROT sentezi ile ilişkili NOX-2 proteinin 

dağılımında artış olduğu izlendi. Geçirimli elektron mikroskopik düzeydeki 

incelemelerde de seminifer tübül ve sıkı bağlantı yapılarında ince yapı düzeyinde 

harabiyet ve ayrılmalar görüldü. MSG etkisi ile testis dokusunda testosteron 

seviyesinin azaldığı, FSH seviyesinin arttığı, ayrıca oksidatif stres parametrelerinden 

MDA seviyesinin arttığı, GSH ve SOD seviyesinin ise azaldığı görüldü. Çalışmamızı 

oluşturan diğer deney grubunda MSG uygulaması sonrası ve beraberliğinde uygulanan 

APO uygulamasının MSG etkisi ile bozulmuş mikroskopik ve biyokimyasal 

parametrelerde normale yakın seviyeleri sağladığı belirlendi. APO uygulamasının 

ROT’ların oluşumunun ve HPG aksisinin düzenlenmesinde rol oynayarak; proliferatif 

ve apoptotik indeks arasındaki dengeyi sağlayarak; kan-testis bariyer bütünlüğünü 

koruyarak oksidatif strese yol açan MSG ile oluşan testis hasarının iyileşmesine 

katkıda bulunduğu sonucuna varıldı. APO’nun ayrıca MSG etkisi ile azalmış olan 

spermatozoon sayısında ve motilitesinde belirgin artışa neden olduğu belirlendi. 

Çalışmamızda MSG ile oluşturulan deneysel testis hasarı modelinde, MSG’nin 

dejeneratif etkisi gösterilmiş olup APO’nun iyileştirici etkileri histokimyasal 

immunhistokimyasal, ultrastrüktürel ve biyokimyasal, yöntemler eşliğinde ilk kez 

gösterilmiştir. Aposinin uygulamasının erkek infertilitesini önlemeye yönelik 

gelecekteki çalışmalara katkı sağlayabileceği düşünülmektedir. 

 

.  
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