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KISALTMALAR
APAP: Parasetamol, asetaminofen.

GPx: Glutatyon Peroksidaz

KAT: Katalaz

SOD: Siiperoksit dismutaz

NAPQI: N-asetil-p-benzokinonimin
ROT: Reaktif oksijen tiirevleri

ATP: Adenozin trifosfat

JNK: c-jun-N-terminal kinaz

SAB: SH3 domain-binding protein
AIF: Apoptoz indiikleyici faktor

Bax: Bcl-2 associated X protein

AST: Aspartat

ALT: Alanin

LK: L-karnitin

LCIII: Light chain 3B

pm: Mikrometre

FSH: Folikiil stimiilan hormon

ABP: Androjen baglayici protein
AMH: Antin-Miillerian hormon
AGER: Graniilsiiz endoplazmik retikulum
GnRH: Gonadotropin serbestlestirici hormon
LH: Liteinlestirici Hormon

CYPAL: Sitokrom p450 ailesi proteini 1

CYP2EL: Sitokrom p450 ailesi 2 E'nin 1 alt ailes iiyesi



iNOS: Indiiklenebilir oksit sentaz

DNA: Deoksiriboniikleik asit

MDA: Malondialdehit

GST: Glutatyon s transferaz

KF: Kistik fibroz

SF: Serum fizyolojik

i.p.: Intraperitoneal

HE: Hematoksilen-eosin

PAS: Periyodik Asit Schiff

TEM: Gegirimli elektron mikroskobu, transmission electron microscopy

SEM: Taramal1 elektron mikroskopi, scanning electron microscopy
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FARELERDE PARASETAMOL iLE OLUSTURULAN TESTIiS HASARINDA
L-KARNITININ ETKIiSi

Hiiseyin KISAOGLU
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah
Narhdere, izmir, hsynkisaoglu@gmail.com
OZET

Amag:

Parasetamol kaynakli testis toksisitesine L-karnitinin etkisi bilinmemektedir.
Calismanin amact, parasetamol ile olusturulan testis hasarinda
L-karnitinin koruyucu ve tedavi etkilerinin histokimyasal, immiinohistokimyasal, enzim

aktiviteleri ve ultrastriiktiirel olarak incelemektir.
Yontem:

Denekler rastgele SF1, SF2, APAP1, APAP2, Koruyucu etki ve Tedavi gruplarina
ayrildi. SF gruplarina yalnizca serum fizyolojik verildi. APAP grubuna 400mg/denek/giin
olacak sekilde intra peritoneal olarak Parasetamol (SIGMA-A-7085 100 gr) verildi. Koruyucu
etki ve tedavi grubuna 500 mg/denek/giin olacak sekilde intra peritoneal olarak 1-karnitin
(SIGMA-C-0283 5gq) verildi. SF1, APAP1 ve Koruyucu etki grubundaki fareler 10. giinde,
SF2, APAP2, Tedavi grubundaki fareler 15.giinde ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye
edilerek testislert alindi. Sol testistler enzim aktiviteleri ic¢in, sag testisler histolojik
incelemeler i¢in kullanilmistir. Fareler denek ve testis agirliklar1 gibi parametreler igeren
sonuglarla kayit altina alinmistir. Deneklerin deney baslangicinda ve sonunda agirliklari

Olctilmiistiir.

Isik mikroskobik incelemeler i¢in elde edilen kesitler, Hematoksilen-Eozin (HE),
Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Masson Trikrom ile boyandi. Kesitlerde Johnsen skoru,
seminifer tiiblil capi, seminifer tiibiil epitel yiiksekligi ve bazal membran kalinlig
degerlendirildi. Apoptozu saptamak i¢cin TUNEL ve aktif kaspaz-3 boyamalari yapildi. Testis
yapist ultrastriiktiirel olarak incelendi. Enzim aktivitelerini incelemeler igin testis dokusunda
ise glutatyon(GSH), glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri

incelendi.
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Bulgular:

Yapilan 151k mikroskobik ve ultrastriiktiirel incelemelerde SF1 ve SF2 gruplarinda
normal testis yapisi gozlendi. APAP1 ve APAP2 grubunda spermatogenik seri hiicre
diziliminde diizensizlik, germ hiicre kayb1 ve vakuolizasyon, seminifer tiibiil bazal membran
kalinlig1 ve ¢apinda azalma ve intertisyel alanda bag doku artis1 gozlendi. Koruyucu etki ve

Tedavi grubuplarinda ise testis yapis1t normale yakin morfolojide goriildii.

Immiinohistokimyasal olarak TUNEL ve kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak testis doku
orneklerinde pozitif hiicre aktivasyonuna bakildi. SF1 ve SF2 grubuna gore APAP1 ve
APAP2 grubunda apoptotik hiicre sayisinin anlamli olarak arttig1 belirlendi. Koruyucu etki ve
Tedavi grubuyla APAP1 ve APAP2 grubu kiyaslandiginda, Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinin

apoptotik hiicre sayisinda anlamli azalma gozlemlendi.

Sonug¢: Calismamizda APAP ile olusturulan testis hasarinda, LK'nin koruyucu ve tedavi edici

etkisi gosterildi.

Anahtar kelimeler: parasetamol, I-karnitin, testis, fare



THE EFFECT OF L-CARNITINE REGARDING THE TESTICULAR DAMAGE
INDUCED BY PARACETAMOL IN MICE

Hiiseyin KISAOGLU

DokuzEylul University, Faculty of Medicine, Department of Histology and Embryology,

Narlidere, Izmir, hsynkisaoglu@gmail.com

ABSTRACT
Objective: No study involving the effects of L-carnitine with regard to testicular damage
induced by paracetamol could be found. For this reason, the effect of L-carnitine with regard

to testicular damage induced by paracetamol will be examined.

Method: Subjects were randomly seperated to SF1, SF2, APAP1, APAP2, Protective effect
and Treatment groups. SF groups were given only saline. Paracetamol (SIGMA-A-7085 100
gr) was intraperitoneally administered to the APAP group as 400 mg/exp/day.
L-carnitine (SIGMA-C-0283 5g) was administered intraperitoneally to provide 500
mg/exp/day of protective effect and treatment group. SF1, APAP1 and Protective effect group
were sacrificed on day 10, SF2, APAP2, treatment group were sacrificed on day 15 days
under ketamine/xylazine anesthesia, and testes were collected. Left testists were used for
enzyme activities, right testes were used for histological examinations. Mice were recorded
with results including parameters such as subject and testicle weights. Subjects were weighed
at the beginning and end of the experiment.

The sections obtained for light microscopic examinations were stained with
Hematoxylen-Eosin (HE), Periodic Acid Schiff (PAS) and Masson Trichrome. In the sections,
Johnsen score, seminiferous tubule diameter, seminiferous tubule epithelium height and basal
membrane thickness were evaluated. TUNEL and active caspase-3 staining were performed to
detect apoptosis. The testis structure was examined ultrastructurally. Glutathione (GSH),
glutathione peroxidase (GPx) and malondialdehyde (MDA) levels were examined in testicular

tissue for examining enzyme activities.

Results: On the light microscopic and ultrastructural examinations, testis structure was
observed normal in SF1 and SF2 groups. In the APAP1 and APAP2 groups, irregularity in
spermatogenic serial cell arrangement, germ cell loss and vacuolization, decrease in the
thickness and diameter of the seminiferous tubule basement membrane, and interstitial
connective tissue were observed. In the protective effect group and the treatment group, the

testis structure was observed in the normal morphology. Immunohistochemically, TUNEL
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and caspase-3 staining were performed to determine positive cell activation in testicular tissue
specimens. We found that the number of apoptotic cells in the APAP1 and APAP2 groups
increased significantly according to the SF1 and SF2 groups. When we compared the APAP1
and APAP2 groups with the protective effect and the treatment group, we observed that the
protective effect and the treatment groups showed a significant decrease in the number of

apoptotic cells.

Conclusion: In our study, we demonstrated the protective and therapeutic effect of LK in

testicular damage induced by APAP.

Keywords: paracetamol, I-carnitine, testis, mice



1. GIRIS VE AMAC

Serbest radikaller, besinlerin oksijen harcanarak enerjiye doniisiimii esnasinda ortaya

cikan reaktif molekiillerdir. Oksijen molekiilleri canlilarin yasami icin gerekli olmakla
birlikte, metabolizma esnasinda serbest radikal kaynagi olarak tanman ve son derece reaktif
halde olan ara iirlinler ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen ¢esitleri/metabolitleri olarak taninan bu

molekiiller hiicrede lipitler, proteinler ve DNA gibi bilesenlere hasar verir (5,136).

Bu sebeple serbest radikal olusmasini kontrol altina almak ve bu molekiillerin zarar
verici etkilerine engel olmak i¢in hiicrelerde antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Fakat
bazi durumlarda hiicrelerin mevcut olan antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin

etkisini tamamen engelleyemez ve oksidatif stres adiyla bilinen durum olusur (5,136).

Antioksidan, tanim olarak okside olabilen substrata bakarak ortamda daha seyrek
derisimde olan ve buradaki substratin oksidasyonunu bariz bigimde geciktiren veya onleyen
madde olarak tarif edilebilir. Bu tanima bakarak antioksidanlarin fizyolojik islevi, serbest
radikalleri bulunduran kimyasal reaksiyonlarin neticesinde hiicresel bilesenlerde olusabilecek

zarar1 engellemektir (1,136).

Antioksidanlarin 6nemli bir islevi lipid peroksidasyonunu Onlemektir. Serbest
radikaller ve reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan iriinler biyomolekiillerin, fagositlerin ve
myofibroblastlarin aktivite diizeylerini artirirlar. Lipid peroksidasyonu ve iiriinlerinin
olusturdugu fibrozisin, baz1 hayvanlar iizerinde yapilan deney modellerinde antioksidanlarin

belirli siireler iginde alimu ile azaldig: belirtilmistir (2,3,136).

Antioksidan sistemler, enzimatik ve nonenzimatik olarak iki kisimda incelenirler.
Antioksidan enzimler baslica; Glutatyon peroksidaz (GPX), katalaz (KAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD)’dir. Nonenzimatik olan antioksidan sistemi i¢inde; E vitamini, C vitamini,
seruloplazmin, taurin, tirik asit, bilirubin, transferrin, sistein, piruvat, albumin, -Karoten,

melatonin, glutatyon ve glukoz gibi molekiiller bulunur (4,136).

Serbest radikaller, ultraviole 1sinlar, ilaglar, lipid oksidasyonu, immunolojik
reaksiyonlar, radyasyon etkisi, stres faktorii, sigara kullanimi, alkol ve biyokimyasal redoks

reaksiyonlari gibi bir takim etkenler sebebiyle meydana gelebilir (5).



Serbest Radikal Kaynaklan Antioksidan Molekiiller

Y

b

+*
".’9

Asgir alkol tiketimi

Sigara kullanimi
Elektromanyetik radyasyon
Gines isinlari(UV)

Kronik inflamasyonlar

Asgirl demir yiklemesi

Asin fiziksel egzersiz
Yasglanma

Dogum kontrol haplar

Enzimler (SOD, Katalaz, GSH-Px)
Proteinler (Albumin, seriiloplazmin)
Selenyum

Askorbik asit (G vitamini)
Tokoferoller (E vitamini)
Karotenoidler

Flavonoidler

Glutatyon ve tiyoller

Koenzim Q, ubikinon ve tirevieri

Fe

b

e

!

e

b

Y

b

Fe

b

Y

!

s

!

*
".’9 "‘.’!‘ "."‘ ".‘9 ".’9 "‘"’ "‘."‘ ".”

b

Sekil 1: Serbest radikal kaynaklar1 ve antioksidan molekiilleri 6rnekleri(5).

Serbest radikaller viicut igerisinde oksidatif fosforillenme, iirik asit metabolizmasi ve
prostoglandin sentezi gibi biyokimyasal tepkimeler sonucunda devamli olarak meydana gelir.
Oksidatif stres, hiicresel antioksidan sistemini meydana getiren SOD, KAT, GPx ve melatonin

araciligiyla azaltilir (137).

Testis bol miktarda kan damari iceren bir organdir. Bu sebeple kan yoluyla transfer
olan toksik maddelerin organ igerisinde oksidan-antioksidan sistemleri arasindaki denge
durumunu dokularin aleyhi yoniinde degistirmesi olasidir. Bu kosulda artan serbest radikal
orani, testis doku hasarina sebep. Oksidatif stres, spermatozoa fonksiyonlarinin bozulmasina

ve anormal spermatozoa iiretimine sebep olmaktadir (6,137).

Parasetamol, diger bir adiyla asetaminofen (APAP) CgHgNO; formiil yapisina sahip,
molekiil agirhigr 151,2 g/mol, su igerisindeki ¢oziiniirliik oran1 diisiik, sentetik yap1 halinde bir
bilesiktir. Fizyolojik pH'da aniyonize sekilde bulunur. Parasetamol, para-aminofenol ¢esidi
olan fenasetin metabolitlerinden birisidir. Parasetamoliin erime noktasi 170 °C, yogunlugu 21
°C'de 1.293 g/lcm®diir. 4-hidroksiasetanilit veya N-asetil-p-aminofenol olarak da

isimlendirilen parasetamol kokusu olmayan, beyaz renkli, acims1 ve kristal toz bir yapidadir
(7).

APAP, Tirkiye'de ve diinyada en ¢ok kullanilan analjezik ve antipiretiktir. Erigkin
bireylerde alinan giinlilk dozu 4 gr’1t agmamalidir. Tek dozda alinan 10-15 gr (150-250 mg/
kg) APAP'ta hepatotoksisite ortaya cikarabilir; 20-25 gr ve iizerinde olan dozlarda kullanimi
potansiyel olarak 6limciil etkiye sahiptir (138).

Gastrointestinal sistemden hizli bir sekilde emilerek, terapdtik dozda kullanilmasi
halinde yaklasik olarak 30-60 dakika sonrasinda kanda maksimum konsantrasyona ¢ikar.
Asir1 doz alinmasi halinde maksimum kan diizeyine ¢ikmasi daha uzun siire alabilir. APAP'in

yikimi karacigerde olur. Biiyiik bir boliimii glukuronidasyon ve siilfatasyonla yikilirken ufak
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bir boliimii, toksitesi fazla miktarda yiiksek olan elektrofilik alkilleyici roldeki bir ara iiriine

doniistir (8,9).

Olusan bu konjugatlarin bir boliimii safrayla bir boliimii de kan dolasimina transfer
olarak idrar araciligiyla atilir. % 5’inden daha kii¢lik bir boliimii ise degisime ugramadan
idrara transfer olmaktadir. %5-15'1 ise karacigerde mitokonriyal sitokrom p450 enzim
sistemiyle  N-asetil-p-benzokinonimin  (NAPQI) adli, asir1 reaktif olan, hiicre
makromolekiillerine baglanma potansiyeli olan, toksik metabolite transforme olur. Bu ara
iirlin, karacigerin hiicrelerinde GSH araciligiyla baglanarak detoksifikasyonu saglanir. GSH
hizlica NAPQI ile birlesir. Ortaya ¢ikan bu kompleks sonradan toksik etkisi olmayan sistein
veya merkaptiirik asit ile yeni bilesikler olusturarak idrar yoluyla atilir (8,10,11,138). Fakat
ilacin toksik etki olusturacak dozda alinmas1 halinde, karacigerde bulunan glutatyon depolari

hizlica tiikeneceginden, bu ara {iriiniin notralizasyonu yapilamaz.

NAPQI karacigerdeki GSH’1 tiiketir ve hiicresel proteinlerle kovalent bicimde baglanti
kurar. Karacigerdeki GSH stoklar1 %80-90 oranin altina diistiigi zaman NAPQI'nin
detoksifikasyonu yapilamaz ve hiicrede hasar meydana gelir. GSH’in bitmesi ile hepatosit
hiicresinin i¢inde reaktif oksijen (ROT) ve nitrojen seviyeleri yiikselir, nekrotik bir takim
degisiklikler baglar. Artmis olan oksidatif stres seviyesi, hiicre igindeki kalsiyum dengesinin,
sinyal iletim mekanizmasinin, mitokondriyal gecirgenligin bozulmasmna yol agar.
Mitokondriyal membran potansiyeli yok olur ve adenozin trifosfatin (ATP) tiretimi duraksar.

Meydana gelenlerin sonucunda hiicrede nekroz meydana gelir (12,17,138).

Ik asamada NAPQI, énceklikle sisteine daha sonra ise mitokondrial proteinler olmak
izere proteinlere baglanir. APAP'a maruz kalan fare deneylerinde c-jun-N-terminal kinaz
(JNK) aktivasyonunun karaciger hasarinda ve oksidatif streste etkisi oldugu gosterilmistir
(19). JNK oksidatif streste APAP zehirlenmesinin erken agamalarinda sitozolde fosforile olur.
JNK'nin fosforile olmasi ile mitokondride translokasyonu gerceklesir. Bu olay da
mitokondriyal stresin artmasmma neden olur. P-JNK'nin mitokondri iizerindeki gorevi dis
membranda yer alan SH3 domain-binding protein (SAB) proteini ile iligkilidir. SAB proteinin
susturulmas1 diisiik JNK aktivasyonuna sebep olmus ve karacigerde APAP hasarini
azaltmistir. Azalmis etkinin sebebi(tamamen kaybolmayan hasar) erken evrelerde APAP
hasarinda etkili olan diger kinazlar (ASP1,MLK3,RIP,RIP3) da apoptozu saglamaktadir.
apoptoz including factor (AIF) ve Endoniikleaz G'nin mitokondride niiklear translokasyonu
niiklear DNA hasart ile iliskilidir. Bu iki etken mitokondrial intermembran proteinleridir.
Disar1 (sitozole) mitokondrial matriks sismesi ve dis membran par¢alanmasi sonucu Bax
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(Bcl2-associated X protein) poru ile salinirlar. Sonug olarak sitozolde azalmis ATP seviyesi,

otofaji ve hiicre nekrozu gézlenir (17,18).

NAPQI-
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mitochondrial
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JINK ==p JN
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Sekil 2: Parasetamol hepatotoksisitesininde NAPQI-mitokondri iligkisi(18).
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Sekil 3: Parasetamol hepatotoksisitesinin fare ve si¢an karsilagtirmasi (17).

Insanlardaki APAP toksisitesi faredekilere benzerdir. Sicanlarin APAP toksisitesine
cok fazla direncliligi vardir. Ayrica sicanlarda daha az oksidatif stres gozlenmektedir.
Farelerde JNK'nin yaygin aktivasyonu ve mitokondrial translokasyonu goézlenmis ancak
siganlarda gozlenmemistir (18). APAP uygulamasindan sonra gelisen nekrozu mitokondrial

disfonksiyon destekler niteliktedir ¢iinkii mitokondrial hasar insanlarda da gozlenmektedir.



Sadece Amerika Birlesik Devletleri'nin  batisinda 70.000'den fazla hasta APAP

zehirlenmesinden ve fazla dozundan sikayet ile hastaneye bagvurmaktadir (19).

Fazla doz alinmadig siirece, APAP toksikasyonunda, ¢oklukla ilk 24 saat icerisinde
degisen oranlarda istahsizlik, bulantilar ve kusmalarin disinda bir belirti gériilmez. 24-72 saat
icerisinde serum aspartat (AST), alanin (ALT), bilurubin seviyesi ve protrombin zamaninda
uzama meydana gelebilir. Hepatotoksisitenin 3. asamasi1 olarak kabul edilen 72-96 saat
araligindaki donemde, kusmalar ve Kkaraciger yetmezligi belirtileri olduk¢a belirgin hal alir.
AST, ALT, bilurubin seviyesi ve protrombin zamanina ait degerler maksimuma seviyeye
gelir. Bobrek yetmezligi ve pankreatit bu aralikta olusur. Karaciger meydana gelen hasarin

giderilmesi 5.giinden itibaren olaylanir (8).

Wiger R. ve arkadaslari yapmis olduklar1 ¢alismada, fare testisi lizerinde 5 gilinliik
APAP yiiksek doz uygulamasinda testis agirliginin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu
bildirmislerdir. 5. ve 10. giinlerdeki sakrifikasyon sonucunda erken pakiten spermatositlerde
biliylik bir azalma oldugunu ve bunun da spermiyogenezde aksamaya, gecikmeye neden
oldugunu bildirmislerdir. 27. ve 33. gilinlerde spermlerde anormal kromatin yapisini ve vas
deferenste bulunan sperm miktarinda artis tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak yiiksek dozda

APAP uygulamasinin testiste DNA sentezini inhibe ettigini bildirmislerdir (10).

Karnitin, "Gama-Trimetil amino beta hidroksi biitirik asit" yapisindadir ve (CH3)3N-
CH2CH(OH)CH2-COOH formiil sekline sahip olup, suyun iginde iyice ¢6ziinen 161 Dalton
molekiiler agirliga sahip olan bir bilesiktir. Bir tane asimetrik yapidaki karbon atomuna sahip
olmasindan 6tiirli D ve L haldeki formlarma sahiptir. L-karnitin (LK) dogada yalnizca L
formunda bulunur. D formu ise kimyasal sentezlenme yoluyla iiretilmektedir. Ayrica baska
form olan D-L formu bu 2 aktif maddenin %50 oranini ihtiva eder. Viicut dokularinda I-

karnitinin yalnizca L formu sentezlenir ve yalnizca bu metabolik olarak aktif haldedir (139).

LK  (3-hydroxy-4-N-trimethyl ammonio butaonate) canli organizmanmn farkli
dokularinda fizyolojik sekilde sentezlenen ve sitoplazmanin i¢inden mitokondrinin matriksine
tasinacak uzun zincire sahip yapidaki yag asitlerinin i¢ mitokondri membranindan
transferinde gorevli amino asit yapisina benzer sekilde olan bir maddedir. LK kolay bir
aciklamayla, B grubu vitaminleri ile alakadar, amino asitlere ve vitaminlere benzer besleyici
ozellige sahip elementtir. Suyu sever yapida olup ve hafif molekiildiir. Cevrede bulunan
dokularda 6zellikle uzun zincir yapisindaki yag asitlerinin, beta oksidasyonu ile oksidatif

fosforillenme asamalarini takiben ATP sentezlenmesi igin mitokondri membranindan



transferinde Onemli goreve sahiptir. Bu 0Ozelligiyle enerji ihtiyaglar1 icin 6zellikle yag

asitlerinden faydalanan dokular agisindan esansiyel 6zellikte bir metabolittir (139).

Biyosentezi, lizin aminoasitinin metillenmesiyle ilerler, deoksikarnitin hidroksilazin

katalizorliigii esliginde deoksikarnitinin karnitine transforme olmast ile sona erer.

Ag1z yolundan alindiktan sonra ince barsaklardan aktif tasinma veya pasif diflizyon ile
%80'e yakin oranda absorbe edilerek asetile edilir. Insanlarda %75’ besin referansli, %25
ise endojen referanshidir. Kanin igerisinde ihtiva eden karnitin oraninin %80 civart serbest
formda, %20 civar1 ise ester (asil karnitin) yapisinda bulunur (139). Besin araciligiyla
organizma igerisine alinan ve endojen olarak sentezi yapilan toplam karnitin primer filtrata
transfer olarak %95 civarindan fazlasi reabsorbe edilir. Organizma igerisinde ihtiva eden
karnitinin %98 civar kalp ve iskelet kasinda muhafaza edilir. Geriye kalan %2 civarindaki
kismi ise karaciger, ren ve serebellum gibi organlardadir. Plazma diizeyi ve eritrositlerdeki

kisim %1'lik oranin altinda yer alir (%0,6) (139).

Organizma igerisinde LK kuvvetli etkisi olan antioksidan benzeri 6zellikteki bilesiktir
ve basta lipid peroksidasyonunun inhibisyonunu agik bir sekilde saglamaktadir. Potansiyel
olarak sahip oldugu antioksidan benzeri 6zelliklerinden &tiirii bu yapilarin oksidatif stresten
kaynakli kronik bigimdeki hastaliklarin Oniine gecilmesinde yararli etki gosterdigi
bilinmektedir. ROT sentezlenmelerini hizli hale getiren Fe'" (demir) ile birlesik yapilar ortaya
koyarak lipit peroksidasyonunda azalma saglamaktadir. LK sahip oldugu antioksidan benzeri
kapasitesini artirarak dokularda ortaya ¢ikan bozulmayi azaltabilir. Geng si¢anlara oranla yash
ratlardaki lipid peroksidasyonunda meydana gelen artis ve antioksidan tesiri olan SOD, GSH
ve KAT, C vitamini ve E vitaminine ait viicutta bulunma oranlarin azalmasi ve karnitin

takviyesi ile artig sergileyebilmeleri bu konudaki fikri destekler yondedir (139,140).

LK en ¢ok; yaslanmay1 geciktirme, hafizanin (bilhassa Alzheimer ve Parkinson gibi
hastaliklara karsi savunmada) gelistirilmesi, kalp krizi ve diger kalp rahatsizliklarin
engellenmesinde savunucu olarak, perifer damar hastaliklarinin ve kronik bobrek
yetmezliginin, sinirsel rahatsizliklar ve depresyonun tedavilerinde, dengeli beslenme, diyet,
obezite calismalar1 ve diyabet tedavisi, sperm olgunlugu ve hareketliligini gelistirme ile
sporcu saglig ile ilgili konularda islevsel ve iyilestirmeye katki amaciyla kullanma alanm

mevcuttur (20,21,139,140).

Karnitin spermatozoalarda ve epididimiste olduk¢a fazla miktarda bulunur. Karnitin

destegi farelerde sperm kalitesini arttirir ve fiziksel stres sonucu olusan hasari azaltir.
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Karnitin antiapoptotik etki olarak testiste hasar giderilmesine katki saglar. En giiglii hasar
giderici etkisi germ hiicreleri tizerindedir. Karnitin erkek infertilite deneylerinde oldukc¢a fazla

kullanilmaktadir (22).

Ahmed M. ve arkadaslari, yaptiklari gama 1sin1 kaynakli testis disfonksiyonunda,
LK'nin spermatogenezis alakali genlerin regiilasyonunda testikiiler aktiviteyi arttirdigini
bulmuslardir. Sperm basi anormalliklerinin normal ve hasar gurubuna gore iyilestirdigini

sOylemislerdir (23).
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2..GENEL BIiLGILER
2.1. Testis
2.1.1. Testis Embriyolojisi
2.1.1.1. Gonadlarin Olusumu

Gelisimin 7.haftasina kadar erkek ve ya disi gonadlar morfolojik olarak benzer
gorinmektedir. Gonadlar gelisimin baslangicinda iki adet boylamasina, ¢olomik epitelin
cogalmasi ve altindaki mezenkimin yogun hale gelmesiyle olusmus genital sirtlar seklinde

gorilniirler.

Primordial germ hiicreleri, gelisimin baslangictaki asamalarinda vitellus kesesinin
allantooise yakin kismindaki endoderm hiicreleri i¢inde ortaya ¢ikarlar. Sonbarsak
mezenterinin alt kismi1 boyunca ameboid davranislarla ilerleyerek 5.haftanin erken evrelerinde
onclil gonadlara varir, 6.haftada ise genital sirtlara yerlesir. Hiicreler genital sirtlara
yerlesememeleri durumunda gonadlar olusamaz. Gonadlarin ovaryum ya da testise

farklilagsmasinda promordial germ hiicrelerinin giidiimleyici etkisi bulunmaktadir.

Primordial germ hiicrelerinin primitif gonadlara varmasindan once ve esnasinda
genital sirtin epiteli ¢ogalir ve epitel hiicrelerinin altlarindaki mezenkimin i¢ kismina dogru
yerlesirler. Burada primitif cinsiyet kordonlari olarak isimlendirilen diizensiz sekilli
kordonlar1 meydana getirirler. Erkek ve disi embriyolarda bahsedilen kordonlar yiizeyel
epitele baglidir, bu evrede erkek ve disi gonadlarinin secilebilmesi olanaksizdir. Bunlara

farklilasmamig gonad denilir.

Eger embriyo genetik olarak XY kromozomlarimi barindiriyor ise erkektir. Testis
belirleyici faktori kodlayan Y kromozomunda ki SRY geninin indiiklemesiyle, primitif
cinsiyet kordonlari testis ya da medullar kordonlart meydana getirmek tiizere proliferasyona
devam ederek medullanin i¢ine dogru hareket ederler. Daha sonra rete testisi
olusturacaklardir. Gelisimin sonraki asamalarinda testis kordonlarmin ylizey epiteliyle olan

baglantilar: tunika albuginea isimli fibréz bir bag dokunun araya girmesi ile sonlanir(136).

4.ayda testis kordonlari hilal bi¢cimini alir, bu hilalin u¢ kisimlar1 rete testis ile

devamlilik gosterir. Bunlar, sertoli hiicreleri ve primitif germ hiicrelerinden koken alirlar (26).

Gonadal sirtin orijinal mezenkiminden kaynaklanan leydig hiicreleri testis kordonlarinin ara
bolgesinde yer alir ve buradaki kordonlarin farklilasmaya baslamasindan daha sonraki bir
donemde gelismeye baslarlar. Gebeligin 8.haftasinda leydig hiicreleri testesteronun iiretimine

baslatirlar.
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Adolesan doneme kadar i¢i dolu vaziyette kalan testis kordonlar ergenlikte liimenleri
acilarak seminifer tiibiil yapilar1 seklini alirlar. Seminifer tiibiiller kanalize olunca rete testis
tiibiilleri ile birlesir ve duktuli efferenteslere giris yaparlar. Bu duktuslar mezonefrik sistemin
kalint1 bosaltim tiibiilleridir. Duktus deferens olarak adlandirilan bu kanal sistemi rete testis

ile mezonefrik kanallar1 birbirlerine baglar (26,136).

2.1.2. Testis Anatomisi
Testisler ovoid bi¢imli iki adet erkek lireme organidir. Spermatik kordonlar, skrotal
kese icinde asili sekilde viicut boslugunun dis kisminda bulunurlar (27). 3 santimetre

kalinlikta, 10-14 gram agirlikta, 2-3 santimetre genigliginde ve yaklasik olarak 4 santimetre
uzunluktadir (28).

Rete testis ve t. rekti testisin i¢ kisminda yer alir. Duktus ejakiilatoryus, d. epididimis,
d. deferens kanallar ise testisin dis kisminda yer alir. Bu kanallar biitiiniiyle genital kanal
sistemini meydana getirir. Bu kanal sistemiyle birlikte bununla ilgili olan vezikula seminalis,
bulboiiretral bezler, prostat bezi ve kopulasyon organi olan penis erkek reprodiiktif sistemi

olusturur (28,141).

Aortanin bir dali olan arteria testikularis, ikinci lumbar omurga diizeyinde aorta
abdominalisten dallanan, testisin ve epididimisin perfiizyonuna kosul saglayan arterdir
(29,141).

Testisin ve epididimisin venleri pampiniform pleksusu meydana getirerek testis
icerisindeki kapiller yataklarin bir araya gelmesine aracilik ederler. Sonra birleserek vena
testicularisi olustururlar (30). Testisin vendz kani sag kisimda vena cava inferiora, sol kisimda
vena renalis’ e ulagir. Testis venleri, duktus deferens spermatik kordonu ve testikiiler arteri

olustururlar (29).

Kan, testis venlerinde arterlere gore daha diisik 1sidadir. Diislik 1sida olan kan,
arteriyel kanin da 1s1s1n1 daha diistik 1s1ya indirerek, viicudun o6teki bolgelerinden farkli olarak
yaklagik 35°C 1siya sahip olmasim saglar. Bu durum spermiyumlarin diizgiin bir sekilde
gelisimini saglar (29,141). Testisin innervasyonu sadece otonom sinirler araciligi ile
olmaktadir (29).
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2.1.3. Testis Histolojisi
Testislerin her biri skrotumun altinda, ii¢ tabakali kapsiil yapisi ile ¢evrelenmistir. Bu
yap1 testikiiler kapsiil olarak adlandirilir ve Tunica vaginalis, T. albuginea ve T. vaskiilozadan

meydana gelir (31).

Testis en dista iki katmandan olusan, peritondan koken alan T. vaginalis ortilii
haldedir. T. vaginalisin i¢ ylizeyi testisin anterior ve lateral yiizeyini ¢evreler, parietal yiizeyi
ise skrotum yiizeyinde devamlilik géstermektedir. T. vaginalis tabakasinin alt kisminda tunika
albuginea tabakasi yer almaktadir. En i¢ kisimda mevcut olan T. vaskiiloza ise gevsek bag

doku yapisindadir ve kan damarlart bulundurmaktadir (32).

Tunika albuginea tabakasi histolojik kesitlerde agik olarak gozlenen, diizensiz siki bag
doku yapisindadir. Bu tabaka testisin dorsal yiizii alaninca tiggen seklinde bir kalinlasma
olusturur ve mediastinum testis yapisini meydana getirerek organin parankimasinin igine
dogru sokulur. Buradan radial sekilde ¢ikan siki bag dokusu yapisinda olan, ince fibroz
septumlar insanda testis dokusunu yaklasik olarak 250 adet lobiile ayirir. Bu lobiillerin her
biri, 1 ile 4 adet arasinda seminifer tiibiil igermektedir. Seminifer tiibiillerin ara kismu t.
vaskiilozanin testis igerisine dogru uzanarak meydana getirdigi ara bag (interstisyel) dokusu
ile doldurulmustur. Burada leydig hiicre gruplari, makrofajlar, fibrobastlar ve kan ve lenf
damarlar1 bulunmaktadir (33, 34).

2.1.3.1. Seminifer Tiibiil Yapist

Seminifer tiibiil yapilar1 bir ¢ok kilcal damar ag: ile c¢evrilmis, birden fazla sayida
birlestirmeler yapan, fazlasiyla kivrintili yapida bulunur. Tiibiil ¢aplarn yaklagik olarak 150
ile 250 um, tiibiil uzunluklar1 30 ile 70 cm arasindadir. Testis dokusunun yaklasik % 92'sini
olustururlar. Seminifer tiibiiller yaklagik 1000 adettir (33,35,141).

Seminifer tiibiillerin duvar1 seminifer epitel tabakasi ile Ortiiliidiir. Seminifer tiibiil
epiteli 6zellesmis multilaminar epiteldir. Tibiiller sertoli hiicrelerini ve bazal lamina ile tiibiil
liimeni ara kismini kaplayan farkli gelisim basamaklarindaki 4-8 tabakali spermatogenik
hiicreleri igerir. Tiibiil duvarinin en disinda yaklasik olarak kalinligr 8-10 um olan, fibroblast
hiicrelerince bol, silindir bigimli, multilaminar, tip I kollajen liflerden olusan lamina propria

olarak adlandirilan bir bag doku tabakasi ve orta kisminda bir bazal lamina yer almaktadir.

Bu bolge peritiibiiler doku ya da membrana propria olarak isimlendirilmektedir.
Membrana propria seminifer epiteli dis kismindan cevreleyen &zellesmis fibroz yapidaki
dokudur ve dort adet tabakadan meydana gelir(141). Disardan igeriye dogru;
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1-) Di1s Hiicresel Tabaka: Fibroblast hiicrelerinden meydana gelir.
2-) D1s Hiicresel Olmayan Tabaka: igerigi glikoz ve proteinden olusan bazal laminadir (141).

3-) I¢ Hiicresel Tabaka: Fibroblast benzeri ince yassi miyoid hiicrelerden meydana
gelmistir(141). Bu fibroblastlara ve diiz kas hiicrelerine benzeyen ozellikler gosterir. Bu
hiicrelerin diizenli bigimde kasilmalariyla seminifer tiibiil liimeninin i¢inde pasif bigcimde
hareket eden spermatogonyal hiicrelerin tiibiil limene dogru hareket etmelerini kolay hale

getirir.

4-) I¢ Hiicresel Olmayan Tabaka: Yapisinda kollajen lifleri, glikoproteinleri ve hyaluronik
asidi bol miktarda ihtiva eden tabakadir (34,35,36,141).

2.1.3.2. Sertoli Hiicrelerinin Ince Yapisi ve Islevi
Sertoli hiicreleri bazal kisimda yerlesik oval bicimde heterokromatid ¢ekirdek ile
merkezi yerlesimli biiyiik bir ¢ekirdekgik igeren, uzun piramidal sekilli hiicrelerdir. Hiicreler
apikal-lateral yiiz farklilasmalarina sahiptir. Sertoli hiicreleri tiibiil limenine dogru katlantilar
olusturarak spermiyumlarin gelisimin ilk asamasindan liimene dogru birakilincaya dek

yerlesebilecekleri bir bolge meydana getirirler (32,34,141).

Sertoli hiicrelerinin Sitoplazmasi geligmekte olan germ hiicrelerine destek gorevinde
bulunan mikrotiibiil ve ara filamanlardan olusan geligsmis bir hiicre iskeleti icermektedir.
Ayrica, 1yi gelismis golgi kompleksi, bol miktarda mitokondri, lipofuskin iceren fazla sayida
vezikiil ve lipid damlaciklar1 igerir (32,36).

Sertoli hiicreleri, bazal ve lateral yiizeylerindeki zonula okludensler ile birbirlerinin
ylizeylerine tutunurlar. Tiibiil epiteli bazal ve limene bakan yapi olarak ikiye ayrilir (141).
Bazal yap1 kok hiicreler olan spermatogonyumlari igerir. Adluminal kompartman ise tiibiil
liimenine yakindir ve primer spermatositleri, sekonder spermatositleri ve spermatidleri igerir
(141). Spermatogonyumlarin farklilagma asamasinda sperme 6zgiin proteinler olusur. Germ
hiicreleri spermatogenezi immiinogenezden sonra gerceklestirdiginden immiin sistem
tarafindan tehdit olarak belirlenebilir (141). Bdylece spermatogenez igin bir mikrogevre
olusturan bu kompartmanlarin meydana getirdigi kan-testis bariyeri, iistteki primer, sekonder
spermatositler ve spermatidleri, alt kisimdaki spermatogonyumlardan ayirarak dolagim

sisteminde bulunan antijenlerden, otoimmun bagisiklik reaksiyonlarindan korur (31,33,35).
Sertoli hiicrelerinin islevleri:

1-)Spermatogenez siirecinde olan hiicreleri beslemek, korumak ve desteklemek (141),

15



2-)Protein ve iyonlarca bol olan igerigi tiibiil liimenine sekrete etmek (141),

interstisyel Hiicreler
1 Seminifer Tiibiil Spermatidler

Sperm Hiicresi
-»

Spermatogonyumlar
1 Sertoli Hiicresi

»

Tiibiil Liimeni

Sekil 4: Sertoli hiicresi ve spermatogenik seri hiicreleriyle iliskisi

3-)Folikiil stimiilan hormon (FSH) kontroliinde, seminifer tiibiiliin iginde spermatogenezin
olaylanmasi i¢in gerekli olan testosteronun birikmesini saglayan androjen baglayici protein
(ABP)’i sentezlemek,

4-)Spermiyogenez olaylandiktan sonra atilan artik cisimleri fagosite etmek,

5-)Matiir spermatidlerin spermiasyon asamasinda Seminifer tiibiil limenine salinmasini

kolaylastirmak amaci ile aktin aracili kasilmalar1 olusturmak,

6-)Pitiiiter bezin 6n bolgesinden sekrete olan FSH’in sentezini ve sekrete olmasini engelleyici

rolii olan inhibin ve uyarici rolii olan aktivin olarak adlandirilan hormonlari salgilamak,

7-)Embriyonik gelisim esnasinda erkek fetusta paramezonefrik kanallarin regresyonunu ve
mezonefroz kanallarimin meydana gelmesini indiikleyen glikoprotein yapida olan AMH
iiretmektir.(34,35,37,141).
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2.1.3.3. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik seriye ait hiicreler seminifer tiibiil epitelinde yer alan cesitli
olgunlasma basamaklarinda bulunan ve bir boliinme diizenine sahip, bdliinerek olgun
spermlere doniisen 4-8 tabakadan meydana gelen hiicrelerdir. Liimen ylizeyinden tiibiiliin
bazaline dogru hiicre tipleri sirasiyla; spermiumlar, spermatidler, sekonder spermatositler,

primer spermatositler ve spermatogonyumlardir (35,141).
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Birinci mayoz bolunme /1 ‘- \
i bOID \_- \\-),‘;’\ ):7 J a J \ Sekonder spermatosit
inci mayoz unme — //~ /‘- ‘ \ N
(\‘9/\3" 3 J o~ J J ~ J ~ ,Qﬁ Spermatit
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Spermiogenezis =  § ( \ " ;\ {
(farklilagma) ; k ) X \*’ N

Artik cisimier

Sekil 5: Spermatogenetik seri hiicrelerinin boliinme ve farklilagsmasini gosteren sema(38).

2.1.3.3.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, sertoli hiicre-hiicre baglantilarinin altinda kalan bazal bolmede

yer alirlar. Bu sebepten 6tiirii kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar. 3 farkli tipi vardir (34).

Tip A spermatogonyumlar seminifer tiibiil epitelinin kok hiicreleridir. Puberte
doneminden itibaren mitoz bdliinmeye ugrayarak soluk renkte boyanan tip A acik
spermatogonyumlarla koyu renkte boyanan tip A koyu spermatogonyumlara doniistirler. Tip
B spermatogonyumlarda mitoz boliinme gegiren tip a acik spermatogonyumlardan olusurlar

(32).

17



2.1.3.3.2. Spermatositler
Tip B spermatogonyumlar mitoz boliinmeye ugrayarak primer spermatositleri
meydana getirir. Primer spermatositler mayoz bdliinmeye ugrarlar (141). Mayoz I’in profaz
evresi ortalama 22 giin siirdliglinden spermatogenik serinin boyut olarak en biiylik ve
histolojik kesitlerde en fazla gozlenen hiicreleri primer spermatositlerdir. Mayoz I’in sonunda
meydana gelen sekonder spermatositler hizli interfaz evresi gegirdikleri ve hizli bir bigimde 2.

mayoz boliinme gecirdikleri igin histolojik kesitlerde oldukg¢a az rastlanirlar (33,34).

2.1.3.3.3. Spermatidler

Sekonder spermatositler ikinci mayoz bolinme asamasini tamamlayip seminifer
tiibiiliin limeninin g¢evresinde sertoli hiicrelerinin derin olan apikal bolgedeki sitoplazmik
cokiintiilerinde yer alacak spermatidleri olustururlar. Spermatidler sertoli hiicrelerinin apikal
kismindaki sitoplazma katlantilarinda spermiyogenez olarak adlandirilan bir farklilasma
siirecini tamamlayarak olgun spermiyumlart meydana getirirler. Olgun spermiumlar bu
asamadan sonra spermiasyon denilen olay ile seminifer tiibiiliin limen kismina salinir. Sonug

olarak bir adet spermatogonyumdan dort adet olgun spermium meydana gelir (33,34).

2.1.3.3.4. Spermiyumlar
Insanlarda bir spermatogonyum hiicresinden olgun bir spermiyum olusmasi ortalama
74 gilinde farelerde ise 9 giinde tamamlanir ve bu silirece spermatogenezis denilmektedir.
Olgun bir spermiyumun yapisi bas, boyun ve kuyruk bolgelerini igerir (31). Spermiyumun bas
bolgesinde yassi sekilde g¢ekirdegin iist kismin1 Orten, 6zel tipteki lizozom olan akrozom
yapist mevcuttur. Akrozom yapist igerisinde hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve

akrozin gibi hidrolitik enzimleri icermektedir (32).

Boyun kismi bag bolgesi ile flagella kismi1 arasinda bulunan kisa ve dar yapidir.
Flagella yapisinin merkezi parcast olan aksonem yapisini olusturan proksimal ve distal

sentriolleri yapisinda ihtiva eder (33,141).

Kuyruk yapis1 orta kisim, esas kisim ve son parca olmak iizere li¢ temel kisimdan
olusmaktadir. Kuyruk yapisina ait olan orta parg¢a sarmal bir yapida dizilmis mitokondrileri,
9+2 mikrotiibiiler yapidaki aksonemi ve 9 adet dis yogun fibrilleri bulundurur. Esas parca
kuyruk yapisinin en uzun pargasidir ve 7 adet dis yogun fibril ile sarili olan merkez kismi
aksonem ve fibroz kiliftan meydana gelir. Kuyruk yapisinin son pargasinda sadece aksonem
bulunur ve oldukca kisa bir bolgedir, burada fibroz kilif ve dis yogun fibriller yer almaz
(34,38).
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2.1.3.4. Spermatogenezis
Spermatogenezis, kok hiicre olan spermatogonyumun olgunlasip spermiyum
olusuncaya kadar olan siirede gerceklesen mitoz ile ¢ogalma, biliylime, olgunlasma ve

baskalasim asamalarini igeren 3 basamakta gerceklesen bir siirectir (31).
e 1. Spermatositogenez:

Spermatogonyumlarin ~ boliinerek  spermatositleri  meydana  getirdikleri  bu  evre

Spermatositogenez olarak isimlendirilir (35).
e 2. Mayoz boliinme:

Spermatositlerin takiben iki mayoz boliinme gegirdikten sonra spermatidleri meydana

getirdikleri bu evre mayoz boliinme olarak isimlendirilir (35).

e 3. Spermiyogenez: Spermatidlerin bir dizi hiicre farklilasmasi siireclerini tamamlayarak

spermiyumlart meydana getirdikleri bu evre spermiyogenezis olarak isimlendirilir (34).

2.1.3.5. Leydig Hiicreleri
Leydig hiicreleri seminifer tiibiil yapilarinin arasinda yer alan gevsek bag dokusunda
genellikle fenestrali kapiller ve kii¢iik lenf damarlarinin ¢evresine yakin olan konumda, tekli

bi¢imde ya da kiigiik hiicre gruplar: halinde gozlenirler (39,141).

Poligonal sekle sahip olan leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda insan tiiriine has Reinke
kristalleri olarak isimlendirilen kristalize proteinler, steroid hormon sentezleyen hiicrelerin
tipik ozelligi tiibller yapida kristali mitokondriler, siki halde paketlenmis olan fazlaca
bulunan graniilsiiz endoplazmik retikulum (AGER), iyi gelismis golgi kompleksi ve fazlaca
yuvarlak bi¢imli lipid damlaciklar igerir (141). Bu hiicreler erkek iireme organlarinin
farklanmasi ve ikincil cinsiyet ozelliklerinin gelisimini saglayan testosteron hormonunu
sentezlerler (34,35).

2.1.4. Testis Fizyolojisi

Testisler iki ana isleve sahiptir. Bunlardan biri erkek tireme hiicresi olan
spermiumlarin olusmasi, digeri cinsiyet hormonu olan testosteronun sentezlenmesi, depo
edilmesi ve salgilanmasidir. Testise ait bu islevler ergenlik doneminde baslar ve hipotalamo-
hipofizer aksin kontrolii altinda gergeklesmektedir. Hipotalamustan sekrete olan gonodotropin
serbestlestirici  hormon (GnRH), hipofizbezinin  frontal lobundan liiteinlestirici (LH)

hormonun salgilanmasini tetikler. LH ise Leydig hiicrelerindeki reseptorlerle esleserek bu
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hiicrelerde kolesterolden, basta testosteron olmakla beraber Ostrojen de olmak iizere diger

hormonlarin sentezlenmesini saglar (40,141).

FSH hipofizin frontal lobunun diger bir hormonudur, FSH tekrar hipotalamustan
GnRH hormonu araciligiyla sekrete olur ve sertoli hiicrelerinde ABP'nin sentezlenmesini ve
salinmasini tetikler. ABP testosteron hormonunu kendine baglayarak seminifer tiibiillerde ¢ok
yogun oranda kalabilmesini saglar. Boylece belli bolgelerde cok yogun olarak kalan
testesteron FSH’nin etkisi ile spermatogenezin diizgiin olarak gergeklesebilmesini saglar.
Testisler holokrin tipte salgi yapar. Bu sekilde giinde ortalama yaklasik 200.000.000

spermium olusmasi saglanir (40).

Sertoli hiicrelerinde sentezlenen ve FSH sekresyonunu durduran inhibinin, devamli
olarak sekrete edilmesi durumunda FSH'in artig1 azalirken spermium miktar1 azaldiginda ise

FSH miktari artar (27).

2.2 Parasetamol
Asetanilidin analjezik etkisinin tesadiifen 1886 senesinde kesfedilmesi ilgileri p-
aminofenol cesitleri {izerinde toplamstir. Ilerleyen senelerde asetanilidin toksisite olusturmasi
ve organizma igerisinde meydana getirdigi tesirden sorumlu N-asetil-p-aminofenole
dontismesi ile bu grup ile fazlaca ¢alismalar yapilmis ve bu ¢alismalar sonucunda toksik etki

gostermeyen p-asetamidofenol yapisinda bir bilesik gelistirilmistir (41).

2.2.1. Parasetamoliin Fiziksel Ozellikleri
APAP (Sekil 5), sahip oldugu kapali formiilii CgHgNO, (MA:151 g/mol) olan N-(4-
hidroksifenil)-asetamit veya 4-hidroksiasetanilit yapisinda beyaz renkte, kristal yapida, aci
tad1 olan bir maddedir. APAP'in erime noktasi 169-170°C dir (41). APAP, zayif bir asittir.
Doygun sulu ¢6zeltisinin pH*s1 5.5- 6.5 (25°C) degerleri arasinda degisir (42). APAP'In pKa
degeri 9.5dir (43,142).
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Sekil 6: Parasetamoliin molekiiler yapist (115)

APAP';m, ultraviyole spektrumu, su, asidik su, metanol, asidik metanol ve sodyum
metoksit i¢ceren metanolde alinmustir (44). Sulu ortamda spektrumda 242 nm dalga boyunda
bir ana pik ve 280 nm dalga boyunda bir minor pik gézlenmistir. Ortama asit eklenmesi, her
iki pikte de degisiklige sebep olmamigtir. Metanollii ortamda ise, 243 nm dalga boyunda ana

pik gosterir ve bu pikin gozlendigi konumu ortama asit eklenmesi ile degismez (142).

APAP, sicak su, sodyum hidroksit ¢ozeltisi, metanol, etanol, dimetilformamit, etilen
dikloriir, aseton ve etil asetatta ¢Oziiniir iken eter, petrol eteri, pentan ve benzende ise

¢oziinmez (45,142).

2.2.2. Parasetamol Sentezi
APAP'!n yaygin bir kullanim oranina sahip olmasi sebebi ile olduk¢a fazla miktarda
iretilmekte ve sentezi igin ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. APAP'n ticari olarak iiretimi
icin genellikle fenol bilesigi kullanilmaktadir. Fenol bilesiginin nitrolanmasi sonucunda
meydana gelen o-nitrofenol ile p-nitrofenoliin karisimi, distilasyon ile izomerlerine boliiniir.
Elde edilen p-nitrofenol izomeri indirgenerek p-aminofenol meydana gelir ve bu bilesigin
asetillenmesi ile APAP'a ulasilmaktadir (46,142).

Diger bir yontem ise fenol ile asetik anhidritin reaksiyonuyla olusan p-asetilfenol ilk
olarak hidroksilaminle oksim c¢esitine doniistiiriiliir. Oksim g¢esitinin tiyoniil kloriir ve

potasyum iyodiirle tepkime vermesi sonucunda APAP olusmaktadir (47).

APAP sentezlemek i¢in kullanilan baska bir yol ise fenol ile diazonyum tuzunun

tepkime vermesi sonucunda olusandir (48).
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2.1.3. Parasetamoliin Kimyasal Ozellikleri

Kuru ve saf haldeki APAP, 45°C sicakliga kadar kararli haldedir. APAP sentezinde;
baslangi¢c maddeleri, reaksiyon kosullari, reaktifler ile ¢oziicii maddelerin kalitesi, uygunsuz
saklama kosullar1 (sicaklik, pH v.b.) ve saflastirma islemi gibi etkenler nedeni ile c¢esitli
safsizlik durumu olusur(142). Olusan safsizliklarin arasindan en Onemli olan1 4-
aminofenoldiir. 4-aminofenol, APAP'In sentezlenmesi esnasinda hareket maddesi olarak
kullanilir. Ayrica APAP nemli ortam kosullarinda saklandigir durumda 4-aminofenole hidroliz
olur. APAP'm 4-aminofenole hidroliz olmasi hem asit hem baz Kkatalizli kosulda
gerceklesmektedir (49).

APAP'm oksidasyonunda, bilesigin oksidasyonunun yaninda safsizlik olarak da bilinen
4-aminofenoliin kinomin ve bagka bilesiklere doniistiigli ifade edilmistir. Safligin bozulmasi,
renk degisimi ile goriilebilmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucunda, 4-aminofenoliin

teratojenik ve norotoksik tesir gosterdigi ifade edilmistir(50).

2.1.4. Parasetamoliin Farmakolojik Ozellikleri ve Metabolik Etkisi

APAP'a benzer olan baska agri kesici ilaglardan degisik olarak omurilik ve
hipotalamus gibi peroksidleri az miktarda iceren ortamda prostaglandin sentezinin
inhibisyonunu saglayabilir ve tesiri kisa siirede baslar; plazmadaki seviyesi 30-60 dakika
icerisinde maksimum miktara varir. Emilimi besinler ile birlikte alindiginda azaltilir. ilk
dozdan sonra agr1 kesici tesiri 3-4 saat boyunca devamlilik gosterir. Mutad dozda eliminasyon
yartlanma Omrii yaklasik 2.4 saattir, non-lineer eliminasyon kinetigi gdstermesi sebebiyle

fazla miktardaki dozda 7.3 saate ¢ikabilmektedir (51,142).

APAP a1z yoluyla 500-1000 mg'lhk dozda verilir. Icap ederse bu doz 4-6 saat
araliklarla tekrar edilir. Giinde en fazla alinabilecek dozu 4 gram olarak kabul edilir.
Kaynaklarin kimisinde 3 gram hatta 2.6 gram olarak belirtilmektedir. Bobrek yetmezligi olan
bireylerde ve alkolik olan bireylerde APAP dozu azaltilmalidir. Ust kisimda belirtilen dozda
5-10 giinden daha fazla siire zarfinda kullanilmasi tavsiye edilmez. Cocuklarda karsilasilacak
hepatoksisite potansiyeli daha diisik oldugundan kg basina verilmesi belirlenen doz daha

yiiksektir; tek seferde 10 mg/kg dozunda verilir (51,142).

APAP terapotik dozda alindiginda, genis olarak kullanilan gilivenilir ve etkili analjezik
ve antipiretiktir. Ancak APAP'm bir akut ve ya asir1 doz asimi karaciger yetmezligine ilerleme

potansiyeli olan ciddi karaciger hasarina neden olabilir. Buna bagli olarak, kimyasal olarak
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indiiklenmis akut hepatotoksisite caligmalarinda yiiksek dozda APAP ile zehirlenme yaygin
olarak kullanilan bir deney modelidir (52).

Yiiksek dozda alinmasi halinde maksimum kan seviyesine ulagsmasi daha uzun siire
alabilir. Yikimi karacigerde gerceklesir. Biiyiik bir kism1 glukuronidasyon ile siilfatasyon yolu
kullanilarak eliminasyonu yapilirken kiiciik bir kismi1 da, toksitesi ¢ok fazla elektrofilik

ozellikte olan alkilleyici ara tirline transforme olur (8,9).

Ortaya ¢ikan bu konjugatlarin bir boliimii safrayla bir bolimii de kan dolagimina
transfer olarak idrar araciligiyla atilir. % 5’lik boliimiinden daha az olan kii¢lik bir bolimii ise
degisime ugramadan idrara ulasmaktadir. Arda kalan %5-15 arasinda degisen bolim ise
karacigerde mikrozomal sitokrom p450 enzim sistemi iizerinden NAPQI olarak adlandirilan,
oldukga reaktif olan, hiicreye ait makromolekiillere baglanabilen, toksik 6zellikteki metabolite
transforme olur. Bu ara iiriin, karaciger hiicreleri icerisinde bulunan GSH enzimi tarafindan
baglanarak detoksifikasyonu gergeklestirilir (138). GSH hizlica NAPQI ile birlesir, olusan bu
kompleks sonradan toksik etkisi olmayan sistein veya merkaptiirik asit yeni olusan bilesiklere
dontigerek idrar araciligiyla elimine edilir (138). CYPAL (sitokrom p450 ailesi proteini 1) ve
CYP2EL1 (sitokrom p450 ailesi 2 E'nin 1 alt ailesi iiyesi) alt insanlarda ve farelerde en 6nemli
iki enzim isoformlaridir (8,10,11,52). Ancak APAP'In toksik olabilecek dozda alinmasi
halinde, karacigerdeki glutatyon depolar1 hizla tiikeneceginden, bu ara iiriiniin nétr hale

getirilmesi miimkiin olamaz.

NAPQI karacigerdeki GSH’1 kullanarak tiiketir ve hiicresel proteinlere kovalent
sekilde baglanir. Karacigerdeki GSH depolar1 % 80-90 oranlarinin altina diistii zaman NAPQI
detoksifiye edilemez ve hiicrede hasar meydana gelir. APAP asir1 dozundan sonra
mitokondriyal proteinlere baglanmanin toksisite ile korele oldugu gozlenmistir. Bu sonug
mitokondrinin kritik hedef olabilecegini destekler. GSH’m karacigerde tiikkenmesi ile
hepatositlerin igerisindeki ROT ve nitrojen tiirleri artar, dokuda nekrotik degisiklikler
gbzlenmeye baglar. Artmis olan oksidatif stres, lizozomal demirin alinmasiyla birlikte
intraseliiler kalsiyum homeostazinin, mitokondriyal gegirgenligin ve sinyal iletiminin
bozulmasina sebep olur. Hiicrelerde mitokondriyal membran potansiyeli kaybolur ve ATP

tiretimi duraksar. Olanlarin neticesinde hiicre nekrozu olusur (12,17,53,54,55,138).

Bazi aragtirmalar oksidatif stresin oldugunu gostermektedir. APAP zehirlenmesinden

sonra indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ortaya ¢ikar ve niikleer faktor kappa B'nin
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aktivasyonuna yol acar. Ayrica bagisiklik sisteminin uyarildigini gdsteren pentraksin 3 ve

neopterin seviyelerinde bir artis meydana gelir (56,57,58).

Ilk asamada NAPQI, énceklikle sisteine daha sonra ise mitokondrial proteinler olmak
iizere proteinlere baglanir. APAP'a maruz kalan fare deneylerinde JNK aktivasyonunun
karaciger hasarinda ve oksidatif streste etkisi oldugu gosterilmistir (19). JNK oksidatif streste
APAP zehirlenmesinin erken asamalarinda sitozolde fosforile olur. JNK'nin fosforile olmasi
ile mitokondride translokasyonu gerceklesir. Bu olay da mitokondriyal stresin artmasina
neden olur. P-JNK'nin mitokondri tizerindeki gérevi dis membranda yer alan SAB proteini ile
iligkilidir. SAB proteinin susturulmasi diisiik JNK aktivasyonuna sebep olmus ve karacigerde
APAP hasarmi azaltmigtir. Azalmis etkinin sebebi (tamamen kaybolmayan hasar) erken
evrelerde APAP hasarinda etkili olan diger kinazlar da apoptozu saglamaktadir. AIF ve
Endoniikleaz G'nin mitokondride niiklear translokasyonu niiklear DNA hasar ile iligkilidir.
Bu iki etken mitokondrial intermembran proteinleridir. Digar1 (Sitozole) mitokondrial matriks
sismesi ve dis membran pargalanmasi sonucu Bcl2-associated X protein (Bax) poru ile
salinirlar. Sonug olarak sitozolde azalmis ATP seviyesi, otofaji ve hiicre nekrozu gozlenir

(17,18).

Siddetli derecede olmadigi siirece, APAP toksikasyonunda, ekseriyetle ilk 24 saatlik
stire zarfi i¢inde degiskenlik gosteren istahsizlik hali, bulanti durumu ve kusma disinda belirti
gozlenmez. 24-72 saatlik siire zarfi igerisinde viicudun sag iist kadraninda agri, serum AST,
ALT, bilurubin ve protrombin zamanlarinda uzama meydana gelir. Zehirlenme durumunun 3.
evresi olarak kabul goren 72-96 saatlik siire zarfinin arasinda, kusma ve karaciger yetmezligi
belirtileri daha belirgin bir hale gelir. AST, ALT, bilurubin ve protrombin zaman1 degerleri en
yiksek seviyeye cikar. Bobrek yetmezligi ve pankreatit bu aralikta olusur. Karacigerde

meydana gelen hasar 5.giinden itibaren goriilmeye baslar (8,59,60).

2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerin icindeki varligi yaklasik 50 sene Once
farkedilmistir. 1956 yili iginde McCord ve Fridovich’in siiperoksit dismutaz enzimini
kesfetmeleri ile biyoloji alaninda serbest radikallerin Onemi anlasilmaya baslanmstir.
Sonrasinda yapilan ¢aligmalar ile serbest radikallerin hiicresel boyuttaki fonksiyonlari, nitrik
oksit ve tilirevlerinin biyolojik sistemlerdeki Onemini gdsteren arastirmalar ile ortaya

koyulmustur (61,62).
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Aerobik solunum yapan organizmalar, reaktif oksijen tiirevleri reaktif durumdaki
molekiilleri meydana getirirler (63). Reaktif oksijen bilesikleri ile ortamda meydana gelen
radikal hiicumu, yeterli seviyede antioksidan enzimler tarafindan siipiiriilmedigi takdirde,
fazla miktarda ortaya ¢ikan serbest radikaller hiicre zar lipitlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitlerine hasar vererek lipid peroksidasyonun friinlerinden olan malondialdehit ve 4-
hidroksinoneal benzeri molekiilerin olugsmasina sebep verir. Sonug itibariyle membran
potansiyelinin farklilagmasina ve biitiinliigiiniiniin kaybolmasina, hiicre akigskanliginin

bozulmasina, hiicrenin biitiinliigii ve organellerinin dagilmasina sebep olur (64).

Serbest radikaller, bir ya da birden fazla sayida eslesmemis haldeki elektrona sahip
olan, ¢ok kisa omiirlii, kararsiz halde olan, diisiik bir molekiil agirligina sahip oldukga etkin
molekiillerdir (65).

Sahip olduklar1 bu o6zelliklerinden otiirii radikal olmayan maddelerle reaksiyona
girerek yeni radikaller meydana getirirler ve zincir reaksiyonlarmin baslamasini saglarlar
(66,67). Bunlar organizmalarca hiicre igerisinde mitokondriyal solunum zincirinde ya da

hiicre disirasinda 6zellikle fagositlerce meydana getirilirler (68).

Serbest radikaller normal metabolizma esnasinda meydana gelebildikleri gibi
organizmanin yiiksek sicaklik, radyasyon, ilag, hava kirliligi, sigara dumani, inflamasyon,
asir1 egzersiz gibi bir takim etkenlerle karsilagilmasi sonucunda da meydana gelebilirler (69).
Serbest radikallerin fazla miktarda olusumu, doku hasarina, inflamasyona ve hiicre fonksiyon
bozuklukluklarina sebep olur. Son senelerde yapilan ¢aligmalar, serbest radikallerin miyokard
enfarktiisii, iskemi, astim ve diyabet gibi birden fazla hastalikla ve yaslanma siireci ile iligkisi

oldugunu gostermektedir (70-73).

Serbest radikaller kan ve yapisal proteinleri okside edebilir ve proteinlerin daha basit
bilesiklere par¢alanmasini saglayan sistemi yavagslatabilir. Oksidasyon esnasinda proteinler
aminoasit kaybedebilir veya parcalanabilirler (74). Bu reaksiyonlar yapisal proteinlerin veya
enzim fonksiyonlarinin degisimine sebep olur (75). Protein oksidasyonu yiiksek sicaklik,

inflamasyon, fiziksel egzersiz veya iskemi-reperfiizyon sonucunda olusabilir (76,77).

DNA'ya ait her bir parga, serbest radikallerden gelecek saldirilara karsi zayif bir
hedeftir (78). DNA oksidasyonu sonucu mutasyonlar olusur, kanser ve hiicre yaslanmasi
gozlenir (76,79). Serbest radikaller karbonhidratlari 6nemli 6lgiide etkiler. Monosakkaritlerin
yiikseltgenmesi sonucunda hidrojen peroksit, okzoaldehitler ve peroksitler olusur. Bu olusan

yapilar ¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasindaki patolojik proseslerde dnemli rol oynarlar (80).
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2.3.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), non-enzimatik oksidatif lipit peroksidasyonu sonucunda
meydana gelir. Ikiden fazla cift baga sahip olan yag asitlerinin oksidasyonunda serbestlesen
siklik endoperoksitler MDA nin esas kaynagint meydana getirmektedir. MDA serbest radikali
proteinlerin amino kutuplarina, fosfolipidlere veya niikleik asitler ile baglant1 kurarak toksik

etkisine sebep olur (81).

Bazi dokularda MDA enzimatik reaksiyonlar sonucunda meydana gelebilir. Olusan
MDA, hiicre zarinda iyon transportuna tesir ederek hiicre zarindaki bilesiklerin ¢apraz sekilde
baglanmasina sebep olur. Sonugta iyon gecirgenliginin azalmasina ve enzim aktivitesinin

degismesine neden olur (82).

2.4. Antioksidanlar
Organizmanin meydana getirdigi serbest radikallerin toksik etkilerini engellemek i¢in
viicutta ¢esitli antioksidan savunma yoOntemlerini gelistirilmistir. Serbest radikaller ile
antioksidanlar arasindaki denge korunmadiginda hiicre hasar1 ve 6liimii ile sonuglanan ¢ok

fazla patolojik bir tablo meydana gelmektedir (83).

Organizma igerisinde antioksidan kapasite ile serbest radikal tiretim 6lgiisti degerleri
eslesmektedir. Yiiksek oksijen kullanim oranma sahip olan, karaciger, beyin, bobrek gibi

organlar yiiksek miktarda antioksidan enzim aktivitesine sahiptir (84).

Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri hiicre zar1 yapisinda mevcut olan lipitleri
peroksidasyon olayina karsit savunmalari olmustur. Koruyuculugu sonucunda, antioksidanlar
lipit peroksidasyonunu bloke eden molekiiler yapilar olarak aciklanmistir. Bugiinlerde
antioksidanlara ait bilgiler, lipitlerin yan1 sira protein, niikleik asit ve karbonhidrat gibi baska
hedef molekiilleri savunma etkilerini de i¢inde bulunduracak bi¢imde artirilmistir. Boylelikle,
antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksijen hasarini 6nleyen veya bu etkinin ertelenmesini
saglayan maddeler olarak tanimlanmakta ve antioksidanlarin tesirleri degisik bigimlerde

gozlenebilmektedir (84).
Antioksidanlar etkilerini 4 yol ile géstermektedir.

1)Reaktif oksijen cesitlerinin enzim tabanli tepkimeler vasitasiyla veya direkt olarak

temizlenmesi,

2)Reaktif oksijen gesitlerinin meydana gelmesinin supresyon yolu ile 6nlenmesi,
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3)Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum tepkimelerinin 6nlenmesi (141),
4)Hedef molekiillerin hasar aldiktan sonra onarimi veya temizlenmesidir (84,141).

2.4.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon , glutamin, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan suda ¢dziinebilir bir
tripeptiddir. Tiyol grubu, gii¢lii bir indirgeyici ajandir ve GSH'yi bol miktarda bulunan hiicre
ici kiiclik molekiil tiyolii olusturarak, bazi dokularda millimolar konsantrasyona ulastirir.
Onemli bir antioksidan olarak GSH, glutatyon S-transferazlar (GST) ve GPx ile katalizor
yoluyla ¢esitli elektrofilik bilesiklerin ve peroksidin detoksifikasyonunda rol oynar. GSH'nin
onemi, bitkilerde, memelilerde, mantarlarda ve bazi1 prokaryotik organizmalarda yaygin
kullanimla  belirgindir.  Detoksifikasyona ek olarak, GSH, glioksilaz  sistemi,
riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere indirgenmesi, protein ve gen ekspresyonunun tiyol
disiilfid degisim reaksiyonlart yoluyla diizenlenmesi dahil olmak {izere diger hiicresel

reaksiyonlarda da rol oynar (85).

Tripeptit, okside GSH disiilfid veya azaltilmis durumda hiicre i¢i olarak bulunabilir.
Hiicredeki optimal GSH: GSH disiilfid oranlarinin korunmasi, hayatta kalma agisindan kritik
oneme sahiptir, dolayisiyla sistemin siki bir sekilde diizenlenmesi zorunludur. GSH eksikligi,
hiicreyi oksidatif hasar riski altina sokar. GSH'nin dengesizliginin kanser, norodejeneratif
bozukluklar, kistik fibroz (KF), HIV ve yaslanma gibi genis bir patolojide gézlenmesi sasirtici
degildir (85,86).

2.4.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz; 4 selenyum atomu bulunduran, sitozolde yerlesik, tetramer
yapisinda olan bir enzimdir. Hidrojen peroksit ve organik yapidaki hidroperoksitler ile
reaksiyona baglayarak hiicreleri oksidatif hasar almasina karsit savunur. Ayrica, protein yapi
formundaki siilfhidril gruplarini indirgenmis durumda sabitleyerek birden fazla protein ve
enzim inaktive olmasini Onler, aminoasitlerin hiicre zarindan transportunu saglar,

hemoglobinin methemoglobine doniismesini engeller (83,87).

GPx, zar yapisinda olan fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirgeyerek bilhassa E
vitamininin yeterli olmadigi durumlarda peroksidasyona karsit savunmaya katki saglar.
Ayrica proteinlerin yikiminda ve sentez asamasinda, enzimlerin diizenlenmesinde, DNA’nin
olusumunda ve en onemlisi de serbest radikallere karsit hiicrenin savunulmasinda 6nemli bir

goreve sahiptir (83).
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2.5. L-karnitin
L-Karnitin canli organizmalarin igerisinde farkli dokularda fizyolojik olarak sentezi
yapilan ve sitoplazmadan mitokondri matriksine taginacak uzun zincire sahip yag asitlerinin i¢
mitokondrial zarindan transportunda gérev sahibi amino asitlere benzer bir maddedir (139).
Ik kez 1905°te Rus bilim adami1 Krimberg tarafindan s181r kasindan izole edilmis olup, yapisi
tam olarak 1927°de acgiklanmistir. Bu kesfedildikten sonra, latincede et manasma gelen

“carnis” ad1 tammlanmustir (22,88,89).

2.5.1. L-karnitinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Karnitin, "Gama-Trimetil amino beta hidroksi biitirik asit" yapisina sahiptir ve
(CH3)3N-CH2CH(OH)CH2-COOH kimyasal formiiliinde olup, suda ¢oziirniirliigii iyi olan
161 Dalton molekiiler agirligi bulunan bir bilesiktir (139). Kati, beyaz, kristal yapida olup
nem ¢eken 6zelligi bulunur ve toz halde bulunur. Erime noktas1 197 °C, su da ¢oziliniirligii
2500mg/ml, pKa's1t 3.8 dir. Su da ve sicak alkolde kolayca ¢oziiniirken aseton eter ve
benzende ¢oziinmez. Bir tane asimetrik sekildeki karbon atomuna sahip olmasi sebebiyle D ve
L formlar1 mevcuttur. Dokularda yalnizca L formu sentezlenir ve yalnizca bu formun
metabolik aktivitesi mevcuttur. D formunun L formu kadar viicutta metabolik bir aktiviteye
sahip olmamasiyla birlikte yiiksek dozlarda kullanildigi takdirde toksik tesirinin gortldigii
bildirilmistir (22,90,91,139).

Sekil 7: L-karnitinin molekiiler yapisi (115)

2.5.2. L-karnitinin Biyosentezi
Onemli rolleri yag metabolizmasi ve enerji iiretimini kapsayan karnitin, endojen sentez

ve besinler araciligiyla organizma igerisine alinir. Bes basamakta olaylanan biyosentez
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asamasl, lizin aminoasitinin metilasyonu siireciyle baslamis olur, deoksikarnitin hidroksilaz
katalizorligii esliginde deoksikarnitinin karnitine transforme olmasiyla da sona erer.
Enzimatik aktivite yoniinden karacigerde, insanlarda ise karacigere ek olarak bobreklerde son
basamak reaksiyonu aktif halde olup karnitin sentezinin yapildigi esnada, kas ve kalp
dokusularinda bahsi gecen enzim aktivitesinden yoksun oldugu i¢in karnitin sentezi

gergeklestirilemez (92,139).

Biyosentezin gergeklesmesi igin; 4-butiro-betain hidroksilaz enziminin yaninda,
primer olarak lizin ve metiyonin, kofaktdr islevi igin ise vitamin B3, B6, C, folik asit ve Fe*"
gereklidir (93,94,95). Sentez prosesinde metil grubu metiyoninden saglanirken, karbon

zincirleri ve azot gruplari da lizin amino asitinden saglanmaktadir(139).

2.5.3. L-karnitinin Metabolik Etkisi

Oral yoldan viicut igerisine alinan karnitin ince barsaklardan aktif tasinma yoluyla veya
pasif diflizyon araciligiyla yaklasik olarak %80 oraninda absorbe edilerek asetile edilir.
Insanlarda ki karnitin oraninin %75 kadar1 besin kaynakl1, %25 orani ise endojen kaynaklidr.
Kanda mevcut olan karnitin %80'lik orani serbest bigimde, %20’lik orani ise ester(asil
karnitin) bi¢iminde bulunur (96,139). Bu metabolik organizasyon ile uyumlu olarak dokudaki
karnitin seviyelerinin kandaki seviyesinden yaklasik 100-500 kat daha ¢ok oldugu
belirlenmistir (97,98). Besinler araciligiyla organizma igerisine alinan ve endojen olarak
sentezlenen toplam karnitin miktar1 primer filtrata gegerek %95 oranindan ¢ogu geri emilir
(139). Bu reabsorbsiyon mekanizmasmin isleyisinde bir bozukluk gozlenmedigi halde
karnitin yetersizligi canlilarin normal beslenme kosullarinda goriilmez. Bagka bir sekilde ifade
edilirse tiibiillerde sekillenen reabsorbsiyon olayi, besinler aracilifiyla alinan karnitin
miktarina, organizmada belirlenen karnitin ihtiyacina bir de plazmada ki karnitin seviyelerine
gore diizenlenmesi saglanir. Organizmanin sahip oldugu karnitin miktarinin %98 kadar1 kalp
ve iskelet kasinda muhafaza edilir. Bunun sebebi bu dokularin karnitin bagimli olmasidir.
Kalan %2 orani ise beyin, karaciger ve ren gibi organlar1 kapsar. Plazma ve eritrositlerde

bulunan kisim %1 oranin altindadir (%0,6) (99).

LK'nin kas dokusundan plazmaya transportu epey yavas bir sekilde gerceklesmesine
karsin, karacigerden kana transportu daha kolay gerceklesir. Bu nedenlerden o6tiirli plazma

karnitin seviyeleri doku seviyelerini yansitmaktan uzaktir (100).
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2.5.4. L-karnitinin Antioksidan Mekanizmast ve Uriime Sistemi Uzerine Etkisi

Organizmada yer alan LK, alfa-tokoferol ve askorbik asit gii¢lii antioksidan benzeri
ozellikteki bilesiklerdir ve ayrica lipid peroksidasyonunun bariz bir bigimde inhibe edilmesini
saglamaktadirlar. Potansiyel olarak antioksidan benzeri Ozelliklerinden o6tiiri bu yapilarin
oksidatif stresten kaynaklanan kronik hastaliklarin engellenmesinde yararli etkileri oldugu
bilinmektedir (101,143). Karnitin’in, kalp kasi {izerinde lipit esterlerinin birikimini ve lipit
peroksidasyon {irinii olan MDA yapimimi engelleyerek ATP sentezinde artis sagladigi
ongoriilmektedir (102). Bu 6zelliginden farkli olarak ROT sentezlenmesini hizlandiran Fe'”
ile kompleksler meydana getirerek lipit peroksidasyonun azalmasini saglamaktadir (103,143).
Ayrica LK mevcut olan antioksidan kapasitenin artisin1 saglayarak dokularda bozulma

meydana gelmesini belirli seviyelerde azaltabilir.

Geng yastaki si¢anlara kiyasla yasli siganlardaki lipid peroksidasyon diizeyinin artmasi
ve antioksidan tesiri olan SOD, GSH ve KAT, C ve E vitamin seviyelerinin azalmasi ve
karnitin takviyesi bu eksiklerde meydana gelen artig tesiri bu goriisii destekler
nitaliktedir (104,105,143). Arockia Rani ve Panneerselvam , yapmis olduklar ¢alismalarinda
karnitin takviyelerinin askorbik asit seviyesinde bir artis sagladigini bulmuslardir ve bunun

muhtemel iki yoldan gergeklesebilecegini belirtmislerdir;

1.Askorbik asit karnitin sentezinde 6nemli bir kofaktor oldugu igin karnitin takviyesi
organizmada askorbik asitin daha az miktarda harcanmasina olanak saglar ve kandaki seviyesi

Rebouche ve Engel tarafindan da vurgulandig: gibi yiiksek seviyelerde kalir (143).

2.Karnitin ayn1 anda bir selator olarak fonksiyon goriir (106,107) ve lipid peroksidasyonuna

++i

sebep olabilecek Fe™™i baglayarak seviyesini diisiiriir; boylelikle antioksidan olarak gerekli
askorbik asit diizeyi azalmis olur. Arockia Rani ve Panneerselvam, yaptiklari ¢alismada yasl
beyin dokusunda mevcut antioksidan kapasiteyi karnitin takviyelerinin artirdigini
gozlemlemiglerdir. Bahsedilen bu antioksidanlar Selenyum, GSH ve vitamin E olup,
aktivitelerinin artigi ile hiicre membranlari i¢in lipid peroksidasyonu riski azalmis olur. Baska
bir ifadeyle de LK ayni1 anda bir antioksidandir ve lipid peroksidasyonu sonucunda olusan
toksik tesir gosteren son iriinlerini yok eder (108). Agil karnitin, sperm enerji
metabolizmasinda ve sperm motilitesinde 6nemli rolii olan baglica kaynaktir (109,143).
Sperm hareketliligi diizglin olmayan hastalarda acil-I-karnitin/LK oraninda  disiis
saptanmigtir (110). Matalliotakis ve ark tarafindan karnitinin yogun olarak epididimis
bolgesinde saptandigi, sperm metabolizmasinda karnitinin agil karnitine transforme olmasinin

onemli bir yer tuttugu ayrica acil karnitinin normal olan spermatozoada karnitinden oldukga
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fazla seviyelerde mevcut oldugu saptanmistir (143). infertil olan erkek bireylerde LK tedavisi
sonrasinda sperm konsantrasyonu ve hareketliliginde, sperm miktarinda artis oldugu
gozlenmistir (111,112,140).

31



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz prospektif deneysel bir ¢alismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Tez aragtirmasina literatiir tarama ile Eylil 2015°te baslanmis olup; 30.11.2016
tarihinde etik kurul onay1 alindiktan sonra iBG-izmir Deney Hayvanlar1 Biriminde deneyler
yapilarak veriler toplanmistir. Calismamizin deney hayvani modeli ve ilag uygulamas: Dokuz
Eyliil Universitesi iBG-izmir Deney Hayvanlar1 Biriminde, histolojik ve immiinohistolojik
caligmalar Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda, elektron mikroskobik calismalar Dokuz Eyliil Universitesi iBG-izmir Elektron
Mikroskobik Gériintiileme biriminde ve enzim ¢alismalar1 Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Ana Dali'nda gerceklestirilecektir. Arastirma Temmuz 2018’de tez

savunma sinavi ile sonlanmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan
Arastirmada toplam 6 grup olusturulmustur. Deney gruplar1 asagidaki sekilde

diizenlenmistir.

Deney gruplarinda tiim fareler rastgele secilerek n=7 olmak tizere 6 ¢alisma grubuna

ayrilmistir.

Tablo 1: Deney gruplari ve grup basina kullanilan denek sayisi.

1. Grup SF SF 1 Grubu 0.5ml SF n=7
SF 2 Grubu 0.5ml+62.5-75ul
2. Grup SF n=7
SF
3. Grup APAP APAP 1 Grubu 400mg/kg n=7
4.Grup APAP APAP 2 Grubu 400mg/kg n=7
Tedavi Grubu
5.Grup APAP+LK n="7
(400mg/kg+500mg/kg)
Koruyucu Etki Grubu
6.Grup APAP+LK n=7
(400mg/kg+500mg/kg)
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1.GRUP: SF GRUBU(n=7): Bu gruptaki deneklere LK'nin ve APAP"1n ¢6ziiciisii olan
SF intraperitoneal (i.p.) yolla verilmis olup denekler 10. giinde ketamin/ksilazin anestezisi

altinda sakrifiye edilip testisleri alinmistir.

2.GRUP: SF Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere LK'nin ve APAP"in ¢dziiciisii olan
SF, 10. giinden sonra 5 gilin daha i.p. yolla verilmis ve denekler 15.giinde ketamin/ksilazin

anestezisi altinda sakrifiye edilip testisleri alinmustir.

3.GRUP: APAP Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere testis hasar1 olusturmak icin
literatiirlerce desteklenmis olan APAP'n toksik degeri kadar (400mg/kg) deney hayvanlari
etik kurul ilkelerine uygun olarak 0.5-0.6 ml i.p ilk 5 giin boyunca verilmis ve denekler 10.

giinde ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilip testisleri alinmistir.

4.GRUP: APAP Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere testis hasari olusturmak i¢in
literatiirlerce desteklenmis olan APAP'in toksik degeri kadar (400mg/kg) deney hayvanlari
etik kurul ilkelerine uygun olarak 0.5-0.6 ml i.p ilk 5 giin boyunca verilmistir. Devaminda
deneklere 10. giinden sonra 5 giin daha SF ip. yolla verilmis ve denekler 15.glinde

ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilip testisleri alinmistir.

5.GRUP: Tedavi Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere ilk 5 giin boyunca APAP
(400mg/kg) i.p olarak verilmistir. Devaminda 10. giinden sonra 5 giin boyunca LK
(500mg/kg) 62.5-75 mikrolitre i.p yoldan tek doz olarak verilmis ve denekler 15.glinde

ketamin/ksilazin anestezisi altinda sakrifiye edilip testisler alinmistir (113).

6.GRUP: Koruyucu Etki Grubu (n=7): Bu gruptaki deneklere ilk 5 giin boyunca
APAP (400mg/kg) i.p olarak verilmeden 5 giin 6nce LK (500mg/kg) 62.5-75 mikrolitre giinde
1 kez i.p yoldan tek doz olarak verilmis ve denekler 10. giinde ketamin/ksilazin anestezisi

altinda sakrifiye edilip testisler alinmistir (9,114).
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Sekil 8: Deney sonunda testislerin elde edilmesi

Sekil 9: Elde edilen testisler
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1.Grup

2.Grup

3.Grup

4.Grup

5.Grup

6.Grup

Tablo 2: Deney gruplari dizayni

0 5 10.giin sakrifikasyon(s)
L | | | | | ]
| | | | | | |
SF SF SF SF SF
5 giin boyunca giinde 1 kez SF
0 5 10 15.giin s.
L | | | | | | | | | | |
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SF SF SF SF SF SF SF SF SF SF
0 5 10.giin s.
L 1 1 1 1 1 |
| | | | | | 1
P P P P P
5 giin boyunca giinde 1 kez APAP 400mg/kg
0 5 10 15.giin s.
L | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
P 1 1 1 1 P 1 1 1 1 1
P P P P P SF SF SF SF SF
5 giin P 400mg/kg 5 giin SF
0 5 10 15.glin s.
L | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
P 1 1 1 T 1 P 1 1 1 1 1
P P P P P LK LK LK LK LK
5 giin P 400mg/kg 5 giin boyunca giinde 1 kez LK 500mg/kg
5 5 10.giin s.
[ | [ [ | [ [ | » »
I rF 1 1 1 1 I 1
LK LK LK LK LK P P P

5 giin boyunca 400mg/kg APAP uygulamasindan 5 giin dnce 500mg/kg giinde 1 kez LK

uygulamast
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3.4. Calisma Materyali

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi iBG-Deney Hayvanlar1 Biriminden elde
edilen, C57BL6 (BLACK®6) susu toplam 54 erkek fare kullanilmistir. Dokuz Eyliil
Universitesi iBG Deney Hayvanlar1 Biriminde, C57BL6 susunun mevcut bulunmasi ve
literatlir taramasi ile uyumlu olusu sebebiyle bu fare tiirii se¢ilmistir. Tim denekler deney
sona erinceye kadar iBG Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik
periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda barindirilmistir. Denekler bekletilmis ¢esme suyu ve
pellet yem verilerek ad libitum sekilde beslenmistir. Cesitli sebepler ile deneyi devam
ettiremeyecek halde olan veya deneyler tamamlanmadan yasami sonlanan denekler deney ve

istatistik parametreler dahilinden ¢ikarilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Birinci ve ikinci grubumuza sadece serum fizyolojik verilmistir ve arastirmamizda elde
ettigimiz testis dokular1 kontrol grubumuz i¢in kullanmistir. Diger gruplarimiza verdigimiz
APAP ve LK bagimsiz degiskenlerimiz olup bu gruplardan aldigimiz testisler bagiml

degiskenlerimiz olmustur.

3.6. Veri Toplama Aracglan
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada deneklerin agirliklarini 6l¢gmek igin terazi, deneklerden alinan testislerin
Ol¢iimii i¢in hassas terazi, deneklerden elde edilen dokularin takibi i¢in TissueTek marka
otomatik doku takibi cihazi, deneklerden elde edilen dokularin takibinde etiiv, kesitlerin
alinmasinda mikrotom, hematoksilen-eosin boyamalari i¢in Leica Stainer XL marka otomatik
boyama cihazi, boyama asamalarinda distile su ihtiyact i¢in distile su cihaz,
immiinohistokimyasal incelemelerde kullanmak {izere humiditychamber ve mikropipetler,
enzim incelemeleri igin sogutmali santrifiij cihazi, vorteks cihazi, inkiibator, homojenizator ve
buzluk, elektron mikroskobik incelemeler i¢in Carl Zeiss Sigma 500 STEM GERMANY

kullanilmustr.

3.6.2. Arastimada Kullanilacak Yontemler

Sakrifikasyondan sonra alinan Ornekler rutin doku takibi prosediirii uygulanmus,
kesitleri alinmis, histokimyasal (Hematoksilen-eosin, Masson Trikrom, PAS boyamalari),
immiinohistokimyasal (TUNEL ve Aktive Kaspaz-3 immiin boyamalar1) boya islemleri

yapilmistir. Enzim analizleri i¢in homojenizasyon, enzim aktivileri ve MDA diizeylerinin
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saptanmas1 islemleri yapilmistir. Elektron mikroskobik goriintiilleme igin elektron

mikroskobik doku takibi yapilmig , TEM ve SEM incelenmistir.

3.6.2.1. Denek Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Deneklerin agirliklar1 deney baslangicinda ve sakrifikasyon Oncesinde tartilmistir.
Alman testisler ise deney sonunda tartilmistir. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada
Kruskal Wallis Varyans testi, deney gruplarin karsilagtirmasinda da Mann Whitney U analizi

kullanilmistir. P<0,05 olan degerler istatistiksel anlamli bulunmustur.

3.6.2.2. Rutin Isik Mikroskobik Doku Takibi Protokolii

Bouin's fiksatifi ile fiksasyonu gerceklestirilen dokular, fiksatifi uzaklastirmak i¢in oda
sicakliginda 2 giin boyunca giinde 3 defa olmak iizere %70'lik etil alkol serilerinden gegirildi.
Rutin doku takibinde 2.giinden sonraki islemler 60°C ki etiiviin i¢erisinde gergeklestirilmistir
ve dehidratasyonun saglanmasi i¢in her biri 20 dk olmak iizere artan etil alkol serilerinden
gecirildi. Takiben yirmiser dk 4 sefer artan aseton serilerinden gecirilip 2 sefer 15 dk olmak
iizere ksilolde igerisinde bekletildi ve 60°C ki etiiviin icerisinde 1 saatlik iki degisim sicak
parafinde bekletilip takiben parafin ile immersiyonu saglandi. Takiben dokular metal kasetler
icerisine sicak parafin ile gomiildii. Mikrotom cihaziyla parafin bloklardan 3.5pum’lik kesitler
polilizin kapli lamlara alindi. Elde edilen kesitlerden rutin 151k mikroskobik incelemeler i¢in

histokimyasal boyamalar1 yapildi.

Tablo 3: Doku takibi protokolii

ISLEM MADDE SURE

Fiksasyon Bouin's fiksatifi 24 saat

Fiksatiften Uzaklastirma %70 alkol serileri 1-2-3-4-5-6 2 gece
Dehidratasyon %70 — 80 — 96’lik alkol serileri 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflastirma Ksilol 1 -2 30’ar dakika

Yumusak parafinl — 2 1’er saat
Bloklama Sert parafin
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3.6.2.3. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii

Kesitler alindiktan sonra parafinden arindirma prosesi i¢in gece boyunca 60°C etiiviin

icirisinde bekletildi. Takiben ilk degisimi etiiviin igerisinde diger iki degisim oda sicakliginda

ti¢c kez 20 dk boyunca ksilol igerisinde bekletildi. Takiben dehidratasyon i¢in bes farkli azalan

alkol serilerinden gecirildi, kesitler distile su igerisine daldirilip ¢ikarildiktan yaklasik 7

dakika boyunca Bio-Optica marka hematoksilen karisimi igerisinde bekletilerek nukleuslar

boyandi. Boya islemlerinin ardindan, dokuda tutunan fazla boyay1 uzaklastirmak icin kesitler

7 dakika boyunca akarsu altinda bekletildi, Bio-Optica marka eosin boyasi ile 2 buguk dakika

boyunca boyanarak sitoplazma boyamasi gerceklestirildi. Boyamay1 takiben kesitler artan etil

alkol serilerinden gegirildi. Orneklerin seffaflastirilmasi i¢in 20 dakikalik ii¢ ksilol degisimine

tabi tutuldu. Merck Millipore marka entellan ile kesitlerin iistii lamel kaplandi (145).

Tablo 4: Hematoksilen ve eosin boya protokolii

ISLEM
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon

Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon

Yikama

Boyama

Yikama

Boyama

Dehidratasyon

MADDE
60°C Etiivde
Ksilol 1 (Etiivde)
Ksilol 2
Ksilol 3
Absolu Alkol
Absolu Alkol
%96’11ik Alkol
%380’lik Alkol
%70’lik Alkol
Distile Su
Mayer’s Hematoksilen
Akar su
Eozin

%70’1ik Alkol

SURE

1 Gece
20 Dakika
20 Dakika
20 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
10 Dakika
10 Dakika
2 Dakika

Calkalama
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Dehidratasyon %80°1ik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %96°11k Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Seffaflagtirma Ksilol 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilol 2 20 Dakika
Seffaflagtirma Ksilol 3 20 Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.4. Masson-Trikrom boya protokolii

Kesitler alindiktan sonra parafinden arindirma prosesi i¢in gece boyunca 60°C etiiviin
icirisinde bekletildi. Takiben ilk degisimi etiiviin igerisinde diger iki degisim oda sicakliginda
ti¢c kez 20 dk boyunca ksilol igerisinde bekletildi. Takiben dehidratasyon igin bes farkli azalan
alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su igerisine alinip preparatlar humidity chambera
yerlestirildikten sonra bes damla A-Weigert demirli hematoksilen ve bes damla B-Weigert
demirli hematoksilen damlatlip on dk bekletildi. Daha sonra distile su ile yikama yapmadan
preparatlara on damla C-Pikrik asit alkolik ¢ozeltisi damlatilip dort dk bekletildikten sonra
distile suyla yikandi. Preparatlara 10 damla D-Gelincik kizili fuksini ¢ozeltisi damlatilip dort
dk sonra dH20 ile yikandi. Preparatlara on damla E-Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi damlatilip
yikama yapilmadan boya uzaklastirildi ve 5 dakika etiivde kurutuldu. Preparatlara 10 damla
F-Masson anilin mavisi ¢ozeltisi damlatilip bes dk bekletildikten sonra dH20O ile yikandi.
Preparatlar %70, %80, %96, %99, %99 olmak iizere artan alkol serilerinden gegirilip, 3 seri
ksilolde 20’ser dakika seffaflagtirildiktan sonra entellan ile kapatildi (145).

Tablo 5: Masson trikrom boya protokolii

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilol 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 20 Dakika
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Deparafinizasyon

Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Yikama
Boyama
Boyama
Yikama
Boyama
Yikama
Boyama
Boyama
Yikama
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Seffaflasgtirma
Seffaflastirma
Seffaflasgtirma

Kapama

Ksilol 3

Absolu Alkol

Absolu Alkol

%96°1ik Alkol

%80’lik Alkol

%70’1ik Alkol

Distile Su

Reagent A + Reagent B

Reagent C
Distile Su
Reagent D
Distile Su
Reagent E
Reagent F
Distile Su
%70’lik Alkol
%380’lik Alkol
%9611k Alkol
Absolu Alkol
Absolu Alkol
Ksilol 1
Ksilol 2
Ksilol 3

Entellan

20 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
10 Dakika
4 Dakika
Calkalama
4 Dakika
Calkalama
10 Dakika
5 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
20 Dakika
20 Dakika

20 Dakika
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3.6.2.5. Periodic Acid Schiff (PAS) Boya Prokolii

Kesitler alindiktan sonra parafinden arindirma prosesi i¢in gece boyunca 60°C etiiviin
icirisinde bekletildi. Takiben ilk degisimi etiiviin igerisinde diger iki degisim oda sicakliginda
ti¢c kez 20 dk boyunca ksilol igerisinde bekletildi. Takiben dehidratasyon i¢in bes farkli azalan
alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su igerisine alinip preparatlar humiditychambera
yerlestirildikten sonra PAS boyama Kiti (04-130802 Bio-Optica, Milano, italya) igerisinden
peryodik asit soliisyonundan 10 damla damlatip 10 dakika bekletilerek oksidasyon islemi
sonucunda aldehit gruplarinin olusmasi saglandi. Ardindan kesitler distile suda ¢alkalanarak
iizerlerine 10 damla schiff reagent damlatilarak 20 dakika bekletildi. Boylece schiff reagentin
icerdigi siilfuir fuksin, bazik fuksine benzer ¢ozlinmeyen isaretli bilesiklerdeki 2 komsu aldehit
gurubunun degismesini sagladi. Daha sonra kesitler distile suda yikanarak iizerlerine
potasyum metabisiilfit soliisyonundan 10 damla damlatilarak 2 dakika bekletildi. Kesitler
yikanmadan iizerlerine 10 damla fiksatif soliisyonundan damlatilarak 2 dakika bekletildi.
Kesitler distile suda iyice calkalandiktan sonra Mayer’s hematoksilen soliisyonundan 10
damla damlatilarak 3 dakika bekletildi. Boylece nukleuslarin boyanmasi saglandi. Sonrasinda
5 dakika akar suda yikandi. Boyamayi takiben kesitler artan etil alkol serilerinden gegirildi.
Orneklerin seffaflastirilmasi icin 20 dakikalik ii¢ ksilol degisimine tabi tutuldu. Merck marka

entellan ile kesitlerin iistii lamel kaplandi (145).

Tablo 6: PAS boya protokolii

ISLEM MADDE SURE
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilol 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 20 Dakika

Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon %96’11ik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %80’lik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %70’1ik Alkol Calkalama
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Yikama Distile Su Calkalama

Boyama Reagent A 10 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Reagent B 20 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Reagent C 2 Dakika
Boyama Reagent D 2 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Reagent E 3 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Dehidratasyon %70’1ik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %80°’1lik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %96°11k Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilol 1 20 Dakika
Seffaflagtirma Ksilol 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilol 3 20 Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.6. Histolojik Degerlendirme

Deneklerden alinan sag testis doku 6rnekleri Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom ve
PAS  boyast ile boyanmis ve kesitler Oxion Euromex markali 151k mikroskobunda
incelenmistir. Elde edilen goriintiiler, hemorajik ve O6dematéz degisiklikler, germ hiicre
dejenerasyonu, germ hiicre tabakasinin diizensizligi ve kaybi, seminifer tiibiillerin riiptiirt,

interstisyel Leydig hiicrelerinin dejenerasyonu semikantitatif olarak degerlendirilmistir
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(144). PAS boyama ile bazal membran kalinlig1 dl¢iilmiistiir. Masson Trikrom boyamasi ile

bag dokusu yapisi incelenmistir.

3.6.2.6.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamast
Johnsen skorlamasi i¢in her grupta rastgele 10 adet tiiblil degerlendirildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel parametreler One Way ANOVA testi ile analiz edildi. Istatistiksel olarak
p<0,05 degeri anlaml1 olarak kabul edildi (141) (Tablo 7).

Tablo 7: Johnsen testikiiler skorlamasi.

SKOR HISTOLOJIK BULGULAR
10 Bir¢ok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis
9 Bircok spermatozoa var, germinal epitelyum bozuk ve liimen
oblitere
8 Yalniz birka¢ spermatozoa var (<5-10)
7 Spermatozoa yok, bir cok spermatid var
6 Spermatozoa yok, yalnizca bir kag spermatid var (<5-10)
5 Spermatozoa/spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var
4 Yalnizca birkag spermatosit var (<5), spermatid/spermatozoa yok
3 Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut
2 Tiibiiller icerisinde germ hiicresi yok, sertoli hiicreleri mevcut
1 Tiibiiller igerisinde hiicre yok

3.6.2.7. Morfometrik Degerlendirmeler
PAS boyama ile seminifer tiibiil epitel yliksekligi X20 biiylitmede 10 adet tiibiil
iizerinden Ol¢iilmiistiir. PAS boyama X100 biiyiitmede 20 adet tiibiil iizerinden bazal membran
kalinliklar karsilagtirilmistir. Seminifer tiibiil cap1 ise X10 biiylitmede 10 adet tiibiil iizerinden

Ol¢lilmiistlir. Masson Trikrom boyamasi ile bag dokusu kalinlig1 ve yapisi incelenmistir(146).

3.6.2.8. Immiinohistokimyasal Incelemeler
Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in, dokular rutin takip islemlerinden gecirildikten
sonra TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate

DNA nick-end labelling) kiti ve Aktive-Caspase3 kiti immun boyamalar1 yapilacaktir.
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Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kirik olusturmaktadir. Agiga ¢ikan DNA kiriklarinin
serbest uglarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) araciligiyla biotin ile igaretlenmis
ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler,
streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine (DAB),
isaretlenmis 6rnek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat
olusturur. Hemotoksilen ile zemin boyama yapilarak islem sonlandirilir (147).
Immunohistokimyasal yontemlerle fragmante nukleuslar veya sitoplazma koyu kahverengi

boyanir.

3.6.2.8.1. TUNEL Boya Protokolii
Apoptoza giden hiicre ¢ekirdeklerini DNA fragmantasyonu hesaplamasi

terminaldeoksintikleotidil transferaz aracili dUTP nick end-labeling (TUNEL) reaksiyonuyla
parafin kesitlerde TUNEL kiti kullanilarak yapildi.. Deparafinizasyon sonrasi kesitler 6nce
37°C de 10 dakika Proteinaz K ile daha sonra 37°C 60 dak. TdT de 60 dakika bekletilecektir.
Converter POD uygulandiktan sonra kesitler DAB (diaminobenzidine) ile boyanacak, Mayer
Hematoksilen ile ardalan boyamasi yapilacak ve entellan ile kapatilacaktir. Apoptotik indeksi
hesaplamak i¢in 10 tiibiil 20x biiyiitmede sayild1 ve apoptotik morfoloji gdsteren hiicrelerrin

ortalamasi hesaplandi (148).

3.6.2.8.2. Aktive-Kaspaz 3 Boya Protokolii

Immiinohistokimyasal inceleme i¢in deparafinizasyon sonrasi kesitler 10 dk. 10 Mm
sitrat buffer ile mikrodalgada 1sitild1. Pappen ile ¢evreleri sinirlandirildi ve takiben kesitlere, 5
dk %3 konsantrasyondaki H,O, ile muamele edildi. PBS soliisyonu ile inkiibe edildi ve
ardindan yikama yapilmadan Anti-Kaspaz 3, 1:200 (AB3623, Millipore) antikoru ile +4°C de
enkiibe edildi (141). Takiben dnce 30 dakika biyotinlenmis sekonder antikor daha sonra da 30
dakika streptavidin uygulandi. Reaksiyon farkindaligi i¢in DAB kullanildi. Zemin boyamasi
Bio-Optica hematoksilen ile yapildi. Suyu uzaklagtirma iglemi gergeklestirilen kesitler ile

seffaflagtirma igleminden sonra entellan ile kapama islemi yapildi (141,149).

3.6.2.9. Enzim Aktiviteleri
Homojenizasyon islemi i¢in, tiim farelerin 1-2 dakika i¢inde soguk zemin iizerinde
testis dokular1 disseke edildi. Dokular soguk serum fizyolojik ile hemen yikandi ve lipid
peroksidasyon firiinii olan MDA, antioksidan GSH ve antioksidan enzim GPx 6l¢iimii i¢in
homojenize edildi. Doku 6rnekleri ultrasonik homojenizatérde (Bandelin Sonopuls, Germany)
soguk PBS i¢cinde homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri buzla sogutulmus ortamda
yapildi. Homojenatlar +4°C’de 600 g’de 10 dk santrifiij edilerek MDA &lgiimii igin ependorf
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tiipiine ayrildi, geri kalan homojenat +4°C’de 10000 g’de 20 dk siireyle santrifiij edildi.
Santrifiij sonucu elde edilen siipernatan enzim ve protein dlgiimleri igin ayrilarak -80 °C’de

saklandi, 30 giin i¢inde Slglimler yapildi (141).

Enzim aktiviteleri ve MDA diizeylerinin hesaplanmasi i¢in, MDA degerleri Bioxytech
MDA-586 (Oxis International, USA) ticari kiti ile spektrofotometrik yontemle Ol¢iildii.
Sonuglar uM olarak ifade edildi. Kitin ¢calisma yontemi kromojenik bir reaktif ile MDA’ nin
45°C’de reaksiyona girmesi temeline dayanir. 586 nm’de absorbans olgiilerek standart
egrisinden MDA degerleri belirlenir (141).

GSH ve GPx enzim aktiviteleri Oxis Research kitleri kullanilarak spektrofotometre
(T80, PG instruments, UK) ile oOlgiildii. Enzim aktiviteleri hazirlanan siipernatanlardan
olgtildii, GSH sonuglar1 uM, GPx sonuglar1 tinite/mg protein (U/mg pr) + Standart Hata (SH)
olarak gosterildi (141).

GSH seviyeleri Bioxytech GSH-420 (Oxis International, USA) kiti ile dl¢iildii. Kitin
calisgma yontemi chromophoric thione olusumu temeline dayanir. Tamponla karistirilan
slipernatana indirgeyici ajan eklenerek oksidize glutatyon indirgenmis forma doniistiiriiliir.
Daha sonra kromojen eklenip pH arttirilarak chromophoric thione olusturulur. 420 nm’de

absorbans Olgiilerek GSH konsantrasyonu belirlenir (141).

GPx aktivitesi Bioxytech GPx-340 (Oxis International, USA) kiti ile saptandi. Bu Kit
Paglia ve Valentine'ln tanimladigi yonteme goére hazirlandi. GPx, kiimen hidroperoksit ile
glutatyonun (GSH) oksidasyonunu katalizler. Glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH
varliginda, okside glutatyon (GSSG) indirgenmis formuna (GSH) cevrilir, bu sirada NADPH
okside olarak NADP' ye doniisiir. Spektrofotometrede 340 nm'de absorbansdaki azalma
olgulir (141).

3.2.6.10. Elektron Mikroskobik Doku Takibi

Transmisyon elektron mikroskobu takibinde primer fiksasyon ic¢in %2.5
Gluteraldehit+%2.5 PFA ve %2.5 Gluteraldehit+%4 PFA (pH 7,4) konulan dokular + 4°C’de
48 saat bekletildi. Ornekler daha sonra 0,1M sodiumphosphate buffer ve 0,1M sucrose
karisiminda 3 kez 15 dk bekletildi. %2 sodiumphosphate buffered osmium tetraoxide (pH 7,4)
soliisyonu ile 90 dk postfiksasyon i¢in muamele edildi. 0,1M sodiumphosphate buffer (pH
7,4) ile 3 kez 15 dk yikand1. %50 oraninda hazirlanmis aseton ile 2 kez 15 dk dehidratasyonu
yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5 uranylasetate ve %1 phosphotungstic acid karisiminda
kontrastlama amaciyla + 4°C” de 1 gece bekletildi. Daha sonra sirasiyla %80,90 ve 96’1k
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aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen dokular %100’liikk asetonda 2 kez 20 dk tutuldu.
Propilen oksitte 2 kez 15 dk bekletilen dokular sirasiyla 30 dk 2:1, 1:1 ve 1:2 oraninda
hazirlanan propilen oksit: epon karisimlarinda bekletildi. Epon soliisyonunda + 4°C’de 1 gece
bekletildi. 3.giin hazirlanan yeni epon soliisyonunda 48 saat 65°C’ lik etiivde polimerizasyon

icin bekletildi (141).

Daha sonra yar1 ince Kesitler alinarak alan belirlendi. Belirlenen alanlardan ince
kesitler formvar kapli gridler iizerine alindi. Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi
yapildi ve transmisyon elektron mikroskobunda (Zeiss Sigma 500 STEM GERMANY)
degerlendirildi (141).

Taramal1 elektron mikroskobu takibinde alinan doku 3 kez PBS ile yikandi. Primer
fiksasyon icin %?2 Gluteraldehit kullanildi. Daha sonra 15 dk x 2 kez %7'lik siikroz ile
yikandi. 30 dk Osmium ile muamele edildi. 5dk x 2 kez distile suda yikandi. Artan alkol

serilerinden gegirilip HDMS ile 5 dakika muamele edildi ve kurumaya birakildi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Tez Konusunun Belirlenmesi ve Literatiir Arastirmasi

Eyliil 2015 —Kasim 2016

Etik Kurul ve Yonetim Kurulu Onay1

Aralik 2016

Tez Yazim ve Uygulamalar icin Literatiir Tarama ve Arastirma Yapilmasi

Nisan 2018-Temmuz 2018

Deneysel Materyalin Toplanmasi

Subat 2018-Nisan 2018

Laboratuvar Calismalari

Nisan 2018-Haziran 2018
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Tez Yazimi

Nisan 2018-Temmuz 2018

3.8. Verilerin Degerlendirmesi
Enzim degerlendirmelerinde tiim veriler ortalama+SH olarak gosterildi. Gruplarin
ortalamalar1 arasindaki farklar SPSS programinda one-way ANOVA post hoc Bonferroni testi
kullanilarak degerlendirildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi esas alindi (141). Histolojik
degerlendirmede tiim veriler SPSS 15,0 istatistik programina yiiklendi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindaki farklar Kruskal Wallis ve Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi , p< 0.05 anlamlilik diizeyi esas alind1 (150).

3.9. Arastirmanin Sinirhhiklar:
Deneklere metabolizmaya etki eden ilaglar verileceginden deneklerde mortalite

goriilebilir. Bu da deney sliresinin uzamasina neden olabilir.

3.10.Etik Kurul Onay1
Calismamiz “iBG-HADYEK’nun 30 Kasim 2016 15/2016 Protokol Numarali iznine
sahiptir.

Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.
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4 BULGULAR
4.1. DENEK AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI
Gruplarin deney baglangic agirlik ortalamalari; SF1 grubunda 28,20+0,374 gr, APAP1

grubunda 29,80+0,374 gr, Koruyucu etki grubunda 29,20+0,663 gr olarak bulundu. Gruplarin
deney bitis agirlik ortalamalari ise; SF1 grubunda 29,40+0,600 gr, APAP1 grubunda
26,20+0,663 gr, Koruyucu etki grubunda 28,60+0,678 gr olarak bulundu.

Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF1 grubunda baslangig ve son
agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmedi (p=0,063). APAP1
grubunda baslangi¢ ve son agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlendi
(p=0,041). Koruyucu etki grubunda baslangi¢ ve son agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artig gézlenmedi (p=0,257). (Wilcoxon Siral1 Isaretler Testi) (Sekil 10)

Koruyucu Grup Agirlik Karsilastirmasi

31

30

29

28

27 *

26

25

24

2 SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP
B LK AGIRLIK 28,2 29,8 29,2
B SON AGIRLIK 29,4 26,2 28,6

B LK AGIRLIK ® SON AGIRLIK

Sekil 10: Koruyucu Grup Agirliklar: Karsilagtirmasi
* Baslangi¢ agirligina gore anlamli artis gosteren grup (p<0,05)

Grup icinde deneklerin kilo artisin1 degerlendirmek icin (son agirlik ve ilk agirlik arasindaki

farki) ‘A’ delta agirlik degerleri olarak hesaplandi (Sekil 11).
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Delta Denek Agirliklari

2,0

m

0,0

-

-2,0
-3,0
-4,0
-5,0
SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP
M Delta Denek Agirliklari 1,2 -3,6 -,6

Sekil 11: Delta Denek Agirliklart
*; SF1 grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup(p<0,05)
#, APAP1 grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05)

Gruplarin deney baslangic agirlik ortalamalari; SF2 grubunda 26,40+1,208 gr, APAP2
grubunda 25,00+0,447 gr, Tedavi grubunda 26,20+1,068 gr olarak bulundu. Gruplarin deney
bitis agirlik ortalamalari ise; SF2 grubunda 27,00+0,707 gr, APAP2 grubunda 26,80+0,490 gr,
Tedavi grubunda 26,60+0,812 gr olarak bulundu.

Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF2 grubunda baslangic ve son
agirliklart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlenmedi (p=0,317). APAP2
grubunda baslangi¢ ve son agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi
(p=0,039). Koruyucu etki grubunda baslangi¢ ve son agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir artig gézlenmedi (p=0,317). (Wilcoxon Siral1 Isaretler Testi) (Sekil 12)
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Tedavi Grubu Agirlik Karsilastirmasi

28
27,5 *
27
26,5
26
25,5
25 m LK AGIRLIK
24,5 .
2 B SON AGIRLIK
23,5
23
22,5 .
SF GRUBU APAP GRUBU = TEDAVi GRUBU
W LK AGIRLIK 26,4 25,0 26,2
m SON AGIRLIK 27,0 26,8 26,6

Sekil 12: Tedavi Grubu Agirlik Karsilagtirmasi

Grup icinde deneklerin kilo artisin1 degerlendirmek icin (son agirlik ve ilk agirlik arasindaki

farki) ‘A’ delta agirlik degerleri olarak hesaplandi.

DELTA TEDAVI

SF GRUBU APAP GRUBU TEDAViI GURUBU
B DELTA TEDAVI -4 -1,8 -1,6

Sekil 13: Delta Denek Agirliklar
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Delta Denek Agirliklari

2,5

2
1,5

1
0,5

0 ]

SF GRUBU APAP GRUBU TEDAVI GRUBU
M Delta Agirhik 0,6 1,8 0,4

Sekil 14: Delta Denek Agirlik Karsilagtirmasi

4.2. Testis Agirhiklarimin Degerlendirilmesi

Gruplarin testis agirlik ortalamalari; SF1 grubunda 0,103+0,005 gr, APAP1 grubunda
0,065+0,014 gr, Koruyucu etki grubunda 0,256+0,153 gr seklinde bulundu. Bulunan degerler
istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF1 grubu ile APAP1 grubu karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,043). SF1 grubu ile Koruyucu etki
grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir
(p=0,465). APAP1 grubu ile Koruyucu etki grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,043). (Kruskal Wallis Varyans Analizi)
(Mann-Whitney U) (Sekil 15)
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KORUYUCU GRUP TESTIS AGIRLIGI
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05 . *
0,00 +
-0,05 J
-0,10

SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP
m AGIRLIK 0,09 0,01 0,1

Sekil 15: Koruyucu grup testis agirliklar: karsilastirmasi
*; SF1 grubu ve Koruyucu grubu ile karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05).

Gruplarin testis agirlik ortalamalari; SF2 grubunda 0,094+0,002 gr, APAP2 grubunda
0,084+0,002 gr, Tedavi grubunda 0,094+0,002 gr seklinde bulundu. Bulunan degerler
istatistiksel olarak karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p=0,059,
p=1,000, p=0,059) (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 16)

TEDAViI GRUBU TESTIiS AGIRLIGI

0,96
0,94
0,92
0,9
0,88
0,86
0,84
0,82
0,8
078 SF GRUBU APAP GRUBU TEDAVi GRUBU
m TEDAVI GRUBU TESTIS 0,94 0,84 0,94

AGIRLIGI

Sekil 16: Tedavi grubu testis agirliklar1 karsilagtirmasi
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4.3. Histokimyasal Bulgular
4.3.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Degerlendirmesi
SF1,SF2 grubuna ait kesitler incelendiginde; normal morfolojide, tunika albuginea’dan
itibaren tiiblil organizasyonunun ve intersitisyel alanin diizgiin yapida oldugu gozlendi.
Intersitisyel alanda kan damarlar1, kan damarlara yakin yerlesimde bulunan leydig hiicreleri
ve bag doku hiicreleri gozlendi. Leydig hiicreleri poligonal sekli olan, biiyiik eksantrik
yerlesimli nukleusa sahipti. Tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicre serilerinin diizgiin
olarak siralandig1 ve tiibiil limeninde gelismekte olan sperm hiicrelerinin varligi gozlendi.
Tibil duvarinda bazal membrana oturmus spermatogoniyumlar, tiibiile sirali yerlesmis
spermatositler ve spermatidler goriildii. Aralarinda Sertoli hiicreleri yer almaktaydi.

Tiibiillerin merkezinde ise spermatidler goriildii (Sekil 17, 18).

b1}

Sekil 17: SF1 grubuna ait testisin histolojik(H&E) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X10, B-C; X20, D; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Gorlintiilerde,
normal yapidaki seminifer tiibiiller ve olgun spermiyumlar1 kirmizi yildiz(%) ile
gosterilmektedir. Diizenli spermatogenetik seri hiicreleri sar1 ok ile gosterilmektedir. Mavi
ok Leydig hiicrelerini gostermektedir.
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Sekil 18: SF2 grubuna ait testisin histolojik (H&E) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X10, B-C; X20, D; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde,
normal yapidaki seminifer tiibiiller ve olgun spermiyumlar1 kirmizi yildiz(%) ile
gosterilmektedir. Diizenli spermatogenetik seri hiicreleri sar1 ok ile gosterilmektedir. Mavi

ok Leydig hiicrelerini gostermektedir.

APAP1 grubu SF1 grubuna gore, APAP2 grubu SF2 gurubuna gore incelendiginde seminifer
epitelde daha diizensiz bir yap1 gozlendi. Seminifer epiteli olusturan germ hiicre diziliminde
bozukluk ve kayip, bazal membrandan yer yer ayrilma ve sertoli hiicrelerinde kayiplar
goriildii. Ayrica seminifer tiibiil epitelinde germ hiicrelerinin dokiilmesi sonucu ortaya ¢ikan

vakuolizasyonlar gozlendi (Sekil 19, 20).
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Sekil 19: APAP1 grubuna ait testisin histolojik (H&E) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X10, B; X20, C-D; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Mavi ok
atretik tiibiilleri gostermektedir. Sar1 ok seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreleri
gostermektedir. Kirmizi ok spermatogenik seri hiicreleri arasindaki hiicre-hiicre
baglantilarinin  koptugu yerleri gostermektedir. Yesil ok spermatogenik seri hiicreleri
arasindaki vakuollesmeyi gostermektedir. Turuncu ok spermatogenik hiicre seri kaybini

gostermektedir.
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Sekil 20: APAP2 grubuna ait testisin histolojik (H&E) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X10, B; X20, C-D; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Mavi ok
atretik tiibiilleri gostermektedir. Sar1 ok seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreleri
gostermektedir. Yesil ok Spermatogenik seri hiicreleri arasindaki vakuollesmeyi

gostermektedir. Turuncu ok spermatogenik hiicre seri kaybini gostermektedir.

Koruyucu etki grubu APAP1 grubuna gore, Tedavi grubu APAP2 grubuna gore
incelendiginde, Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinda hasarli tiibiil sayisinin daha az oldugu ve
cok sayida tiibiiliin normale yakin morfolojide oldugu gozlendi. Tiibiil epitelinde germ hiicre
kayiplarinin ve vakuolizasyonun azaldig, seminifer tiibiiller ¢aplarinin normale yakin oldugu,

interstisyel alanin da genelde normale yakin morfolojide oldugu gozlendi (Sekil 21, 22).
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Sekil 21: Koruyucu etki grubuna ait testisin histolojik (H&E) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X10, B-C; X20, D; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde,
normal yapidaki seminifer tiibiiller ve olgun spermiyumlart kirmizi yildiz (*) ile
gosterilmektedir. Sar1 ok spermatogenik seri hiicreleri arasindaki hiicre-hiicre baglantilarinin
koptugu yerleri gostermektedir. Beyaz ok diizenli spermatogenetik seri hiicrelerini
gostermektedir. Yesil ok seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreleri gostermektedir. Mavi

ok spermatogenik seri hiicreleri arasindaki vakuollesmeyi gostermektedir.
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Sekil 22: Tedavi grubuna ait testisin histolojik (H&E) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X10, B-C; X20, D; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Goriintiilerde,
normal yapidaki seminifer tiibiiller ve olgun spermiyumlart kirmizi yildiz (*) ile
gosterilmektedir. Sar1 ok spermatogenik seri hiicreleri arasindaki hiicre-hiicre baglantilarinin
koptugu yerleri gostermektedir. Mavi ok diizenli spermatogenetik seri hiicrelerini

gostermektedir.

4.3.2. Masson-Trikrom Boyama Degerlendirmesi
Masson Trikrom boyama degerlendirmesinde tunika albuginea kalinliklar1 ve

interstisyel alanlar gosterilmistir.

SF1 ve SF2 gruplarina ait testis kesitleri incelendiginde, tunika albuginea ve

interstisyel alan yapisinin normal oldugu gozlemlendi (Sekil 23, 24).
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Sekil 23: SF1 grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.

Testis Kkesitlerinin A; X20, B; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Mavi oK ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

Sekil 24: SF2 grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X20, B; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Mavi ok ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

APAP1 ve APAP2 grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, tunika albuginea ve
interstisyel alanda bag doku artis1 gézlendi (Sekil 25, 26).
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Sekil 25: APAP1 grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.

Testis Kesitlerinin A; X20, B; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Mavi oK ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

s
a0um 1t
N

Sekil 26: APAP2 grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X20, B; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Mavi oK ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

Koruyucu etki grubu ile APAPI grubu karsilastirildiginda, tunika albuginea ve
interstisyel alanda APAP1 grubuna gore bag dokusunda azalmanin oldugu ve bu degerlerin SF1

grubuna yakin oldugu gozlendi (Sekil 27).

Tedavi grubu ile APAP2 grubu karsilastirildiginda, tunika albuginea ve interstisyel
alanda APAP2 grubuna goére bag dokusunda azalmanin oldugu ve bu degerlerin SF1 grubuna

yakin oldugu gézlendi (Sekil 28).
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Sekil 27: Koruyucu etki grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.

Testis Kkesitlerinin A; X20, B; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Mavi oK ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

Sekil 28: Tedavi grubuna ait testisin histolojik (Masson Trikrom) goriintiileri.

Testis kesitlerinin A; X20, B; X40’lik goriintiileri gosterilmektedir. Sar1 ok ile tunika

albuginea gosterilmektedir. Mavi oK ile interstisyel alandaki bag doku gosterilmektedir.

4.3.3. PAS Boyama Degerlendirmesi
Periodic Acid Schiff boyama degerlendirmesinde bazal membran kalinhig ve

seminifer tiibiil caplar1 gosterilmistir.

SF1 ve SF2 gruplarina ait kesitler incelendiginde, bazal membran kalinliginin ve seminifer

tiibiil ¢aplarinin normal oldugu gozlendi (Sekil 29, 30).
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Sekil 29: SF1 grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri.

Sar1 ok ile seminifer tiibiil ve bazal membran gésterilmektedir (X40).
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Sekil 30: SF2 grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri.

Sar1 ok ile seminifer tiibiil ve bazal membran gosterilmektedir (X40).

APAP1 ve APAP2 gruplarna ait testis kesitleri incelendiginde, bazal membran
kalinliginda artis oldugu ve seminifer tiibiil ¢apinda ise azalmanin oldugu gozlendi (Sekil 31,

32).
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Sekil 31: APAP1 grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri.

Sar1 ok ile seminifer tiibiil ve bazal membran gosterilmektedir (X40).
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Sekil 32: APAP2 grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri.
Sar1 ok ile seminifer tiibiil ve bazal membran gosterilmektedir (X40).

Koruyucu etki ve Tedavi grubuna ait kesitler incelendiginde bazal membran ve

seminifer tiibiil caplarinin kontrol grubuna yakin oldugu gézlendi (Sekil 33, 34).
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Sekil 33: Koruyucu etki grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri.

Sar1 ok ile seminifer tiibiil ve bazal membran gésterilmektedir (X40).
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Sekil 34: Tedavi grubuna ait testisin histolojik (PAS) goriintiileri.

Sar1 ok ile seminifer tiibiil ve bazal membran gosterilmektedir X40).

4.4. Morfometrik Bulgular
4.4.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamas
Gruplar aras1 ortalamalar; SF1 grubu 9,800+0,577, APAP1 grubu 4,033+0,0333,

Koruyucu etki grubu 8,200+0,1528 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. (Kruskal Wallis Varyans
Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 35)
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Koruyucu Grubu Johnsen Testikiiler Biyosi

Skorlamasi
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
K n
0,0 KORUYUCU
SF GRUBU APAP GRUBU GRUP
B Koruyucu Grubu Johnsen 9,8 4,0 8,2

Testikuler Biyosi Skorlamasi

Sekil 35: Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi

Gruplar arast ortalamalar; SF2 grubu 9,800+0,577, APAP2 grubu 3,433+0,0333, Tedavi
grubu 8,767+0,0333 olarak bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-
Whitney U) (Sekil 36)

Tedavi Grubu Johnsen Testikiiler Biyopsi

Skorlamasi
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0 .
0.0 SF GRUBU APAP GRUBU TEDAVi GRUBU
B Tedavi Grubu Johnsen 9,8 34 8,3

Testikuler Biyopsi Skorlamasi

Sekil 36: Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi

4.4.2. Seminifer Tiibiil Cap Olgiimii
Gruplar aras1 seminifer tiibiil ¢cap 6l¢iimii ortalamalart; SF1 grubu 146,910+0,044 pum,
APAPI1 grubu 115,120+0,016 um, Koruyucu etki grubu 155,568+0,003 um olarak ol¢iildii.
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Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; APAPL grubu ve Koruyucu etki grubu
karsilagtirildiginda APAP1 grubunda anlamli bir azalma saptandi (p=0,020). (Kruskal Wallis
Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 37)

Seminifer Tiibiil Capi Ortalamasi

180
160
140
120
100

80

60

Seminifer Tiibiil Capi

40
20

SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP

M Seminifer Tlbul Capi

Ortalamasi 146,9 1151 155,6

Sekil 37: Seminifer tiibiil cap 6l¢iim ortalamalar1

*; Koruyucu etki grubu ile karsilagtirildiginda anlamlilik gdsteren grup (p<0,05)

Gruplar aras1 seminifer tiibiil ¢ap Slglimii ortalamalari; SF2 grubu 138,097+0,0005
pm, APAP2 grubu 116,222+0,0006 um, Tedavi grubu 133,220+0,0009 pm olarak oSl¢iildii.
Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; APAP1 grubuna gore SF2 ve Tedavi
grubunun seminifer tiibiil caplarinda anlaml bir artig saptanmistir (p=0,022). (Kruskal Wallis
Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 38)
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Seminifer Tiibiil Capi Ortalamasi

140,0
135,0
a
S 130,0
g
2 125,0
-
@ 120,0
= *
S 115,0
()]
wm
110,0
105,0 ;
SF GRUBU APAP GRUBU TEDAVI GRUBU
B Seminifer Tubul Capi 138,1 116,2 133,2
Eksen Basligi

Sekil 38: Seminifer tiibiil cap 6l¢iim ortalamalari
*; SF2 grubu ve Tedavi grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)

4.4.3. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinhg ve Epitel Yiiksekligi Olciimii

Gruplar arast seminifer tiibiil bazal membran kalinligi ortalamalari; SF1 grubu
1,400+0,351 um, APAPI1 grubu 3,023+£0,158 pm, Koruyucu etki grubu 2,146+0,643 um,
olarak bulundu. SF1 grubu ile APAP1 grubu karsilastirildiginda APAP1 grubunda anlamli
derecede artis gozlenmistir (p=0,000). Koruyucu etki grubu ile APAPI grubu
karsilastirildiginda APAP1 grubu anlamli derecede artis gozlenmistir (p=0,002). (Kruskal
Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 39)
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Bazal Membran Kalinhigi

3,5
*

3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
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SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP
B Bazal Membran Kalinligi 1,4 3,0 2,1

Sekil 39: Seminifer tiibiil bazal membran kalinlig1 dl¢timleri
Gruplar arasi seminifer tiibiil bazal membran kalinligi ortalamalari; SF2 grubu
1,546+0,080 pm, APAP2 grubu 4,213+0,192 pum, Tedavi grubu 1,933+0,133 pum, olarak
bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF2 ve Tedavi gruplar ile
karsilastirildiginda APAP?2 istatistiksel olarak anlamli derecede artis géstermistir (p=0,000).
(Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 40)

Bazal Membran Kalinhgi

5,0
4,5 *
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

0,0 ]
SF GRUBU APAP GRUBU TEDAVI GRUBU

M Bazal Membran Kalinhigi 1,5 4,2 1,9

Sekil 40: Seminifer tiibiil bazal membran kalinlig1 6lgtimleri

*; SF2 grubu ve Tedavi grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gosteren grup (p<0,05)
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Gruplar aras1 seminifer tiibiil epitel yiiksekligi ortalamalari; SF1 grubu 44,523+3,626
um, APAP1 grubu 24,286+0,458 pum, Koruyucu etki grubu 37,150+1,200 pum, olarak
bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF1 ve Koruyucu etki gruplariyla
kiyaslandiginda APAP1 grubunun epitel yiiksekliginde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptand1 (p=0,002, p=0,015). (Kruskal Wallis VVaryans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 41)

Seminifer Epitel Yiiksekligi Ol¢iimii

60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0
SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP

B Seminifer Epitel Yiksekligi

B 44,5 24,3 37,2
Olglima

Sekil 41: Seminifer tiibiil epitel yiliksekligi dl¢timleri
*; SF1 grubu ve Koruyucu grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)

Gruplar arasi seminifer tiibiil bazal membran kalinlig1 ortalamalari; SF2 grubu
41,120+1,247 pum, APAP2 grubu 21,376+0,280 um, Tedavi grubu 32,433+0,421 um, olarak
bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda; SF2 ve Tedavi gruplart ile
karsilagtirildiginda APAP2 istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gostermistir
(p=0,000). (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) ( Sekil 42)
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Epitel Yiiksekligi Ol¢iimii
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Sekil 42: Seminifer tiibill epitel yiiksekligi 6l¢iimleri
*; SF2 grubu ve Tedavi grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)

4.4.4. Tunika Albuginea Kalinlik Olciimii
Gruplar arast tunika albugnie kalinlik ortalamalari; SF1 grubu 10,376+0,555 um,
APAP1 grubu 72,880+10,424 pum, Koruyucu etki grubu 14,913+2,917 pum, olarak bulundu.
Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF1 grubu ve Koruyucu etki grubu APAP1
grubuyla karsilastirildiginda APAP1 grubu istatistiksel olarak anlamli derecede artis
gostermistir (p=0,001). (Kruskal Wallis VVaryans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 43)

Tunika Albugina Kalinhgi
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B Tunika Albugina Kalinhgi 10,4 72,9 14,9

Sekil 43: Tunika albugine kalinlik 6lgiimiine ait ortalama degerler
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*; SF1 grubu ve Koruyucu etki grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)

Gruplar aras1 tunika albugnie kalinlik ortalamalari; SF2 grubu 8,460+0,405 um,
APAP2 grubu 33,344+0,964 pum. Tedavi grubu 12,062+1,354 um, olarak bulundu. Bu
degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; SF2 grubu ve Tedavi grubu APAP2 grubuyla
karsilastirildiginda APAP2 grubu istatistiksel olarak anlamli derecede artis gostermistir
(p=0,000). (Kruskal Wallis VVaryans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 44)

Tunika Albuginea Kalinhgi
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B Tunika Albuginea Kalinligi 8,5 33,3 12,1

Sekil 44: Tunika albugine kalinlik 6lgiimiine ait ortalama degerler
*; SF1 grubu ve Koruyucu etki grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)

4.5. immiinohistokimyasal Bulgular
4.5.1. Aktif Kaspaz-3 Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi
Testis dokularinda apoptotik hiicre varligimi gostermek i¢in Aktif Kaspaz-3 immiin
boyamasi yapildi. Degerlendirmeler Image J programi ile gergeklestirildi. Elde edilen

dokularda, her denek i¢in 10 ayr tiibiilde apoptotik hiicre varligini gézlemlendi.

Elde edilen sonuglara gore Aktif Kaspaz-3 hiicre sayilari ortalamasi; SF1 grubunda
2,767+0,088, APAP1 grubunda 12,500+0,404, Koruyucu etki grubunda 8,767+0,233 olarak
bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak karsilastirildiginda; APAP1 grubu SF1 grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artma bulundu (p=0,006). (Kruskal Wallis
Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 45)

74



Kaspaz Analizi
14,0
%

12,0
10,0

8,0

6,0

4,0

2’0 .

0,0

SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP
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Sekil 45: Gruplarin Aktif Kaspaz-3 (+) hiicre sayis1
*; SF1 grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gdsteren grup (p<0,05)

SF1 grubu kesitleri incelendiginde, bazi seminifer tiibiillerde apoptotik hiicrelerin oldugu tespit
edildi. Histolojik verilerde oldugu gibi seminifer tiibiillerin yapisinin diizglin oldugu
gosterilmektedir (Sekil 46).

Sekil 46: SF1 grubu testis kesiti.

A: X20 B: X40

APAP1 grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, cok sayida dejenere olmus
seminifer tiibiil varligi ve ¢ok miktarda apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 47).
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Sekil 47: APAP1 grubu testis kesiti.
Siyah ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir. A: X20 B: X40

Koruyucu etki grubu testis kesitleri incelendiginde, apoptotik hiicre varligi gézlendi.

Ancak bu hiicrelerin oraninin, APAP1 grubuna gore azaldigi belirlendi (Sekil 48).

Sekil 48: Koruyucu etki grubu testis kesiti.

Siyah ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir. A: X20 B: X40

Elde edilen sonucglara gore Aktif Kaspaz-3 hiicre sayilar1 ortalamasi; SF2 grubunda
3,600+0,173, APAP2 grubunda 7,000+0,1734, Tedavi grubunda 4,400+0,200 olarak bulundu.
Bu degerler istatistiksel olarak Kkarsilastirildiginda; APAP2 grubu SF2 grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artma bulundu (p=0,027). (Kruskal Wallis
Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 49)
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Sekil 49: Gruplarin Aktif Kaspaz-3 (+) hiicre sayis1

*; SF2 grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteren grup (p<0,05)

SF2 grubu Kesitleri incelendiginde, baz1 seminifer tiibiillerde apoptotik hiicrelerin
oldugu tespit edildi. Histolojik verilerde oldugu gibi seminifer tiibiillerin yapisinin diizgiin
oldugu gosterilmektedir (Sekil 50).

Sekil 50: SF2 grubu testis kesiti.

Siyah ok ile apoptotik hiicre gosterilmistir. A: X20 B: X40

APAP2 grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, ¢ok sayida dejenere olmus

seminifer tiibiil varligi ve ¢ok miktarda apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 51).
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Sekil 51: APAP2 grubu testis kesiti.
Siyah ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir. A: X20 B: X40

Tedavi grubu testis kesitleri incelendiginde, apoptotik hiicre varligi gozlendi. Ancak

bu hiicrelerin oraninin, APAP2 grubuna gore azaldigi belirlendi (Sekil 52).

Sekil 52: Tedavi grubu testis kesiti.

Siyah ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir. A: X20 B: X40

4.5.2. TUNEL Immiinohistokimyasal Degerlendirmesi
Deneklerden elde edilen testis kesitlerinde DNA hasaria sahip hiicrelerin analizini
yapmak i¢in TUNEL immiin boyama protokolii uygulandi. Image J programini kullanarak
seminifer tiibliller degerlendirildi. Her preperatta X20 biiylitmede, 10 ayr1 tiibiil incelendi.

Elde ettigimiz verilere gore TUNEL pozitif hiicre sayis1 ortalamalar; SF1 grubunda
0,793+0,185, APAP1 grubunda 2,566+0,250, Koruyucu etki grubunda 1,060+0,098 degerleri
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elde edildi. Gruplar arasindan anlamli bir fark goriilmemektedir. (Kruskal Wallis Varyans
Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 53)

Tunel Analizi

3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
) -
0 SF GRUBU APAP GRUBU KORUYUCU GRUP
W Tunel Analizi ,8 2,6 1,1

Sekil 53: Gruplarin TUNEL (+) hiicre say1st

SF1 grubuna ait Kesitleri inceledigimizde, tiibiillerin normal yapida oldugunu ve

birkag tiibiilde apoptotik hiicrelerin varligi gézlemledik (Sekil 54).

Sekil 54: SF1 grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri.

A: X20, B: X40.

APAP1 grubuna ait kesitler incelendiginde, ¢ok sayida dejenere olmus seminifer tiibiil
varlig1 ve ¢ok miktarda apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 55).
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Sekil 55: APAP1 grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri.
A: X20, B: X40. Sar ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir.

Koruyucu etki grubuna ait kesitler incelendiginde, apoptotik hiicre varligi gozlendi. Ancak bu

hiicrelerin orani, APAP1 grubuna gore azaldigi belirlendi (Sekil 56).
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Sekil 56: Koruyucu etki grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) gériintiileri.

A: X20, B: X40. Sar1 ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir.

Elde ettigimiz verilere géore TUNEL pozitif hiicre sayisi ortalamalart; SF2 grubunda
0,666+0,205, APAP2 grubunda 2,213+0,345, Tedavi grubunda 0,926+0,043 degerleri elde edildi.
Tim gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda; APAP2 grubu, SF2 grubu ve Tedavi
grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir artis saptanmistir (p=0,032). (Kruskal Wallis Varyans
Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 57)
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Sekil 57: Gruplarin TUNEL (+) hiicre sayis1

SF2 grubuna ait kesitleri inceledigimizde, tiibiillerin normal yapida oldugunu ve
birkag tiibiilde apoptotik hiicrelerin varligi gézlemledik (Sekil 58).

Sekil 58: SF2 grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri.

A: X20, B: X40. San ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir.

APAP?2 grubuna ait kesitler incelendiginde, ¢ok sayida dejenere olmus seminifer tiibiil
varlig1 ve ¢ok miktarda apoptotik hiicre gozlendi (Sekil 59).
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Sekil 59: APAP2 grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri.
A: X20, B: X40. Sar ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir.

Tedavi grubuna ait kesitler incelendiginde, apoptotik hiicre varligr gozlendi. Ancak bu

hiicrelerin orani, APAP2 grubuna gore azaldigi belirlendi (Sekil 60).

Sekil 60: Tedavi grubuna ait testisin histolojik (TUNEL) goriintiileri.

A: X20, B: X40. Sar1 ok ile apoptotik hiicreler gosterilmektedir.

4.6. Ultrastriiktiirel Bulgular
4.6.1. TEM bulgularz
SF1 ve SF2 grubuna ait elektron mikroskobik kesitlerin incelemesinde bazal membran
iizerine oturan diizenli morfolojide spermatogonyumlar ve sertoli hiicreleri gozlendi. Sertoli
hiicreleri arasinda morfolojileri diizgiin siki baglantilar da mevcuttu. Primer spermatositler

sertoli hiicre sitoplazmalariyla sarili olarak gozlendi (Sekil 61, 62).
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Sekil 61: SF1 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Yesil ok ile olgun spermiumlar gosterilmektedir. Kirmmz ok ile Al tip spermatogonya

gosterilmektedir. Beyaz ok ile ara tip spermatogonya gosterilmektedir.
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Sekil 62: SF2 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Yesil ok ile olgun spermiumlar gosterilmektedir. Beyaz ok ile ara tip spermatogonya

gosterilmektedir

APAP1 ve APAP2 grubuplarina ait kesitlerde birbirine komsu hiicrelerin arasinda
bosluklar olustugu saptandi. Spermatogonyum, primer spermatositler ve sertoli hiicresinde,
sitoplazma ve hiicre organallerinin kaybi sonucu biiziisme, ayrica sitoplazmada lipid
damlaciklari ile vezikiiller gozlendi (Sekil 63, 64).
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Sekil 63: APAP1 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Yesil ok ile olgun spermiumlar gosterilmektedir. Kirmmzi ok ile sertoli hiicresinin ¢ekirdegi
gosterilmektedir. Turuncu ok ile vakuolizasyon gosterilmektedir. Sar1 ok ile sertoli

hiicresinin igerisindeki lipit damlaciklar1 gosterilmektedir.

85



Sekil 64: APAP2 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Sar1 ok ile sertoli hiicresinin igerisindeki lipit damlaciklar1 gosterilmektedir. Turuncu ok ile

vakuolizasyon gosterilmektedir.

Koruyucu etki grubunda SF1 grubuna, Tedavi grubunda SF2 grubuna yakin gériiniim oldugu
saptandi. Bazal memranin kalinliginin normal oldugu ve hiicreler arasinda da bosluklarin
azaldig1 gozlendi. Spermatogonyum, primer spermatositler ve sertoli hiicresinde sitoplazmada

lipit damlaciklar1 ve vezikiillerin azaldigi gozlendi (Sekil 65, 66).

86



Sekil 65: Koruyucu etki grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Sar1 ok ile sertoli hiicresinin icerisindeki lipit damlaciklart gosterilmektedir. Turuncu ok ile

vakuolizasyon gosterilmektedir.
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Sekil 66: Tedavi grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi
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4.6.2. SEM bulgulari

Sekil 67: APAP1 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

500 X
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il 68: APAP1 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Sek

1.85 K X
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Sekil 69: SF2 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

1.75K X
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il 70: APAP2 grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

Sek

148 K X
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Sekil 71: Tedavi grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

1.32 KX
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Sekil 72:Tedavi grubuna ait testisin ultrastriiktiirel yapisi

411 X

4.7. Enzim Analizleri
Fare sol testislerinin doku homojenatlarindan MDA, GPx ve GSH enzim aktiviteleri

olgtildii.

4.7.1. GSH Degerlendirmesi
Tiim gruplarin GSH degerleri Tablo 8’de, ortalama GSH sonuglart Sekil 73 ve 74°te
gosterilmektedir. APAP1 grubunun GSH degerleri SF1 grubuna gore diisiik bulunmustur
fakat istatistiksel olarak anlamlilik yoktur (p>0.05). Koruyucu etki grubunda GSH degerleri
APAP1 grubuna gore yiiksek bulunmustur fakat bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0.05). SF1 ve Koruyucu etki gruplar1 arasinda GSH degerleri anlamli farklilik
gostermemektedir (p>0.05).

APAP2 grubunda GSH degerleri SF2 grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p=0.003). Tedavi grubunda GSH degerleri APAP2 grubuna gore anlamli olarak yiiksek
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bulunmustur (p=0.004). SF2 ve Tedavi gruplar1 arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).

GSH

45 -
40 - [
35 -
30 -
2 25 -
20 -
15 -
10 -

OKK W KP @ KPL

Sekil 73: Koruyucu etki grubu GSH enzim aktiviteleri

KK=SF1, KP=APAP1, KPL=,Koruyucu etki grubu

GSH

60 - H#

50 - -|-

20 A

aTK mTP ETPL

Sekil 74: Tedavi grubu GSH enzim aktiviteleri
TK=SF2, TP=APAP2, TPL=Tedavi grubu

* TK grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

# TP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)
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4.7.2. GPx Degerlendirmesi

Tiim gruplarin GPx degerleri Tablo 8’de, ortalama GPx sonuglar1 Sekil 75 ve 76°te
gosterilmektedir. APAP1 grubunda GPx degerleri SF1 grubuna gore anlamli olarak diistik
bulunmustur (p=0.04). Kouruyucu etki grubunda GPx degerleri APAP1 grubuna gore yiiksek
bulunmustur fakat istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). SF1 ve Koruyucu etki
gruplar1 arasinda GPx degerleri anlamli farklilik gostermemektedir (p>0.05).
APAP2 grubunda GPx degerleri SF2 grubuna goére anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p=0.001). Tedavi grubunda GPx degerleri APAP2 grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.003). SF2 ve Tedavi gruplar1 arasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir
(p>0.05).

GPx

90 -
80 -
70 - I
60 -
50 -

S 40 -
30 -
20 -
10 -

OKK B KP B KPL

Sekil 75: Koruyucu etki grubu GPx enzim aktiviteleri

* KK grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)
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Sekil 76: Tedavi grubu GPx enzim aktiviteleri
* TK grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

# TP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

4.7.3. MDA Degerlendirmesi

Tiim gruplarin MDA degerleri Tablo 8’de, ortalama MDA sonuglar1 Sekil 77 ve 78°de
gosterilmektedir. APAP1 grubunun MDA degerleri SF1 grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.007). Koruyucu etki grubunda MDA degerleri APAP1 grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=0.011). SF1 ve Koruyucu etki gruplari arasinda MDA
degerleri anlamli farklilik géstermemektedir (p>0.05).

APAP2 grubunun MDA degerleri SF1 grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.001). Tedavi grubunda MDA degerleri APAP2 grubuna gére anlaml
olarak diigiik bulunmustur (p=0.001). SF1 ve Tedavi gruplar1 arasinda MDA degerleri anlamli
farklilik gostermemektedir (p>0.05).
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OKK W KP B KPL

Sekil 77: Koruyucu etki grubu MDA enzim aktiviteleri
* KK grubuna goére anlamli olarak farkli (p<0.05)

# KP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

MDA
12 4 *

10 -

nmol
()]
1

aoTK mTP ETPL

Sekil 78: Tedavi grubu MDA enzim aktiviteleri
* TK grubuna gore anlamli olarak farkli (p<0.05)

# TP grubuna gore anlamli olarak farkli (p<<0.05)
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Tablo 8: Tiim gruplara ait enzim aktivitelerinin karsilastirilmasi

Grup MDA (nmol) GSH (ng) GPx (U/mg)
KK 2.24+1.09 37.86 + 7.76 68.96 = 9.29
KP 5.93 + (0.29* 22.26 + 3.51* 35.74 + 5.45%
KPL 2.53+0.79" 38.84 +6.12 63.84 + 13.96
* KK grubuna gére anlamli olarak farkli, # KP grubuna gore anlamli olarak farkli
TK 3.90 + 0.30 48.48 + 6.44 63.96 = 6.97
TP 9.86 + 1.10* 16.61 + 3.37* 22.80 + 7.52%
TPL 5.84 + 0.04" 48.01 + 7.85" 58.32 + 5.46"

* TK grubuna gore anlamli olarak farkli, # TP grubuna gore anlamli olarak farkli
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5. TARTISMA

Parasetamol, bir¢ok iilkede cesitli hastaliklarda agr1 kesici, ates diisiiriicii ve grip icin

semptomatik tedavi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, doktorlar
tarafindan Onerilen dozlarda alindiginda genellikle giivenli oldugu kabul edilir. Bu ilacin
yaygin kullanimi, toksikolojik yan etkilerine karsi daha saglam onlemler alinmasini saglar.
[lacin toksik etkileri karaciger, bobrekler ve testisler dahil olmak iizere belirli doku tiirlerinde
gortiliir. APAP'1n yan etkilerinin artirmasi reaktif oksijen tiirevlerinin artmasina bagl olabilir.
ROT fizyolojik olarak iiretilir ve sperm olgunlagmasi, sperm-oosit etkilesimleri ve sperm

hiicrelerinin kapasitansi gibi bazi hiicre mekanizmalar1 i¢in gereklidir (116).

ROT diizeylerinin oksidatif strese (OS) neden oldugu ve genellikle bu durumda,
viicuttaki  oksidan/antioksidan durumunun dengesi bozuldugu ve bu dengesizligin
diizeltilmemesi durumunda dokularin zarar gorebilecegi bilinmektedir. Artan ROT seviyeleri
cesitli fizyolojik faktorlerin neden oldugu lipit peroksidasyonundan kaynaklanabilir, ayrica
spermatolojik parametreler, lireme sistemi ve dolayisiyla erkek fertilitesi lizerinde olumsuz

etkileri vardir (116).

Ratnasooriya ve Jayakody tarafindan yapilan bir ¢alismanin sonuglarina goére, uzun
stireli APAP toksisitesi, erkek sicanlarda dogurganlik oranlarinda, cinsel performansta, libido
ve cinsel giicte azalmalara neden olmaktadir. Bu APAP yan etkilerinin tersine g¢evrilebilir
olmasina ragmen, bir antioksidan bilesik ile tedavi, hasara karst koruma veya

hafifletilmesinde yararl olabilir (117).

Yano ve Dolder, 4.4 mmol/kg'lik dozlarda 5, 10 ve 50 giinlik tek APAP
enjeksiyonlarindan sonra, erkek sicanlarda testikiiler degisikliklerin gdzlemlendigini
bildirmistir. Erkek sican testisi lizerinde yapmis oldugu ¢alismada APAP uygulamasindan
sonra seminifer dokuda g¢esitli modifikasyonlar oldugunu gostermislerdir. APAP'in seminifer
tiibiillerde deformasyona neden oldugu ve ayrica kan damarlarinda dilatasyon ve intertisyal
dokuda 6dem gelistigi bildirilmistir. Seminal epitel seviyesinin heryerinde 5. ve 10. giinde
yapilan sakrifikasyonlarda bazal hiicreler arasindaki baglanti kaybinin sertoli hiicre
fragmentasyonundan kaynaklandigi bildirilmistir. Spermatik hiicrelere destek ve besin

saglayan bu hiicrelerdeki defekt, spermatik hiicrelerin kaybina sebep olmustur (13).

Bizim ¢alismamizda, benzer sekilde APAP ile olusturulan testis hasarinda, APAP1 ve
APAP2 gruplarimin seminifer tiibiillerinde deformasyonlar goriildi. APAP1 ve APAP2

gruplarinda, kan damarlarinda dilatasyon ve interstisyal dokuda odem gelistigi goriildii.
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benzer sekilde, APAP1, APAP2, Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinda sertoli hiicreleri ile bu
hiicrelere yakin hiicreler arasinda vakuolizasyon gozlendi. Sertoli hiicrelerinde APAP1 ve

APAP2 gruplarinda oldukga biiyiik lipit damlaciklar1 gézlendi.

Literatirde APAP hasarmin bazal membrana olan etkisini inceleyen c¢alismaya
rastlanmamistir. APAP hasarinin bazal membran kalinliklar1 ilk kez bizim calismamizda
Ol¢iilmiistiir. APAP1 ve APAP2 grubuplarinin bazal membran kalinliklarinda anlamli bir artis
gbzlenmistir. Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinin bazal membran kalinliklar1 SF1 ve SF2

gruplarina benzerlik gostermistir.

Monsees TK ve arkadaslari, sertoli hiicrelerindeki bu defektin dokuda kayiplara ve

infertiliteye sebep olabilecegini bildirmislerdir (14).

Kristensen ve arkadaglarinin prenatal erkek sicanlarda yapmis olduklari galigmada,
APAP'a magruz kalmis prenatal sicanlarin, prenatal normal sicanlara oranla testesteron

miktarinda azalma oldugu bildirilmistir (15).

Driesche S. ve arkadagslarinin yaptigi, insan fetal testisinin xenograft modelinde 7

giinliik terapdtik APAP doz uygulamasinin testesteron iiretimini diistirdiigiinii bildirmislerdir

(16).

Literatiirde APAP hasariin testise olan etkisini Johnsen testikiiler biyopsi skorlamasi
ile inceleyen ¢aligmaya rastlanmamistir. APAP hasarinin Johnsen skorlamasi ilk kez bizim
calisgmamizda Ol¢lilmiistiir. APAP1 ve APAP2 grubunda skorlama degerlerinde azalma tespit
edilmistir fakat bu azalma anlamlilik gostermemistir. Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinin

skorlama degerleri ise SF1 ve SF2 gruplarina benzerlik gostermistir.

Literatiirde APAP ile olusturulan testis hasarinda seminifer tiibiil capini ve epitel
yiiksekligini inceleyen c¢alismaya rastlanmamistir. APAP hasarinda seminifer tiibiil cap1 ve
epitel yiiksekligi ilk kez bizim g¢alismamizda olglilmistir. APAP1 ve APAP2 grubunda
anlamli bir azalma gdzlenmistir. Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinin degerleri ise SF1 ve

SF2 gruplarina benzerlik gostermistir.

Literatiirde APAP ile olusturulan testis hasarinda Tunika Albuginea kalinligini
inceleyen calismaya rastlanmamistir. APAP hasarinda Tunika Albuginea kalinligi ilk kez
bizim ¢alismamizda Olgiilmiistiir. APAP1 ve APAP2 grubunda anlamli bir artis gézlenmistir.
Koruyucu etki ve Tedavi gruplarmin degerleri ise SF1 ve SF2 gruplarina benzerlik

gostermistir.
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Aksu ve ark. APAP tedavisinin, GSH, CAT, GSH-px ve SOD aktiviteleri de dahil
olmak iizere sperm motilitesinde, canli sperm oranlarinda ve oksidan enzim seviyelerinde
azalmaya neden oldugu gostermisler; bununla birlikte sperm basindaki anormallikler, spermin
orta kismi ve spermin biitiinii de dahil olmak {izere sperm anormalligi oranlarini arttirdigini
gbzlemlemislerdir. Nitekim MDA (lipit peroksidasyonunun bir gostergesi) seviyelerindeki
artislar, ROT'un asir1 tiretimi ile iligkili oldugunu ve muhtemelen APAP'!n yan etkilerinden
sorumlu oldugunu bulmuslardir. APAP toksisitesi, spermatolojik kaliteyi diisiiriirken, testis

dokularinda apoptoz ve MDA diizeylerini artirdigin1 bulmuslardir (118).

Bizim calismamizda, benzer sekilde, kaspaz-3 aktivitesi agisindan en diisiik degerler
SF1 ve SF2 gruplarinda, en yiiksek degerleri ise APAP1 ve APAP2 gruplarinda goriildii.
benzer sekilde, APAP1 ve APAP2 gruplarmin GPx seviyelerinin anlamli olarak azaldigi
goriildii. Tedavi grubunun GPx seviyelerinin APAP2 grubuna goére anlamli olarak arttigi
goriildii. Koruyucu etki ve Tedavi gruplarmin seviyelerinin SF1 ve SF2 gruplarina benzer

oldugu gortildii.

Literatirde APAP ile olusturulan testis hasarinda TUNEL immiinohistokimyasal
degerlendirmesini inceleyen ¢alismaya rastlanmamistir. APAP hasarinda TUNEL pozitif
hiicre sayist ilk kez bizim g¢alismamizda 6l¢iilmiistir. APAP1 grubunda artis gdzlemistir
ancak anlamli degildir. APAP2 grubunda anlamli bir artis gozlenmistir. Koruyucu etki ve

Tedavi gruplarmin degerleri ise SF1 ve SF2 gruplarina yakin degerler gostermistir.

Wiger R. ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢aligmada, fare testisi tlizerinde 5 giinliik
APAP vyiiksek doz uygulamasinda testis agirliginin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu
bildirmislerdir. 5. ve 10. giinlerdeki sakrifikasyon sonucunda erken pakiten spermatositlerde
bliyiik bir azalma oldugunu ve bunun da spermiyogenezde aksamaya, gecikmeye neden
oldugunu bildirmislerdir. 27. ve 33. giinlerde spermlerde anormal kromatin yapisini ve vas
deferenste bulunan sperm miktarinda artig tespit etmislerdir. Sonug olarak yiiksek dozda

APAP uygulamasinin testiste DNA sentezini inhibe ettigini bildirmislerdir (10).

Bizim calismamizda benzer sekilde APAP ile olusturulan testis hasarinda APAP1 ve
APAP?2 gruplarinin testis agirliklarinin SF1 ve SF2 gruplaria gore diisiik oldugu goriildii.

Salvesen ve arkadaslar1 kaspaz-3, memeli hiicrelerinde apoptozun temel araci olarak
tanimlanabilir ¢linkii diger kaspaz enzimlerini aktive ederek apoptotik siireci baslattigini
bulmuslar. Bununla birlikte, kaspaz-3 niikleer ve sitosolik substratlarin bdliinmesine,
kromatin yogunlagmasina, DNA fragmantasyonuna ve apoptotik cisimlere neden olur
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oldugunu bulmuslardir (119). Gach ve ark. Alternatif olarak, ROT, bir mitokondriyal bagimli
yolla apoptozu tesvik eder (120). Boulares ve ark. PRC'nin insanlarda lenfosit ve hepatoma
hiicrelerinde apoptozu tetikledigini, hi¢bir ¢alismada PRC'nin testikiiler dokudaki apoptotik
aktivite tzerindeki etkisini incelemedigini bildirmislerdir (121). Aksu ve ark. kaspaz-3
aktivitesi acisindan, en diisiik degerleri kontrol grubunda, en yiiksek degerleri APAP
grubunda bulmuslardir (118).

Ekalou ve ark. tedavi edilen si¢anlarin spermatozoasinda sperm basi anormalliklerinin
anlamli bir sekilde arttig1 gézlemisler. Erkek albino si¢anlarin formaldehit ve analjeziklerle
tedavisinden sonra anormal sperm insidansinda artislar bildirilmislerdir (122). Hole ve ark.
cesitli anti-enflamatuar analjezikler ve bazi steroidler prostaglandin {iretimini inhibe ettigini
ve prostaglandinlerin inhibisyonunun spermatogenezi engelledigi bildirmislerdir (124).
Aspirin, parasetamol ve kafein i¢eren analjeziklerin sperm bas1 anormalliklerine neden oldugu
kesin mekanizma tam olarak belirlenmemesine ragmen, genellikle sperm hiicresine zarar
veren maddeler iic mekanizmadan biriyle meydana gelebilir: fizyolojik, sitotoksik ve genetik.
Cesitli  kimyasallara maruz kalmak, morfolojik anormallikler, testis DNA'sindaki
degisikliklere (delesyonlar, nokta mutasyonu veya her ikisinin bir kombinasyonu),
spermatozoanin farklilagma siirecine, hipofiz-hipotalamik veya seks hormonal etkilere bozan
degisikliklere neden olabilir (123,125-127).

Garrity ve ark. TUNEL degerlendirmesi, apoptotik hiicrelerin kantifikasyonu igin
DNA fragmantasyonunu tespit etmek icin kabul edilen bir teknik olmasina ragmen, apoptoza
bagli olarak hiicresel DNA fragmantasyonunu, doku takip kosullarindan tiiretilen kimyasal

olarak tretilmis DNA fragmantasyonuna gore ayirt etmez seklinde bildiride bulunmuslardir
(128).

Moldeus ve ark. testis, kimyasal aktivasyona sahip mikrosomal enzimlerin kayda
deger seviyelerini igerir ve detoksifikasyon i¢in GSH konsantrasyonlar1 ve seminal vezikiiller
asetaminofen'i reaktif bir metabolite doniistiirdiigiinii bulmuslardir (129). APAP'n spesifik
proteinlere kovalent baglanmasimin immiinohistokimyasal analizi , subtoksik dozdan toksik
doza artiy meydana geldik¢e bazi hedef proteinlerin daha rahat hedef haline gelmesinin

protein arillasyonu ile gerg¢eklestigini bulmuslardir (130).

Micheli ve ark. testise parasetemol ile hasar verdikten sonra NAPQI metaboliti

etkisiyle testis iizerinde GSH degerlerini dlctiiklerinde 4. ve 8. saatlerde GSH'in diistiigiinii
bulmuslardir (131).
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Bizim ¢alismamizda, benzer sekilde, APAP1 grubunun GSH seviyelerinde bir azalma
oldugu ancak anlamli olmadigi, APAP2 grubunda ise anlamli bir azalma oldugu goriildi.
Tedavi grubunun GSH seviyelerinin APAP2 grubuna gore anlamli olarak arttigi gorildii.
Koruyucu etki ve Tedavi gruplarinin seviyelerinin SF1 ve SF2 gruplarina benzer oldugu

goriildil.

Organizma igerisinde LK giiglii antioksidan Ozellikteki bilesiktir ve Ozellikle lipid
peroksidasyonunu belirgin sekilde inhibe etmektedir. Potansiyel antioksidan 6zelliklerinden
dolay1 bu yapilarin oksidatif strese bagli kronik hastaliklarin onlenmesinde faydali oldugu
bilinmektedir(20). ROT sentezini hizlandiran Fe™ (demir)’le kompleksler olusturarak lipit
peroksidasyonunu azaltmaktadir. L-karnitin antioksidan kapasiteyi artirarak doku bozulmasini
azaltabilir. Genglere oranla yasl ratlardaki lipid peroksidasyonun artmasi ve antioksidan
etkiye sahip olan SOD, glutatyon ve katalaz, C ve E vitaminlerinin azalmasi ve karnitin

ilaveleri ile artig gosterebilmeleri bu goriisii desteklemektedir (21).

LK en ¢ok; yaslanmayr geciktirme , hafizanin (6zellikle Alzheimer ve Parkinson gibi
hastaliklardan korunmada) gelistirilmesi,  kalp krizi ve diger kalp rahatsizliklarin
onlenmesinde koruyucu olarak, perifer damar hastaliklarinin ve kronik bobrek yetmezliginin,
sinirsel rahatsizliklar ve depresyonun tedavilerinde, dengeli beslenme, diyet, obezite
caligmalar1 ve diyabet tedavisi, sperm olgunlugu ve hareketliligini gelistirme ile sporcu sagligi

ile ilgili konularda fonksiyonel ve tedaviye destek amaci ile kullanim alam1 bulmaktadir

(20,21).

Karnitin spermatozoalarda ve epididimiste oldukg¢a fazla miktarda bulunur. Karnitin
destegi farelerde sperm kalitesini arttirir ve fiziksel stres sonucu olusan hasari azaltir.
Karnitin antiapoptotik etki olarak testiste hasar giderilmesine katki saglar. En giiclii hasar

giderici etkisi germ hiicreleri tizerindedir. Karnitin erkek infertilite deneylerinde oldukg¢a fazla
kullanilmaktadir (22).

Ahmed M. ve arkadaslari, yaptiklar1 gama 151n1 kaynakli testis disfonksiyonunda, LK
spermatogenezis alakali genlerin regiilasyonunda testikiiler aktiviteyi arttirdigini
bulmuglardir. Sperm bag1 anormalliklerinin normal ve hasar gurubuna gore iyilestirdigini

soylemislerdir (23).

Ramadan L. ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 yiiksek manyetik alan ile indiiklenen
testis hasarinda LK belirgin bir sekilde testis hasarini iyilestirdigini gostermislerdir. Bunu da

sperm kalitesi, glinliikk sperm sayimi ve hareketlilige dayali olarak yapmislardir (25).
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ZHU B. ve arkadaslar1 yaptiklar1 siklofosfamid ile indiiklenen germ hiicre
apoptozunda, LK testesteron seviyesini arttirdigini, otofaji membraninda bulunan LCS-III
seviyesini arttirdigin1 ve germ hiicre apoptozunun azaldigini bulmusglardir. Bu da LK germ

hiicre apoptozunu nasil azalttigini agiklar niteliktedir (24).

Hinton ve ark. I-karnitinin gesitli toksik faktorlere karsi koruma yetenegi, antioksidan
ve antiperoksidatif etkilerinden kaynaklaklandigin1 bulmuslardir. L-karnitin, erkek genital

organlarinda yaygin olarak bulunan endojen bir madde oldugunu bulmuslardir (132).

Bertelli ve ark. I-karnitinin, ksantin/ksantin oksidaz sistemi tarafindan iretilen ROT
olusumunu Onleyerek ve hiicre zarina verdigi zarar1 azaltarak sperm hiicrelerini oksidatif
strese kars1 kordugunu bildirmislerdir. L-karnitin ayrica sperm motilitesine ve olgunlasmasina
dogrudan katkida bulundugu bildirmislerdir. L-karnitin, hiicresel enerji metabolizmasinda ve
yag asiti B-oksidasyon yollarinda bir kofaktor olarak rol oynadigini sdylemislerdir. Bu
nedenle, hiicre boliinmesinin gerceklestigi ve hiicresel diizeyde yliksek enerji devir hizlarinin
gozlemlendigi {ireme biyolojisinde de ana islevi oldugu disiiniilmektedir sonucuna
varmiglardir (133).

Wang ve ark., LC'nin astenozoospermili erkeklerin ejakiilator sperm motilitesini
arttirabildigini gostermistir (134). Baska bir calismada, Shi ve ark. ayrica testikiiler sperm

motilitesinin in vitro LK'ye maruz kaldiktan sonra iyilestigini de gostermistir (135).
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizda APAP ile olusturulan hasar modelinin testis dokusunda hasara yol

actigim1 gosterdik. Deneklerde hasar olusmasiyla beraber dokudaki oksidatif stres ve reaktif
oksijen tiirevlerinin, seminifer tiiblillerde hasara yol agtigini, buna bagli olarak

spermatogenetik seri hiicrelerinin apoptoza girdigini saptadik.

Denek agirliklart olgiildiigiinde, APAP1 ve APAP2 grubunun denek agirliklarinin
azaldigim bulduk. Bu denek agirliklarindaki azalmaya APAP hasarmin neden oldugunu
disiinmekteyiz. Koruyucu etki grubuna ait deneklerin deney sonunda agirliklarinin SF
grubuna yakin oldugunu bulduk. Bunun LK'nin antioksidan benzeri koruyucu etkilerinden
kaynaklandigin1 diistinmekteyiz. Tedavi grubunun denek agirliklarinin deney sonunda
arttigini  bulduk. Bunun LK'nin serbest radikallerin olusumunu giderici etkisinden

kaynaklandigin1 diistinmekteyiz.

Deneklerin testis agirliklart oOlgiildiiglinde, APAP1 ve APAP2 grubunun denek
agirliklarinin - azaldigini  bulduk. Bu azalmaya APAP hasarinin neden oldugunu
diistinmekteyiz. Koruyucu etki ve Tedavi grubuna ait deneklerin testis agirliklarinin SF1, SF2
grubuna yakin oldugunu bulduk. Bunun LK'nin antioksidan benzeri koruyucu etkilerinden
kaynaklandigini diistinmekteyiz. LK'nin koruyucu ve tedavi etkisi gruplari i¢in olumlu etkileri

vardir.

Testis dokusunda olusturulan hasar1 seminifer tiibiillerde ve interstisyel aralikta
histolojik, immiinohistokimyasal ve ultrastriiktiirel olarak belirledik. Koruyucu etki ve Tedavi
grubunda tunika albuginea kalinliginin, bazal membran kalinliginin, seminifer tiibiil epitel
yiiksekliginin, seminifer tiibiil ¢apinin SF1, SF2 grubuna benzer bir yap1 gosterdigini bulduk.
Boylelikle LK'nin APAP hasar modeliyle olusan ¢ok yonlii hasarda koruyucu ve tedavi edici
etkisi oldugunu tespit ettik. Hasar gruplarinda ise kalinliklar arttig1, epitel ytiksekligi ve tiibiil
capimm1 azaldigr icin APAP'In testis ve tiiblil beslenmesini olumsuz yonde etkiledigini

diistinmekteyiz.

Tedavi ve koruyucu etki gruplarinin spermatogenik seri hiicrelerindeki apoptozun SF1,
SF2 grubuna benzer bir yap1 gosterdigini bulduk. Boylelikle LK'nin APAP hasar modeliyle
Olusan hiicresel hasarda koruyucu ve tedavi edici etkisi oldugunu tespit ettik. Hasar
gruplarinda apoptotik hiicreler arttig1 i¢in, bu hasarin p450 mitokondrial yolak iizerinden veya

serbest radikal birikiminin giderilememesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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Literatiirde APAP ile indiiklenmis hasar modelinin testis dokusunda olusturdugu hasara
karsi LK'nin etkisini gdsteren bir calisma bulunmamaktadir. Testis dokusunda APAP ile
olusan hasara karst LK'nin koruyucu ve tedavi edici etkileri ilk defa c¢alismamizda
histokimyasal ve morfometrik olarak; Hematoksilen-Eozin, Masson-Trikrom ve PAS
boyamalari ile, immiinohistokimyasal olarak TUNEL ve Kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak tespit
edildi. Bu etkiler ultrastriiktiirel olarak tespit edildi. Ayrica enzim aktivitelerinde MDA, GSH
ve GPx ile de LK'nin etkisi gosterildi.

Bu bilgiler 1s181inda, deneysel olarak APAP ile olusturulan hasar modelinin fare testis
dokusunda olusturdugu hasarda LK uygulamasinin, gelecekte umut verici bir tedavi yontemi
olabilecegi gosterildi. Ancak hasar ve tedavi mekanizmasini destekleyen daha ¢ok calismaya
ihtiyag olmakla birlikte koruyucu ve tadavi edici etkileri i¢in spermiyumun yapisal ve

fonksiyonel 6zelliklerinin incelenmesi de elde edilen verileri giiglendirecektir.
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