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OZET

Monosodyum Glutamat ile Indiiklenen Testis Hasarinda Ferulik Asit’in
Fertilite Uzerine Olas1 Iyilestirici Etkisinin Biyokimyasal ve Morfolojik

Yontemlerle Arastirilmasi

Bu calismada, ferulik asidin monosodyum glutamat (MSG) kaynakli testis hasari
iizerine muhtemel iyilestirici etkileri histokimyasal, immiinohistokimyasal,
ultrastriiktiirel ve biyokimyasal yontemler kullanilarak gosterilmesi hedeflendi.
Wistar cinsi albino siganlar (n:40) 5 deney grubuna; Kontrol, Ferulik asit (FA),
Monosodyum glutamat (MSG), Monosodyum glutamat ve dimetil siilfoksit
(MSG+DMSO), Monosodyum glutamat ve ferulik asit (MSG+FA) olarak ayrildi.
Kontrol grubundaki siganlara 38 giin boyunca distile su verildi. FA grubundaki
siganlara 28 giin DMSO verilirken son 10 giin boyunca FA soliisyonu verildi. MSG
grubundaki si¢canlara 28 giin boyunca 600 mg/kg MSG; MSG+DMSO grubundaki
siganlara 28 giin boyunca 600 mg/kg MSG, son 10 giin ise DMSO soliisyonu;
MSG+FA grubuna ise 28 giin boyunca 600 mg/kg MSG, deneyin son 10 giinii 25
mg/kg FA sollisyonu gavaj yontemi ile uygulandi. Deney sonunda diseke edilen
sicanlardan alinan testis dokular1 morfolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler
amaciyla kullanilirken, sperm oOrnekleri ise epididimis dokusundan toplanarak
morfolojik olarak degerlendirildi. MSG grubunda gozlenen morfolojik hasarla
beraber ZO-1 ve AMH immiinreaksiyonunda azalma gozlendi. MSG grubunda
sperm morfolojisinde hasar goriildii. Gegirimli elektron mikroskobu diizeyindeki
incelemelerde kan-testis bariyerinde ve ince yapi diizeyinde morfolojik hasar izlendi.
Biyokimyasal parametrelerden MDA ve TOS seviyelerinde artis, TAS seviyesinde
ise diisiis izlendi. Bu ¢aligsma ile kronik diizeyde MSG tiiketiminin testiste seminifer
tiibiil epitelinde dejenerasyona neden oldugu ve kan-testis bariyerine hasar verdigi
belirlendi. MSG+FA grubunda ise ferulik asidin oksidatif dengeyi diizenleyerek,
kan-testis bariyerinin biitiinliigiline ve sperm morfolojisine iyilestirici etki sagladigi
goriildii.

Anahtar Sézciikler: Monosodyum glutamat (MSG), Ferulik asit (FA), ZO-1, AMH,

Kan-testis bariyeri



ABSTRACT

The Investigation of the Putative Ameliorative Effect of Ferulic Acid on Fertility
in Monosodium Glutamate-Induced Testicular Damage by Biochemical and

Morphological Methods

The aim of this study was to investigate the potential ameliorative effects of ferulic
acid on monosodium glutamate (MSG)-induced testicular injury using histochemical,
immunohistochemical, ultrastructural and biochemical methods. Wistar albino rats
(n:40) were randomly divided into 5 groups as Control, Ferulic acid (FA),
Monosodium glutamate (MSG), Monosodium glutamate and dimethyl sulfoxide
(MSG+DMSO), Monosodium glutamate and ferulic acid (MSG+FA). Rats in the
control group were received distilled water for 38 days. Rats in FA group were
received distilled water for 28 days and FA solution for the last 10 days. Moreover,
rats in the MSG group received 600 mg/kg MSG solution for 28 days, rats in the
MSG+DMSO group received 600 mg/kg MSG for 28 days and DMSO solution for
the last 10 days, and MSG+FA group was received 600 mg/kg MSG for 28 days and
25 mg/kg FA solution for the last 10 days of the experiment by gavage method. At
the end of the experiment, testis tissues of rats were used for morphological and
biochemical evaluations while sperm samples were collected from the epididymis
tissue and evaluated morphologically. A decrease in ZO-1 and AMH
immunoreaction was observed with the morphologic damage in the MSG group.
Moreover, morphological sperm damage was observed in the MSG group.
Ultrastructural morphological damage and distruption of the integrity of blood-testis
barrier were observed in transmission electron microscopy. The biochemical
parameters showed an increase in MDA and TOS levels and a decrease in TAS level.
In this study, it was concluded that chronic MSG consumption causes degeneration
of the seminiferous tubule epithelium and damages the blood-testis barrier. In
contrast, the MSG+FA group, ferulic acid regulated the oxidative balance and

improved the integrity of the blood-testis barrier and sperm morphology.

Keywords: Monosodium glutamate (MSG), Ferulic acid (FA), ZO-1, AMH, Blood-

testis barrier



1 GIRIS VE AMAC

Umami olarak tanimlanan tat, 20. Yiizyilin baslarinda lezzet agici ve istah
arttirict olarak tanimlanmistir. Umami, tuzlu tadi arttirarak, eksiligi ve acilig
bastirarak yiyeceklerin tadin1 daha fazla yeme istegi uyandiracak sekilde
diizenlemektedir ve serbest amino asitlerde, niikleotidlerde, peptitlerde, organik
asitlerde ve bunlarn tiirevlerini iceren genis captaki gidalarda bulunmaktadir (1). Tk
tanimlanan umami tat etkeni monosodyum glutamat (MSG)'tir (2). MSG, L-glutamik
asitten tiiretilen ve c¢esitli gida iirlinlerinin sikca icerdigi dogal bir lezzet arttiricisidir.
MSQG, et ve balik gibi yiiksek proteinli gidalarda, parmesan ve rokfor gibi peynirlerde
ve domates, mantar, brokoli gibi sebzelerde bulunmaktadir. MSG ¢ogu islenmis
gidada bulunmaktadir. Geligmis iilkelerde giinlik MSG aliminin ortalama 0,3-1,0
g/giin oldugu tahmin edilmektedir (3). Ancak, yapilan insan ve hayvan c¢aligmalarda
cok diisiik dozda MSG tiiketiminin dahi (6rnegin iki hafta boyunca 0,6 ve 1,6 mg/g
viicut agirlig1 veya ti¢ hafta boyunca 100-500 mg/kg viicut agirlig1) zararl etkilerinin
oldugu gosterilmistir (4). Ozellikle kronik MSG tiiketiminin zararli etkileri timus,
beyin, pankreas, testis, karaciger ve bobrek gibi farkli organlarda gosterilmis ve
obezite, hipertansiyon, bas agrisi, ndrotoksisite gibi bircok hastalik ile

iligkilendirilmistir (5).

MSG’nin ayrica oksidatif stresi indiikleyerek obeziteye ve karacigerde
toksisiteye sebep oldugu goriilmiistiir (6). Yapilan bir ¢calismada MSG’nin erkek
iireme sistemine olan etkisi incelenmis olup, oksidatif stres nedeniyle sperm
parametrelerini etkiledigi; FSH, LH, testosteron hormon diizeylerinde anormal
degerler ve yapilan histolojik degerlendirmede seminifer tiibiillerde ve epididimiste
morfolik degisikliklere neden oldugu gozlemlenmistir (7). MSG ile beslenen
siganlarin testis morfolojisinde dejenerasyonla birlikte sperm yapisinin da bozuldugu
ve ayrica testis dokularinda oksidatif stresi gosteren belirteglerin arttig1

gbzlemlenmigtir (8).

Serbest radikallerin antioksidanlar tarafindan yeterince ndtralize edilememesi
kaynakli olusan viicuttaki kiimiilatif hasar sonucu oksidatif stres olusur ve bu
oksidatif hasar, katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi antioksidanlarin aktivitelerinden etkilenmektedir (9). Malondialdehit



(MDA); hiicre zar1 hasarii, reaktif hiicrelerdeki oksijen radikali yogunlugunu ve in
vivo serbest radikal metabolizmasimni gostermektedir. Oksidatif stresin SOD’un
azalmasi ve MDA’nin artmasi sonucunda tetiklendigi ve bu durumun hiicrelerde
hasara ve hatta hiicre 6liimiine yol a¢tig1 gdzlemlenmistir (10). Ferulik asidin etkili

bir reaktif oksijen tiirleri (ROT) inhibitori oldugu bilinmektedir (11).

Testiste, seminifer tiibiil epitelinde, Sertoli hiicrelerinin bazolateral membranlari
arasindaki siki baglantilar ile memeli viicudunda bulunan en siki bariyerlerden birisi
olan kan-testis bariyeri (KTB) yer almaktadir (12). Dezmozomlar, bazal ektoplazmik
ozellesmeler, siki ve ara beglantilar KTB yapisinda 6énemli roller iistlenirler. Siki
baglantilar1 olusturan molekiillerden biri okludinlerdir ve bunlar arasinda en 6nemli
olanlar zonula okludens proteinlerinden zonula okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-
2 (Z0O-2) ve zonula okludens-3 (ZO-3)’tiir. 225 kDa’luk bir protein olan ZO-1 siki
baglantilarin yiizeysel alanlarinda yer almaktadir. Hiicre iskeleti ile etkilesime
girmesinde aktin filamentlerine baglanmasi rol oynar. Okludin ZO-1 ve ZO-3 ile,
aktin hiicre iskeleti ile etkilesim halinde bulunur. ZO-3 proteini, ZO-1 ve okludinin
sitoplazmik alanlar1 ile iliski halindedir (Ross ve Pawlina, 2011). Cesitli epitel
tirlerinde bulunmakla birlikte sican testisi ve epididimisinde de bulunur. Okludinin

KTB’nin diizenlenmesinde ve kontroliinde miihim bir rolii vardir (13).

Anti-miillerian hormon olarak bilinen AMH, miiller kanalinin gerilemesini
indiikleyerek fetal cinsiyet farklilagmasinda 6nemli bir rol oynayan transforme
biliylime faktorii B (TGF-B) ailesine ait bir glikoprotein dimeridir (14,15). AMH, fetal
ve postnatal testis Sertoli hiicrelerinde ve ayrica yumurtalik graniiloza hiicrelerinde
bulunmaktadir. Cinsiyet farklilagmasinda ve gonadal fonksiyonda olduk¢a 6nemli rol
oynamaktadir. AMH, Sertoli hiicre gelisimi ve nihayetinde fertiliteyi etkilemektedir.
AMH konsantrasyonunun Sertoli hiicre proliferasyonu ve apoptozunu etkiledigi

belirtilmektedir (16).

Spermatogenez siirecinde apoptoz en Onemli faktorlerden biridir. Apoptoz,
spermatogenez sirasinda germ hiicre sayisint belli bir degerde sinirlayarak germ
hiicrelerinin Sertoli hiicrelerine oraninin en uygun seviyede kalmasina yardimer olur.
ROT’larn iiretimi spermatozoada siirekli olarak devam eder ve bunun sonucunda

oksidatif stres olusur (16). ROT, DNA ¢ift sarmal kirilmalarina neden olur ve DNA



parcalanmas1 yoluyla fizyolojik olarak programlanmis hiicre 6liimiinii, apoptozu
tetikler (17). Fertil ve infertil erkeklerin seminal sivilart karsilastirildiginda, infertil
erkeklerde oksidatif stresin ve apoptotik hiicrelerin arttigt gozlemlenmistir. ROT
seviyesindeki yiikselis siki paketlenmemis kromatin igeren spermatozoonlarin
iretilmesindeki paketlenme siirecinin  bozulmasma yol acar ve bu sayede

spermatozoonlar1 apoptotik agamaya sokar (18).

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit) 1866 yilinda izole edilmis ve
1925 yilinda kimyasal olarak sentezlenmistir. Ferulik asit serbest formda
bulunabildigi gibi ayrica bitkilerin hiicre duvarinda polisakkaritler, glikoproteinler ve
hidroksi yag asitleri gibi molekiiller ile birlikte de bulunabilmektedir (17). Ferulik
asidin dogal kaynaklarina piring, bugday, yulaf, fasulye, kahve tohumlari, enginar,
fistik, 1spanak, muz 6rnek verilebilir (18). Ferulik asidin antioksidan etkisiyle birlikte
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve Alzheimer gibi norodejeneratif
hastaliklar  iizerinde iyilestirici etkilerinin oldugunu gosteren caligmalar
bulunmaktadir (19). Ferulik asit serbest radikallerin olusumunu bu radikalleri
katalize eden enzimleri inhibe ederek engeller ve bdylece antioksidan etkisiyle,
demir ve bakir gibi metal iyonlarinin selatlanmasimi saglayarak ve lipid
peroksidasyonunun Onlenmesinde rol oynayarak cesitli hastaliklar iizerinde
tyilestirici etki gostermektedir (11). Ferulik asit ROT olusumunun engellenmesinde
onemli rol oynamaktadir (11). H»O, ile indiiklenmis sigan vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde olusturulmus inflamasyon ve oksidatif stres modelinde ferulik asidin
hiicre ¢cogalmasin1 sagladigi, hiicre apoptozunu azalttigi, ayrica NADPH oksidazin
aktive olmasini engelleyerek ROT {iretimini azalttigi, NF-kB aktivasyonunu inhibe
ederek de iNOS ekspresyonunu ve IL-1B, IL-6, TNF-a diizeylerini diistirdigi
gosterilmistir (20).

Bu veriler 1s18inda, projenin konusu monosodyum glutamat tiiketimine baglh
testis hasarinda olusan oksidatif hasara karsi antioksidan ve antiinflamatuvar etkili
bir ajan olan ferulik asidin erkek infertilitesi {izerindeki tedavi edici etkisinin
biyokimyasal, histolojik, immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik teknikler

kullanilarak arastirilmasidir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Testisin Histolojisi

Erkek genital sistemi, bir ¢ift testis, salgi gérevi bulunan yardime1 bezler ve ¢cok
sayidaki testis i¢i ve dis1 kanallardan olusur. Puberte ile tetiklenen spermatogenez ve
morfolojik siiregleri igeren spermiyogenez sonrast sperm olusumu izlenmektedir.
Skrotumda bulunan testisler, li¢ tabakadan olusan, olduk¢a kalin bir kapsiil ile
korunmaktadir. Bu kapsiilii digtan i¢e dogru, vajinalis, tunika albuginea ve tunika
vaskiiloza olusturur. Mediastinum testisi olusturmak i¢in tunika albuginea kalinlagir
ve testisin i¢ kisimlarina dogru uzanir. Bdylece her bir testisi yaklasik 250 testikiiler
lobiile ayirir (Sekil 1). Bu lobiillerin her birinde 1 ile 4 adet kadar yiiksek oranda

sarmal sekilli seminifer tiibiil bulunur (21).

Tiibiillerin i¢ kisminda bulunan c¢ok katli epitele ise seminifer epitel ya da
germinal epitel ad1 verilir (22). Seminifer tiibiil epitelinin bazal kisminda ise tunika
propria adi verilen 6zellesmis bir bag dokusu bulunur ve myoid hiicreleriyle beraber
kolajen lifleri de barindirir. Farkli gelisim asamalarinda bulunan spermatogenik
hiicreler birbirleri lizerinde siralidirlar ve olgunlasarak tiibiil liimenine sperm olarak
salimirlar (23). Seminifer tiibiilii ¢evreleyen yapilar arasinda kan damarlari, lenfatik
damarlar, sinirler ve fibroblastlar bulunur. Ayrica, seminifer tiibiiller arasinda
interstisyel hiicreler (Leydig) ve epiteloid hiicre kiimeleri vardir. Erkek cinsiyet
hormonu olarak adlandirilan testosteron, bu hiicreler aracilig1 ile salgilanmaktadir

(23).
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Sekil 1. Testisin sematik goriintiisii (23).

2.1.1 Ara (interstisyel) bag dokusu

Testisin interstisyel dokusu, seminifer tiibiil aralarinda bulunup testis
fonksiyonlarini, erkege 6zgii farklilasmay1 ve spermatogonezi etkileyen gevsek bag
dokusudur. Insan seminifer tiibiilleri, kolajen ve laminin iceren bir bazal membran ile
cevrilidir ve onun etrafindaki ¢ok katli peritiibliler myoid hiicreleri ile interstisyel
dokudan ayri tutulur (24). Kan damarlari, sinir lifleri lenf damarlari, immiin
hiicreleri, peritiibiiler ve Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) bu dokuyu olusturan
yapilardir. Bag dokusu, seminifer tiibiillerle beraber kan damarlarina mekanik destek
saglar ve Leydig hiicrelerinin lokalizasyonunda rol oynar ve bdylece spermatogenezi

destekler (25).

2.1.2 Seminifer tiibiiller

Seminifer tiibiiller ve interstisyel doku, memeli testislerinde bulunan iki énemli
yapiy1 olusturur. Testiste hacimce en biiylik alan seminifer tiibiillere aittir. Seminifer
tiibiil epiteli, siirekli farklilasma ve olgunlagma geciren spermatogenik hiicrelerden
ve bazal laminadan liimene kadar uzanmuis, diizenli bir sekilde bulunan destekleyici

gorevindeki Sertoli hiicrelerinden olusur (26).



Seminifer tiibiillerin her biri yaklasik 50-60 cm uzunlugunda ve kivrimlidir.
Caplar1 ortalama 200 um olmakla beraber tiibiillerin hepsi u¢ uca eklendiginde boyu
yaklagik 600 metreyi bulmaktadir. Seminifer tiibiilii olusturan yapilardan peritiibiiler
doku yaklagik 80 um kalinliginda ve bir diger yapisi olan germinal epitel ise yaklasik
8 wm kalinligindadir. Tiibiilleri déseyen c¢ok katli germinal epitel (seminifer epitel)
Sertoli hiicreleri ve farkli gelisim asamalarindaki spermatogenik hiicrelerden
meydana gelir. Bu hiicreler siki baglantilarla birbirine baglidir. Tiibiillerin ¢ok kath

epitel yapis1 spermatogenik hiicrelerden kaynaklanmaktadir (27).

2.1.3 Spermatogenik hiicreler

Tiibiil epitelinde farkli gelisim asamalarinda olan yerlesik durumdaki hiicrelere
spermatogenik hiicreler denir. Hiicreler her zaman bazal laminadan apikal taraftaki
seminifer tiibiil limenine dogru farklilagirlar (28). Spermatogonyum hiicre
boliinmeleriyle spermatositlere farklilagir, sonrasinda mayoz bdlinme yoluyla
ilerleyerek spermatidleri ve nihayetinde spermi olusturur (29). Erken embriyonik
donemde, primordial germ hiicrelerinden koken alirlar (30). Spermatogenez,
spermatogonyumlardan spermin gelistigi siire¢ olarak tanimlanir (21). Seminifer
tiibiillerin bazal membranin hemen {izerinde yerlesik spermatogenetik hiicreler
boliiniip sayilarini arttirirlar ve farklilasarak primer spermatositleri olustururlar.
Diger canli tiirlerinde spermatogenik hiicre tiplerinin sayist degigse de insanda
spermatogonyumlar niikleus morfolojilerine gore (Tablo 1) iice ayrilirlar (31,32).
Farkli spermatogonyum tiirleri, spermatogonyal kok hiicre popiilasyonunu korumak
ve yetigkinlik doneminde sperm iiretiminin devamliligin1 saglamak icin gereklidir.
Spermatogonyumlarin kendini yenilemesi ve farklilagmasi arasindaki dengenin

bozulmasi, spermatogonyal fazin bozulmasina ve infertiliteye sebep olabilir (33).



Tablo 1. Spermatogonyum tipleri (21,32).

Koyu Tip A Kok hiicre kaynagi olarak kalirlar. Niikleuslar1 yogun
Spermatogonyum | bazofilik boyanir.

Boliinlip cogalarak aymi tipte kalirlar ya da Tip B

S ﬁg;glg nA m spermatogonyumlar1  olustururlar.  Niikleuslar1  soluk
P EOMYUM 1 pazofilik boyanir.
Tip B Testisteki primer spermatositlerin olugmasi i¢in mitotik

Spermatogonyum | boéliinmeye giderler. Yuvarlak niikleusludurlar.

Bir sonraki agamada ise primer spermatositler mayoz gecirerek hem kromozom
sayilarim1 hem de DNA miktarlarin1 azaltirlar. Bu sekilde olusan haploid hiicreler
ikincil spermatosit olarak adlandirilir (21). Daha sonrasinda ikincil spermatositler,
ikincil mayotik bdliinmeye ugrayarak spermatidleri meydana  getirirler.
Spermatogenez ilerledikg¢e hiicreler seminifer tiibiiliin bazal membranindan uzaklasir
ve tiiblil liimenine yaklagmis olurlar. Bdylelikle, tiibiilin belli bir tabakasinda
spesifik bir hiicre tiirii gdzlemlenebilir. Liimene yakin kisimda bulunan spermatidler,
birbirleri arasinda sitoplazmik kopriilerini burada kaybederler ve sperme
farklilagirlar. Spermatogonik kok hiicrelerden olgun bir sperm olusmasi insanda 65

giin siirmektedir (34).

Spermatogenezin son adimi ise sperm hiicresinin farklilagarak olgunlagsmasini
saglayan spermiyogenezdir. Memeli haploid spermatidi, olgun sperme hig
benzemezler, yuvarlak sekillidir. Spermiyogenezin ilk asamas1 golgi kompleksinden
akrozomal vezikiil olusumudur. Sperm c¢ekirdegini ortecek sekilde akrozomal kep
(baslik) olusur. Cekirdegin akrozomal kep olusumu sirasinda rotasyonu ile birlikte
kep seminifer tiiblilin bazal membranina bakacak sekilde yerlesir. Boylece
spermatidin diger tarafindaki sentriyolden flagellum olusmaya baslar ve liimene
dogru uzanir. Son asamaya gelindiginde c¢ekirdek yogun bir hal alir, diizlesir ve
yogunlasir, kalan fazla sitoplazma hiicreden atilir ve mitokondri flagellumun

tabaninda halka benzeri yap1 olusturur (34,35).
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Sekil 2. Spermatogenez asamalar1 ve testisteki konumu (36).

2.1.4 Leydig hiicreleri

Interstisyel bag dokuda mast hiicresi, makrofaj ve fibroblastlarla beraber
bulunan Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) androjen iiretiminin ana
kaynaklarindandir. Salinan androjenler, seminifer tiibiillere ve interstisyel alandaki
kan damarlarina gecerler ve hipotalamo-hipofizer-gonadal (HPG) aksin kontroliiyle
Sertoli hiicreleri ve peritiibliler myoid hiicrelerine baglanip spermatogenetik

hiicrelerin sinyal yolaklarinin kontroliine katilirlar (37).

Bu hiicreler yuvarlak ya da poligonal morfoloji gosterirler ve eozinofilik
hiicrelerdir. Hiicresel 6zellik olarak steroid sentezlediginden Leydig hiicrelerinde
cokca lipid damlaciginin bulunmasi karakteristik 6zelligi olarak goriiliir. Ayrica
Leydig hiicrelerindeki bir diger karakteristik 6zellik de ¢ubuk seklinde sitoplazmik
kristallerden olusan Reinke kristallerinin bulunmasidir. Reinke kristallerinin

yogunlugu histopatolojik degerlendirmelerde tanisal amacla kullanilmaktadir (21).

2.1.5 Sertoli hiicreleri

Seminifer tiibiilin ¢ok katli epitelinin bazal membrana yerlesik olan Sertoli

hiicreleri, tlibiil liimenine kadar uzanirlar ve spermatogenetik hiicrelerin hepsini
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destek hiicreleri olarak g¢evrelerler. Sertoli hiicrelerinin birden fazla sekli olmakla
beraber genelde uzun ve prizmatik sekillidirler. Bunun yani sira sitoplazmalar1 soluk
asidofilik boyanir ve hiicrenin bazal kismina daha yakin olan 6kromatik nukleuslar
iicgen veya yuvarlak sekillidir. Spermatogenetik hiicrelerin aralarinda sinir ¢izen
cokeca lateral uzantilar1 bulunmaktadir. Isik mikroskobu ile incelendiklerinde Sertoli
hiicre sinirlarinin  belirlenmesi  olduk¢a zordur. Elektronik mikroskobu ile
incelendiginde hiicreler arasi baglanti kompleksleri, diiz endoplazmik retikulum, ¢cok
saylida mitokondri, lipid damlaciklari, belirgin golgi kompleksi, lizozom ve iyi

gelismis niikleolusu goriilmektedir (21).

Ergenlik donemine yaklasilmasiyla beraber Sertoli hiicrelerinde ¢esitli
morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler goriiliir. Genislemis ve ii¢ parca halindeki
niikleolus, KTB olusumu, androjen reseptorii (AR) ve GATA Baglayict Faktor-1
(GATA-1) ekspresyonlar1 Sertoli hiicresinde goriilen belirgin &zellikler olarak

sayilabilir. Nihayetinde Sertoli hiicreleri, spermatogenezi desteklemektedir (38).
Sertoli hiicrelerinin temel fonksiyonlar1 su sekildedir:

e Sertoli hiicreleri, olgun spermatozoanin olusmasi icin destekleyici bir ¢evre
yaratir.

e Iki Sertoli hiicresi arasindaki baglanti kompleksi seminifer epiteli bazal ve
adluminal olmak tizere iki ayr1 epitelyal boliime ayirir.

e Sertoli hiicreleri, baglanti kompleksleriyle beraber, KTB'yi de burada
olusturur. KTB'nin olusumu ile, spermatogenetik hiicreler immiin sistemden
korunmus olurlar.

e Spermlerin transfer edilmesini kolaylastiran bir s1v1 iiretir.

e Androjen baglayan protein sentezi ile yiiksek miktarda testosteron igeren bir

mikrogevrenin devamliligini saglar (39,40).

11



[ Sertoli hicresi

[1 Spermatogonyum

Bl Peritibiler hiicre ) L

Bl Leydig hiicresi mmm———)e- Kan-testis bariyerinin konumu

Sekil 3. Sertoli hiicreleri ve kan-testis bariyerinin sematik goriintiisii (39).

2.1.6 Kan-testis bariyeri

KTB, insan testisinde 11-12 yaslarinda olusurken, sicanlardaysa dogum sonrasi
donemde 17. ve 21. giin araliginda meydana geldigi bilinmektedir (41). KTB ilk
olarak fizyolojik fonksiyonu ile iliskili olarak farkli maddelerin plazmadan rete
testise gecisi analiz ederek tanimlanmistir (42). Komsu Sertoli hiicreleri arasinda ve
Ozellesmis bir baglanti kompleksinden olusan KTB, germinal epiteli bazal ve
adliiminal boliimlere ayirir. KTB yapisinda siki baglantilar, ara baglantilar (gap
junctionlar, oluklu baglantilar), ektoplazmik o6zellesmeler ve desmozomlar olmak
iizere farkli baglanti 6zellesmelerini igerir (21). KTB spermatogenez siirecinde
gelismekte olan spermatogenik hiicreler ile dogrudan etkilesir. Segici gecirgen
olmas1 nedeniyle spermatogenez i¢in gerekli en uygun ortami olusturur ve
spermatogenenik hiicrelerin gelisimi ve olgunlagmasi i¢in essiz bir mikrogevre
olusturur (43). Sertoli hiicrelerinde baglanti proteinlerinin sentezlenmesinde

anormallik oldugunda, spermatogenik hiicrelerdeki mayoz bdliinmelerde ve hiicre
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farklilagmalarinda sorunlar ortaya ¢ikar ve sonug¢ olarak sperm iiretimi azalir (44).
KTB, seminifer tiibiillerdeki gelismekte olan hiicreleri otoimmiin cevaptan korumak
amaciyla tliblilin hem bazal hem de adluminal kompartmanini tiibiiliin geri
kalanindan ayirir (45). Boylece hiicreler kan yolu ile gelebilecek olan zararh
maddelerden de korunmus olurlar. izolasyon gérevinin disinda, bu kompartmanlar
arasinda biyomolekiil, iyon ve elektrolit hareketlerini kontrol eder ve tiibiil
mikrogevresini korur (46). Yaslanma, siki baglanti proteinlerinin ekspresyonunun
azalmasin tetikler ve KTB'nin biitiinliigiinde bozulmalara neden olur. Bdylece yasa

bagli olarak spermatogenez etkilenebilir (47).

Sik1 baglantilar, KTB'yi olusturan en 6nemli yapilardan bir tanesidir. Komsu
Sertoli hiicreleri kendi aralarinda olusturduklar1 bu bariyer ile hiicrelerarasi alana
alimacak molekiilleri segerler (46). KTB'de bulunan bu siki baglantilarin viicutta
diger epitel hiicreleri arasinda bulunan siki baglantilara gore sahip oldugu en biiyiik
avantaj ise, bazal membrana ¢ok yakin konumda bulunmalaridir (48). Sik1 baglantilar
iki farkli bolgenin ortaklasa calismasi ile faaliyet gosterir. Ilk bélge, komsu
hiicrelerdeki ayni molekiile baglanarak hiicrelere mekanik olarak adhezyon saglayan
okludin, klaudin protein grubu ve hiicre adhezyon molekiilleri iceren bir
transmembran bolgedir. Diger bolge ise, zonula okludens proteinlerini hem siki
baglanti yapisina baglayan hem de hiicre iskeletine entegre eden molekiillerden

olusan sik1 baglantilarin periferik bolgesidir(48).

Zonula okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2) ve zonula okludens-3
(Z0O-3), membranla iligkili guanilat kinaz protein grubuna dahildirler ve Sertoli
hiicreleri tarafindan {retilirler. Zonula okludens protein ailesi, sinyal iletim
yolaklarinin diizenlenmesi, membran biitiinliigli ve ge¢irgenliginin saglanmasi,

hiicrelerin farklilasmasi ve polarizasyonunu kontrol etmekle gorevlidir (49).

2.2 Epididimis

Epididimis olduk¢a segmentli bir organ olsa da temel olarak duktuli efferentes
ve duktus epididimisten olusur. Testisin arka tarafi boyunca uzanan yaklasik 7-8 cm
uzunlugundaki epididimisi ¢ogu kaynak bas, gévde ve kuyruk olmak fiizere ii¢
bolime ayirir (21). Duktuli efferentes ve duktus epididimisin etrafinda kan

damarlarindan ve kas hiicrelerinden zengin bir siki1 bag dokusu vardir. 4-6 metre
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uzunlugunda, kivrimli morfolojideki bir kanal olan duktus epididimis, govde ve
kuyruk kismi boyunca bulunur ve uzunluguna ragmen ¢okg¢a kivrim yaparak dar bir

kisma yerlesmistir. Bas kisminda ise duktuli efferentes bulunmaktadir (21,50).

Insan epididimisi, spermin olgunlasmasi, depolanmasi ve tasinmasinda ok
onemli rol oynar. Esas hiicreler, bazal hiicreler ve apikal hiicreler dahil olmak {izere
farkl1 hiicre tiplerini igeren epiteli sterosilyumlu yalanci ¢ok katli prizmatik epiteldir.
Uzun prizmatik esas hiicrelerinde luminal yilizeyde ¢ok sayida uzun stereosilyumlar
bulunmaktadir (22). Esas hiicreler epididimal sivinin iiretiminden sorumluyken
bazal hiicreler ise destek saglar ve epitelyal hiicreler, Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilmemis rezidiiel cisimcikleri ve kanalda hasara ugramis spermleri de
fagosite eder. Duktus epididimis, spermin kanal boyunca iletilmesini saglayan diiz
kas tabakalari ile sarilidir (51). Spermler buradan gecerken olgunlasirlar ve hareket
kabiliyetiyle beraber dolleme yetenegi de kazanirlar (22,52). Sterosilya uzunlugu,
epitel hiicrelerinin uzunlugu, kas kalinligi, liimen ve tlip ¢aplar1 gibi parametreler

insan epididimisinde diger hayvanlardan farklidir (53).

2.3 Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumu ile enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar arasindaki dengesizlik nedeniyle olusur (54). Cevresel
faktorler ve sagliksiz yasam tarzlari insanlarda oksidatif stresi etkileyebilir (55). ROT
miktarinin artmasina yasanilan ¢evreden dolay1 zarar verici ajanlara maruz kalma,
antioksidan mekanizmalarindaki hatalara ve smirli onarim o6zellikleri Ornek
verilebilir. Oksidatif stres altinda iiretilen ROT, lipidler, sekerler, proteinler ve DNA
gibi tiim hiicresel birimlere hasar verir. Bu sebeple kontrolsiiz ROT artigin1 6nlemek

icin hiicreler ¢esitli savunma mekanizmalari olusturmustur (54,55).

Tiim hiicre ¢esitlerindeki en biiyiik ROT kaynagi mitokondridir. Stiperoksit
(O2*7) esas olarak mitokondriyal elektron tasima zinciri seviyesinde iiretilir ve
siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen peroksite (H>O2) doniistiiriilebilir
veya dismutasyona ugrayabilir (56). Ornegin, demir ve bakir iyonlar1 gibi gegis metal
iyonlarinin varliginda H»>O»,, oldukca reaktif olan hidroksil radikalini (HO®)
yaratabilir. Reaktif tiirler ayrica ksantin oksidaz (XO), nitrik oksit sentazlar (NOS) ve
NADPH oksidaz (NOX) tarafindan enzimatik olarak da iiretilebilir (56).
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Lipid peroksidasyonu genel olarak oksidanlarin karbon-karbon ikili baglari
iceren lipidlere, 6zellikle de ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirdigir bir asama
olarak tanimlanabilir (57). Lipid peroksidasyonu, hiicrede sitotoksik ve mutajenik
etki gosterebilir. Bu siireg, oksidasyon iirlinleri sebebiyle cesitli patolojiler ve
hastalik durumlart ile iliskilendirilmistir. Oksidasyon iirlinleri malondialdehit (MDA)
gibi reaktif aldehitleri igerir. Bu aldehitler DNA'lar ve proteinler ile bag olusturabilir
ve islev degisikliklere sebep olabilir (58). Total oksidan seviyesi (TOS) genel
oksidan durumunu temsil ederken, total antioksidan seviye (TAS) genel antioksidan
durumu gosterir. Oksidatif stres indeksi (OSI) olarak adlandirilan bu oran
(TOS/TAS), oksidatif stresi gdsteren bir belirte¢ olarak kabul edilir (59). Antioksidan
sistem, Ozellikle glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz
(SOD) hiicreleri lipid peroksidasyonunun zararli etkilerinden korumada ¢ok 6nemli

rol oynar (60).

[ Endojen Kaynaklar ] [ Ekzojen Kaynaklar ]

Ultraviyole 1sinlar
fyonize radyasyon
Sigara ve hava kirliligi
gibi cevresel toksinler
inflamatuar sitokinler

 nflamatuar sitokinle

Mitokondri

7

Sekil 4. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve olusum sebepleri (61).

2.4 Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesi, bir erkegin iireme sistemini etkileyen cesitli faktorlerden
dolay1 cocuk sahibi olamadigi bir durumdur. Erkek infertilitesi, ¢iftlerin yaklasik
%15'ini etkileyen 6nemli bir sorundur ve infertilite vakalarmin %50'ye yakini erkek
kaynakli yasanmaktadir (62). Gebe kalamama durumu c¢ift icin stresli olabilir, kimi
durumlarda tedavi miimkiin olamasa da, erkek kaynakli infertilite durumunda erkege

cesitli tedavi yontemleri uygulanabilmektedir (62,63).

Infertilite degerlendirmesindeki asamalardan ilk ve en 6nemlisi semen analizidir
(64). Semen analizi, infertilitede erkek faktoriiniin etkisini tanimlamaya yardimci
olur. Erkeklere infertilite tanis1 konulurken, Diinya Saghk Orgiitii (DSO) kriterleri

g6z Onilinde tutulup semen analizi sonuglart degerlendirilerek tan1 konulur. Erkek
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infertil hastalara bakildiginda genelde semende bir veya daha fazla anomali goriiliir

(65).

Artan ROT {iretimi ve azalan antioksidanlar ile karakterize edilen oksidatif stres,
yapilan bir¢ok calisma ile erkek infertilitesinde kritik O6neme sahip oldugunu
gostermistir (66). Cevresel faktorler, asir1 fiziksel egzersiz, antioksidan eksiklikleri,
immiin bozukluklar, genetik hastaliklar gibi durumlar oksidan/antioksidan dengesini
degistirebilir. Arastirmalar, oksidatif stresi ve oksidasyon biyobelirteclerini klinik
olarak degerlendirmenin oksidatif stresle iliskili erkek infertilitesine yonelik yeni

tedavileri yontemleri gelistirilmesinde 6nemli oldugunu belirtmektedir (63).

Doéllenme, sperm matiirasyonu, hiperaktivasyon, kapasitasyon, spermin
akrozomal reaksiyonu gibi asamalarda ROT'un ¢ok 6nemli oldugu bilinmektedir
(67). Ancak, ROT {iretimi arttiginda ¢ekirdek ve mitokondride deoksiriboniikleik asit
(DNA) parcalanmasi, hiicresel membranda lipid peroksidasyonu ve nihayetinde
apoptoz goriilebilir ve bunun sonucunda sperm hareketliliginde bozulmalara, sperm
canlilik oranlarinin diismesine ve dolleme yeteneklerinin degismesine neden olur

(66).

Spermatozoanin plazma membrani, membran akiskanligim1i ve spesifik
baglanmalar1 saglayan ¢okca doymamis yag asitleri icerir (68). Bununla birlikte,
buradaki yag asitlerinin metillenebilirligi yiliksek oldugundan, bu durum spermi
oksidatif hasara kars1 savunmasiz birakir. Spermde lipid peroksidasyonu, ROT'larin
sperm plazma membraninda bulunan lipidlere saldirip radikal zincir reaksiyonu
denilen bir siire¢ baglatip zarar vermesini ifade eder (67). Siiperoksit anyonu (O2*")
ve hidroksil radikalleri (OH®) gibi ROT'lar sperm membranindaki ¢oklu doymamis
yag asitleri ile etkilesime girerek lipit peroksitlerin ve diger reaktif lipit ara {irlinlerini
ortaya cikartir. Perokside olmus lipidlerin olusturdugu zincir reaksiyonun sonucunda
MDA fiiriinii olusur. MDA, spermdeki peroksidasyon hasarmin dlgiilmesinde bir

oksidatif stres biyobelirteci olarak kullanilir (69).

2.5 Monosodyum Glutamat ve Erkek Ureme Sistemine Etkileri

Monosodyum glutamat (MSG), gida endiistrisinde {iriinlerin aromalarini

geligtirerek "umami" olarak adlandirilan 5. tat duyusunu uyarmak icin ¢cok¢a yaygin
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olarak kullanilan bir L-glutamik asit tlirevidir (70). MSG'nin uzun yillar boyunca
sadece Asya mutfaginda kullanilmis olsa da, su anda tiim diinyada en ¢ok kullanilan
katkt maddesidir (71). MSG, Avrupa Birligi tarafindan E621 gida koduyla
lisanslanmistir ve piyasada paketli gidalarin iistlerindeki etiketlerde bu kodla veya
MSG, glutamat, monosodyum glutamat olarak bulunmaktadir (72). MSG'nin ayrica
istah acic1 etkisi de bulunmaktadir. Genellikle c¢orbalara, giiveclere, tavada
kizartmalara, tursulara ve atistirmaliklara eklenmektedir (73). Dogal olarak,
proteinden zengin bitkisel ve hayvansal ¢esitli {irlinlerde bulunur. Domates, havug,
bezelye, ceviz gibi bitkisel kokenli; parmesan peyniri, yumurta, tavuk, sigir ve
domuz eti gibi hayvansal kokenli gidalar icin 6nemli bir yapi tasidir. MSG, tuzdan tat
alma duyusunu en {iist diizeye ¢ikarirken kendi tadini belli etmemesiyle bilinir (74).
Kimyasal formiilii CsHsNNaOs ve molekiiler kiitlesi 169,11 g/mol'diir. Ilk olarak
1908'de Japon kimyager Kikunae Ikeda, deniz yosunu 6ziinden MSG'yi elde etmistir
(75). Glutamik asit ise umaminin asil kaynagi olarak tanimlanmstir. L-glutamik
asidin ise MSG ile karsilastirildiginda tek basina hafif bir umami tadi olusturdugu
diistiniilmektedir. Esterlesme veya amid olusumu gibi diger kimyasal degisiklikler,

umami tadinin azalmasina etki eder (3,75).

Gelismis iilkelerde kisi basina giinlik ortalama MSG alimmmn 0,3-1,0 g
araliginda oldugu tahmin edilmektedir, ancak bu miktar bireyin tiiketim tercihlerine
bagl olarak degisebilmektedir (76). Elde edilen verilere gore, MSG verilen hayvan
gruplarinda insiilin direnci ve glukoz intoleransinin daha fazla oldugu goriilmiis olup,
bu durumun obezite ile baglantili oldugu diisiiniilmiistiir. MSG, serumdaki serbest
yag asitlerini, trigliseritleri, insiilini ve adiposit farklilagmasina katkida bulunan

cesitli genlerin ifadesini artirmistir (77).

MSG'nin viicutta cesitli fonksiyonlar1 bozdugu ve erkek iireme sistemine zarar
verdigi hakkinda cesitli ¢calismalar bulunmaktadir (78). Caligsmalar, MSG'nin erkek
iireme sistemine hasar verdigi, sicanlarda testosteron ve sperm konsantrasyonunu
azalttig1, serum gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), luteinize edici hormon
(LH), testosteron ve kolesterol seviyelerini azalttigini géstermistir. Ayrica, MSG'nin

testiste apoptozu tetikledigini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (79).
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Sekil 5. MSG'nin erkek tlireme sistemine etki mekanizmasi (79).

2.6 Ferulik Asit

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit, FA) bitkilerde yaygin olarak
bulunan fenolik asit grubuna dahildir ve birbirinden farkli biyolojik iirlinlerin ikincil
metabolitleridir (80). Bitkilerde nadiren saf halde bulunur. Kimyasal yapisina gore ii¢
farkli gruba ayrilabilir. Sinnamik ve benzoik asit tiirevleri, hidroksil ve metoksi grup
sayilar1 ve konumlarina gore degisirken fenolik asit tiirevleri ise benzersiz yapilariyla
dikkat ceker (81). Insan viicudunda metabolizasyonu ve bagirsaklardan emilimi
kolaydir (82). Ferulik asidin fizyolojik bircok islevi belirlenmistir. Antioksidan,
antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve anti-kanser Ozellikleriyle one ¢ikmaktadir. FA
sperm canlilig1 ve hareketliligi lizerinde etkilidir (83). Ferulik asit, gida ve kozmetik

endiistrilerinde bu yararlarindan dolayi siklikla kullanilmaktadir (84).

FA yapisal karakteri geregi giiglii bir serbest radikal tutucudur ve serbest radikal
olusumunu katalize eden enzimleri inhibe edebilir ve bdylece giiclii antioksidanlar
sinifinda yer alir (18). Bir c¢alismada, streptozotosin ile diyabet indiiklenen
hayvanlara FA uygulanmasi sonucu serum glukoz miktarinin diistiigii belirlenmistir.
FA, giiclii antioksidan oOzellikleriyle pankreasta streptozotosin kaynakli serbest
radikalleri notralize edilmesine ve toksisitenin azaltilmasina katki saglar. Ayrica,

lipoprotein (LDL) oksidasyonunu o&nler ve kolesteroliin karacigere alimini ve
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par¢alanmasin1 kolaylastirir. Sonu¢ olarak, FA c¢okca tedavi edici ozellikler
gostermekte ve Dbagisiklik sistemimize katkida bulunabilmektedir. Yapilan
caligmalar, diizenli FA aliminin c¢esitli oksidatif stresle ilgili problemlere kars

onemli 6l¢iide koruma saglayabilecegi fikrini desteklemektedir (85).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecg

Bu calisma dahilinde Acibadem Mehmet Ali Aydimnlar Universitesi Deney
Hayvanlar1 Merkezi (ACU-DEHAM)'nden alinan geng yetiskin (7 haftalik) 160-200
g araliinda 40 adet erkek Wistar albino sigan kullanildi. Hayvan deneylerini
gerceklestirebilme kapsaminda Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ACU-HADYEK)'ndan onay alindi (ACU-HADYEK
2022/72).

3.2 Yontem
3.2.1 Deney gruplan

Istatistiksel olarak anlamli sonug elde etmek igin, her calisma grubu igin %80
giic, 0.05 istatistiksel anlamlilik ve 0.6 etki biiyiikliigiinde ANOVA gii¢ analizi
kullanild1 ve her calisma grubu icin 8 sican gerektigi belirlendi. Bu c¢alismada 5
deney grubu olusturuldu (Sekil 1). Tiim hayvanlar 12 saatlik karanlik/aydinlik
dongiisiinde, ortalama oda sicakligi 22 + 2 °C'de, ayr1 ayr1 havalandirilan kafeslerde
standart hayvan yemi tiiketerek ad libitum beslendi. Deney gruplarindaki sicanlar
calisgmanin basinda Kontrol, Ferulik asit (FA), Monosodyum glutamat (MSGQG),
Monosodyum glutamat ve dimetil siilfoksit (MSG+DMSO), Monosodyum glutamat
ve ferulik asit (MSG+FA) gruplarina rastgele olacak sekilde yerlestirildi. Hayvan
agirliklar1 deney basindan itibaren diizenli olarak her giin 6l¢iildi. MSG grubu 28.
giinde izofluran anestezi altinda, Kontrol, FA, MSG + DMSO ve MSG + FA gruplari
ise 38. giinde izofluran anestezi altinda diseke edildi. Biyokimyasal
degerlendirmelerde kullanilmak amaciyla kalpten kan alindi. Dekapitasyon sonrasi
tiim deney gruplarinda bulunan sicanlarin testis agirliklar1 kaydedildi. Mikroskobik
ve biyokimyasal degerlendirmeler igin testis dokulari diseke edildi. Epididimiste

bulunan spermler ise morfolojik degerlendirme yapmak amaciyla iizere alindi.

Olusturulan deney gruplari;

20



Kontrol grubu (K): Bu gruptaki sicanlara (n=8) 38 giin boyunca giinliik olarak 1 ml

distile su gavaj yontemi kullanilarak verildi.

Ferulik asit grubu (FA): Bu gruptaki sicanlara (n=8) 28 giin boyunca 1 ml %80'lik
DMSO gavaj yontemi ile verildikten sonra, 10 giin boyunca %80’lik dimetil siilfoksit
(DMSO) (Katolog No: WAK-DMSO-50, Wak-Chemie, Germany) icinde ¢oziilmiis
ferulik asit (Katalog No: 128708, Sigma Aldrich, Burlington, MA, U.S.A) soliisyonu
verildi (86).

Monosodyum glutamat grubu (MSG): Bu gruptaki sicanlara (n=8) distile su ile
hazirlanan 600 mg/kg dozunda MSG (Katolog No: G1626, Sigma Aldrich,
Burlington, MA, U.S.A) oral gavaj yontemi ile 28 giin boyunca verildi (87).

Monosodyum glutamat ve dimetil siilfoksit grubu (MSG + DMSO): Bu gruptaki
sicanlara (n=8) 28 giin boyunca 600 mg/kg dozunda MSG gavaj yontemi ile
verilmesinden itibaren, 10 giin boyunca %80’lik DMSO yine gavaj yontemi ile

verildi (17).

Monosodyum glutamat ve ferulik asit grubu (MSG + FA): Bu gruptaki sicanlara
(n=8) 28 giin boyunca 600 mg/kg dozunda MSG gavaj ile uygulandiktan sonra,
%80'lik DMSO ile hazirlanan 25 mg/kg ferulik asit (Katalog No: 128708, Sigma
Aldrich, Burlington, MA, U.S.A) soliisyonu 10 giin boyunca verildi (17,88).

Baglangig 28. Giin 38. Giin
I } i
Kontrol DS DS
FA DMSO FA (25mg/kg)
MSG MSG (600 mg/kg)
MSG + DMSO MSG (600 mg/kg) DMSO
MSG+FA MSG (600 mg/kg) FA (25 mg/kg)

DS: Distile Su
MSG: Monosodyum
Glutamat
FA: Ferulik Asit
DMSO: Dimetil Siilfoksit

Sekil 6. Deney modelinin sematik gosterimi.
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3.2.2 Isik mikroskobik preparasyon

Diseksiyon sonrasi siganlardan alman testis dokusu histolojik incelemeler
amaciyla %10'luk notral tamponlu formalin (Katalog No: HT501128, Sigma Aldrich,
Burlington, MA, U.S.A.) soliisyonu ile 72 saat fikse edildi. Immiinhistokimyasal
incelemeler icin ise %4'liikk paraformaldehit (PFA) ile 72 saat boyunca fikse edildi.
Fiksasyon sonrasinda dokular bir gece akar su altinda bekletildi. Bunun ardindan
asagidaki tabloda belirtilen basamaklar esas almarak doku takip islemi

gerceklestirildi (Thermo Epredia Citadel 2000, Massachusetts, U.S.A.) (Tablo 2).

Tablo 2. Testis doku takip basamaklari.

Basamak Siire
%70 etil alkol 1 saat
%80 etil alkol 1 saat
%90 etil alkol 1 saat
%96 etil alkol 1 saat
%100 etil alkol 1 saat
%100 etil alkol 1 saat
%100 etil alkol 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin 12 saat
Parafin 3 saat

Testis dokulari, doku takibi sonrasi parafine gdmiildii (Thermo Histostar,
Massachusetts, U.S.A.). Daha sonra, rotary mikrotom (Thermo- Shandon™
Finesse™ ME+, Massachusetts, U.S.A.) kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler

alinip morfolojik degerlendirmelerde kullanilmasi amaciyla lamlara alindi. Kesitlere
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hematoksilen-eozin boyamasi yapildi. Dokudaki ZO-1 ve AMH immiinrektivite

seviyelerini belirlemek icin gerekli immiinohistokimyasal protokoller uygulanda.

3.2.3 Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi

Hematoksilen ve eozin boyamast i¢in 5 pum kalinliginda Apes (3-aminopropil
trietoksisilan) kapli lamlara alinan testis dokular1 37°C etiivde bekletildi. Ertesi giin,
deparafinizasyon igin kesitler ksilen i¢inde 30 dakika tutuldu. Daha sonra drnekler
azalan alkol serisinden (%100, %90, %70) onar dakika tutularak gecirildi. Alkol
serisi ardindan Ornekler distile suda birka¢ kez calkalandi. Ardindan Mayer'in
hematoksilen boyasinda (Bio Optica, Milano, Italy) 6 dakika bekletildi. Bekletmenin
ardindan kesitler akarsu altinda 10 dakika birakildi, akarsudan sonra birkag kez
distile suya daldirip ¢ikarmanin ardindan 2 dakika eosin soliisyonunda (Katalog No:
HST-EOA-0500, Histoplus, Istanbul, Tiirkiye) bekletildi. Dokular sirasiyla artan
alkol serilerinden gecirilip dokudaki suyun uzaklagmasi saglandiktan sonra ksilen
serisinde tutulup entellan ile kapatildi. Hazirlanan H&E boyali 6rnekleri incelemek
ve goriintiillemek i¢in 151k mikroskobu (Zeiss A1 Axio Scope, Germany) kullanildi.
Histopatolojik degerlendirme Modifiye Johnsen skorlamasi kullanilarak yapildi
(89,90). Ayrica, Image J (1.54 software, National Institutes of Health) analiz
programi kullanilarak tiim deney gruplarma ait kesitlerdeki 100 seminifer tiibiiliin

epitel kalinlig 6l¢tildii.
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Tablo 3. Testis hasarini skorlamak i¢in kullanilan Johnsen skor degerleri.

Jgﬁ:)l:leln Aciklama
10 Tam spermatogenez var
9 Epitelde ve spermatogenezde hafif bozukluk ve bir¢ok geg
spermatid var
8 Tiibiil bagina 5'ten az spermatazoa ve birkag gec¢ spermatid var
7 Spermatazoa ve ge¢ spermatid yok, ¢cokea erken spermatid var
6 Spermatazoa ve ge¢ spermatid yok, azca erken spermatid var
5 Spermatazoa ve spermatid yok, ¢okg¢a spermatosit var
4 Spermatazoa ve spermatid yok, birka¢ spermatosit var
3 Sadece spermatogonyumlar var
2 Sadece Sertoli hiicreleri var, germinal hiicre yok
1 Seminifer tiibiil epiteli yok

3.2.4 Sperm morfolojisi

Diseksiyon sirasinda alinan epididimisler bistiiri yardimi ile parcalanarak PBS
(pH 7.4) cozeltisinde diliile edilerek spermler lam {izerine yayma yontemi
kullanilarak alindi. Kesitler oda 1sisinda kurutulup metanol ile fikse edildi. Kesitlere
daha sonra H&E boyamasi uygulandi (91). Boyama sonrasi kesitler entellan ile
kapatilarak 151k mikroskobu (Zeiss Al Axio Scope, Germany) ile 40x ve 100x

biiylitmelerde fotograflandi.
3.2.5 ZO-1 immunfloresan boyamasi

Pozitif ytiklii lamlara alinan, 5 pm kalinliginda, %4 PFA ile fikse edilen parafin
doku kesitleri immiinfloresan uygulamalar i¢in kullanildi. Pozitif kontrol olarak

deney gruplarinin kontrol grubuna ait dokularin kesitleri kullanildi. Ayrica, tim

immiinfloresan uygulamalarinda negatif kontol uygulandi. Bu amagla sadece
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kesitlere primer antikor yerine antikor diliient soliisyonu damlatilarak immiinfloresan
boyama islemi yapildi. %4 PFA ile fikse edilen 5 pm kalinligindaki kesitler ksilen
icerisinde deparafinizasyon amactyla 40 dakika bekletildi. Daha sonra azalan alkol
serisinden (%100, %96) gecirildi. Daha sonra kesitler Tris-EDTA (etilen diamin tetra
asetik asit) soliisyonunda (pH 9, 1x) 20 dakika 100 Watt'da mikrodalga firinda
1sit1ldi. Kesitlerin 20 dakika oda sicakliginda birakilip sogumasi saglandiktan sonra 3
kez beser dakika fosfat tamponlu salin (PBS) ¢6zeltisinde yikandi ve bloklama igin 1
saat %5'lik keci serumunda bekletildi. Primer antikor olarak kesitlere tavsan anti-ZO-
1 (Katalog No: Pb9234, Boster, California, U.S.A) antikoru 1:50 diliie edilerek
uygulandi. Tiim kesitler +4°C'de bir gecelik inkiibasyonda tutulduktan sonra, 3 kez
beser dakika PBS ile yikandi. Sonrasinda kesitler karanlikta 1:500 diliie floresan
konjuge ke¢i anti-tavsan sekonder antikor (Katalog No: 35552, DyLight™ 488,
Invitrogen, U.S.A) damlatilarak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Tiim kesitler 3 kez
beser dakika PBS ile yikandiktan sonra 4’6- Diamino-2-fenilidol (DAPI) igeren
kapatma soliisyonu (Katalog No: ab104139, Abcam, Cambridge, U.K.) damlatilarak
lamel ile kapatildi. Kesitler konfokal mikroskobu (Zeiss LSM 700, Oberkochen,
Germany) ile incelenip fotograflandi. Fotograflardaki 1stma yogunlugu Image J (1.54
software, National Institutes of Health) programi kullanilarak hesaplandi (92).

3.2.6 AMH immunfloresan boyamasi

Testis dokusundaki AMH lokalizasyonu belirlemek amaciyla kesitlere AMH
immiinhistokimyas1 uygulandi. Pozitif kontrol olarak deney gruplarinin kontrol
grubuna ait dokularin  kesitleri kullanildi.  Ayrica tiim  immiinfloresan
uygulamalarinda negatif kontol uygulandi. Bu amagcla sadece kesitlere primer antikor
yerine antikor diliient soliisyonu damlatilarak immiinfloresan boyama islemi yapildi.
%4 PFA ile fikse edilen 5 pm kalmhigindaki kesitler ksilen igerisinde
deparafinizasyon amaciyla 40 dakika bekletildi. Daha sonra azalan alkol serisinden
(%100, %96) gecirildi. Tris-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) soliisyonunda (pH
9, 1x) 20 dakika 100 Watt'da mikrodalga firinda 1sitild1 ve 20 dakika oda sicakliginda
birakilip sogumasi saglandiktan sonra 3 kez beser dakika PBS ¢ozeltisinde yikandi.
Bloklama islemi i¢in ornekler 1 saat boyunca %5'lik keci serumunda bekletildi.

Kesitlere tavsan anti-AMH (Katalog No: 14461-1-AP, Proteintech, Illinois, U.S.A)
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antikoru bloklama soliisyonu i¢inde 1:100 diliie edilerek uygulandi. Tiim kesitler +
4°C'de bir gecelik inkiibasyonda tutulduktan sonra, 3 kez beser dakika PBS ile
yikandi. Sonrasinda 1:500 diliie floresan konjuge kegi anti-tavsan sekonder antikoru
(Katalog No: 35552, DyLight™ 488, Invitrogen, U.S.A) kesitlere uygulanarak 1 saat
oda sicakliginda bekletildi. Tiim kesitler 3 kez beser dakika PBS ile yikandiktan
sonra 4’6- Diamino-2-fenilidol (DAPI) igeren kapatma soliisyonu (Katalog No:
abl104139, Abcam, Cambridge, U.K.) damlatilarak lamel ile kapatildi. Kesitler
konfokal mikroskobu (Zeiss LSM 700, Oberkochen, Germany) ile incelenip
fotograflandi. Fotograflardaki i1sima yogunlugu Image J (1.54 software, National

Institutes of Health) programi kullanilarak hesaplandi.

3.2.7 Gegirimli elektron mikroskobik preparasyon

Gegirimli elektron mikroskobik analiz amaciyla alinan testis dokusu ornekleri
%2,5'luk 0,1 M PBS tamponlu (pH 7,2) glutaraldehit fiksatifi (Katalog No: G5257,
Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.) icerisinde +4 °C’de 4 saat boyunca fikse edildi.
Ornekler PBS ile 15 dakika boyunca yikandiktan sonra %1'lik osmium tetroksit
(Katalog No:19134, Electron Microscopy Science, Hatfield, PA, U.S.A.) ile 1 saat
boyunca post-fikse edildi. Ornekler yiikselen alkol serilerinden (%70, %90, %96,
%100) gegirilerek dehidre edildi ve propilen oksitten (Katalog No: 82320, Sigma-
Aldrich, Missouri, U.S.A.) gecirilerek Epon 812’ye (Katalog No:45345, Sigma-
Aldrich, Missouri, U.S.A.) gomiildii. Polimerizasyon islemi i¢in etiivde 60 °C’de 1
giin birakildiktan sonra olusan epon bloklardan ultramikrotomda (Leica, EM UC7,
Germany) yar1 ince kesitler (1 pm) alinip toluidin mavisi (Katalog No: 198161,
Sigma-Aldrich, Missouri, U.S.A.) ile boyanarak dokunun neresinde olundugu
belirlendi. Ultra ince kesitler 60 nm kalinliginda alinip bakir gridler iizerinde
uranyless (Katalog No:22409, EMS, Hatfield, PA, U.S.A.) ile kontrastlandi. Ornekler
gecirimli elektron mikroskobunda (Thermo Fischer Scientific Talos L 120C, The

Netherlands) incelenerek fotograflandi.
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3.2.8 Biyokimyasal analizler
3.2.8.1 Doku malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) seviye olciimleri

Oksidan hasarin bir gostergesi olan MDA diizeyini 6lgmek i¢in doku ornekleri
agirliklarinin 10 katina denk gelen miktarda %10°‘luk triklorik asit (TCA) soliisyonu
ile karistirilarak, homojenizasyonu takiben 3000 rpm, 4°C'de 15 dakika santrifiij
edildi. Siipernatanlar ayrilip 10000 rpm'de 8 dakika daha santrifiij edildi ve 1.56x10-
5 M em! katsayist kullanilarak lipid peroksidasyon diizeyi MDA cinsinden
spektrofotometrik Ol¢limle belirlendi. Tiim Ol¢limler gram doku basima nanomol
(nmol/g) olarak ifade edildi (93).

Endojen antioksidan GSH diizeyini 6lgmek i¢in doku ornekleri agirliklarinin 10
kat1 kadar %10’luk TCA eklenerek her bir tiip 30 saniye boyunca homojenize
edildikten sonra 3.000 rpm, 4°C'de 15 dakika santrifiij edildi. Stipernatanlarin i¢inden
2 ml almip plastik tiiplere konularak tekrardan 9000 rpm'de 8 dakika santrifiij edildi.
Her biri 250 ul olacak sekilde doku homojenatlar1 uzun cam tiiplere konularak
tizerlerine 1000 pl Na;HPO4 ve 125 pl 5,5’°-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) (40
mg DTNB + %1 sodyum sitrat) eklendi. Ardindan tiipler 10 dakika boyunca oda
sicakliginda ve karanlik ortamda folyo ile sarilmis sekilde bekletildi. Olusan rengin
151k siddeti degisimi spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu. GSH
miktar1 spektrofotometrik olarak absorbans 412 nm’de olgiilerek belirlendi. Elde

edilen GSH miktar1 pmol/g doku olarak ifade edildi (93).

3.2.8.2 Doku siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Stiperoksit dismutaz (SOD), hiicresel enerji {iretimi sirasinda tiretilen zararh
serbest radikallerin nétralize edilmesinde kritik bir rol oynar. Bu enzim, siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene parcalanmasini veya
dismutasyonunu hizlandirmaktadir. Doku 6rnekleri 1/9 oraninda (0,1 gr doku: 0,9ml
140 mmol. Iik KCI) Potasyum kloriir tamponu ile homojenize edildikten sonra 7000
rpm +4°C de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij ardindan SOD seviyesi ticari kit
(Relassay, Tiirkiye) kullanilarak otoanalizor (Mindray-BS400) yardimi ile

kolorimetrik yontemle 6lgiildii. Degerler U/ml cinsinden ifade edildi.
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Bu testte, siliperoksit radikalleri iiretmek icin ksantin ve ksantin oksidaz
kullanildi. Bu radikaller daha sonra spesifik bir boya olan 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5 phenyltetrazolium klorid ile reaksiyona girerek kirmiziya
doniismesine sebep olurlar. SOD aktivitesinin derecesi, bu renk degisimini engelleme

kabiliyeti ile dogru orantilidir (94).
3.2.8.3 Doku total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS)

olciimleri

TAS seviyesi ticari olarak satin alinan ELISA kiti (Katalog No: RLO0017,
Relassay, Tirkiye) kullanilarak o6lgiildii. Biitiin 6rnekler i¢in esit miktarda doku
kullanild1. 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit radikal katyonu (ABTS)
kullanildi. Konsantrasyonlarina ve antioksidan kapasitelerine gore antioksidanlar
ABTS'yi renksizlestirir ve bu degisim 660 nm'de spektrofotometrede absorbans
degisimi olarak 6l¢iildii. Test, geleneksel olarak bir E vitamini analogu olan Trolox
esdegeri olarak adlandirilan kararli bir antioksidan standart ¢ozeltisi ile kalibre edildi.

(93).

TOS seviyesi ticari olarak satin alinan ELISA kiti (Katalog No: RL0024,
Relassay, Tirkiye) kullanilarak o6lgiildii. Biitiin 6rnekler i¢in esit miktarda doku
kullanild1. Test, asiditesi yiiksek ortamda ve ¢esitli oksidan tiirleri oldugunda demir
iyonunun ferrik iyona oksidasyonuna ve ferrik iyonun ksilenol turuncu (o-
kresostilfonftalein-3,3-bis(sodyum metiliminodiasetat)) ile Ol¢iilmesine
dayanmaktadir. Spektrofotometrik olarak Olgililebilen renk yogunlugu, doku
orneginde bulunan toplam oksidan molekiil seviyesine baglidir. Test hidrojen
peroksit ile kalibre edildi ve sonuclar litre basina mikromolar hidrojen peroksit

esdegeri (umol H>O; Equiv./L) cinsinden ifade edildi. (96).
3.2.8.4 Oksidatif stres indeksi (OST)

Total oksidan seviye (TOS) diizeylerinin total antioksidan seviye (TAS)
diizeylerine oranmin yiizde derecesi, oksidatif stres indeksi (OSI) olarak

hesaplanmakta ve oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Birim

olarak Arbitrary Units (AU) ile ifade edildi.
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3.2.9 istatistiksel analiz

[statistiksel analizler Graph-Pad Prism 10 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) programiyla yapildi. Veri analizlerinde one-way ANOVA yontemi ve Tukey

coklu karsilastirma testi kullanildi, p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

29



4 BULGULAR

4.1 Viicut Agirhg:

Tim sicanlarin viicut agirhigr giinliikk olarak tartildi. Kontrol grubundaki
sicanlarin ortalama agirligr 327,3 + 14,9 g olarak belirlenirken sigan agirliklar1 FA
grubunda 317,2 + 11,9 g, MSG grubunda 2974 + 16,6 g, MSG+DMSO grubunda
300 £ 15,7 g, MSG+FA grubunda ise 321,7 £ 17,7 g oldugu goriildii. Gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda, sigan agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark gozlenmedi (Sekil 7).

400

-o— Kontrol

%” -2 FA
o
g 350 —4+ MSG
)Eo MSG+DMSO
8 300- —+ MSG+FA
:
=

250 1 1 1 1 1 1

0.giin 7.giin 14.giin 21.giin 28.giin 38.giin
Sekil 7. Deney gruplarindaki si¢anlarin haftalik viicut agirliklari.

4.2 Testis Agirh@

Testis agirliklari; Kontrol grubunda 1,4 + 0,02 g, FA grubunda 1,93 + 0,09 g,
MSG grubunda 1,92 + 0,08 g, MSG+DMSO grubunda 1,86 + 0,05 g, MSG+FA
grubunda ise 1,95 + 0,05 g olarak belirlendi. Testis agirliklar1 deney gruplari arasinda

karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi

(Sekil 8).
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Sekil 8. Deney gruplarindaki siganlarin testis agirliklari.

4.3 Testis/Viicut Agirhg Orani

Deney gruplarinin testis agirliklart viicut agirliklarima oranlandiginda, kontol
grubunda 0,0057 + 0,0004 g, FA grubunda 0,0061 + 0,0002 g, MSG grubunda
0,0065 £ 0,0002 g, MSG+DMSO grubunda 0,0063 + 0,0003 g, MSG+FA grubunda
ise 0,0063 £ 0,0004 g oldugu goriildii. Oranlar gruplar arasi karsilastirildiginda ise
MSG grubunun testis/viicut agirlig1 oraninin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu

goriilmekle beraber bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 9).
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Sekil 9. Testis agirliklarinin viicut agirliklarina orani.
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4.4 Morfolojik Bulgular

Sperm morfolojileri 151k mikroskobik diizeyde incelendi. Kontrol grubu ve FA
grubunda normal morfolojide bulunan ¢ok sayida sperm gozlendi (Resim 1, Resim
2). MSG grubunda ise normal morfolojiye sahip sperm daha az sayida gozlenirken
bas, boyun ve kuyruk anomalilerine sahip ¢ok sayida sperm goriildii (Resim 3).
MSG+DMSO grubunda MSG grubu ile benzer sekilde bas, boyun ve kuyruk
anomalilerine sahip ¢okca spermlere rastlandi (Resim 4). MSG+FA grubunda normal
morfolojiye sahip spermlerin yani sira, bas ve kuyruk anomalileri bulunan spermlere

daha az rastlandi (Resim 5).

Testis dokusu morfolojisi 151k mikroskobik diizeyde incelendiginde kontrol
grubunda normal morfolojide bag dokusu ve Leydig hiicrelerine rastlandi. Seminifer
epitelde farkli gelisim asamalarindaki spermatogenik hiicrelere ve seminifer tiibiil
liimenlerinde spermatozoonlara rastlandi (Resim 6). FA grubunun testis morfolojisi
kontrol grubu ile benzer oldugu goriildii (Resim 7). MSG grubunda ise dejeneratif
tiibiillerde artis, bazi seminifer tiibiillerin bazal kompartmaninda vakuolizasyon,
bazal membranlarda diizensizlik, tiibiil epitelinde yer yer dejenerasyon ve limende
cokca dokiintii hiicreleri goriildii (Resim 8). MSG+DMSO grubunda ise MSG grubu
ile benzer sonuglara rastlandi (Resim 9). MSG+FA grubunda genel olarak normal
morfoloji izlenmesine karsin, bazi tiibiillerde germinal epitelde diizensizliklere ve
limende dokiintii hiicrelerine rastlandi. Seminifer tiibiillerin liimenlerinde ¢ok sayida
spermatozoon gozlendi. Az sayida seminifer tiibiiliin bazal membranlarinda yer yer

vakuolizasyon gozlendi (Resim 10).
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10 pm

50 pm

Resim 1. Kontrol grubuna ait 151k mikrografi.

Kontrol grubunda normal sperm morfolojisi izlendi (40x). inset: Normal morfolojide
spermler (100x). H&E boyamasi.
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Resim 2. FA grubuna ait 151k mikrografi.

FA grubunda normal morfolojide spermler izlendi (40x). Inset: Normal morfolojiye
sahip spermler (100x). H&E boyamasi.
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Resim 3. MSG grubuna ait 151k mikrografi.

MSG grubunda bozuk morfolojide ¢ok sayida sperm goézlendi. Kuyruk anomalisi,
sadece sperm basi (siyah ok) ve kuyruk morfolojisinde dejenerasyonlar (*) (40x).
Inset: Normal morfolojiye sahip spermlerin yani sira boyun anomalisi (siyah ok bast)
(100x). H&E boyamasi.

35



50 pm

10 pm

-

Resim 4. MSG+DMSO grubuna ait 151k mikrografi.
MSG+DMSO grubunda ¢ok sayida spermde morfolojik hasar izlendi (40x). Inset:

Spermlerde kuyruk anomalisi, sadece sperm basi (siyah ok) ve kuyruk morfolojisinde
dejenerasyonlar (*) (100x). H&E boyamasi.
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Resim 5. MSG+FA grubuna ait 151k mikrografi.

MSG+FA grubunda normal morfolojiye sahip spermlere daha sik izlendi. Normal
morfolojiye sahip spermlerin yanmi sira kuyruk anomalisine sahip spermlere de
rastlandi  (40x). Kuyruk anomalisi, sadece sperm bast (siyah ok), kuyruk
morfolojisinde dejenerasyonlar (*) Inset: Cok sayida normal morfolojiye sahip sperm
yaninda yer yer kuyruk anomalisi (*) (100x). H&E boyamasi.
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Resim 6. Kontrol grubuna ait 1g1k mikrografi.

Kontrol grubunda normal morfolojide (n) seminifer tiibiiller izlendi (20x). Inset:
Normal morfolojide seminifer tiibiil epiteli (40x). H&E boyamasi.
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Resim 7. FA grubuna ait 151k mikrografi.

FA grubunda kontrol grubu ile benzer morfolojide seminifer tiibiiller izlendi (20x).
Inset: Normal morfolojideki (n) seminifer tiibiil (40x). H&E boyamasi.
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Resim 8. MSG grubuna ait 151k mikrografi.

MSG grubunda seminifer tiibiillerin basal kompartmaninda spermatogenik epitelden
yer yer ayrilmalar (siyah ok) ve dejenere olmus seminifer tiibiillerin liimeninde az
sayida spermatozoon goriildii. Ayrica seminifer tiibiil limenlerinde c¢ok sayida
dokiintii hiicreleri (*) izlendi (20x). Inset: Seminifer tiibiil epitelinde yer yer
dejenerasyon (siyah ok) (40x). H&E boyamasi.
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Resim 9. MSG+DMSO grubuna ait 151k mikrografi.

MSG+DMSO grubu MSG grubu ile benzer morfolojide izlendi. Seminifer tiibiil
liimenlerinde yer yer dokiintii hiicreleri (*) izlenirken bazi tiibiillerin tiibiil
morfolojisinde bozulma (ok bas1), ve tiibiil epitelinde yer yer dejenerasyon gozlendi
(ok) (20x). Inset: Seminifer tiibiil epitelinde yer yer dejenerasyon (ok) ve tiibiil
liimenlerinde dokiintii hiicreleri (*) (100x). H&E boyamasi.

41



Resim 10. MSG+FA grubuna ait 151k mikrografi.

MSG+FA grubunda ¢ok sayida normal morfolojide tiibiil (n) izlendi. Baz1 tiibiil
epitellerinde yer yer dejenerasyonlar (siyah ok) gozlendi (20x). Inset: Germinal
epitelde yer yer vakuol olusumlari (ok basi) izlenirken, ¢ok sayida normal (n)
morfolojide tiibiiller (40x). H&E boyamasi.

42



4.5 Seminifer Tiibiillerin Histopatolojik Degerlendirmesi

Modifiye edilmis Johnsen'in histopatolojik skorlama kriterlerine gore
degerlendirilen tiibiillerin skor degerleri; Kontrol grubunda 8,1 + 0,3, FA grubunda
7,7 £ 0,2, MSG grubunda 5,6 = 0,3, MSG+DMSO grubunda 5,3 + 0,3, MSG+FA
grubunda 7,2 £+ 0,2 olarak belirlendi. Kontrol grubu ve FA grubu ile karsilastirilan

*

MSG grubunda (sirast ile, **p<0,001, *p<0,001) histopatolojik skorda anlaml

derecede diisiis belirlendi. MSG+DMSO grubu, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda

koksk

skor degerinin yine anlamli derecede (" p<0,001) azaldig1 goriildi. Tedavi grubu
olan MSG+FA grubu, MSG grubu ile karsilastirildiginda ise, skor degerinin

histopatolojik olarak anlamli derecede (Pp<0,05) arttig1 belirlendi (Sekil 10).

Skor

Sekil 10. Seminifer tiibiillerin histopatolojik skor grafigi.

"*p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. *""p<0,001 FA grubu ile
karsilagtirildiginda. Pp<0,05 MSG grubu ile karsilastirildiginda.

4.6 Seminifer Tiibiillerin Epitel Kalinhklar:

Seminifer tiibiillerin epitel kalinliklar1 o6lgiilerek deney gruplar1 arasinda
karsilastirildi. Kontrol grubunda 127,5 £ 9,6 um FA grubunda 116,4 + 5,1 um, MSG
grubunda 72.2 £+ 8,1 um, MSG+DMSO grubunda 85,6 = 6,3 um, MSG+FA grubunda
104,9 + 10,3 um olarak belirlendi. MSG ve MSG+DMSO gruplarinin epitel kalinligi,

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
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("p<0,001) diisiis oldugu goriildii. Benzer sekilde MSG grubu FA grubu ile
karsilastirildiginda anlamli derecede (*7"p<0,001) diisiise rastlandi. MSG+FA grubu,

MSG grubu ile karsilastirildiginda ise epitel kalinliginda anlamli derecede (Pfp<0,01)
artis gorildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Seminifer tiibiillerin epitel kalinliklarinin karsilagtirilmasi.

**p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirldiginda. **"p<0,001 FA grubu ile
karsilastirildiginda. PPp<0,01 MSG grubu ile karsilastirildiginda.
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4.7 ZO-1 Immiinfloresan Bulgulari

Z0-1 immiinfloresan uygulamasmin ardindan seminifer tiibiil germinal
epitelinde yer alan komsu Sertoli hiicrelerinin siki baglantilart arasinda ZO-1 immiin
pozitif bolgeler yesil renkte izlendi. ZO-1 immiinreaktivite yogunlugu, kontrol
grubunda (Resim 11) ve FA grubunda (Resim 12) yiiksek iken, MSG grubunda
immiinreaktivite yogunlugunda ve dagiliminda azalma gozlendi (Resim 13).
MSG+DMSO grubunda ise MSG grubu ile benzer sonuglar goriildii (Resim 14).
MSG+FA grubu MSG grubu ile karsilastirildiginda ise ZO-1 immiinreaktivitesinde
artis gozlendi (Resim 15). Negatif kontrol ve deney gruplariin karsilastirilmasina ait

fotomikrograflarda ZO-1 immiinreaktivite sonuglari izlendi (Resim 16).

KONTROL DAPI KONTROL £AKISMA
S :

® -

Resim 11. Kontrol grubuna ait ZO-1 immiinfloresan boyamas.

Kontrol grubu germinal epitelinde ¢ok sayida ZO-1 pozitif hiicre (parlak yesil).
DAPI (mavi) ile boyanmus niikleuslar. ki boyamanim ¢akismis goriintiisii (20x).
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FA' DAPI FA CAKISMA

Resim 12. FA grubuna ait ZO-1 immiinfloresan boyamasi.

FA grubu tiibiil epitelinde ¢ok sayida ZO-1 pozitif hiicreler (parlak yesil). DAPI
(mavi) ile boyanmus niikleuslar. iki boyamanin ¢akismis goriintiisii (20x).

MSG DAPI MSG CAKISMA

Resim 13. MSG grubuna ait ZO-1 immiinfloresan boyamasi.

MSG grubu seminifer tiibiil epitelindeki daha az sayida ZO-1 pozitif hiicre (parlak
yesil). DAPI (mavi) ile boyanmis niikleuslar. Tki boyamanin cakismis goriintiisii
(20x). Inset: ZO-1 pozitif hiicreler (ok), (40x).
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MSG+DMSO DAPI MSG+DMSO CAKISMA MSG+DMSO
4

4

Resim 14. MSG+DMSO grubuna ait ZO-1 immiinfloresan boyamasi.
MSG+DMSO grubu tiibiil epitelinde az sayida ZO-1 pozitif hiicre (parlak yesil).

DAPI (mavi) ile boyanmis niikleuslar. iki boyamanin cakismis goriintiisii (20x).
Inset: ZO-1 pozitif hiicreler (ok) ve ZO-1 pozitivitesi diisiik hiicreler (ok bas1), (40x).

MSG+FA DAPI MSG+FA CAKISMA MSG+FA

Resim 15. MSG+FA grubuna ait ZO-1 immiinfloresan boyamasi.

MSG+FA grubu tiibiill epitelinde ZO-1 pozitif hiicreler (parlak yesil, ok). DAPI
(mavi) ile boyanmis niikleuslar. Iki boyamanin cakisnmis goriintiisii (20x). Inset:
Seminifer tiibiil epitelinde ZO-1 pozitif hiicreler (ok) ve ZO-1 immiinreaktivitesi az
olan hiicreler (ok bast), (40x).
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NEGATIF KONTROL DAPI NEGATIF KONTROL 1A NEGATIF KONTROL

K L
MSG+DMSO DAPI MSG+DMSO CAKISMA MSG+DMSO
A

4

() y
MSG+FA CAKISMA MSG+FA

Resim 16. Negatif kontrol ve deney gruplarina ait fotomikrograflarda ZO-1
immiinreaktivitesi.
Negatif Kontrol (A-C), Kontrol (D-F), FA (G-I), MSG (J-L), MSG+DMSO (M-0),

MSG+FA (P-S) gruplarinin ZO-1, DAPI ve iki goriintiiniin ¢akismasi (A-S). ZO-1
pozitivitesi (beyaz ok). ZO-1 pozitivitesinde azalma (ok bagt).
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4.8 Z7Z0-1 immiinreaktivite Analizi

Z0O-1 immiinreaktivite yogunlugu analizi yapildiginda degerler Kontrol
grubunda 16,202 + 853 AU, FA grubunda 15,681 = 978 AU, MSG grubunda 3,494 +
799 AU, MSG+DMSO grubunda 3,330 + 533 AU, MSG+FA grubunda 7,715 + 394
AU olarak olgilildii. Kontrol grubu ve FA grubu ile karsilagtirldiginda
immiinreaktivitede MSG grubunda anlamli bir diigiis (sirasiyla ““p<0,001,
p<0,001) oldugu belirlendi. MSG+FA grubu, MSG grubu ile karsilastirildiginda
(PPp<0,01) immiinreaktivite yogunlugunda anlamli derecede artis oldugu 6lgiildii

(Sekil 12).
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15000
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5000 -

Immiinreaktivite Yogunlugu (AU)

Sekil 12. ZO-1 immiinreaktivite yogunlugu grafigi.

**p<0,001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. **"p<0,001 FA grubu ile
karsilastirildiginda. PPp<0,01 MSG grubu ile karsilastirildiginda.
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4.9 AMH immiinfloresan Bulgular

AMH immiinfloresan yogunlugu analizi yapildifinda immiinreaktivite
dagilimmin Kontrol grubunda (Resim 17) ve FA grubunda (Resim 18) benzer
seviyelerde oldugu goriildii. MSG grubunda ise immiinreaktivite dagiliminda diisiis
izlendi (Resim 19). MSG+DMSO grubunda da MSG grubu ile benzerlik goriildi
(Resim 20). MSG+FA grubu MSG grubu ile karsilagtirldiginda ise AMH
dagiliminda artis gozlendi (Resim 21). Negatif kontrol ve deney gruplarinin
karsilastirilmasina ait fotomikrograflarda AMH immiinreaktivite sonuglar1 izlendi
(Resim 22). Ancak bu degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadig:
degerlendirildi.

Kontrol DAPI Kontrol CAKISMA

Resim 17. Kontrol grubuna ait AMH immiinfloresan boyamasi.
Kontrol grubunun seminifer tiibiil epitelinde AMH pozitif hiicreler (yesil). DAPI

(mavi) ile boyanmis hiicreler. ki boyamanin ¢akismis goriintiisii (20x). Inset: AMH
pozitif hiicreler (40x).
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FA CAKISMA

Resim 18. FA grubuna ait AMH immiinfloresan boyamasi.
FA grubu tiibiil epitelinde AMH pozitif hiicreler (yesil). DAPI (mavi) ile boyanmis

hiicre niikleuslar1. ki boyamanin ¢akismis goriintiisii (20x). Inset: epitelde AMH
pozitif hiicreler (40x).

MSG DAPI MSG CAKISMA

Resim 19. MSG grubuna ait AMH immiinfloresan boyamasi.

MSG grubu seminifer tiibiil epitelindeki AMH pozitif hiicreler (yesil, ok). DAPI
(mavi) ile boyanmig hiicre niikleuslari. 1ki boyamanin c¢akigmis goriintiisii (20x).
Inset: AMH pozitif hiicreler (ok), yer yer AMH pozitivitesinde azalma (ok bas1)
(40x).
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MSG+DMSO DAPI MSG+DMSO CAKISMA

Resim 20. MSG+DMSO grubuna ait AMH immiinfloresan boyamasi.

MSG+DMSO grubu tiibiil epitelinde AMH pozitif hiicreler (yesil, ok). DAPI (mavi)
ile boyanmus hiicreler. Iki boyamanin ¢akismis gériintiisii (20x). Inset: AMH pozitif
hiicreler (ok), yer yer AMH pozitivitesinin diisiik oldugu hiicreler (ok bas1) (40x).

MSG+FA DAPI MSG+FA - CAKISMA MSG+FA

P
v

Resim 21. MSG+FA grubuna ait AMH immiinfloresan boyamasi.

MSG+FA grubu tiibiil epitelinde AMH pozitif hiicreler (yesil, ok). DAPI (mavi) ile
boyanmis hiicreler. Iki boyamanin cakismis goriintiisii. inset: AMH pozitif hiicreler
(ok), AMH pozitivitesinin diisiik oldugu hiicreler (ok basi) (40x).
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Negatif Kontrol DAPI Negatif Kontrol CAKISMA

Kontrol DAPI Kontrol CAKISMA

MSG+DMSO
~
= S

MSG+FA DAPI

Resim 22. Negatif kontrol ve deney gruplarina ait fotomikrograflarda AMH
immiinreaktivitesi.
Negatif Kontrol (A-C), Kontrol (D-F), FA (G-1), MSG (J-L), MSG+DMSO (M-0),

MSG+FA (P-S) gruplarinin AMH, DAPI ve iki goriintiinlin ¢akismas1 (A-S). AMH
pozitivitesi (beyaz ok). AMH pozitivitesinde azalma (ok basi).
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4.10 AMH Immiinreaktivite Analizi

AMH immiinreaktivite yogunlugu analizi yapildiginda degerler, Kontrol
grubunda 3,966 + 220 AU, FA grubunda 4,268 + 397 AU, MSG grubunda 2,948 +
150 AU, MSG+DMSO grubunda 2,834 + 380 AU, MSG+FA grubunda 4,020 + 321
AU olarak olgildi. MSG ve MSG+DMSO gruplar, FA  grubuyla
karsilastirildiklarinda  immiinreaktivite yogunlugunda azalma oldugu goézlendi
('p<0,05). MSG+FA grubu ise MSG ve MSG+DMSO gruplarina gore
imminreaktivite yogunlugunda artis goriildii. Ancak bu artig, istatistiksel olarak

anlaml1 degildi (Sekil 13).
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Sekil 13. AMH immiinreaktivite yogunlugu analizi.

“p<0,05 FA grubu ile karsilastirildiginda.

54



4.11 Geg¢irimli Elektron Mikroskobi ile Elde Edilen Bulgular

Gegirimli elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde Kontrol grubuna ait
kesitlerde, seminifer tiibiillerin epitelinde, spermatogenik seriye ait hiicrelerin ve
Sertoli hiicrelerinin morfolojisinin ince yap1 diizeyinde de normal oldugu gdzlendi.
Ayrica, Sertoli hiicreleri arasinda siki baglanti morfolojisinin de normal oldugu
izlendi (Resim 23). FA grubunda da ince yap1 diizeyinde seminifer epitel, Kontrol
grubuna benzer morfolojide izlendi (Resim 24). MSG grubunda ise sitoplazmada yer
yer vakuol olusumlari, lipid damlaciklart ve Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilarda dejenerasyon gozlendi (Resim 25). MSG+DMSO grubunda ise MSG
grubu ile benzer sekilde sitoplazmada ¢ok sayida lipid damlacigi, siki baglantilarda
dejenerasyon, yer yer vakuol olusumlari izlendi (Resim 26). MSG+FA grubunda ise
seminifer tiibiil epitelinde iyilesme oldugu goriildii. Bu kapsamda, sitoplazmada daha
az sayida ve daha kiicik boyutta lipid damlacigi goriiliirken siki baglanti

morfolojisinde iyilesme gozlendi (Resim 27).
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Resim 23. Kontrol grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.
Kontrol grubu elektron mikrografinda diizenli morfolojide seminifer tiibiil epiteli. St:

Sertoli hiicresi, ok basi: normal morfolojide siki baglanti. inset: Normal sik1 baglanti
morfolojisi (siyah ok bagt).
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Resim 24. FA grubuna ait gegirimli elektron mikrografi.

FA grubu elektron mikrografinda ince yapida normal morfolojide seminifer tiibiil
epiteli. St: Sertoli hiicresi, S: spermatozoon, ok basi: normal morfolojide siki
baglant1. Inset: Normal morfolojide sik1 baglant: (siyah ok basi). Inset: Liimende ¢ok
sayida normal morfolojide spermatozoon (S).
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Resim 25. MSG grubuna ait geg¢irimli elektron mikrografi.

MSG grubu elektron mikrografinda ince yapida bozulmus seminifer tiibiil
morfolojisi. Sertoli hiicresi sitoplazmasinda vakuolizasyon (v), ¢ok sayida farkli
boyutlarda Lipid damlast (Ld) ve siki baglantilarda yer yer bozulma (ok). St: Sertoli
hiicresi, Ld: Lipid damlacig1. Inset: Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarda yer
yer bozulma (siyah ok) ve sitoplazmada ¢ok sayida lipid damlas1 (Ld). *: Mitokondri
kristalarinda hasar.
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Resim 26. MSG+DMSO grubuna ait geg¢irimli elektron mikrografi.

MSG+DMSO grubu elektron mikrografinda bozulmus epitel morfolojisi.
Sitoplazmada yer yer vakuol (v) olusumlart ve ¢ok sayida farkli boyutta lipid
damlaciklar1 (Ld). Ayrica, bazal membranda hasar (*) ve ince yap1 diizeyinde
bozulmus siki baglanti (ok) morfolojisi. V: Vakuol, Ld: Lipid damlacigi. Inset:
Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarda dejenerasyon (siyah ok).
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Resim 27. MSG+FA grubuna ait gecirimli elektron mikrografi.

MSG+FA grubunda ince yapi diizeyinde morfolojide iyilesme. Sitoplazmada lipid
damlaciklarinin say1 ve boyutlarinin kiigiildiigii izlendi. Ayrica, siki baglantilarda
ince yapinin normale yakin morfoloji. St: Sertoli hiicresi, Ld: Lipid damlacig1. Inset:
Ince yap1 diizeyinde siki baglantilarda normale yakin morfoloji (ok bast).
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4.12 Biyokimya Bulgular

Kontrol grubunda doku MDA miktar1 0,64 = 0,01 nmol/g, FA grubunda 0,72 +
0,03 nmol/g, MSG grubunda 0,76 + 0,10 nmol/g, MSG+DMSO grubunda 1,05 +
0,08 nmol/g, MSG+FA grubunda ise 0,80 + 0,03 nmol/g olarak belirlendi.
MSG+DMSO grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda MDA miktarinda anlamli
("™p<0,001) artis izlendi. MSG+FA grubu, MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda ise bu degerde anlamli (“p<0,05) azalma izlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Doku MDA miktar1 grafigi.
**p<0,001, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. *p<0,05, MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.

Kontrol grubunda doku GSH miktar1 0,76 + 0,05 pmol/g, FA grubunda 0,74 +
0,06 umol/g, MSG grubunda 0,81 + 0,06 pmol/g, MSG+DMSO grubunda 0,77 +
0,05 umol/g, MSG+FA grubunda ise 0,91 + 0,06 umol/g olarak belirlendi. Gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda ise istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmedi

Sekil 15).
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Sekil 15. Doku GSH miktar1 grafigi.

Kontrol grubunda doku SOD miktar1 171,8 + 6 U/ml, FA grubunda 185,3 + 19,2
U/ml, MSG grubunda 190,7 + 9,7 U/ml, MSG+DMSO grubunda 142,9 + 11,8 U/ml,
MSG+FA grubunda ise 192,7 £ 51,3 U/ml olarak belirlendi. MSG+FA grubu,
MSG+DMSO grubu ile karsilagtirildiginda anlamli derecede (“p<0,05) artma izlendi
(Sekil 16).
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Sekil 16. Doku SOD miktar1 grafigi.

*p<0,05, MSG+DMSO grubu ile karsilagtirildiginda.
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Kontrol grubunda doku TAS miktart 1,5 + 0,13 umol/l H2O2 Eq/l, FA grubunda
1,26 = 0,15 pmol/l H2O> Eqg/l, MSG grubunda 1,19 + 0,16 pumol/l H.O> Eq/l,
MSG+DMSO grubunda 1,27 + 0,15 pmol/l H,O2 Eq/l, MSG+FA grubunda ise 1,33
+ 0,18 pmol/l HxO: Eg/l olarak olgiildii. MSG grubu, Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda TAS miktarinda anlamli derecede (“p<0,01) azalma izlendi.
(Sekil 17).
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Sekil 17. Doku TAS miktar1 grafigi.
*p<0,01, Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.

Kontrol grubunda doku TOS miktar1 9,02 + 0,26 umol/l H,O> Eq/l, FA grubunda
8,73 £ 0,33 pumol/l H20, Eg/l, MSG grubunda 8,68 + 0,53 pmol/l H>O, Eq/l,
MSG+DMSO grubunda 10,46 + 0,34 pumol/l H>O; Eq/l, MSG+FA grubunda ise 8,63
+ 0,24 pmol/l H202 Eq/l olarak belirlendi. MSG+FA grubu, MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda TOS miktarinda anlamli derecede (**p<0,01) azalma izlendi.
MSG+DMSO grubu, FA grubu ile karsilagtirildiginda ise TOS miktarinda anlamli
derecede (*'p<0,01) artma goriildii (Sekil 18).
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Sekil 18. Doku TOS miktar1 grafigi.
“p<0,01, FA grubu ile karsilastirildiginda. **p<0,01, MSG+DMSO grubu ile
karsilastirildiginda.

Kontrol grubunda doku OSI miktar1 0,62 + 0,02 AU, FA grubunda 0,69 + 0,02
AU, MSG grubunda 0,72 + 0,02 AU, MSG+DMSO grubunda 0,83 + 0,04, MSG+FA
grubunda ise 0,74 + 0,04 AU olarak hesaplandi. MSG+DMSO grubu, Kontrol grubu

kskeok

ile karsilastirildiginda anlamli derecede (" p<0,001) artma izlendi (Sekil 19).
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Sekil 19. OSI grafigi.

**p<0,001, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
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5 TARTISMA

Bu calisma kapsaminda, MSG ile indiiklenen testis hasarina karsi FA'nin
potansiyel iyilestirici etkisinin arastirilmasi hedeflendi. Bu ama¢ dogrultusunda, bu
calismada histolojik, immiinohistokimyasal, gegirimli elektron mikroskobik ve
biyokimyasal yontemler kullanildi. MSG grubu Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
tiibiillerin epitel kalinlifinda azalma, tiibiil liimenlerinde ¢ok sayida dokiintii epitel
hiicresi, germinal epitelde yer yer hasar ve sperm morfolojisinde bozukluklar
goriildii. Sik1 baglant1 proteini olan ZO-1'in yogunlugunun MSG grubunda azaldig:
goriildi. AMH dagiliminda ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi.
Gegirimli elektron mikroskobik bulgularda ise seminifer tiibiillerin organizasyonunda
bozukluklara ve Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarda gecirgenlik kaybina
isaret eden, bariyer biitiinliigiiniin bozuldugunu gosteren ince yapi diizeyinde
morfolojik bozukluklara rastlandi. MSG'min oksidatif stres parametrelerinde
degisiklige neden oldugu goriildii. MSG’nin oksidatif stres belirteclerinden MDA
seviyesinde arttisa neden oldugu, TAS seviyesi azalttig1 ve TOS seviyesinde artisa
neden oldugu gozlendi. MSG uygulamasi sonucu olusan testis hasarinda FA'nin

belirtilen tiim parametreler bazinda iyilestirici etkisinin oldugu gézlendi.

Gida giivenligi diizenleyici kurumlari MSG tiiketiminin giivenli oldugunu
diistinse de baz1 klinik Oncesi ve klinik calismalar glutamatin  fizyolojik
mekanizmalar ile iliskilendirildiginden, MSG'nin kronik olarak tiiketimi ile ilgili
bilimsel ¢alismalar siirdiiriilmektedir (97). MSG sonucu olusan fizyolojik
komplikasyonlar arasinda hipertansiyon, obezite, gastrointestinal problemler,
ndrolojik sorunlar ve iireme fonksiyonlarinin bozulmast bulunmaktadir. MSG'nin
etkisi doz seviyesine, nasil uygulandigina ve kronik maruziyete baghdir (97). MSG
tiiketimi; pankreastaki beta hiicre kiitlesinde azalma, oksidatif streste artis, insiilin
hassasiyetinde azalma gibi diyabetik belirteclerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
(75). Pankreas {izerinde yapilan bir calismada MSG'nin lipaz ve amilazin
aktivitesinde degisiklere ve pankreatik asinuslarda fizyolojik degisikliklere sebep
oldugu gosterilmistir (98). Bir baska calismada ise kronik diizeyde MSG verilen
sicanlarin karacigerlerinde hepatositlerin hiicre morfolojilerinde bozulmalar, santral

venlerde genislemeyle beraber parcalanmig kirmizi kan hiicreleri ve genel olarak
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karacigerde atrofi ve dejenerasyona rastlandigi bildirilmistir (99). Yiiksek dozda
MSG tiiketiminin kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirdigi ve bagirsak florasina
hasar verdigi fareler {izerinde yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (100).
Literatiirdeki ¢aligmalar, MSG'nin erkek {ireme sistemi iizerine de odaklanmaktadir.
Bu etkilere 6rnek olarak, spermatogenetik hiicreler iizerine yarattig1 toksik etkiyle
beraber spermlerde morfolojik anomali, canli olan sperm sayisinda azalma ve
toplamda diisiik sperm sayisi, testis dokusunda oksidatif belirteclerde artis ve
seminfer tiibiil yapilarinda morfolojik bozukluklar, testosteron ve FSH, LH gibi
gonadotropin hormon seviyelerinde dengesizlikler MSG'nin erkek iireme sistemi
iizerindeki etkileri olarak goriilmektedir (78). Baska bir MSG ve testis {izerine
etkilerinin incelendigi bir calismada, seminifer tiibiil yapisinin bozuldugu ve
germinal epitel kalinliginin azalmasiyla beraber testis morfolojisinde degisikler
oldugu gosterilmistir (101). Calismamizda da MSG grubu ile diger deney gruplari
karsilagtirildiginda spermatogenik hiicrelerde morfolojik hasar, seminifer tiibiillerde
vakuolizasyonla birlikte gozlenen dejenerasyon ve germinal epitel kalinliginda
azalma goriildi. MSG+FA grubunda ise MSG grubuna gore epitel kalinliginda artig
ve germinal epitel morfolojisinde iyilesme, tiibiil limeninde c¢ok sayida sperm

1zlendi.

MSG'nin istah acic1 Ozelligiyle beraber yeme aliskanliklarinda degisiklikler
yarattigi ve obeziteye sebep olabilecegi belirtilmektedir(72). MSG ile viicut
agirhginin iliskisini gosteren, Cinli yetiskinler ile yapilan bir kohort ¢alismasinda,
fiziksel aktivitelerin ve total kalori alimimin takip edildigi durumda MSG tiiketiminin
viicut kitle indeksi ile pozitif iligkisinin oldugu gdsterilmistir. Ayrica, kilolu
insanlarda MSG tiiketiminin yaygin oldugu saptanmistir (102). Yapilan bir baska
calismada da MSG verilen sicanlarin kilolarinda artig gézlenmis ve bu durum obezite
ile iligkilendirilmistir (103). Calismamiz dahilinde her giin agirlik dl¢iimii yaptigimiz
sicanlarda deney gruplar arasinda karsilastirma yaptigimizda hayvan agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. MSG'nin testis {izerine
etkilerini inceleyen bir ¢alismada, testis agirliginin MSG grubunda kontrol grubuna
gore azaldigr belirtilmistir (104). Bu calismada testis/viicut agirligi oranlar

incelendiginde MSG grubunun testis/viicut agirligi oraninin diger deney gruplar ile
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benzer oldugu ve istatistiksel olarak deney gruplari arasinda anlamli bir fark

bulunmadig1 gézlendi.

Sperm sayist ve morfolojilerinin MSG ile indiiklenen testis hasar1 ile
iliskilendirildigi ¢aligmalarda, MSG'nin sperm konsantrasyonunda azalmaya,
anormal sperm sayisinda artisa sebep oldugu gosterilmistir (104-107). Kursun
toksisitesi ile iligkili olarak kursun ile indiiklenen testis hasar modeli olusturulmus bir
calismada, FA'nin sperm tizerindeki iyilestirici etkileri incelendiginde oksidatif stres
belirtegleri iizerinde iyilestirici etki yaptigi, lipid peroksidasyonunu azalttigi, sperm
konsantrasyonu, canlilik ve hareketlilik gibi parametreler {izerinde 1iyilestirici
etkisinin oldugu gosterilmistir (108). Bu calismada da deney gruplar1 arasindaki
sperm morfolojileri incelendiginde MSG grubuna ait sicanlarin spermlerinde bas,
kuyruk ve boyun morfolojisini etkileyen anomaliler goriilirken MSG+FA grubunda
belirtilen anomalili spermlere daha az rastlandigi ve ¢ok sayida normale yakin

morfolojide sperm bulundugu gézlendi.

Ferulik asit; antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabetik gibi bircok fizyolojik
etki gosteren bir antioksidandir (81). Ferulik asidin karmasik antioksidan aktivitesi,
esas ROT'un olusumunun engellenmesine ve serbest bulunan radikallerin
notralizasyonuna dayanir (81). Oksidatif strese maruz kalmak, sperm niikleusunda
kromatine negatif etki ederek spermatogenez siirecinde aksakliklara yol agar ve
spermlerin apoptoza girmesine neden olur (109). FA'nin oral takviye olarak
kullanildig1 bir ¢caligmada, diyabetik ergen siganlarin testis ve karacigerinde oksidatif
stres biyobelirtecleri lizerinde iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir (110). Baska
bir ¢aligmada ise FA takviyesinin diyabet durumunda kalp, karaciger ve pankreasta
oksidatif stres parametreleri {izerinde iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir (111).
Deneysel bir baska calismada da ferulik asidin, diyabet sonrasi olusan testis
hasarinda, oksidatif stresi parametreleri iizerinde iyilestirici etkisinin oldugu
gosterilmistir (112). Kadmiyum kloriir kullanilarak olusturulmus testis hasarinda,
sicanlardaki bozulmus hormonal seviyelerdeki degisiklikler {izerinde FA'min
apoptotik ve inflamatuar hasarda iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir (113).
Ferulik asidin dondurulmus-¢oziilmiis sperm iizerine olan etkilerinin incelendigi
caligmalarda ise ferulik asidin koruyucu olarak kullanilmasiyla sperm hareketliligi,

fonksiyonel membran ve akrozom biitliinligii gibi parametrelerin iyilestigi
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gbzlenmigtir (114,115). Calismamiz dahilinde ferulik asidin potansiyel iyilestirici
ajan olarak kullaniminin, testis dokusundaki ROT seviyesi iizerinde olumlu etki
saglayarak testis ve sperm diizeyinde histopatolojik bozukluklarin iyilestirilmesine

katk1 sagladig: diisiiniilmektedir.

KTB, spermatogenetik hiicrelerin desteklenmesinde ve dis cevreye Kkarsi
korunmasinda kritik rol oynar ve fertilite lizerinde ¢ok biiylik 6neme sahiptir (116).
KTB'min bozulmasi, germ hiicrelerinin apoptozuna yol agarak infertiliteye sebep
olabilir (117,118). Siki baglantilarin en Onemli proteinlerinden olan klaudin ve
okludin proteinleri ve zonula okludens (ZO) proteinlerinden olan ZO-1, ZO-2, ZO-3
tarafindan hiicre iskeletine baglanirlar (119). Testosteron, yetiskin sican Sertoli
hiicrelerinde ZO-1 ve immiinglobiilin ailesine dahil olan baglant1 adezyon molekiilii-
3 (JAM-3) gibi siki baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu artirarak KTB'nin olusumu
ve korunmasina katkida bulunur (120). Yetiskin insan testisinde ZO-1, Sertoli
hiicrelerinin bazal membraninin yakininda goriiliirken genetigi degistirilmis farelerle
yapilan bir calismada ZO-1'in Sertoli hiicrelerinin apikal alaninda az miktarda
bulundugu ve bazal alanda neredeyse varlik gosteremedigi bildirilmistir (121). Bu
calismada da MSG grubunda Sertoli hiicreleri arasindaki ZO-1 protein dagiliminin,
Kontrol grubundakilere gore daha az yogun oldugu goriilmiistir. ZO-1 siki
baglantilar, diger calismalarda da goriildiigli gibi Kontrol grubunda seminfer tiibiil
bazal membranina yakin konumda ve Sertoli hiicrelerinin tiim yan ylizeylerinde
diizenli olarak goriilirken MSG grubunda neredeyse hi¢ yogunluk gosterememis ve
daginik olarak zayif lokalizasyon gostermistir. MSG+FA grubunda ise ZO-1
dagilimmin MSG grubuna gore artmis oldugu goriilmiistiir. Bu artisin istatistiksel

olarak anlamli oldugu izlenmistir.

Anti-miillerian hormon (AMH) fetal donem Sertoli hiicrelerinin biyobelirtecidir
(122). Yetigkinlerdeki spermatogenik hiicre sayisi, perinatal gelisim asamasinda
iiretilen Sertoli hiicrelerinin sayisiyla iligkilidir (122). Serum AMH, &zellikle
inmemis testis durumu olan erkek ¢ocuklarda, testis dokusunun varliginin en yararh
gostergesidir (123). Kriptorsidizmli erkek c¢ocuklarda serum AMH seviyeleri
fonksiyonel Sertoli hiicrelerinin miktarinin belirlenmesinde 6nemli bir rol tagir (123).
Serum AMH miktar1 ¢ocukluk doneminde yiiksektir ancak ergenlik doneminde azalir

(124). AMH, yetiskinlerde Leydig hiicre farklilasmasi1 ve fonksiyonelligine etki eder

68



(125). KTB'nin ortaya ¢ikmasi ve germinal epitelde mayozun baglamasiyla AMH
ekspresyonundaki azalma ayni zamana denk gelir (125). Leydig hiicreleri tarafindan
iiretilen testosteron, insanlarda AMH iiretimini azaltir. Erkeklerde, yetiskinlikteki
serum AMH miktar1 ergenlik 6ncesi doneme gore 10-20 kat daha azdir fakat aym
donemdeki kadin serum AMH miktarina gore yine de iki kat daha fazladir (125). Bir
calismada, AMH eksikligi olan erkek farelerin normal spermatogenez gecirdigi
gosterilirken AMH'yi fazla sentezleyen transgenik erkek farelerde bozulmus Leydig
hiicre gelisimi ve islevi gozlenmistir (126). Baska bir calismada, kemoterapi
uygulamasi sonrasi olusan testis hasarinin belirlenmesinde AMH'nin biyobelirteg
olarak kullanilabilirligini sorgulamistir (127). Kemoterapiden sonra insan ve fare
serum AMH seviyesinin ve fare testisi dokusu AMH seviyesinde artis oldugu
gosterilmistir (127). Bir bagka calismada, akrilamid maruziyeti sonrast AMH
seviyesinde degisiklik oldugu gosterilmistir (128). Literatiirde monosodyum
glutamatin AMH seviyesi lizerindeki etkisini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda, testis AMH dagiliminin testis hasari sonrasi FA ile potansiyel
iyilestirme etkisinin nasil degistiginin gosterilmesi amaclanmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda, MSG ile olugsmus hasar sonrasi ve FA’nin bu hasar iizerindeki etkisi ile
iliskili olarak MSG grubu, FA grubu ile karsilastirildiginda AMH protein dagiliminin
azaldig1 (“p<0,05), MSG+FA grubunda ise immiinreaktivitede artis oldugu ancak bu

artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmemistir.

KTB morfolojisini ince yap1 diizeyinde incelemek amaciyla elektron
mikroskopisi siklikla kullanilmaktadir (42). Gegirimli elektron mikroskobi
seviyesinde incelemeler sonucu, testis hasar modeli uygulanan calismalarda, testis
seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde dejenerasyon, siki baglanti morfolojik
biitiinliiglinde bozulmalar ve sitoplazmada lipid damlaciklar1 izlenmistir (129,130).
Calismamizda, Kontrol ve FA grubunda ince yap1 diizeyinde normal testis seminifer
tiiblil morfolojisi izlenirken MSG grubunda seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyon
ve spermatogenik epitelde yer yer harabiyet, sitoplazmada lipid damlaciklar1 ve
KTB'yi olusturan siki baglantilarda ince yapr diizeyinde gecirgenlik kaybina isaret
eden morfolojik bozukluklar belirgindi. MSG+APO grubunda ise belirtilen hasar

parametreleri tizerinde aposininin iyilestirici etkisinin oldugu goriildii.
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SOD, siiperoksit radikallerinin oksijen ve hidrojen peroksite parcalanmasini
katalize ederek hiicrelerin oksidatif stres sonucu olusacak hasara karsi korumayi
hedefler (131). MDA, serbest radikaller nedeniyle lipid peroksidasyonu siirecinde
iiretilen bir aldehittir ve hiicre zar1 hasarin1 gosterir (57). Azalan SOD ve artan MDA
oksidatif stresi tetikleyerek hiicre hasarina ve apopoza yol agabilir (10). GSH,
hiicreleri oksidatif hasardan koruyan ¢ok onemli bir antioksidandir (131). TAS ve
TOS seviyeleri, antioksidan ve oksidan durumun arasindaki dengeyi gostermek
amactyla kullanilan 6nemli bir belirtectir (132). OSI, oksidatif stres &lgiimiiyle
insanlarin saglik veya hastalik durumlarint belirlemek amaciyla en ¢ok kullanilan
indekslerden bir tanesidir (133). MSG ile olusturulan testis hasar1 ¢aligsmalarinda,
doku MDA seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (101,129,134). Ferulik asidin
lyilestirici ajan olarak kullanildig1 bir ¢alismada testis hasar grubunda ferulik asidin
MDA seviyesini diisiirdiigli, GSH seviyesini ise degistirmedigi gosterilmistir (135).
MSG ile olusturulan hasar calismasinda OSi'min hasar gruplarinda arttig
gozlenmigtir (136). Caligmamizda, testis dokusunda biyokimyasal parametrelerden
MDA, GSH, SOD ve OSi'nin literatiirdeki ¢alismalar ile paralel oldugu gdzlenmistir.
Bu calismada da MSG grubunda dokuda MDA seviyesi yiikselitrken GSH
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik olmadigi gozlendi. Dizosilpin
(MK-801) ile olusturulan testis hasar1 calismasinda testis dokusunda TOS seviyesinin
diger gruplara gore fazla oldugu, TAS seviyesinin ise diisiik oldugu goriilmiistiir
(137). Alfa lipoik asidin, metotreksat ile indiiklenen testis hasar1 iizerindeki
koruyucu etkilerini arastiran bir ¢calismada, antioksidan seviyelerine etki ederek testis
hasarin1 azalttig1 bildirilmistir (138). Calismamizda, mevcut literatlir ile benzer
sekilde MSG grubunda kontrol grubuna gore TAS seviyesinde azalma, MSG+FA
grubunda ise MSG+DMSO grubuna kiyasla TOS seviyesinde azalma oldugu izlendi.
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6 SONUC

MSG ile indiiklenen hasar modeli kullandigimiz bu ¢alismada, MSG grubunda
seminifer tiibiil epitelinde dejenarasyon ve tiibiil epitel kalinliginda azalma goriildii.
MSG'nin etkisi dahilinde incelenen spermlerde morfolojik hasar gézlendi. MSG'nin
KTB siki baglanti proteinlerinden olan ZO-1'in dagilimint olumsuz etkiledigi
goriildi. AMH ekspresyon ve dagiliminda ise; MSG'nin AMH ekspresyonun
azalmasinda etkili olabilecegi diisiiniildii. Gegirimli elektron mikroskobik diizeydeki
degerlendirmelerde de ince yap1 diizeyinde siki baglantt morfolojisinde,
gecirgenligin bozulduguna isaret eden morfolojik degisiklikler ve seminifer tiibiil
organizasyonunda  bozukluklara  rastlandi. MSG'nin oksidatif  stres
biyobelirteglerindeki etkilerine bakildiginda, MDA seviyesinin arttigi, GSH
seviyesinin istatistiksel anlaml olarak degismedigi, TAS seviyesinin azaldigi, TOS
seviyesinin ise arttigi saptandi. MSG uygulamasi sonucu olusan testis hasarinda
mikroskobik ve biyokimyasal parametreler diizeyinde FA'nin iyilestirici etkisinin

oldugu gozlendi.

Literatiirdeki benzer MSG ile indiiklenen testis hasar1 ¢aligmalar1 ve bizim
calismamizda elde ettigimiz bulgular dogrultusunda MSG'nin testis dokusu {izerinde
olusturdugu hasar iizerinde, FA'nin ¢alismamizda uygulanan doz miktar1 dahilinde
oksidatif parametreler diizeyinde oksidatif hasar1 azalttigi, testis ve sperm
morfolojisindeki morfolojik  bozukluklar iizerinde 1iyilestirici etki yaptig1
distiinilmektedir. Gilclii bir antioksidan olan ferulik asidin erkek infertilite
tedavilerine yonelik yapilacak yeni ¢alismalara katki saglayabilecegini

diistiniilmektedir.
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