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ONSOZ

Bu tez calismasmin planlanmasi, ¢evrede kirletici bir unsur olarak yer alan ve g¢esitli saglik
problemlerine sebep olan Floriir ile ¢esitli saglik problemlerinde faydali etkileri oldugu bilinen ari siitiiniin
kendilerine ait &zellik ve etkileri gdz 6niinde tutularak yapilmustir. Incelenen literatiir ¢alismalarinda,
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olusturulmus ve ar siitii verilerek testis dokusundaki koruyucu o6zellikleri cesitli molekiiler biyolojik
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OzET

Flortir ile Olusturulan Testikiiler Hasara Kars1 Ar1 Siitiiniin Koruyucu
Etkilerinin Molekiiler Biyolojik Yonden Arastirilmasi

Gozde PARLAK

Doktora Tezi
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Biyoloji Anabilim Dali

Ocak 2022, Sayfa: xiv + 150

Floriir giinliik olarak yiyecek ve igme suyu yoluyla viicuda alinir. Giinliik olarak besinlerle ve igme sulariyla
viicuda alinan bu elementin miktar1 giivenlik esigini asacak olursa florozis olarak bilinen kronik flor
zehirlenmesi olusmaktadir. Ar Griinlerinin tedavi amagh kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir ve
gilinimiizde de bu tedavi yontemlerinin gesitli hastaliklara kars1 hizla iyilesme gostermesi, kullanim alanlarini
ve kullananlarin sayilarimi arttirmistir. Bu ¢alisma, floriir verilerek testis hasart olusturulmus ratlarin testis
dokusu tizerinde art siitliniin koruyucu 6zelliklerinin incelenmesi amactyla yapilmistir. Testis dokusunda lipit
peroksidasyonu MDA (malondialdehit) analizleri ile CAT (katalaz) ve GSH (glutatyon) diizeyi
spektrofotometre ile  belirlenmistir. Ratlarin  testikiiler hasar incelemeleri Tunel metoduyla
degerlendirilmistir. Sperm motilitesi, epididimal sperm yogunlugu ve anormal sperm oranlari incelenip, 151k
mikroskobuyla gériintiilenmistir. Testis dokusunda Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2, NF-xB, Cox-2, TNF-a ve IL1-a
proteinlerinin ekspresyon seviyeleri western blot teknigi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda MDA diizeyi,
Bcl-2, NF-kB, Cox-2, TNF-a ve IL1-a proteinlerinin ekspresyon diizeyleri, anormal sperm oranlari Floriir-
50 ve Floriir-100 gruplarinda diger gruplara goére yiiksek bulunmustur. Ayrica, Floriir-50 ve Floriir-100
gruplarinda histolojik degerlendirmede diger gruplara gore testikiiler dokuda daha fazla dejenerasyon
bulunmugtur. Diger taraftan, Floriir + Art Siitii gruplarinda GSH, Katalaz enzim diizeyleri, Kaspaz-3 ve Nrf-
2 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri Floriir-50 ve Floriir-100 gruplarina gore daha yiiksek bulunmustur.
Bunun yaninda, Floriir + Ar1 Sitii gruplarinin histolojik degerlendirmesinde diger gruplara gore testikiiler
dokuda daha diisiik dejenerasyonu bulunmustur.

Sonug olarak, ari siitiiniin floriir kaynakli testikiiler hasara kars1 etkili bir koruma sagladigini diisiinmekteyiz.
Bu baglamda ari siitiiniin insanlar {izerinde de denendiginde benzer sonuglarin alinacagini iimit ediyoruz.

Anahtar Kelimeler: Arn siitii, Floriir, Testis hasari, Sperm parametreleri, Proteinler
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ABSTRACT

Molecular Biological Investigation of the Protective Effects of Royal Jelly
Against Testicular Damage Caused by Fluoride
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Department of Biology

January 2022, Pages: xiv + 150

Fluoride is taken into the body daily through food and drinking water. If this element is taken more than its
safe value, chronic fluorine poisoning occurs, known as fluorosis. The therapeutic use of bee products dates
to ancient times. Today, the rapid recovery of these treatment methods against various diseases has increased
the areas of use and the number of users. This study was carried out to investigate the protective properties
of royal jelly on the testicular tissue of rats with testicular damage by giving fluoride. Lipid peroxidation in
testicular tissue was determined by MDA (malondialdehyde) analysis. CAT (catalase) and GSH (glutathione)
levels were determined by spectrophotometer. Sperm motility, epididymal sperm density and abnormal
sperm ratios of rats were examined according to the methods in the literature and visualized with a light
microscope. Testicular damage examinations of rats were evaluated by Tunel method. Sperm motility,
epididymal sperm density and abnormal sperm ratios were examined and visualized with a light microscope.
Expression levels of Caspase-3, Bcl-2, Nrf-2, NF-kB, Cox-2, TNF-a and IL1-a proteins in testis tissue were
determined by western blot technique. As a result of the study, MDA level, expression level of Bcl-2, NF-
kB, Cox-2, TNF-a and IL1-o proteins, abnormal sperm rates were found higher in Fluoride-50 and Fluoride-
100 groups compared to other groups. In addition, more degeneration was found in the testicular tissue in the
histological evaluation in the Fluoride-50 and Fluoride-100 groups compared to the other groups. On the
other hand, GSH, Catalase enzyme levels, expression levels of Caspase-3 and Nrf-2 proteins were found to
be higher in Fluoride + Royal Jelly groups compared to Fluoride-50 and Fluoride-100 groups. In addition,
lower degeneration of testicular tissue was found in the histological evaluation in the Fluoride + Royal Jelly
groups compared to the other groups.

As a result, when the data are evaluated, we believe that royal jelly provides effective protection against
testicular damage. From this point of view, we hope that similar results will be obtained when royal jelly is
tested on humans.

Keywords: Royal Jelly, Fluoride, Testicular damage, Sperm parameters, Proteins.

viii



SEKILLER LISTESI

Sayfa
SeKil 2.1, TeStiSIN GENET YAPISL. 1.viiveiuieiieiitiiie ittt b e b sr e e e nn e nenreane s 4
SeKil 2.2, TESHISIN HOKUSU. .....eveieiiieiiietieiise ettt re e e e e e testestesreeneeseenaeeesrenrennes 5
Sekil 2.3. Testis anatomisi ve testis dokusu kesitlerinin mikroskobik goriiniml. ..........cc.covvvveiininininenne, 6
Sekil 2.4. Spermatogenezde gelisim basamaklar: ve Olgun Spermatozoon Yapist .........cccveveeeereerenerennennes 7
Sekil 2.5. Seminifer tiibiil histolojik gOrUNTM. .......c.ccuvviiiiiiiiiii 8
Sekil 2.6. Seminifer tiibiil epitelinin elektron mikroskobu gOrintiisii. .........ccccvvveiviiiiiiiiiicc e, 9
Sekil 2.7. Seminifer epiteldeki erken spermatid gOrinimil...........ccocevvireiirieiieie e 10
Sekil 2.8. Uzamis spermatid OTTNTMIL ......c.veiveriiitiiieiiieeieie et r e 10
Sekil 2.9. Seminifer tiibiil ve sertoli hiicrelerinin gOrintileri ............ccoviiiieriieiiie e 11
Sekil 2.10. Leydig hiicre kiimeleri gOrintlleri. .........cuivrviieierieieseseee e 12
Sekil 2.11. Leydig hiicresi ve kapiler endotel hiicre gOrintileri ...........coovveveriererinine e 13
Sekil 2.12. Floriiriin etkiledigi hiicresel SISEMICT. .........ccccoveiiriiiiiiiiiecee e 17
Sekil 2.13. Floriiriin spermatozoa tizerindeki etKileri............ccooiiiiiiiiiiiieiei e 19
Sekil 2.14. Floriiriin erkek {ireme sistemi 1Zerine etkileri. ...........civiiriiiiieiiniiiie e 21
Sekil 2.15. Ar1 SUtUNTN GOTUNTIMIT. .ve.vviviiiiiiiie i 22
Sekil 2.16. 10-hidroksi-2-dekenoik asit bileSiZInin YAPISL. ...ccvcirerieirerieireieise e 25
Sekil 2.17. Ari siitiinlin etkiledigi bazi alanlar. ............ccooeoiiiiiiiiie e 26
Sekil 2.18. Ticari {iriin olarak satilan art sttli OINEKIETI........cvvivveiriirice e 27
Sekil 2.19. Memelilerde Bulunan Bel-2 Ailesi UYEIEri.........ccoveveiricveiiiriieiieieieeieseeeseie s 33
Sekil 2.20. Bax aktivasyoniiiuin KOOI ..........ccoviiiiiiiieieic e 34
Sekil 2.21. TNF-a,” nin trimerizasyon ile aktiVasyOnU. ..........cccociriniiiiiniece e 37
Sekil 2.22. TNF-0,” disreglilasyonunun YansSimalar. ............cceirerieirienieineneiseseese e 38
Sekil 2.23. TNF almag KOMPIEKSI. ...cvieiiiiiiiiiiiiiiie ittt sne e 39
Sekil 2.24. TNF sinyal 1letim YOIAIT . ....ccccuevviiiiiiiiiiiiiee e 40
Sekil 2.25. Apoptotik yolaklar Ve KaSpPazlar............cccccviviiiiiiiii e e 43
SeKil 2.26. NF-KB Q1l€ TYCIETI. ....cuviivietieiiiiiiesee ettt nne e 44
Sekil 2.27. NF-xB a sinyal yollart ve dimerizasyonlart ..........ccoocveiverienieiinienicsee e 45
SeKil. 2.28. NF-KB  YOIAKIATT. .....civiitiiiiiieiieice e 46
Sekil. 2.29. Nrf-2’ nin hiicrede dUZENIENMESI. .....cviiiiiiiiie et ere s 48
Sekil 2.30. Spermatogenez i¢in 6nemli olan baslica antioksidan enzim tiriinleri ve Nrf-2. ...........ccoevenneee 48
Sekil 2.31. COX-2 enziminin etkileri ve salinimimin diizenlenmesinde rol oynayan sitokin ve yolaklar. ... 50

iX



Sekil 2.32. Interlokin-1alfa (IL-10L) YAPISL. c.vvveviiriiieiriiieisieei st sae e 51
Sekil 3.1. Erkek Ureme sistemi primer PatolOJileri. ........cc.vivivrireiiiereiiesereiisesesssesssessies e 53
SeKil 3.2. MDA KIMYASAl YAPISI....vevirteiuieiieieie ittt sttt sr sttt e et sr e b et abe st e e e e e e nr e b e nbesresre e 54
SeKil 3.3. Katalaz YapI......coiveiiiieiiiieieeee et 55
Sekil 3.4. Oksidatif Stres Ve GSH TISKISI. ..vveviiieiiriieiieeieiie st e et steesee e esneesne e 56
Sekil 4.1. Hayvanlarin beslenme diizeni ve gruplarina gore kafeslere ayrilmast. ........c.ccocvveveivenincnnninenn 58
Sekil 4.2. Ratlara yap1lan uygulamalar.............ccocooiiiiiiiiiiiei e 60
Sekil 5.1. Ratlarin uygulama sonundaki viicut agirliklarina ait istatistiksel grafik. .........ccoccooevviiniininnnn 65
SeKil 5.2. MDA StANAAIt ©FTIST+...veivveivieitieiieiieiiesieestee st ettt se e sre et sttt e b s e e st eesbeesbeesbeeneeannesnnesneesneenes 66
Sekil 5.3. Ratlara ait testis dokusu MDA sonuglarina ait istatistiksel grafik...........cccooevveeniiniiiniinicnnn 67
Sekil 5.4. Ratlara ait testis plazma MDA sonuglarina ait istatistiksel grafik...........cccooevieriiniiiiinicnenn 68
Sekil 5.5. Katalaz Standart ©IISE . ......urveriiiriiiirieieirieisisie sttt sttt b et sb e ere b 69
Sekil 5.6. Ratlara ait testis dokusu Katalaz enzim aktivitesi sonuglarina ait istatistiksel grafik................. 70
SeKil 5.7. GSH StaNdart €FTISI. «..veiviirirreiiieiiieie ittt sr bbbt ne e nn e renr e 71
Sekil 5.8. Ratlara ait testis dokusu GSH enzim aktivitesi sonuglarina ait istatistiksel grafik.............c........ 72
Sekil 5.9. Kaspaz-3 proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik..................... 73
Sekil 5.10. Bcl-2proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik............cc.ccceeee. 74
Sekil 5.11. Nrf-2 proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein bant1 ve istatistiksel grafik...............c.ce..... 75
Sekil 5.12. NF-kB proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein bant1 ve istatistiksel grafik.................... 76
Sekil 5.13. TNF-a proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik....................... 77
Sekil 5.14. COX-2proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik. ...................... 78
Sekil 5.15. IL1-a proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein bant1 ve istatistiksel grafik...............c......... 79
Sekil 5.16. Rat testis absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik..........c.ccoovvviieiinininininne 81
Sekil 5.17. Rat epididimis absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. ...........cccocooinnininnne. 82
Sekil 5.18. Rat sag kauda epididimis absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik.................... 83
Sekil 5.19. Rat seminal bez absolut ireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. ..........c.ccccocoiinie. 84
Sekil 5.20. Rat ventral prostat absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. ..........ccccooviiinenne 85
Sekil 5.21. Rat testis rolatif iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik.........cccoovvviiiiiiiiiiniinne, 86
Sekil 5.22. Rat epididimis rolatif ireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. .........cccccoooviiiiiininnnnn 87
Sekil 5.23. Rat sag kauda epididimis rolatif tireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. ................... 88
Sekil 5.25. Rat ventral prostat bez rolatif tireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik...........cc.cccoeneen. 90
Sekil 5.26. Rat sperm yogunluk miktarlaria ait istatistiksel grafik..........cccooceiiiiiiiiiniic 91
Sekil 5.27. Rat sperm motilite (%) degerlerine ait istatistiksel grafik. ..........ccocevviererniiniennineceneeee, 92
Sekil 5.28. Rat anomalili sperm degerlerine ait istatistiksel grafikler. ..........cccooviniinininniniee 93

X



Sekil 5.29.
Sekil 5.30.
Sekil 5.31.
Sekil 5.32.
Sekil 5.33.
Sekil 5.34.
Sekil 5.35.
Sekil 5.36.
Sekil 5.37.
Sekil 5.38.
Sekil 5.39.
Sekil 5.40.

Kontrol grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hilcreler .........cccoviiiiiciinieniecie e 94
RJ grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hilcreler ...........cooveieiinininiiinecceee e 94
F 50 grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler .. .......cccoccoviveiiiiiniinincee e .95
RJ + F 50 grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler...........c.covviirviicienincnencnnn 95
F 100 grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hicreler ..........ccccevvriiiniiinieiiccicese e 96
RJ + F 100 grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler............ccoovvviiriniciinnnnicne, 96
Kontrol grubu Testis (bolgesel kesit gOTUnTMmIL).. ........oceriiireriiiiiniiere e 98
RJ grubu Testis (bolgesel kesit @OTUNTMIL).. .....vvveieiiiiiiiiiiii e 98
F50 grubu Testis (bolgesel kesit gOrTUNTMIL).. ..ocoveeiveiierieiiiiniesieeeie e 99
RJ + F50 grubu Testis (bolgesel kesit @OTUnUmil).........cccovvvireiiiiniiiiiiisise e 99
F 100 grubu Testis (bolgesel kesit gOrinimil).. .......cocervereiirienieieieese e 100
RJ + F 100 grubu Testis (bolgesel kesit GOrUNTmIL). ........oovreiiririeierienieseseseeieee e 100

Xi



TABLOLAR LISTESI

Sayfa
Tablo 2.1. Bazi Besin maddelerindeki florid miKtarlart...........cooeoeiereienennieienneee e 15
TaDIO 2.2, ATT ST IGETIZT 1. veveveeeieste et sttt ettt sttt bttt sttt b ettt b ettt b e bbbt et s bt et s bt et b et et nbns 23
Tablo 2.3, Art St VITAIMIN IGETIST v.veveveireieiiiteieeie sttt ettt sttt 23
Tablo 2.4. Art siitli Karbohidrat IGETIZI. .. ..evevirreieieierieie ittt 24
Tablo 2.5. Ar1 SULH YaF ASIAT IGETIZT . vevevervrereeieieitestesie st eieee ettt st sb et be e et et sbe b e st e bt ese et e besbesbesbesaeas 25
Tablo 2.6. Ar1 SULH NOTTNON IGETIZT ... .veverveiuieteiieie ittt sttt sttt sb ettt e st et sbe b e s be e bt e s e e e e besbesbesbesneas 25
Tablo 2.7. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklilKIar.........c.cooeiiieneiineneii e 31
Tablo 2.8. Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan genler.........cocureivrerieieneneienenee e 32
Tablo 4.1. Ratlara verilen DeSin iGEIIGT ... .u.vuvreiiiierieeie ettt st na e 59
TabI0 4.2, DENEY GIUPIATT ....cveviieiiiee ettt sttt sttt sttt sb ettt b ettt b et b et et s bt et b et ettt et b 60
Tablo 5.1. Ratlarin uygulama sonundaki viicut agirlik SONUGIAIT..........cccvriviiieriiiiiice e 65
Tablo 5.2. Ratlara ait testis dOKUSU MDA SONUGIATT. .....c.ueeveiirieieiieiesii et eneas 66
Tablo 5.3. Ratlara ait testis plazma MDA SONUGIATL. ........coveiiiriiiiniiieise et 67
Tablo 5.4. Ratlara ait testis doku Katalaz enzim aktivitesi sonuglari...........cccoceveriiieninieiiniiicic e 69
Tablo 5.5. Ratlara ait testis doku GSH enzim aktivitesi SONUGIATL. .........cccerieiieriiiiieiererieie e 71
Tablo 5.6. Rat Testis absolut tireme organ agirliKIAIT ..........ccooerieiiierieiene e 80
Tablo 5.7. Rat epididimis absolut tireme organ agirliKIari...........ccverieienenieieneneiesee e 81
Tablo 5.8. Rat sag kauda epididimis absolut tireme organ agirliKIart ...........cocereiinerieienieneiesenee e 82
Tablo 5.9. Rat seminal bez absolut ireme organ agirliKIari..........ccocovveeerenirieneneinee e 83
Tablo 5.10. Rat ventral prostat bez absolut tireme organ agirliKIar ...........cocveveienensienieneiseee e 84
Tablo 5.11. Rat testis rolatif tireme organ agirliKIart ..........ccooeiiiiiiniii e 85
Tablo 5.12. Rat epididimis r6latif tireme organ agirliKIart............coereiiiniiineneee e 86
Tablo 5.13. Rat sag kauda epididimis r6latif tireme organ agirliklart...........ccocooeovieniinenciienccee 87
Tablo 5.14. Rat seminal bez rolatif lireme organ agirliKIari..........ccoceveiiieniineiciee e 88
Tablo 5.15. Rat ventral prostat rolatif {ireme organ aBirliKIart.........cooveovverieieseneieseseie e 89
Tablo 5.16. Rat sperm yoZunluk MIKLAIIArL. ........ccvieieiiieiieeieee s 91
Tablo 5.17. Rat sperm motilite (%) dEFEILETi........urveirirrireririeiiisieiererie et 92
Tablo 5.18. Rat Anormal SPerm Oranlars (%6)........ccoerieererieienerieiese ettt st sbe et saens 93
Tablo 5.19. TUNEL yo6ntemiyle belirlenen apoptotik indeks ..........coovvivieniriininniiieicie e 97

Xii



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
kg : Kilogram
mA : Miliamper
mg : Miligram
ml : Mililitre
nm : Nanometre
°C : Santigrat derece
rpm : Revolutions per minute
ul : Mikrolitre
pm : Mikrometre
ppm : Milyonda bir birim
ng : Mikrogram
Kisaltmalar
AP-1 . Aktivator protein-1
Apaf-1 : Apoptozla ilgili Faktor-1
Are : Antioksidan tepki/cevap elemanlari
Bcl-2 : B-hiicreli Lenfoma- 2
BH3-only : Sadece BH3 igeren protein
Bid : Proapoptotik Bcl-2 Ailesi Proteini (BCL-2 etkilesim domaini)
CA : Canl Agirlik
CAMP : Siklik Adenozin Mono Fosfat
CAT : Katalaz
CARD : Kaspaz aktivasyon ve alim bolgeleri
COX-1 : Siklooksijenaz-1
COX-2 : Siklooksijenaz-2
CREB : Siklik AMP cevap elemani baglanma proteini
DAB : 3,3’-Diaminobenzidin
DED : Oliim efektor alani
DER : Diiz yiizlii Endoplazmik Retikulum
DISC : Oliime Neden Olan Sinyal Kompleksi
DNA : Deoksiribo niikleik asit
DMSO : Dimetil Siilfoksit
DSO : Diinya Saglk Orgiitii
EGF : Epidermal Biiyiime Faktorti
EGFR : Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii
ERK : Hiicre disi1 sinyalle diizenlenen kinaz.
F : Floriir
FADD : Fas iligkili 6liim domain
FasL : Fas reseptor ligandi
FLIP : FLICE inhibitor protein
FUDAM : Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi
GPx : Glutatyon Peroksidaz
GR : Glutatyon Rediiktaz
GSH : Glutatyon (indirgenmis)
GST : Glutatyon S-transferaz
GSSG : Okside Glutatyon

Xiii



H20:2
1AP
IKK
IL-lo/ B
IL1IR1
IMS
KEAP1
MDA
mMTNF
NADPH
NEMO
NF-xkB
NF-kBIA
Nrf-2
10,

(o7
OH*

Pi
PARP
PRX
RIP1
RJ
RNA
ROT
SDS
SDS-PAGE
SOD
SOR
SUMO
STNF
Ts

TBA
TNF
TNF-a
TNFR1
TNFR2
TRADD
TRAIL
TRX
TUNEL
USF-1

: Hidrojen Peroksit

: Apoptozis inhibitorleri

: IkB kinaz

: Interlokin-lalfa/ beta

: Interlokin] tip I reseptoriine

: Intermembran Bosluk

: Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1

: Malondialdehit

: Membranoz TNF

: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

: Niikleer faktor-xB esansiyal modifiye edici
: Niikleer Faktor Kappa B

: IkBa, niikleer faktor-kappa B inhibitor alfa
: Niikleer Faktér Eritroid 2 (Nf-E2) iliskili Faktor 2
: Singlet oksijen

: Siiperoksit radikali

: Hidroksil radikali

: Inorganik fosfor

: polyADP-riboz polimeraz

: Peroksiredoksin

: Reseptorler etkilesen protein 1

T An siitii

: Riboniikleik Asit

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Sodyum Dodesil Siilfat Ploiakrilamid Jel Elektroforezi
: Siiperoksit dismutaz

: Serbest Oksijen Reaktifleri

: Kii¢lik Ubikuitin ilgili degistirici proteini

: Coziilebilir yapidaki

: Triiyodotironin (Tiroid hormonu)

: Tiyobarbitiirik Asit

: Timor Nekroz Faktorii

: Timor Nekroz Faktorii-alfa

: Ttimdr Nekroz Faktori Almag (reseptor) 1
: Ttimdr Nekroz Faktori Almag (reseptdr) 2
: TNFR-1 iligkili 6liim domaini (TRADD)

: Timor Nekroz Faktorii ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand
: Tioredoksin

. Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz dUTP Centik U¢ Etiketleme
: Yukar1 yonlii uyarici faktor-1

Xiv



1. GIRiS

Insanlar, sagliklarim etkileyebilecek diizeyde cevrede ¢ok sayida ve farkli tiirde kimyasala
maruz kalabilmektedir. Cok cesitli endiistriyel ve cevresel toksik maddelerin erkek {ireme
fonksiyonlarini tehlikeye attig1 bilinmektedir [1]. Son elli y1lda saglikli erkeklerde ortalama sperm
sayisinin ve sperm hacminin diinya ¢apinda %50 oraninda azaldig1 rapor edilmistir, [2]. Bu azalma
cevresel kirleticilerdeki artiglarla iligkilendirilebilir. Giiniimiizde, ¢evresel degisikliklerin erkek
iiremesi iizerindeki etkileriyle ilgili endiseler gittik¢ce artmakta ve bu konuda yapilan ¢alismalarin
da 6nemi artmaktadir [3].

Son derece aktif bir element olan flor, cevrede yaygin olarak bulunmaktadir. Bir halojen olan
flor elementi, J. H. Moisson tarafindan 1886 yilinda, Fransa’da kesfedilmistir. inorganik bir anyon
olarak floriir, yerkabugunda en bol bulunan 13. elementtir. Su, insanlarin floriire maruz kalmasiin
ana kaynagidir [4, 5]. Sudaki floriir konsantrasyonu her cografi bdlgeye bagl olmasina ragmen,
insan viicudundaki baslica floriir kaynagi floriirlii sudur. Ayrica birgok tilkede dis ¢iiriiklerinin
onlenmesi ve kemik homeostazinin korunmasindaki rolii nedeniyle Floriir igme suyuna eklenmistir
[6,7].

Ginliik en biiyiik floriir alim1 genellikle igme suyundan, 6zellikle de diinyanin her yerindeki
yeralt1 suyundan gelir. Yeralt1 sularinda yiiksek floriir igerigi oldugu bildirilmistir [8]. Diinya
capinda yapilan arastirmalarda, Afrika'nin gesitli bolgelerinin, ABD, Arjantin, Bulgaristan, Cin,
Etiyopya, Iran, Kore ve Meksika, igme suyunun ciddi sekilde kirlenmesine yol acan yiiksek bir
floriir konsantrasyonuna sahip oldugu bildirilmistir [9]. Arpa, piring, tatli patates, deniz triinleri,
cay gibi bazi1 besin igeriklerinde de yiiksek floriir konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Ek olarak,
endiistriyel emisyonlar, dis macunlari, bocek ilaglar1 floriire maruziyetine yol agan bazi kaynaklar
arasinda yer alir [10].

Flor, reaktifligi ve elektronegatifligi yliksek olan bir elementtir. Bu nedenle genellikle
asalgazlar (soygazlar) ve oksijen disinda diger bircok elementlerle bilesik olusturarak dogada
molekiiler (floriir) yapida bulunur. Floriir, viicuda alinan su, baz1 besinler, icecekler, ilaglar, discilik
ve kozmetik ftriinleri, dis macunu gibi iriinlerdeki ¢esitli bilesiklerin yapisinda yer alarak
metabolizmaya girebilir [11]. Flor igme suyunda da iyonik bilesik yapisinda yer alir boylece
bagirsaktan hizlica gecer [12]. Bilesiklerde florun toksisitesi bilesigin suda ¢oziinebilirligi ile
iligkilidir. Bu nedenle, kalsiyum floriir, kaya fosfat1 veya kriyolit gibi bilesiklere gore ¢coziiniirliigii
daha fazla olan sodyum floriir daha etkili bir aktiviteye sahiptir [13]. Gliniimiizde ilerleyen endiistri
ve teknolojiye bagli olarak floriir birgok iiriiniin yapisinda oldugu gibi geri kalan atiginda da
bulunabilir. Bu nedenle giiniimiizde insanlar yiiksek miktarda floriir maruziyetiyle kars1 karsryadir.
Bu nedenle viicuda floriir alimi1 daha fazla gergeklesebilir, bu durum toksik etkilere neden olabilir.

Literatiirde Floriiriin kiimiilatif bir toksik madde oldugu bildirilmistir [14, 15].



Kiimiilatif toksisitede, toksik etkilerin ortaya belirli bir siire sonra, birikmeye bagli artan doz
ile etkisini gostermesi seklinde tanimlanabilir [14, 15]. Gliglii penetrasyon kabiliyetine sahip bir
anyon olarak floriir, serbest difiizyon yoluyla hiicre zarlarina kolayca niifuz edebilir ve hiicre yapisi
ve islevi tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir [16].

Literatiirde, diisiik konsantrasyonlu floriiriin dislerin ve kemiklerin gelisimine katkida
bulundugu, asir1 flor aliminin ise tiroid, kemikler, disler, karaciger, bobrekler, beyin, bagirsaklar
gibi ¢esitli doku ve organlar tizerinde olumsuz bir etkisi oldugu bildirilmistir [17-24]. Asir1 floriire
uzun siire maruz kalmanin ¢esitli dokularda hematolojik, hepatik, renal ve nérolojik hastaliklara
yol agabildigi de bildirilmistir [25-27]. Ttiim bu etkilere gore floriir, insan saglig1 tizerinde olumsuz
etkileri olan gevresel bir toksik madde olarak da siniflandirilabilmektedir [28]. Floriir birikimlerinin
iskelet ve dis florozisi hastaliklarina neden oldugu kliniksel olarak tanmimlanmustir [29]. Bununla
birlikte, yapilan bircok calismaya ragmen, floriiriin toksisite mekanizmasi net olarak ortaya
koyulamamustir. Floriiriin {ireme islevleri izerindeki etkilerine yonelik yapilan ¢alismalar da floriir
toksisitesine isaret edilen sonuglar elde edilmistir. Floriir aliminin sperm azalmasina ve diisiik
iireme hormonu seviyelerine neden olabilecegini gdsteren ve sodyum floriir alan erkek si¢anlarda
infertiliteye yol acabilecegini bildiren ¢aligmalar vardir [30, 31]. Erkek kisirligi, g¢iftlerin
karsilastiklar1 dogurganlik sorunlarinin yaklasik %50'sinden sorumludur. Erkeklerde kisirlik,
genellikle azalmis sperm sayisi, anormal sperm kalitesinin (6rn., azalmig hareketlilik ve degismis
morfoloji) veya degisen seks hormon diizeylerinin (6rn., diigiik testosteron) sonucudur [32]. Erkek
ireme sisteminde testis ve epididimin normal yapisi, androjen ve Ostrojen salinimi arasindaki
denge, spermatogenez ve sperm olgunlagmasi i¢in ¢ok onemlidir. Spermin anormal morfolojisi,
yapist ve islevi sadece meni kalitesini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda erkek kisirligina da neden
olur. Testis, erkek lireme sisteminde sperm iireten tek organdir. Bu nedenle testisin normal yapisi,
spermatogenez ve ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde onemlidir. Cok sayida
epidemiyolojik arastirma, floriire asir1 maruz kalmanin, testiste bariz hasara neden olabilecegini
gostermistir. Floriir erkek tireme fonksiyonunu etkilemektedir. Farkli tiirde yapilan Kliniksel ve
deneysel calismalarda floriiriin, spermde yap1 ve islev kusurlarina, sperm miktarinda diisiise, ireme
hormonlarinin seviyelerinde degisimlere, epididimis ve yardime1 iireme bezlerinde farklilagsmaya,
kisirliga, testikiiler dokuda hasara yol actig1 gosterilmektedir [33, 34]. Floriiriin toksik etkisi
hiicrelerde protein hasarindan serbest radikallerin olusumuna kadar farkli Sekillerde ortaya
¢ikabilir ve sonucunda hiicre islevlerinde bozulma gergeklesir [35].

Metabolizmada, farkli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikabilen toksisitenin olusturdugu
etkinin en aza indirilmesi i¢in yeterli miktarda antioksidan ya da antioksidan ozellikte iiriinler
tilketilmelidir.

Ar siitii, is¢i arilarin yutakalti (hipofaringeal) bezlerinden salgilanan degerli bir gidadir.
Yapisinda; yaklagik %60-70 su, %10-12 karbonhidrat, %12-15 protein ve %3-7 lipid



bulunmaktadir [36, 37]. Ar siitii, koyu kivamli, jelatindz vasifta, beyaz-sari renkli olmakla birlikte
homojen bir maddedir. Keskin fenolik koku ve karakteristik eksi tada sahiptir. Art siitiiniin hafizay1
giiclendirdigi, fiziksel performansi arttirdigi, yorgunluk giderici, doku ve cilt yenilenmesine
yardimc1 oldugu, tlimor onleyici, antioksidatif, diyabet Onleyici, bagisiklik sistemini uyarici,
antialerjik, antibakteriyel, antiiilser, dstrojenik, antiinflamatuvar, antihipertansif, kadin ve erkekte
iiremeyi, arttirici etkisinin oldugu bildirilmistir [38]. Ar siitii, yaygin olarak kullanilan bir tiir
fonksiyonel gida [39] ve birgok biyolojik aktiviteye sahip besin takviyesidir [40].

Literatiirdeki bu bilgilerden yola ¢ikarak bu tez ¢alismasi, ¢cocukluk ¢aglarindan itibaren
(okul 6ncesi-anaokulu dénemi floriir uygulamasi ve sonraki dénemlerde dig macunu kullanimlar),
tiim hayatimiz siiresince siirekli maruz kaldigimiz floriiriin testis dokusunda olusturdugu hasari
belirlemek ve bu hasara kars1 ar siitliniin koruyucu etkisinin ne oldugunu tespit etmek amaciyla
planlanmugtir.

Bu hedefle, tez calismamizda kontrol, floriir ve ar1 siitii gruplartyla olusturdugumuz deney
modelinde, testikiiler doku analizleri i¢in; molekiiler marker (belirte¢) olarak kullanilan bazi
proteinlerinin analizi yapilmis ve bu ekspresyonlardaki degisimlerle ilgili dnemli bilgiler elde
edilmistir. Histolojik yonden doku incelenmis testikiiler doku hasarlari belirlenmistir. Ayrica testis
doku ve plazma MDA miktari ile oksidatif hasar diizeyi dl¢lilmiis ve Katalaz ve GSH analizleri
yapilarak antioksidan enzim aktiviteleri de arastirilmistir. Ureme organ agirliklar 6lgiilmiis ve
spermatozoalar toplanarak yogunluk, motilite, morfoloji a¢isindan degerlendirilmis ve erkek
infertilitesinde (kisirlik) faydalanilabilecek dnemli veriler elde edilmistir.

Floriir ile olugturulan testikiiler hasara karsi ar1 siitiiniin koruyucu etkilerinin molekiiler
biyolojik yonden arastirilmasi baglikli tez calismamizda yaptigimiz analizler sonucunda elde

ettigimiz verilerin, bu alandaki literatiire nemli bir katki sunacagi diisiiniilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Testisin Genel Yapis1

Erkek iireme sistemi birincil cinsiyet organi olan ve hem ekzokrin, hem de endokrin islevleri
bulunan bir ¢ift testis ile bosaltim kanallar1 ve yardimei bezlerden olusan birkag ikincil cinsiyet
organini kapsamaktadir. Skrotum ve erektil bir organ olan penis dis genital organlardir. Testisler
skrotumun icinde, viicut boslugunun disinda asili durumda ve belli bir konumda yer almaktadir.
Testisler ve bunlara bagl sperm kordonlari, erkek gonadlarimn orijinal yeri olan karin boslugu
icinden skrotuma inmesi sirasinda ayri doku tabakalariyla sarilir. Testisler, germinal epitelinde
spermatozoonlar olarak adlandirilan erkek iireme hiicrelerinin iiretildigi kiigiik kivrimli seminifer
tiibiilleri ve interstisyel bag dokusunu igerir. Leydig (interstisyel) hiicreler erkeklerdeki ikincil
cinsiyet ozelliklerinden sorumlu hormon olan testosteronu iiretir. Spermatozoonlar, testislerde
iiretildikten sonra uzun, dolambagcli bir yol izleyerek seminifer tiibiillerden ¢ift yapilar olan rete tes-
tise, duktuli efferentese (efferent kanalciklara), epididimise, duktus (vas) deferense, ejakiilator
kanala ve tekli yapilar olan iiretra ve penise yonelir. Yardime1 bezler salgilarini ejakiilator kanallara
ve Uretraya bosaltan iki adet seminal vezikiilii, tek yap1 olan prostat bezini ve ¢ift yapilar olan
bulboiiretral bezleri kapsar (Sekil 2.1.). Bu sistemin 6nemli {i¢ islevi spermatozoonlar iiretilmesi,

bu hiicrelerin semen araciligiyla disi lireme sistemine aktarilmasi ve testosteron tiretimidir [41, 42].
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Sekil 2.1. Testisin genel yapisi [42].



2.2. Testisin Anatomisi ve Histolojisi

On bes gram agirliginda oval bir bez olan testis, canlida beyaz goriiniim sergilemesi
nedeniyle tunika albuginea ad1 verilen siki fibroelastik bag dokusundan olusan kalin bir kapsiille
sarilmis durumdadir. Daha dis kisimdaki visseral katman olan tunika vajinalis kapsiilii distan sarar.
Testisin arka kenarinda kapsiil kaim bir katlanma seklinde igeriye dogru uzanir, bu kisim
mediastinum testis adin1 alir. S6z konusu katlanma diger bezlerde kanallarin, kan damarlarinin,
lenfatiklerin ve sinirlerin bez igine baglandigi hilum yapisma karsilik gelmektedir. ince fibroz
bolmeler ya da basgka bir deyisle septumlar, mediastinumdan 1ginsal olarak uzanarak insanda kama
seklindeki yaklasik ikiyiiz elli adet lobiilii olusturur. Lobiiller i¢inde seminifer tiibiiller bulunur
(Sekil 2.2), bunlar kesite farkli diizlemlerde girer ¢iinkii yapilart kivrimlidir [41-43].

f-';ki'-.'ﬁo aﬂ*’*@:’ e\g

interstisyel hitereler

Spenmatogonyumlar
Artenyol

Seminifer tiibiil liimeni

Sertolt hilcrelen

Lamina propnya ve bazal membran
Boliinme halindcki primer Boliinme halindeki
spemmatositler spermatogonyumlar
Sertoli hiicreleri Primer spermatositler

Spermatozoonlar Sckonder spermatositler
% Spermatidler
Primer spermatositler P
Artenyoller !
\Lm Veniillerler

Sekil 2.2. Testisin dokusu [43].

Her testiste toplam uzunlugu 280-400 m arasinda olan 600-1200 seminifer tiibiil bulunur.
Mediastinumda, seminfer tiibiiller tiibiili rektiye (diiz tiibiillere) ve rete testise bosalir, rete testis
birleserek sayisi alt1 ile sekiz adet olan duktuli efferentes olusturur (Sekil 2.3.). Bu kanallar testis
stvisinl ve spermatozoonlart epididimisin proksimal bdliimiine aktarir. Rete testis tek katli kiibik
epitelden olusan labirent bigimindeki toplayici bolimlerdir. Bezin %20-%30 kadarimni interstisyel
bag dokusu olusturur; interstisyel doku hormon iireten Leydig hiicre kiimelerinin yer aldigi

damardan zengin bag dokusu igerir [41-43].
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Sekil 2.3. Testis anatomisi ve testis dokusu kesitlerinin mikroskobik goriintiimii [41].

2.3. Testis Gelisimi ve Spermatogenezis

Testisler embriyonik ara mezodermden koken alir. Ara mezoderm, ilk olarak seminifer
tiibiillerin onciilleri olan primer epiteliyal cinsiyet kordonlarini olusturur. Dort haftalik embriyoda,
primordial germ hiicreleri vitellus kesesi endoderminden kordonlara dogru goc eder. Yeni
dogandaki testis, tabakalar halinde diizenlenmis olan i¢i dolu germ hiicre kordonlarindan ve bunlara
eslik eden, gelecekte destekleyici Sertoli hiicrelerine doniisecek olan epitel hiicrelerinden ibarettir
(Sekil 2.4.). Kordonlar puberteye dek dolu durumda kalir, uzadiklarinda ¢aplari genisler ve
iclerinde liimen olusur. Leydig hiicreleri seminifer tiibiillerin arasmdaki mezenkimden gelisir.
Pubertede ilkel germ hiicreleri- spermatogonyumlar- biiyiir ve mitoz boliinme gegirmeye baslar.
Bu hiicreler seminifer tiibiil epitelindeki diploid spermatogonyumlarin haploid spermatozoonlari
olusturdugu spermatogenezis siirecine girer. Spermatozoonlar farklilasma sirasinda mitoz ve
mayoz boliinme gecirip olgunlasirken, tiibiillerin limenine dogru go¢ ederler. Sertoli hiicreleri

tarafindan koordine edilen bu islem 64-74 giinde gergeklesir ve yasam boyu siirer [41-43].



2.4.

bazal membran gevreler (Sekil 2.5). Seminifer tiibiil epiteli olaganin disinda, iki hiicre grubu
barindiran karmasik bir¢ok katli epitel 6zelligi sergiler: spermatogenik (ya da germ) hiicreler ve
¢ogalma Ozelligine sahip olmayan Sertoli hiicreleri. Seminifer tiibiildeki tireme (germ) hiicreleri
spermatogenezisin degisik evrelerini sergiler. Hiicrelerin bazal membrana en yakin olanlart
yuvarlak ¢ekirdekli spermatogonyumlardir. Yine yuvarlak c¢ekirdekli olan, ancak kromatini
spagettiye benzeyen daha biiyiikk hiicreler primer spermatositlerdir.
spermatositler seyrek goriiliir; olusur olugsmaz bdliinerek spermatidleri olustururlar. Doniisiim
doneminde, spermatidler nispeten daha az sayida Sertoli hiicresine tutunur, Sertoli hiicreleri uzun
ve siituna benzeyen hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabani bazal membran {izerine oturur; serbest
uclart yayilarak uzanir ve limene ulasir. Erken ve ileri donem olarak anilan spermatidler,

bolinmeksizin liimene birakilacak ve efferent kanallara aktarilacak olan spermatozoonlara
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Sekil 2.4. Spermatogenezde gelisim basamaklar1 ve Olgun spermatozoon yapisi [41].

Seminifer Tiibiil Histolojisi

Seminifer tiibiilleri ayr1 bir bag dokusu, yassi miyoid hiicrelerden olusan bir tabaka ve bir

olgunlagir [41-43].

Haploid sekonder



Sekil 2.5. Seminifer tiibil histolojik goriiniim [41].

2.5. Seminifer Tiibiillerin ince Yapisi ve Spermatogenezis

Spermatogonyumlar seminfer tiibiiliin bazal membranina oturmus olan, araliksiz yenilenen
kok hiicre toplulugudur (Sekil 2.6.). Bunlar, ¢ap1 yaklasik 12 um olan ve nispeten biiyiik, yuvarlak
bir ¢ekirdegi bulunan ve en az olgunlasmis grubu olusturan diploid kok hiicrelerdir.
Boliindiiklerinde seminifer tiibiillerin {igte bir orta bolgesinde bulunan nispeten biiyiik ¢cekirdeklere
sahip primer spermatositleri olustururlar. Bu hiicreler 10-22 giin sonra, mayoz boliinme gegirerek
daha kiiciikk olan sekonder spermatositleri meydana getirir; ikincil spermatositler DNA
replikasyonu gergeklesmeksizin hizla sekonder mayoz boliinmeyi gecirir. Bu bdliinme sonunda
olusan yuvarlak spermatidler yaklasik 9 um ¢apinda, haploid kromozom sayisina ve DNA igerigine
sahip hicrelerdir. Spermatidler Sertoli hiicrelerinin girintileri arasina gémiilmis durumdadir.
Spermatidler limene dogru yol alirken Sekilleri uzar ve spermiyogenezis adi verilen, mitoz
boliinmenin gerceklesmedigi karmasik bir olgunlagsma isleminden gecer. Sonucta olusan
spermatozoonlar, tek bir kameiya ve kiiciikk, yogun, koni big¢imli bir ¢ekirdege sahip yiiksek
diizeyde 6zellesmis hiicrelerdir. Giinde yaklasik 300 milyon adet iiretilen spermatozoonlar liimene
birakilir [41-43].
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Sekil 2.6. Seminifer tiibiil epitelinin elektron mikroskobu goriintiisii [41].

2.6. Germ Hiicrelerinin Ince Yapis1 ve Erken Spermiyogenezis

Spermatidler, spermiyogenezis olarak adlandirilan karmasik bir olgunlasma islemi gegirir.
Yuvarlak Sekilli, hareketsiz spermatidlerin uzayarak, hareketli spermatozoonlara doniistiigii sirali
degisimler gerceklesir. Seminifer tiibiil epitelinin iist katmanlarinda bu farkliliklar ¢ekirdek
kromatininin yogunlasmasi, ¢ekirdegin uzamasi, akrozomun olusmasi, sitoplazma organellerinin
tipik olgun hiicredeki konumuna yerlesmesi, tek bir kame¢i yapisinin olusmasi ve artik
sitoplazmanm ortadan kalkmasi seklinde siralanan olaylarla gergeklesir. Ilk olarak Golgi
kompleksinin ¢ekirdege bitisik kismmda birkag adet kiiciik akrozom vezikiilii olusur. Bu vezikiiller
¢ekirdek zarina tutunan, zarla sarili tek ve biiyiik bir akrozomu olusturacak sekilde birlesir. Vezikiil
icinde asamali olarak ¢ekirdegin 6n yiizeyini Ortecek sekilde yayilacak ve son asamada olgun
spermatozoonun On tarafini olusturacak olan elektron yogun akrozom graniilii ortaya ¢ikar. (Sekil
2.7.). Degisiklige ugramis bir lizozom olan akrozom iginde, ddllenmede spermatozoonlarm
kadindaki oositin zona pelusidasmi ve korona radiyatasini asabilmesine olanak saglayan

hyaluronidaz, lizozomal hidrolazlar ve proteaz enzimleri bulunur [41-43].



Sekil 2.7. Seminifer epiteldeki erken spermatid goriiniimii [41].

2.7. Germ Hiicrelerinin Ince Yapis1 ve ileri Evredeki Spermiyogenezis

Spermiyogenezisin daha ileri doneminde, bir ¢ift sentriyol spermatid ¢ekirdeginin karsi
kutbuna gd¢ eder ve bunlarin birinden tek bir kamg1 gelisir. Merkezinde iki santral mikrotiibiil ve
cevresinde dokuz adet mikrotiibiil ¢ifti bulunan bu yap1 spermin kuyruk hareketini saglar.
Mitokondriyonlar kam¢iya dogru go¢ ederek ¢eperinde kilif ya da manson seklinde dizilirler. Artik
sitoplazma ve organel fazlasi uzaklastirilir ve bitisikteki Sertoli hiicreleri tarafmdan fagositozla yok
edilir (Sekil 2.8.).

Sekil 2.8. Uzamis spermatid goriiniimi.

Yiiksek diizeyde 6zellesmis hiicreler olan spermatozoonlarin boyu yaklagik 60 um'dir ve
tipik olarak bes bolge ayirt edilmektedir. Bas kisminda koni seklinde, kii¢iik ve yogun bir ¢ekirdek;
boyun kisminda ise sentriyol ¢ifti bulunur. Orta kisimda spermatozoonlarin hareketi i¢in enerji
saglayan sarmal seklinde diizenlenmis mitokondriyonlar bulunur. Son kisimlari asiniislar1 olugturan

esas ve ug pargalari aksonemi igerir ve kaim, uzamma lifler tarafindan sarilmig olarak izlenir [41-
43].
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2.8. Sertoli Hiicrelerinin Yapisi1 ve Gorevi

Sertoli hiicreleri spermatozoonlarm desteklenmesinde ve olgun hale gelmesinde ¢ok énemli
rol oynar. Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin yaklasik %10'unu Sertoli
hiicreleri olusturur. Sinirlari zor bie sekilde farkedilebilen bu prizmatik hiicreler bazal membrandan
seminifer tiibiil epiteline kadar uzanir. Tepe kisimlarinda yeni olusan spermatozoonlar liimene
birakilincaya kadar spermatidlerin yerlestigi kriptaya seklinde girintiler bulunur. Her hiicrenin

sinirlart diizglin olamayan 6kromatik bir ¢ekirdegi ve belirgin bir ¢ekirdek¢igi bulunur [41-43].

Sekil 2.9. Seminifer tiibiil ve sertoli hiicrelerinin goriintileri [41].

Sitozolde mikrotiibiiller ve ara filamanlardan olusan gelismis bir hiicre iskeletinin yani sira,
yasst mitokondriyomlar, belirginligi az olan diiz bir endoplazma retikulumu, fazla miktarda lipid
damlacig1 ve lipofuskin ihtiva eden lizozomlar bulunur. Bitisik hiicreler taban ve yan yiizeylerin-
deki sik1 baglanti kompleksleriyle birbirine tutunur (Sekil 2.9.). Bu tutunma kompleksleri epiteli
bazal ve adluminal bdlmelere ayirir. Buna bagli olarak olusan kan-testis bariyeri

spermatogonyumlarla primer spermatositleri daha tepedeki sekonder spermatositler ve
spermatidlerden ayirir [41-43].
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Bu seminfer tiibiil limeninin i¢indeki yapilar dolasim sistemindeki antijenlerden yalitilir,
dolayisiyla spermatositler ve spermatidleri otoimmiin bagisiklik reaksiyonlarindan ve kanda
bulunan maddelerden korur. Sertoli hiicreleri spermatid artiklarin1 fagosite eder ve spermin
yasamasi i¢in mutlaka gerekli olan androjen baglayict protein gibi pek ¢ok maddeyi ve siviyi
salgilar. Hiicre baglantilar1 ektoplazmik oOzellesmeler olarak adlandirilan bolgelerde aktin
filamanlar1 ve endoplazma retikulumuyla sik1 bir iligki gosterir. Bu 6zellesmeler spermatozoonlarm
liimene dogru hareketi sirasinda baglantinin yapisindaki degisikliklere uyumu saglayan yapilar
olabilir. Sertoli hiicrelerinin yaygin hiicre iskeleti ag1 spermatozoonlarm hareketinin saglanmasina

yardimci olur [41-43].

2.9. Leydig Hiicrelerinin Histolojisi ve Ince Yapisi

Seminifer tiibiillerin aralarindaki gevsek bag dokusunda Leydig hiicreleri bulunur. Bu
hiicrelerin sitoplazmasmin ko-piiksii goriiniimii testosteron sentezi i¢in depolanan kolesterole bagl
olarak yiiksek diizeyde lipit igermesinden kaynaklanir. Biiyiik, ¢ok yiizeyli olan bu hiicrelerde
merkezin disinda bulunan ve bir veya iki ¢ekirdek¢igi bulunan bir ¢ekirdek mevcuttur. Hiicre
yiizeyinde fazla miktarda mikrovilus yer alir. Bu hiicreler genellikle pencereli kapilerler ve kiigiik

lenf damarlarina yakin yerde bulunurlar [41-43].

Kapiler limeni

Sekil 2.10. Leydig hiicre kiimeleri goriintiileri [41].
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Sitoplazmalarmda steroid salgilayan hiicrelere ait bir 6zellik olan yogun, siki paketlenmis
diiz endoplazma retikulumu bulunur. Ayrica, nispeten diisiik miktarda ribozom ve graniillii
endoplazma retikulumu, fazla miktarda tiibilovezikiiler kristalar1 bulunan daginik durumda
mitokondriyon, ¢ekirdegin hemen yaninda biiyiik bir Golgi kompleksi ve degisken boylarda gok
sayida yuvarlak lipid damlacig1 bulunur (Sekil 2.10.). insanl leydig hiicrelerinde, birbirine dik acil1
cizgiler seklinde ¢ok diizenli bir bigimde dizilmis kristaloid inkliizyonlar (Reinke kristalleri) da
goriiliir ancak islevleri bilinmemektedir. Bu inkliizyonlar puberteden 6nce goriilmez ve yas
ilerledik¢e sayilari artar. Tersiyer lizozomlarla iliskili lipofuksin pigmentinin miktar1 da ileri yas-

larda artar [41-43].

2.10. Leydig Hiicrelerinin ince Yapis1 ve Islevi

Leydig hiicrelerindeki organellerin ve inkliizyonlarin ¢ogu testosteron sentezini ve salgisini
diizenler, ancak en fazla diiz yiizlii endoplazmik retikulum (DER) bulunur. Testosteron, onciilii
olan kolesterolden tiirer. Kolesterol ya dogrudan DER zarlarinda sentezlenmekte ya da dolagimdaki

diisiik yogunluklu lipoprotein molekiillerinden tiiremektedir (Sekil 2.11).

Kaplller
lomeni

Sekil 2.11. Leydig hiicresi ve kapiler endotel hiicre goriintiileri [41].
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Zarla sarili olmayan lipit damlaciklarinda gerektiginde kullanilmak iizere kolesterol
depolanir. Tasiyict proteinler kolesterolii mitokondriyonun i¢ zarmna aktardiktan sonra
mitokondriyonlar luteinizan hormonun etkisiyle kolesterolii pregnanolona ¢evirir. Sentezlenen
pregnanolon mitokondriyon zarindan DER'e aktarilir. DER iizerindeki enzimler pregnanolon
iizerinde baska degisiklikler gergeklestirerek testosterona ceviriler. Bu hiicreler tarafindan araliksiz
sentezlenen testosteron mikroviluslarla yiizey alani artirilan hiicre zarindan difiizyonla gecer. Hiicre

dis1 araliga saliverilen testosteron hizla dolagimdaki steroid baglayici proteinlere baglanir [41-43].

2.11. Floriir

Flor, atomik agirlig1 18.99, atom no 9 olan, molekiil formiilii F» seklinde gosterilen ozona
benzer kokusu olan, renk olarak sogul sar1, kahvemsi sar1 ya da mat-yesilimsi sar1 seklinde tarif
edilen, halojenler grubuna ait bir elementtir [33,44-46]. Tim elementler igerinde Flor elementi
elektronegatif olarak en yiiksek elektronegatif 6zellik gosteren ve bu nedenle reaktifligi giiclii
elementtir. Fiziksel durumu gaz seklinde olan florun elektronegatif fazla oldugundan, tabiatta farkli
elementlerle reaksiyona girerek bilesik formunda bulunur [45, 46].

Yerkabugunun 0.3g/kg'in1 olusturan boliimiinde yaygin olarak dagilmistir [47]. Cevrede
genellikle sodyum floriir, kalsiyum floriir ve hidrojen floriir gibi inorganik floriirler veya metil
floriir, politetrafloroetilen ve perflorooktansiilfonik asit gibi organik floriir bilesikleri olarak
bulunur [48]. Ayrica floriir yer kabugunda mineral yapida da bulunur [49]. Florir igerigi
bakimindan degerli olan mineraller Florspar, kriyolit, fluorapatit, mika, hornbled ve tumarin
seklinde siniflandirlabilir. Gerek element gerek mineral yapida olsun inorganik ve organik yapida
bulunabilen flor insanlar tarafindan ¢esitli kaynaklardan viicut yapilarina alinabilirler [45, 49].

Insanlar basta igme suyu olmak iizere, yedigi bitki ve hayvansal besinler ile floru viicutlarmna
alirlar. Insanlarin genel olarak hava, su, besin, discilik ve kozmetik iiriinler olmak iizere dort farkl
sekilde floriire maruz kaldig1 sdylenebilir. Havada normal flor degeri 0.5 ng/m® dir. Emisyonda
ilave edildiginde havada kabul edilen flor diizeyi 3 ng/m*tiir [50]. Ayrica 30° dan fazla sanayi
biinyesinde kullanilan flor ile iiretilen iiriinler ve bunlarin atiklari sayesinde de ¢evresel flor alimi
artmaktadir [51]. Hava yoluyla 6zellikle komiir gibi yapisinda flor olan maddelerin yanmasiyla
havaya verilmesi, volkanik hareketlenmeler ile lav olusumu ile kiillerin meydana gelmesi ve havaya
karismasi, flor kullanan sanayi sektoriindeki faaliyetler sonucu olusan atik gazlarin havaya
verilmesi sonucunda havadaki flor konsantrasyonu artmaktadir. Hava ile alinan floriir, hidroflorik
asit seklinde deriyle emilir. Emilim sonrasi kan vasitasiyla viicudun tiimiinde yayilir. Tiiketilen
gidalardan bazilarinin flor diizeyi yiiksek olabilir (Tablo 2.1.). Ornegin piring, arpa, patates bu
besinler arasinda yer alir. Bunun yanisira i¢cecek olarak tiiketilen cay, siit ve siit {irlinlerinin de flor
derecesi de yiiksektir. Beslenme ile viicuda giren floriiriin %75-901 midede emilir. Midede emilim

pasif diflizyon yoluyla olur ve sonrasinda ince bagirsaktan hizlica yayilim gosterir [52-59].
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Dis macunlari, agiz gargaralari, vernikler, jeller gibi dental ve kozmetik {iriin kullanimi da
flor alinim miktarina degistirebilir. Giinliik floriir i¢erikli besinlerinin tiiketimi, floriirlii macunlar,
dis bakim ve dis tedavisinde yer alan bazi maddeler, teshis ve tedavi amaclh kullanilan floriirli

ilaglar ve ana kaynak olarak igme suyu bireyin giinliik floriir alimina katk1 sunar [52- 59].

Tablo 2.1. Bazi1 Besin maddelerindeki florid miktarlart [53].

Kaynak Florid miktar1 (kg/ppm)
Cay 32,0
Kurutulmus yosun 326.0
Sardalya balig1 11
Karides 4.5
Tavuk eti 15
Yumurta 13
Sigir eti 1.2
Ispanak 1.0
Maydanoz 0.9
Bugday ekmegi 0.8
Tereyagi 15
Kirmizi sarap 1.05
Beyaz sarap 2.02
Soya fasulyesi 1,4
Diyet Pepsi Kola 0.46
Pepsi Kola 032
Peynir 1,7
Hazir elma suyu 1.04
Beyaz liziim suyu 2.04
Kuru tiziim 2.34
Patates cipsi 1.06

Tiirkiye'de yilda bir kisinin bin iki yiiz elli bardak cay ictigi ve giinliik ikiyliz kirkbes milyon
bardak cay tiiketimiyle diinyada ilk sirada yer aldigi bildirilmigtir. Diinya Cay Raporu 2016
verilerine gore, kisi basi tiiketimde yilik olarak, Tiirkiye 3,5 kilogramla ilk sirada bulunmaktadir.
[53, 60-61]. Bir arastirmaya gore, bir bardak demli ¢ay igilerek 0,0786 mg florid alindigi
bildirilmistir. Dolayistyla flor miktarinin optimum dozu, dikkat edilmezse giinliik olarak maruz
kaldigimiz ve kullandigimiz kaynaklara bagli olarak kolayca asilabilir [53, 62].

Flor elementinin farkli elementlerle olusturdugu tuz yapisinda bilesik, “florid” diye
isimlendirilir. Tuz formundaki bu bilesikler sodyum florid ve kalsiyum florid gibi fiziksel olarak
kat1 yapida olan maddelerdir [45, 46]. Florid bilesikleri, canlilarda (hayvan ve insan) mide-bagirsak
sisteminden kolayca emilir. Flor elementi insanlarda en ¢ok sert dokulardan olan dis ve kemiklerde
birikir diger kalan boliimii ise damarli yapilardan olusan yumusak dokulara giris yapar. Yumusak
dokuda floriir, hidrojenfloriir seklinde hiicre i¢i sivisina girer. Buradaki miktar1 kan tarafindan

ayarlanir [33,47,63,64].
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Beslenme ile mide bagirsak sisteminden ve hava solunumu ile akcigerlerden bulunan
floriiriin ylizde doksani albumine bagh olarak kan dolagimina verilirken, yiizde onluk kismi da
iyonize yapidadir ve iyonize flor viicutta tahribat olusturur. Cesitli kaynaklardan farkli nedenlerle
bilinyemize giris yapan flor viicut i¢in ihtiya¢ duyulan dozu gecerse bu asan miktara bagli olarak

viicutta farkli etkiler ortaya ¢ikabilmektedir [33, 65-67].

2.11.1. Florir Toksisite Etki Mekanizmasi

Floriiriin in vitro calismalarda ¢ok diisiik mikron dozlarda anabolik ajan gibi davrandigi,
milimolar dozlarda ise hiicredeki bazi enzimlerin fonksiyonlarini iglevsiz hale getirerek ya da
degistirerek hasar olusturdugu gosterilmistir. /n vivo calismalarda ise farkl1 birgok doku iizerinde
farkli dozlarda yap1 veya islevde hasarlara yol agtigi bildirilmistir. Floriiriin in vitro ve in vivo
sistemlerdeki etki mekanizmasinin cesitliligi ve karmasikligindan otiirii floriir toksisitesinin
mekanizmasi net olarak ortaya koyulamamustir [33,68,69]. Genel olarak, floriir; gen salinim, hiicre
siklusu, c¢ogalma ve gog¢, solunum, metabolizma, iyon taginmasi, salgilama, endositoz,
apoptoz/nekroz ve oksidatif stres gibi gesitli siireglerde ve gesitli sinyal yollarinin isleyisinde
etkinliginin goriildiigi bildirilmistir. [28, 33].

Hiicre mekanizmasinin bu degisikliklerine dahil olan bir¢cok protein, 6zellikle fosfatazlar
tanimlanmis olmasina ragmen, bu olaylarda yer alan hedeflerin cogu ve kesin mekanizmalar/yollar
hala bilinmemektedir. Bununla birlikte, Pi (inorganik fosfor) tarafindan G proteinlerinin
aktivasyonunu taklit eden spesifik etki, siklikla Sekil 2.12.” de gosterilen biyolojik etkilerin
bir¢ogunda yer alir. Halihazirda G proteinlerinin floriir bilesikleri tarafindan aktivasyonuna iligskin
artan bilgi, bu tiir etkilerin, floriiriin vezikil trafigi, hiicre gogii, hiicre ¢ogalmasi, gen ifadesi ve
hiicredeki diger onemli islevler lizerindeki dogal etkileriyle sonuglanabilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, floriiriin bu siiregler lizerindeki etkileri karmasiktir ¢ilinkii floriiriin neden oldugu

etkiler doz ve konsantrasyonla yakindan iligkilidir (hormesis etkisi) [28].
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Sekil 2.12. Floriiriin etkiledigi hiicresel sistemler [33].

Bazi caligmalarda izin verilen konsantrasyonlarda floriir maruziyetinin potansiyel olumsuz
etkileri hakkinda net bir kanit bulunmasa da bazi c¢alismalarda ise biyolojik olarak ilgili
konsantrasyonlarda floriiriin hiicresel siiregler lizerindeki etkilerine dair kanitlar gostermistir [28].
Bu nedenle, hiicre tipleri iizerindeki etkilerini kesin olarak belirlemek igin kapsamli ¢aligmalara

ihtiya¢ vardir.

2.11.2. Floriir ve Erkek infertilitesi

Genel olarak giivenli olarak kabul edilen floriiriin toksisitesi, yetmis y1l1 agkin bir siiredir ilgi
¢ekmemigtir. 1990'lara kadar, topikal uygulama ve dis macunlarinda ¢iirtikleri 6nleme konusundaki
"iyi itibar1" nedeniyle floriiriin toksisitesi biiyiik 6l¢iide g6z ardi edilmistir [28, 70]. Ek olarak dis
cliriigiine karst 6nlem almak amaciyla agiz ici florid seviyesini arttirma hedefiyle arastirmalar da
yapilmustir [70]. Ozellikle 90’11 yillarin basinda yapilmaya calisilan arastirmalarla floriiriin igme
suyu igeren floriiriin insan dogum oranlar iizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik bir calismayla,
azalan toplam dogurganlik oraninin artan floriir seviyeleri ile iligkisi ortaya konmustur [70]. Freni,
1994'te igme suyundaki yiiksek F~ igeriginin {ireme oraninda bir azalmaya yol agabilecegini

bildirmistir [71].
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Yirminci yiizyilin yarisinda, floriir, florozdan muzdarip insan popiilasyonlarinda ve in vivo
deneysel modellerde yiiksek konsantrasyonlarda zararli etkileri nedeniyle toksikologlarin ilgisini
cekmeye baglamistir [28]. Ayrica son on yilda bu elementin diisiik dozlarda bile hiicresel sistemlerle
etkilesime girdiginin bilinmesiyle birlikte istenmeyen etkilerine olan ilgi artmaya baglamistir
[28].Flortir toksisitesinin insanlar, 6zellikle erkek iireme sistemleri tizerindeki kanitlarinin artmast,
floriir toksisitesi ve erkek iireme sistemi iizerindeki etkileri hakkindaki c¢aligmalara olan ilgiyi
artirmigtir [28, 70].

Diinya Saglik Orgiitii infertilite (kisirlik) terimini on iki ay veya daha fazla zamanda,
planlanmig korunmasiz iliski sonrasinda bagarili bir gebelik olusamamasi olarak tanimlamaktadir.
Tiim giftlerin yaklasik %10 ila %15'1 1 y1l boyunca hamile kalmaya c¢alistiktan sonra ¢ocuk sahibi
olamamaktadir [72, 73]. Cevresel ve yasam tarzi faktorleri gibi birgok faktor insan dogurganligini
etkileyebilir [72,74-76].

Infertilite diinyadaki en temel sorunlardan biridir ve biiyiiyen kiiresel bir halk saglhgi
sorunudur. Kisirlik karmasik bir hastaliktir ve fiziksel, kimyasal, biyolojik, davranigsal, sosyal ve
ekonomik olmak iizere birgok faktdrden kaynaklanabilir. Ureme saghigini etkileyebilecek cevresel
faktorler, insan gelisiminin kritik donemlerinde igme suyunun kursun, arsenik, krom ve F~ ile
kirlenmesi gibi risk faktdrlerine maruz kalmayi igerir. Floriiriin hem kadin hem de erkek tireme
sagligi tizerindeki etkileri bilim camiasinda endise veren bir meseledir. F'nin tireme sagligi sistemi
izerindeki rolii karmagiktir ve ilgili mekanizmalar belirsizdir. Diinya ¢apinda F~ ve dogurganlik
lizerine bir¢ok ¢aligma yapilmis olmasina ragmen, insan F'e maruz kalma ile dogurganlik, kisirlik
ve kiirtaj prevalansi arasindaki korelasyon hakkinda az sayida bazi epidemiyolojik calisma
yapilmistir. Cesitli klinik ¢aligmalar, yiiksek konsantrasyonda F~ i¢eren igme suyunun uzun siireli
alimi ile bozulmus ilireme arasinda bir iliski bulmustur [72,77-81] Arastirmalar, yiiksek F
maruziyetinin azalmig Ostrojen ve testosteron seviyeleri ile iligkili oldugunu gostermistir. Ek olarak,
bulunan olumsuz sonuglar arasinda spermatogenez ile etkilesim, sperm hareketliliginde bir diisiis
ve sperm sayisi ve diger iireme fonksiyonlarinda bir azalma yer alir. Floriirler 6zellikle iireme
sistemini, 6zellikle erkekleri hedef alir [70].

Coklu hayvan modelleriyle yapilan arastirmalar incelendiginde ¢alisilan hayvan tiirlerinin
cogunda floriir toksisitesinin erkek iireme yetenegini azalttigini ortaya koymustur. Viicuttaki flortir
fazlaligi testislerde ve erkek iireme sisteminde ¢inko eksikligine yol agabilir [82]. Sonugta ortaya
cikan c¢inko eksikligi, testis gelisimi icin kritik olarak gerekli olan testosteron seviyelerinin
baskilanmasina yol agabilir ve daha da onemlisi, testislerde oksidatif stresi artirarak daha diigiik
kaliteli spermatozoaya yol acar [83]. Floriir fazlaligi, 6zellikle spermatozoanin kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonlarini igeren sinyal sistemlerini de bozabilir [84]. Ek olarak, yiiksek floriir
seviyeleri, sperm bag1 tirozin fosforilasyonu ve aktin polimerizasyonunun azalmasiyla

sonuglanabilir, boylece spermatozoadaki kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarini azaltabilir [31].
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Floriiriin ayrica zona pellucida'nin penetrasyonu i¢in gerekli bir tiir sperm hareketliligi olan sperm
hiperaktivasyonunda yer alan kalsiyum sinyal yolunu bloke ettigi bilinmektedir [85]. Floriir
toksisitesinin etkisi olarak kalsiyum sinyal yolundaki bozulma, sperm hiperaktivasyonuna zarar
vererek spermatozoanin iglev bozukluguna yol acabilir. Floriirlerin erkek iireme sistemi lizerindeki

etkileri [33,76] detayli olarak listelenmistir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Floriiriin spermatozoa tizerindeki etkileri [33].

Floriire uzun siireli maruz kalinmasi, spermatogenezi koruyan kan-testis bariyerinin
gegilerek spermatogeneze zarar verilmesi seklinde bir hasara neden olabilir. Kan testis-bariyerinin
gegisine floriiriin, seminifer tiibiillerinde olusturdugu nekrozun neden oldugu diisiiniilmektedir.
[77, 86]. Floriiriin bariyeri gegtikten sonra, spermatositlerin olgunlagsmasinda ve farklilagmasinda,
spermlerin par¢alanmasinda ve hatta spermatogenezin durmasinda neden olabilecegi bildirilmistir.
[87,88]. Hem EGF (epidermal biiyiime faktorii) hem de EGFR (epidermal biiyiime faktorii
reseptorii), spermatogenezin giiclii aracilaridir ve normal spermatojenik proliferasyonun araciligi
ile iliskilidir. Hem EGF hem de EGFR diizeylerindeki herhangi bir azalma, spermatogenez yolunun
ttkanmasina yol agabilmektedir. Floriiriin spermatojenik hiicrelerde EGF (epidermal biiyiime
faktorii) ve EGFR (epidermal biiylime faktorii reseptorii) ekspresyonunun azalmasina neden

olabilecegi de yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [89, 90].
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Floriiriin seminifer tiibiillerin ¢apinin kiigiilmesinden de sorumlu olabilecegi bildirilmistir.
Floriir, seminifer epitel hiicre katmanlarinin sayisindaki azalma ile seminiferin germinal epitel
hiicrelerinin 6nemli bir diizensizligine ve soyulmasina neden olabilir [89]. Ayrica, floriir, luteinize
edici hormon adi verilen hipofiz hormonu tarafindan kullanilan G-protein baglh reseptorler olarak
adlandirilan 6nemli hiicre sinyal doniistiiriiciilerini degistirerek spermatogeneze miidahale
edebilecegi  bildirilmistir. Bu nedenle, G-proteinlerinin floriire bagimli  indiiklenmis
modifikasyonu, testosteron salinimini baskilayabilir ve boylece spermatogenezin bozulmasina yol
acabilir [91]. Floriirlerin endokrin sistem iizerinde biiyiik etkisi vardir, 6zellikle erkek cinsiyet
hormonlarmin {iretimini ve salinimini bozarlar. Genellikle testosteron ve androjen reseptdr
seviyelerini digiiriir, 0stradiol seviyesini bozar ve dogrudan spermatogenez ve diger iireme
faaliyetleri ile ilgili olan tiroid hormonlarina miidahale eder. Floriirlerin ayrica katekolamin ve
melatonin diizeylerini degistirerek hipotalamus-hipofiz testis eksenine [92] miidahale ettigi
bulunmustur.

Floriir fazlaliginin, spermatogenezin baslatilmasi igin gerekli olan erkeklerin birincil hormon
diizeylerini azalttigina yonelik arastirmalar yapilmistir [93, 94]. Ek olarak, floriirler EGFR ve
androjen reseptér ekspresyonunu azaltma egilimindedir [89, 90]. Leydig hiicrelerinin ¢apinda
degisiklige neden olmanin diginda leydig hiicrelerinde G-proteinlerini engeller. Bu yapisal
degisiklikler, Leydig hiicrelerinin testosteron sentezleme yetenegini azaltir. Floriirler ayrica
testikiiler steroidogenez i¢in gerekli enzimleri baskilayarak Leydig hiicrelerinde steroid iiretimine
miidahale eder [95, 96].

Floriir etkilesimi, gonadotropik hormonlarin seviyesini etkilemeden testosteron salinimini
bastirir. Bu hormonlar, Sertoli hiicreleri igin, tiroid hormonu tri-iyodotironin (T3) adli anti-
proliferatif sinyallerle dengelenmis gibi gériinen ¢ogalma sinyalleri tiretir. Ancak bu sinyallerdeki
herhangi bir dengesizlik zararli olabilir ve testis tiimorleri gibi bazi sonuglara yol agabilir [97].
Floriir konsantrasyonundaki artis, androjen reseptoriiniin ekspresyonunu azaltabilir [90]. Hem
Sertoli hiicrelerindeki hem de Leydig hiicrelerindeki fonksiyonel androjen reseptorleri, sirasiyla
spermatogenez ve steroidogenezde hayati bir rol oynadigindan, floriir kaynakli androjen
reseptorleri seviyesindeki herhangi bir azalma, spermatogenez siirecini bozar ve testosteron
seviyesini ve fonksiyonunu azaltir [98]. Floriirlerin fazlaligi ayrica estradiol seviyelerinde
azalmaya neden olur, bu da spermatojenik hiicrelerin apoptozisine yardimci olabilir ve bu da
spermatogenezin azalmasi veya kesilmesi ile sonuclanir. Yiiksek floriir seviyeleri tiroid
hormonlarinmi olumsuz etkiler. Tiroid hormonlarinda, 6zellikle de Triiyodotironin (T3) de keskin
bir diisiis olacaktir, bu da ayn1 anda artan aromataz aktivitesi, androjen seviyesinde bir azalma ve

Ostrojen seviyesinde bir artig ile sonuglanir [99].
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Sekil 2.14. Floriiriin erkek tireme sistemi lizerine etkileri [33].

Sekil 2.14’te yer alan floriiriin erkek ireme sistemi tizerine etkilerinin verildigi genel bakiga
gore, floriirlerin diger fonksiyonel sistemlerden ayri olarak erkek lireme sistemi iizerinde kesinlikle
zararli etkileri oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Floriiriin igme suyundaki giivenli kullanim
aralig1 1,5 mg/It ‘den daha diisiik olarak Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) tarafindan dnerilmistir [50].
Gtlivenli bulunma araligi son derece sinirli olan Floriir, ortamdaki asir1 maruziyet nedeniyle,
spermatozoanin normal yapisin1 ve islevlerini bozarak, spermatogenez siirecini etkileyerek ve
erkek tiremesi igin gerekli hormon diizeylerini olumsuz yonde etkileyerek toksik etkilerini gosterir.
Erkek iireme sistemindeki hasarin yogunlugu, kadin iireme sistemi dahil diger sistemlerin de
yiiksek floriir diizeylerinden esit sekilde etkilenebilecegi endisesini uyandirmaktadir [70, 100]. Bu
nedenle, ilgili molekiiler yolaklar1 agiklamak ve floriir toksisitesinin olumsuz bir etkisinin
olmamasi amaciyla kan-testis seviyelerinde gereken optimum floriir dozunu bulmak i¢in daha fazla
aragtirmaya ihtiyag vardir.

Mevcut epidemiyolojik aragtirmalar, {ireme sisteminin floriir toksisitesine kargi daha
savunmasiz oldugunu ve ¢ok dikkat edilmesi gerektigini belirlemistir [28, 70]. Literatiirdeki
verilere dayanarak floriir, erkek iireme yetenegi iizerinde olumsuz etkileri olabilen bir madde olarak
goriilebilir. Floriiriin, testikiiler dokuda oksidatif strese neden olan serbest radikallerin olusumunu

artirdigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur [101-103].
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2.12. An Siitii

An siitii (RJ), ilk defa 1623 senesinde zengin besin igerigine sahip olan ar1 tirtinti olarak
ortaya cikmustir. ilk zamanlara krallara ait manasinda “Gelatine Reale” ismi verilmistir. 1972
yilinda ise ilk defa Huber tarafindan anlam olarak Ingiliz dilinde siiper (miikemmel) besin olarak
ifade edilen "Royal Jelly" seklinde tanimlanmuistir Art siitli, bes ile onbes giinliik is¢i arilarin alt
cene (mandibular) ve yavru besini bezi olarak da adlandirilan hypopharyngeal bezlerinden ergin
ana ar1 ve geng larvalari beslemek i¢in salgilanan bir tirtindiir [104-107].

Geng isci arilar bal ve polen ile beslendiklerinde bu besinler sindirim organlarinda sindirilir
ve ar1 siitli yavru besin bezlerinde iretilir. Bu iiretim i¢in gerekli olan maddeler kan yoluyla siit
salg1 bezlerine gelir ve bu bezlerde iiretilen siit agiz bosluguna verilir. An siitii salgilanir
salgilanmaz dogrudan larva ya da kralige ar1y1 (ana ar1) beslemek i¢in kullanilir. A siitii, kralice
armin ana yiyecegidir ve biiyiime-gelisme sirasindaki farklilagmay1 saglar [108-110]. Ar siitii
salgilanip agiz bosluguna verildigi anda siit kivamindadir. Petek gozlerine konulduktan sonra
koyulasarak krem rengini almaktadir (Sekil 2.15.). An siitii peltemsi yapida, kemigimsi renkte,
spesifik kokusu ve tad1 bulunan bir gidadir [104].

Sekil 2.15. Ar siitiiniin gériiniimii [104].

Arn siitiinlin temel bilesenlerini; su, proteinler, karbohidratlar, yaglar, vitaminler ve
mineraller olugturmaktadir (Tablo 2.2.). Bu maddelerin ar1 siitiinde bulunma oranlari ise; %57-70
oraninda su, %11-17 oraninda protein, %11-16 oraninda karbonhidrat, %3-6 oraninda lipid, %0,5-
2 oraninda esansiyal aminoasitler, %0,8-4 oraninda tanimlanamayan maddeler bulunmaktadir

[104].
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Tablo 2.2. Ar siitii igerigi [104].

icerik Miktari (%)

Su 57-70
Protein 11-17
Yag Asitleri 4-5
Sekerler 11-13
Mineraller 2.34-3.34
Fosfor 0.5
Siilfur 0.6

Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn Eser
Bilinmeyen Maddeler 2-3

Ar siitiiniin (RJ), pH degeri 3,6 ila 4,2 arasinda degisir. Yogunlugu 1.1 g/cm’e yakindir ve
suda bir miktar ¢oziiniir. Viskozite 6zelligi muhafaza kosullarina, siireye ve su tutma kapasitesine

bagl olarak degiskenlik gosterebilir. Oda 1sisindaki viskozite ile buzdolabinda 5 °C’ 1sida

muhafaza edildiginde viskozite farklilik gosterir [111-113].

icinde barmdirdig1 biyolojik aktiviteye sahip vitaminlere; tiamin, niasin, riboflavin, E

vitamini gibi pek ¢ok ornek verilebilir (Tablo 2.3.). Ayrica ar1 siitiiniin iginde; kalsiyum, potasyum,

sodyum, demir, magnezyum gibi mineraller bulunmaktadir [112-115].

Tablo 2.3. Ar siitii vitamin igerigi [104].

icerik Miktar
Vit. B1 Thiamine 13-2pg
Vit. B2 Riboflavine 7.5-10 pg
Vit. B6 Pyridoxine 2-8ug
Vit. H Biotine 2-3ug
Vit. C Askor. acid 3-5ug
Pantotenik Asit 195-250 ug
NikotinikAsit 395-475 pg
Folik Asit 0.3-0.35 pg
Inositol 100-125 pg

An siitii yapan is¢i arinin dmrii 8 ay kadarken, an siitilyle beslenen ana armin (kralige ar1)

uzun Omiirli ve olaganiistii verimlilige sahip olmasi 6zel olarak ari siitii ile beslendiginden

insanlarda da benzer etkiler ortaya ¢ikaracagina inanilmaktadir.

1950’lerin ilk yillarinda birka¢ hastanede yiiriitiilen arastirmalara dayanan, ari siitiiniin
ozelliklerini 6viicti Fransizca aricilik yayinlari goriilmeye baglanmustir. Son zamanlarda Apiterapi

olarak da isimlendirilen ar1 iiriinleriyle tedavi yaklagimi ilgi géormeye baslamistir. Bu iiriinler

arasinda ar siitli kullanimi da oldukga ilgi gérmektedir.
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An siitiiniin kimyasal igerigi ile ilgili arastirmalar ¢ok¢a yapilmistir. Fakat ar siitii
asiditesinin fazla olmasi ve muhteviyatinin karisik olmasi nedeniyle yapilan deneylerde zorluklarda
yasanmustir [106, 107,116, 117].

Farkli sonuglara ait aragtirmalar olsa da ¢ogu arastirmada ar1 siitii i¢eriginin farkl ar1 irk ve
koloniler ve farkli mevsimlerde nispeten ayni oldugu bulunmustur. Fakat is¢i arilarin 6zellikleri
(vasi, yedigi polen igerigi, beslenmesi gibi) ve ar1 siitiiniin tutuldugu yer ve sartlar ve deney
metodolojisinden kaynaklanan ar1 siitli karakterizasyonunda farkli muhteviyatlar goriilebilir. Ar
sttii i¢eriginde en fazla farklilik goriilen igerik sekerdir (Tablo 2.4.). Bunun nedeni ise isgi arilarin
kralice arinin yasina bagli olarak cesitli degerlerde ar1 siitiine seker ilave etmesinden kaynaklanir

[117].

Tablo 2.4. Ar siiti karbohidrat igerigi [106,125,126]

Karbonhidrat (%)
Fruktoz 3-13
Glukoz 4-8
Siikroz 0,5-2

An siitiiniin gosterdigi biyolojik etkilerde icerdigi yag asitlerinin 6nemli bir yer tuttugu
bildirilmistir (Tablo 2.5.). An sitii icerigindeki yag asitleri, ¢ogu kisa zincirlidir. Ar siitiiniin
medikal etkilerine yonelik aragtirmalarda, ar1 siitiiniin 6zellikle antimikrobiyal, immun diizenleyici,
antitlimor, antidiyabet, antikolesterol, yara iyilestirici gibi etkilerinin ortaya ¢ikmasinda ar siitii
icerigindeki 10- hidroksidekanoik asit miktarinin 6nemli oldugu bildirilmektedir [117, 119,120].

10-hidroksi-2-dekenoik asit (Sekil 2.16), ari siitiiniin kalitesinin g0éstergesi olarak
nitelendirilen bir yag asididir. An siitiinde Tiirk Standartlar1 Enstitiisii kriterlerine gére minimum

yiizde 1,40 oraninda 10-HDA (10-hidroksi-2-dekenoik asit) bulunmalidir [121, 122].
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Tablo 2.5. Ar siitii yag asidi igerigi [118, 119].

icerik Miktar

i 3- Hidroksioktanoik asit %0,3

§ 8- Hidroksioktanoik asit %5,5
S 8-Hidroksidekanoik asit %19

7 10- Hidroksidekanoik asit %21,6

S (E)-20-Hidroksidek-2-enoik asit %318

o 3,10-Dihidroksidekanoik asit %1,8

2 Glukonoik asit %24

E" 24-metilen kolesterol 50 ug /gr
% P- Stigmasterol 20 pg /or
I Kolesterol 10 pg /gr
c

o Testesteron 0,012 pg /gr

H
HO/\/\/\/\/\CIO
|

0

Sekil 2.16. 10-hidroksi-2-dekenoik asit (10 HDA) bilesiginin yapis1 [121, 122].

Ar siitli iceriginde kuru madde miktar1 olarak en ¢ok protein bulunmaktadir. Muhteviyattaki

proteinin ¢ogu albiimin seklinde olup ve immunmodiilatér etki gosterir. Ek olarak icerikte yer alan

apisimin, antihipertansif, jelein, antibakteriyel, polifenoller de antioksidatif aktivite gosterir.

Yapisinda yer alan protein ve peptitlerin, hormonlarin (Tablo 2.6.) ar1 siitiine antiinflamatuar,

antiallerjik, antidiyabetik ve yara iyilesmesini hizlandirict 6zellik kazandirdigi bildirilmistir

[117,119, 120,124].

Tablo 2.6. Ar siitii hormon igerigi [119, 123].

Icerik nmol/100 gr
Testesteron 0,20+0,03
Progesteron 4,61+0,26
Prolaktin 70,80+20,00
Ostradiol 52,00+6,00
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Gilinliimiizde saglik i¢in giderek daha fazla dogal {irlin kullanilmaktadir. Bu iiriinlerin kronik
hastalik riskini azalttig1 kanitlanmistir. Ar siitii ile ilgili yapilan aragtirmalar sonucunda ar siitiiniin
bircok biyolojik aktivitesi oldugu belirlenmistir Son yillarda dogal ar1 riinleri geleneksel ve
modern tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. An siitii (RJ), bir an iiriinii olarak insan sagligim
korumak i¢in de kullanilmaktadir [128].

Ar siitiinlin hiicre metabolizmasi iistiinde olumlu etkisiyle organizmanin bagisikliginin
kuvvetlendigi ve giiclii bir yapiya kavustugu yapilan hayvan deneylerindeki arastirmalarda
saptanmistir. Ari siitiiniin, kan kolestorel, toplam yag, fosfolipid, trigliserid, lipoprotein diizeylerini
azaltmasi; antihipertansif ve vazodilatér (damar genisletici) etkisi bulunmaktadir. EK olarak,
hipoglisemik ve immiinolojik etkisi, antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip olmasi,
dermotolojik baz1 hastaliklarinda iyilestirici etkisi, istah eksikligi, kronik stres, zehirli kimyasallar
ve kanser hastaliginda kullanilan agir ilaglarin yan etkilerine karsi faydali oldugu ileri siiriilmiistiir.
Ureme bozukluklar diizenleyici etkileri, ruh-sinir-pskolojik hastaliklar, uyku problemi, karaciger
ve farkli doku hasarina bagli bozukluklari, bazi bagisikligin diismesine bagl rahatsizliklara karsi
fayda sagladigi, bazi kanser tiirlerinde tiimor bilylimesini inhibe edici oldugu, hiicrelerde onarim
ve antiageing (geng tutma) etkileri oldugu da bildirilmektedir [127-129].

Biyolojik  aktivitesinin genis spektrumlu olmasi nedeniyle bir¢gok rahatsizlig
iyilestirilmesinde tibbi tedavi doneminde ilave destek amaciyla giinliik beslenme rejiminde ar1
siitiiniin kullanim1 yayginlagmaktadir. Ozellikle kemoterapi, radyoterapi ya da agir kimyasal ilag
kullanilan hastaliklarda bu ilaglarin ¢esitli organlara yapabilecegi yan etkileri azaltarak dokular
korumak hedefiyle kullanilmaktadir (Sekil 2.17). Bundan dolay1 ar1 siitiiniin gida olarak kullanimu,
gittikce daha da fazlalasmaktadir [104].

Royal lJelly

ARI SUTU
G A \

Kronik Stres rokslk Kimyasal Kanser Ilaglari

Sekil 2.17. Ar siitiiniin etkiledigi baz1 alanlar [127].
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An siitline olan ilginin artmasi literatiirdeki c¢alismalarin artmasina ve bu c¢alisma
sonuclarindaki olumlu sonuglara gore de kullanimina yonelik ilginin daha da artmasina sebep
olmaktadir. Bu durum ar1 siitii iiretiminin artirilmasina ve ticari iriin olarak piyasada satiga
sunulmasina da yol agmistir. Giintimiizde art siitii, ilag¢ firmalar1 ve ticari firmalar tarafindan cesitli
formlarda (saf olarak, bal karisim, propolisle birlikte veya bal mumuyla karigim olarak) ve
paketlerde (damla, toz, macun, enjeksiyon, tablet ve kapsiil) eczanelerde ve biiyiik marketlerde
hatta internet ortaminda satilmaktadir (Sekil 2.18). Diinyada ve iilkemizde de farkli
konsantrasyonlara sahip ¢esitli ar1 siitii igeren {irlinler de satilmaktadir; ayrica apiterapi alaninda
arilardan elde edilen bal, polen, ar1 siitii ve ar1 zehrinden farkli igeriklerde ¢okga bitkisel ilag
hazirlanmaktadir. Ancak tip alaninda tedavi ya da destek olarak ar siitii kullanimi i¢in, alaninda
uzman tip doktorunun goriisii ve denetimiyle ile giivenilir iirtinlerin kullanilmasi gerekir [104,106,

129].

Sekil 2.18. Ticari tirlin olarak satilan ari siitii 6rnekleri [106, 119].



2.12.1. An Siitii ve Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesi farkli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikabilir, bu nedenle erkeklerin ¢ocuk
sahibi olma yeteneklerini gelistirmek i¢in farkli tedavi yaklagimlar1 uygulanmistir. Hamileligin
olusmasi spermin dolleme yetenegine baglidir ve erkeklerde dogurganlik potansiyelini belirlemek
icin semen analizi kullanilarak sperm parametreleri incelenir.

Spermin ddlleme potansiyelinin artirilmasi igin bazi gida takviyelerinin ve besinlerin
kullanilmasina yonelik calismalara ilgi gittik¢e artmaktadir. Isci arilar kisirdir ve yedi ila sekiz hafta
yasar. Buna karsilik ar1 siitii ile beslenen kralice ar1 ireme agisindan verimli doller verir ve bes ila
yedi yi1l yasayabilirler. Sadece ar1 siitii ile beslenen kralige arilarin genotipi ayni is¢i arilardan
yapisal ve fiziksel 6zellikler olarak farklilik gostermesi, yasam siiresinin uzun olusu, {istiin ireme
yetenegine sahip olusu, insan popiilasyonunda da ayni etkilerin ortaya gikabilecegi diislincesiyle
trtine duyulan ilgiyi oldukga artirmigtir [104-107, 127-129].

Ar siitiiniin kralice ariya kazandirdig1 bu 6zellikler ar1 siitiiniin (RJ), umut verici tibbi ve
beslenme amaglar1 nedeniyle dogal tip bilimciler tarafindan listelenen en degerli tedavi edici
tirtinlerden biri olarak gosterilmistir. Diger taraftan, ar siitiiniin fizyolojik etkileri hentiz net bir
sekilde tam olarak aydinlatilamamistir. Ari siitii genel olarak viicutta hiicre yenilenmesi, {iretimi ve
metabolizmasi iizerinde etkili oldugundan organizmanin biitiin dokularinda canlilik ve bunun
sonucunda saglik, enerji ve bagisiklik sisteminde onemli degisiklikler olusturabilmektedir [126,
130].

Ar siitinin (RJ) yasam siiresini ve treme giiciinii artirmadaki faydalari bu alanda
Proteinlerin, peptitlerin, lipitlerin, fenoliklerin ve flavonoidlerin ar siitiiniin ¢esitli farmas&tik
ozelliklerinden sorumlu ana biyoaktif bilesikler oldugu dogrulanmustir. Biyoaktif bilesiklerin dogal
degisimi, farkli ekosistemde bulunan flora tiirlerinin biyolojik ¢esitliligine baghdir [126, 130].
RJ'den izole edilen protein, peptitler, peptit fraksiyonu, yag asidi ve fenolik bilesikler gibi farkli
biyolojik bilesikler, bu iiriine ¢esitli biyolojik aktiviteler ve farmasotik uygulamalar saglar. Bu
nedenle RJ, antimikrobiyal, antioksidan, yara iyilesmesi, immiinomodiilatér, anti-aging, anti-
kanser, anti-inflamatuar, anti-hipertansiyon, anti-hiperlipidemik, ostrojenik ve ndrotrofik gibi
fonksiyonel ozelliklere sahiptir. Ar siitii alimi, genital parametreleri 6zellikle sperm sayisini ve
hareketliligini artirabildigini, olgun ve aktif hiicreleri biiyiiterek testisin mikroskobik yapisi
iizerinde de faydali oldugunu gosteren sonuglarla, diisiik sperm sayilarina ve zayif sperm
hareketliligine sahip kisir erkekler icin iireme yetenegine yardimci olmak i¢in faydali oldugu
gosterilmistir. Ozellikle biyoaktif amino asitler, mineral (Ca, K, Mg, Na) ve vitaminler (C ve E)
icin RJ'nin kimyasal bilesimi, sperm zarinin biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli rol oynar [111-

115, 131].
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Ar siitii, hayvan ve insan tiremesinde yararh etkilerine iligkin artan veriler sonucunda biiyiik
ilgi gdrmiigtiir. Sperm kalitesi, sperm canliligini, hareketliligini ve dogurganligimi siirdiirme
yetenegi lizerinde g¢esitli etkileri oldugundan, diyete ar1 siiti ekleme tavsiyesi gittikge
yayginlagmaktadir RJ'min farkli konsantrasyonlarda beslenme rejimine dahil edilmesinin erkek
hayvanlarda tireme 6zelliklerini, semen kalitesini ve in vitro fertilizasyon sonuglarini iyilestirdigi
bildirilmistir Yiiksek kaliteli RJ'nin giinlilk alimmin hormonlar1 diizenlemeye yardimci oldugu
gosterilmistir. Endokrin sisteme fayda sagladigi icin hormonal dengesizlikten muzdarip bireyler
icin faydalidir. Bu ayn1 zamanda hormonal dengesizlige bagl olarak dogurganlikla ilgili sorunlara
da yardimci olabilir. Ayrica RJ, testosteron, LH ve FSH gibi hormonlarin aktivitesi ile iligkilidir.
Bu nedenle, RJ, eksojen hormonlarin kullanimina dayanmayan alternatif bir {ireme tedavi yonetimi
olarak uygulanabilir [127, 128, 131].

A siitli uygulamasi, kisir erkeklerde sperm aktif hareketliligini, liiteinize edici hormonlar1
ve testosteron seviyelerini onemli Olgiide artirir. RJ'nin uzun siireli beslenmesi, deney
hayvanlarinda testis fonksiyonunda yasa bagli diisiisii durdurarak testosteron seviyelerini ve
spermatogenezi artirdigi [ 132], astenozoospermiye bagl infertilite tedavisinde bal ve RJ'nin birlikte
uygulanmasi etkili olabildigi gosterilmistir [133]. An siitii uygulamasinin, sperm sayisi, sperm
hareketliligindeki defektlerde iyilestirici bir etkisinin oldugu, ayrica sperm lipid peroksidasyon
seviyesini etkili bir sekilde iyilestirebilir oldugu ayrica hayvan deneylerinde testis dokusunun
biyokimyasal, hormonal ve yapisal yonlerini iyilestirebildigi gosterilmistir [36,122,134-136].
Literatiirdeki ¢aligma sonuglarina gore, ar siitii igerisindeki aktif biyolojik maddelerin etkinligine
bagli olarak, erkek iireme sisteminde faydali etkilere sahip olup tedaviyi destekleyici bir iriin olarak

onemli bir rol oynayabilir.

2.13. Apoptozis

Apoptozis, organizmanin gelisimi sirasinda, saglikli organizmalarda goériilen normal
hiicresel bir siirectir. Apoptoz, embriyolojik gelisim sirasinda, dogumdan sonra ve yetigkinlik
déneminde 6nemli bir rol oynayan programlanmig hiicre 6liimiiniin morfolojik ve biyokimyasal
olarak farkli bir seklidir. Programlanmig hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, dikkatle kontrol
edilen, enerjiye bagimli bir hiicre Oliimii siirecidir. Canlinin bagarili bir organ gelisimini
saglayabilmesi embriyonik gelisme sirasinda gergeklesen hiicre Oliimlerine baglidir. Hiicre
farklilagsmas1 ve degisik hiicrelere doniismesi hem hiicre boliinmesinin hem de hiicre 6liimiiniin
kontrol edildigini gostermektedir. Bu nedenledir ki embriyonik gelisme sirasinda her hiicre komsu
hiicrelerden bagimsiz bigimde hareket edebilmis ve her bir hiicre ileride doniisecegi hiicre tipine
degisecegi siireci uygun bir denge igerisinde tamamlayabilmistir. Erigkin hiicrelerde apoptozis

normal hiicre homeostazis'ini saglamaktadir [137,138].
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Cok hiicreli organizmalarda hiicre boliinmesiyle fazlalasan hiicre sayist hiicre 6liimleriyle
dengelenir. Eger organizmada bir hiicreye artik ihtiyag yoksa, hiicrede programlanmis hiicre 6limii
aktif hale gegerek o hiicrenin kendini yok etme siireci baslatilir. Bu yok etme siireci Latincede
(Yunanca) yaprak dokiimii (diisiisii) anlamina gelen apoptozis ya da programli hiicre 6liimiiyle
gerceklesir. Bu durum &zellikle uzun yasam siiresi olan, fizyolojik oldugu kadar patolojik birgok
Oliim sinyalini de entegre etmesi gereken memeliler i¢in olduk¢a dnemlidir. Apoptozun uyarilmast,
hiicresel morfolojide ve oliimde degisikliklerle sonuglanan bir dizi karakteristik biyokimyasal
olayla sonuglanir. Apoptoz geciren hiicrelerde kabarciklanma, hiicre biiziilmesi, niikleer
parcalanma ve DNA pargalanmas1 goriiliir. Apoptoz fizyoloji ve patolojide dnemli roller oynar ve
iskemi, hipoksi, belirli ilaglara ve kimyasallara maruz kalma, bagisiklik reaksiyonlari, bulasici
ajanlar, yiiksek sicaklik, radyasyon ve cesitli hastalik durumlar1 dahil olmak iizere ¢ok sayida
uyaran tarafindan tetiklenebilir. Ayrica, apoptoziste gorevli genlerin fonksiyon kaybi ya da
kazanimi (gain/loss of function) hiicresel dengenin bozulmasina neden olarak farkli tirde
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Bu genlerdeki islevsizlik yetersiz apoptozise ve buna
bagl olarak kanser, otoimmiin hastaliklara veya hizlandirilmig apoptozise ve dolayisiyla akut ve
dejeneratif bir¢ok hastaliga sebebiyet verebilmektedir [137, 138, 144].

Apoptoz terimi ilk kez 1972'de Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan yaptiklar1 arastirma
sonuglarin1 yayinladiklari makalede hiicre Oliimiiniin morfolojik olarak farkli bir bigimini
tanimlamak i¢in kullanilmustir. Arastirma sonuglarinda, apoptotik hiicrelerin, hiicresel i¢eriklerin
salinmasi olmaksizin komsu hiicreler tarafindan fagosite edilen apoptotik cisimler olusturduklarini
tespit etmiglerdir. Viicudumuzda her bir hiicrenin hayat dongiisii; dogum, farklilagma, islev gérme
ve 6liim evrelerinden olusur. Her bir hiicre tipinin farkli bir canli kalim siiresi vardir. Ornegin
notrofiller dokuda dort giin, eritrositler kanda yiizyirmi giin, beyin ve sinir hiicreleri ise elli ile yiiz
yil arasinda yasarlar. Ozellikle embriyonik gelisme sirasinda hiicre dliimiiniin dnemli bir yeri
vardir. Erigkin organizmalarda da bu siire¢ devam eder ¢iinkii hiicre cogalmasiyla hiicre 6liimleri
dengede kalmak zorundadir. Eger boyle bir denge olmasaydi, dokular hiicre ¢ogalmasiyla siirekli
biiytimek zorunda kalirdi. Canli organizmalarda nekroz ve apoptozis olmak tizere iki ana hiicre
oliim sekli vardir. Nekroz, hiicre yaralanmalar1 sonucu hiicrenin zarar gorerek sisip, patlayarak
Olmesidir. Hiicreler apoptozis sirasinda ¢esitli uyaricilarla 6liime giderler ancak bu 6liim programli,
kontrollii ve diizenli bir bigimde gergeklesir. Nekrotik 6liimde hiicre kontrolsiiz olarak 6liime gider,
hiicre pargalanir, enflamasyon goriiliir. Apoptoziste ise hiicre kendi 6liimii esnasinda aktif rol alir
alarak her asamasina katkida bulunur. Bundan 6tiirii apoptozis hiicre intihar1 olarak da adlandirilir.
Nekrozda patlamis hiicrenin igerikleri komsu hiicrelere de zarar verirken, apoptoziste c¢evre

hiicreler zarar gérmez ve 6len hiicreden etkilenmezler [137, 138, 144].
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Nekroz, genellikle genis hiicre alanlarim etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir siirectir, oysa
apoptoz kontrol edilir ve enerjiye baglidir ve bireysel veya hiicre kiimelerini etkileyebilir. Nekrotik
hiicre hasarma iki ana mekanizma aracilik eder; hiicrenin enerji kaynagina miidahale ve hiicre
zarlarina dogrudan zarar verir. Apoptoz ve nekrozun mekanizmalart ve morfolojileri farklilik
gosterse de bu iki slireg arasinda bir ortiisme vardir. Kanitlar, nekroz ve apoptozun “apoptoz-nekroz
stirekliligi” olarak tanimlanan ortak bir biyokimyasal agin morfolojik ifadelerini temsil ettigini
gostermektedir. Ornegin, devam eden bir apoptotik siireci nekrotik bir siirece doniistiirecek iki
faktor, kaspazlarin ve hiicre i¢ci ATP'nin mevcudiyetinde bir azalmayi igerir. Bir hiicrenin nekroz
veya apoptoz yoluyla 6lmesi, kismen hiicre 6liim sinyalinin dogasina, doku tipine, dokunun gelisim
asamasina ve fizyolojik ortama baglidir [137, 138, 144].

Apoptozis i¢in sinyal alindiktan sonra hiicrede bir¢ok biyokimyasal ve morfolojik degisim
gozlenir. Hiicre kiigiilmeye ve kondanse olmaya baglar, hiicre iskeleti dagilir ve ¢ekirdek zar1 yer
yer erir. Cekirdek DNA's1 pargalara ayrilir. Apoptozisin erken evrelerinde kaspaz proteinleri
salinmaya baslar ve aktive olan bu proteinler hiicresel bir¢ok substratin kesilmesine hem aracilik
eder hem de neden olur. Kaspaz enzimleri ayrica hiicrenin diger sindirim enzimlerini de harekete
gecirirler. Bunun sonucunda hiicre hem biyokimyasal hemde morfolojik (dis goriiniim) olarak

degisir [137]. Nekroz ve apoptozis sirasinda goriilen degisimler Tablo 2.7.’de gésterilmektedir

Tablo 2.7. Apoptozis ve nekroz arasindaki farkliliklar [137].

Apoptozis Nekroz
Kromatin kondensasyonu Cekirdegin sismesi
Hiicre kii¢iilmesi Hiicrenin biiyiimesi ve sismesi
Organel ve hiicre membranlarinin biitinliigi Organellerin biitiinliigiiniin bozulmasi
Komsu hiireler tarafindan ¢abuk yutulma Hiicrelerin parcalanmasi ve igeriklerinin ¢evreye
(eliminasyon-fagositoz) dagilmasi
DNA fragmentasyonu Enflamasyon

2.13.1. Apoptozisin Diizenlenmesinde Gorev Alan Genler

Cok sayida gen apoptoziste gorev alir (Tablo 2.8). Bu genlerin bir boliimii hiicre yiizeyinde
bir boliimii ise hiicre i¢i sinyal iletim yollarinda gorev alirlar. Bu genlerden apoptoziste gorev alan
en 6nemli gen grubu B-hiicreli Lenfoma- 2 (Bcl-2) ailesidir. Kondensasyonu ve hacim daralmasini

engeller. Memeli hiicreleri Bcl-2 ailesinin tiim iiyelerine sahiptir [137-139].
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Bu ailede bulunan proteinlerin bazilar1 apoptozisi hizlandirirken (proapoptotikler) digerleri
apoptozisi inhibe ederler (anti-apoptotikler). Bcl-2 ailesi onikiden fazla proteini kapsar ve 3 adet
islevsel gruba ayrilir. Grup I ya da antiapoptotik tiyeler (Bcl-2, Bcl-XL) evrimsel siiregte korunmus
4 tane Bcl-2 homoloji (BH) domaini (BH1-BH4) tasir [137, 139]. Hepsinin hidrofobik C-terminal
kuyrugu bulunur ve bu kuyruk araciligiyla mitokondri dis membranina yerlesir (nadiren
endoplazmik retikulum membranina da tutunur), proteinin biiyiikk boliimii sitoplazmaya bakar.
Grup 1 tiyelerinin en 6nemli 6zelligi anti-apoptotik aktiviteye sahip olmalaridir ve hiicreleri
Oliimden korurlar. Grup H'de yer alan iiyeler aksine pro-apoptotik aktiviteye sahiptir ve hiicreleri

oliime gonderirler [137-139].

Tablo 2.8. Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan genler [137].

* Fas, Trail, TNF (almag ve Ligandlar) * Kaspazlar (yaklasik 13 tane),

* Bcl-2Ailesi Proteinler (yaklasik 12 tane) Granzim, Kalpain

* Kinazlar » Kaspaz Diizenleyicileri
RIP3, CAP, AKT, PKA, MapK IAP/Survivin (5 tane), Apaf-1

» Mitokondri Proteinleri * Transkripsiyon Faktorleri
VDAC, ANT, Sitokrom C, AIF, SMAC p53, myc, Nur77

* Proteazlar * Digerleri

FADD. TPVvADD. DADI

2.13.2. B-hiicreli Lenfoma- 2 (Bcl-2) Ailesi Genleri

Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozis kontrol noktalarinda gorev alirlar. Bcl-2, B-hiicre
lenfomasinda tanimlandigindan 6tiiri bu ismi almistir. B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi
proteinleri programlanmig hiicre 6liimiinti diizenler. Ailenin bazi tiyeleri (Bcl-2 ve Bcl-xL gibi)
apoptozu inhibe ederken, digerleri (Bax ve Bak gibi) hiicre 6liimiinii tesvik eder [139]. Yapilan
arastirmalarda Bcl-2 proteininin apoptozisi inhibe ederek kanser gelisimine neden oldugu tespit
edilmistir. Bcl-2 mitokondride bulunur ve apoptoziste goriilen g¢ekirdek siiriiklerler. Bu grubun
iiyeleri yapisal olarak grup 1 iiyelere benzer. Hidrofobik kuyruk kisimlari vardir ancak BH4
domaini tagimazlar. Grup 3'te yer alan iiyeler yapisal olarak cesitlilik gosterir. Ortak yanlari
yaklagik 12-16 amino asitlik BH3 domaini tagimalaridir. Bu nedenle sadece BH3 igeren (BH3-
only) olarak adlandirilirlar. Bu proteinlerin yap1 ve siiflandiriimalart Sekil 2.19”'da gdste-
rilmektedir. Pro- veya anti-apoptotik aktivitelere sahip olan Bcl-2 ailesi proteinleri, apoptoz,
tiimorijenez ve anti-kanser tedavisine hiicresel tepkilerin diizenlenmesindeki énemleri nedeniyle

son on yilda yogun bir sekilde incelenmistir [137, 139].
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Sekil 2.19. Memelilerde Bulunan Bcl-2 Ailesi Uyeleri [137].

Canli hiicrelerde ¢oklu-domaine sahip Bax ve Bak monomer olarak bulunur. Apoptozun
baslangicinda, BAX ve BAK konformasyonel degisikliklere ugrar, mitokondrinin dis zarinin gesitli
proteinlere kars1 gegirgen olmasina neden olur ve mitokondrinin daha kiigiik birimlere boliinmesini
indiikler. Oliim sinyali alindiginda Bax homodimerize olur ve mitokondri dis zarmna girer.
Mitokondride konuglanmis olan inaktif Bak bu 6liim sinyaline cevap olustururken yapisal degisim
gecirir, dimerize olur ve aktivite kazanir. Boylece mitokondri dis membrani gegirgen bir yap1 ka-
zanir. Bu gegirgenlik site'yi de kapsayan diger intermembran bogluk (IMS) proteinlerinin salinmasina
olanak verir (Sekil 2.20). Apoptoz sirasinda mitokondrideki degisiklikler, 6zellikle sitokrom c'nin
salinmasi, Olmekte olan hiicrelerin verimli bir sekilde pargalanmasini diizenleyen kaspaz

proteazlarmin aktivasyonu ile sonuglanir [137-140].
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Sekil 2.20. Bax aktivasyonitiuin kontrolii [137].

Bcl-2 ailesi tiyelerinin 6nemli 6zelliklerinden biri homo- ve heterodimer olugturmalaridir.
239 amino asitlik (26KDa) Bcl-2, Bax ile heterodimer olusturur. Alternatif mRNA splicing ile iki
protein olusturan Bcl-X proteini'de (Bcl-XL/Bcl-X uzun ve Bcl-Xs/BelX kisa) Bcl-2 ile
heterodimer olusturur. Bcl-xL241 amino asitten olusur ve apoptozisi inhibe eder. Bel-Xs ise XLden
66 amino asit daha kiigiiktiir ve pro-apoptotik olarak islev goriir. Bcl-xLmonome-rinde BH1-3
domainlerinin birbirlerine yakin konuslandiklar1 goriiliir. Bu ii¢ domain bir cep olusturur ve
proapoptotik iiye sahip oldugu BH3 domaini araciligiyla bu cebe baglanir. Bcl-2 proteinlerinin
mitokondriyel yolaklar1 endoplazmik retikulum ile de birlesir. Endoplazmik retikulum da
apoptoziste kritik bir rol oynamaktadir. Endoplazmik retikulum, bir yandan sitoplazmik &lim
yolaklarint aktive ederken diger yandan mitokondri igin direkt proapoptotik uyari gonderir.

Endoplazmik retikulum, Fas ve p53 aracilikli apoptozise katkida bulunur [137-140].

2.13.3. Bcl-2Proteinleri Araciigiyla Apoptozisin Diizenlenmesi

Apoptozis mekanizmasinda anahtar gérev kaspaz aktivasyonudur. Kaspazlarin aktivasyonu
farkli molekiiller tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 ailesi proteinleri, bu molekiiller i¢inde 6nemli bir
yer tutar. Kaspaz 3 aktivasyonunundan daha 6nce Bcl-2 ailesi apoptozisi kontrol ettigine gore bu
proteinler hiicrenin yasayip yasamayacagina karar verirler. Dolayistyla bu proteinlerin aktiviteleri-
nin de kontrol edilmesi gereklidir. Bcl-2 ailesi proteinlerin aktiviteleri hiicrede c¢esitli yollarla
diizenlenir. Bunlar, transkripsiyonel seviyede kontrol, fosforilasyon, dimerizasyon, translokasyon
ve proteolitik yikimdir [137-140].
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Transkripsiyon

Bcl-2' nin transkripsiyonel kontrolii, hiicre dliimiiniin regiilasyonunda énemli bir gorev alir.
Ornek verilecek olursa, kanserojenik hiicrelerde Bcl-2 protein seviyesinin arttig1, enflamasyonda ise
azaldig1 tespit edilmistir. Proapoptotik iiyelerin de transkripsiyon diizeyinde kontrol edildigi
belirlenmigtir. Normal yapida hiicrelerde toksisiteden korunmak igin hiicreler Bcl-2 proteinlerini
aktiflestirmezler. Bcl-2 ekspresyon diizeyi diisiiktiir. Oliim sinyali alinmnca bu genlerin
transkripsiyonu ve regiilasyonu basglar [137].
Dimerizasyon

Bu proteinler hem homo hem de hetero-dimerler olusturduklari i¢in hem tek baslarina hem de
bir diger tyeyle birlikte apoptozisin diizenlenmesini saglarlar. Bcl-2, Bax ile hetero-dimer
olusturdugunda Bcl-2 etkisini antagonize eder. Ancak hangisinin effektor hangisinin diizenleyici
oldugu bilinmemektedir. Bir varsayima gore: (i) Bcl-2 hiicrede yasam yolagin1 aktive ederek
hiicrenin hayatta kalmasini tesvik ederken, Bax, Bcl-2'nin negatif regiilatorii olarak rol alir; (ii) Bax
direkt ya da dolayli olarak hiicre 6liim sinyali yayarken Bcl-2, Bax'in baskin inhibit6rii olarak rol alir.
Bax-Bcl-2etkilesimine ek olarak diger liyeler de dimerizasyona ugrarlar: (i) Bcl-2/Bcl-2, (ii) Bcl-
2/Bcl-XL, (iii) Bcl-2/Bcl-Xs, (iv) Bcl-2/Mcl-1, (v) Bel-XL/Bcl-XL, (vi) Bel-XL/Bax, (vii) Bcl-XL/Mcl-
1, (ix) Bax-Mcl-1 [137].
Fosforilasyon

Sadece BH3 igeren (BH3-only) proteinlerden Bad'in iglevi fosforilasyonla hizli bigimde
degisir. Bu fosforilasyon hem proteinin hiicre i¢i yerlesimini hem de protein-protein etkilesimini
degistirir. Yasam sinyallerinin varhiginda Bad, Seri 12 ve Seri 36'dan fosforile edilmis olarak
bulunur. Bu fosforik form 14-3-3'e bagh kaldig1 igin proapoptotik rolii baskilanir. Oliim sinyalini
takiben (6rnegin biiyiime faktor azligi) Bad defosforile edilir ve mitokondri membranina geger ve
burada Bcl-XL/Bcl-2 heterodimeri ile etkilesime girer. Yalnizca defosforile Bad Bcl-xLve Bad'in
BH3-only domainine baglanabilir. Bu baglanti da apoptozis i¢in olduk¢a Onemlidir. Bad
fosforilasyonu hiicre yagamini tesvik eden iki tane kinaz tarafindan saglanir. Bunlar Akt ve PKAdir.
PKA mitokondri membranina yerlesik cAMP bagimli protein kinazdir ve Seri 12 fosforilasyonunu
saglar. Akt (PKB) ise seri36 bolgesinden fosforilasyonu saglar [137].
Proteolitik Kesme

BH3-only proteinlerden Bad zararsiz bir formda kiiciik, esnek bir halkasal yapiya sahip olarak
sitoplazmada bulunur. Belirli hiicre tiplerinde 6liim ligandlar1 hiicreyi uyardiginda kaspaz-8 aktive
olur ve Bid'in esnek halkasal yapisini keser. i¢ yolakta ise Bid kaspaz-3 tarafindan kesilir. Bid'in (p22)
N-terminal kisminin kesilmesi sonucu tBid olarak gosterilen kesikli (truncated) pl5 Bid olusur ve
tBid mitokondriye girer ve burada mitokondriyel proteinlerle etkileserek apoptozisi indiikler. Bu

durum Bid'in N-terminal domaininin inhibitor rolii oynadigi diisiincesini desteklemektedir [137].
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Translokasyon

Bax aktivasyonu i¢in hem translokasyon hem de dimerizasyon gerekir. Normal gériintimli
hiicrelerde Bax sitozolde monomer olarak bulunur. Apoptotik sinyal bu proteinin Bax/Bax
homodimerleri bigiminde sitoplazmada birikmesine neden olur. Homo-dimer konumuna gegen Bax
daha sonra mito-kondriye transloke olarak membrana entegre olur. Ancak Bax dimerizasyonunun
sitoplazmada m1 yoksa mitokondri memraninda m1 gercgeklestigi tam olarak bilinmemektedir. Ancak
bugiine kadar elde edilen bilgiler proteinin N-terminalinin molekiilii kapali bir yapida tuttugunu ve bir
uyartyla beraber aktive konuma gegtigini ortaya ¢ikarmistir. Bim mitokondriye transloke olan bagka
bir Bcl-2 ailesi tiyesidir. Saglikli hiicrelerde Bim mikrotiibiil ilintili dinein motor kompleksine bagl
olarak bulunur ve apoptozisi indiikleyemez. Oliim sinyali alan hiicrede Bim bu kompleksten ayrilir
ve mitokondriye transloke olur ve burada Bcl-2 ya da onun homologlarindan biriyle etkilesime gire-

rek antiapoptotik etkiyi antagonize eder [137].

2.13.4. Apoptoziste Sinyal fletim Yolaklar1 (Oliim Almaclar)

Oliim almaclar1 tiimdr nekroz faktdrii (TNF) siiperailesine aittir. En iyi tanimlanmis olan
tiyeleri Fas reseptorii (ya da CD95), TNFR1 (TNF almag 1) ve TRAIL (TNF ile iligkili apoptozu
indiikleyen ligand) almaglari olan 6liim reseptor 4 (DR4) ve Oliim reseptdr 5 (DR5)’tir.

Oliim almac1 yolaklarinin prototipi TNF-a ve FasL (Fas reseptdriiniin ligandi; FasLigand)
sinyal iletim yolaklaridir ve her ikisi de almaglari olan TNFRI1 ve Fas araciligiyla benzer hiicre ici
yolaklart uyarirlar. Ligand baglanmasiyla birlikte bu almaclar DISC adi verilen (death inducing
signaling complex; olime neden olan sinyal kompleksi) karmasik bir yapi olusturmak {izere
kiimelesirler. DISC, yiiksek lokal prokaspaz-8 diizeyininin korunmasini saglar. Prokaspaz-8 diizeyi
artinca, otokatalitik aktivasyona ugrar ve DISC'ten ayrilir. Daha sonra effektor kaspazlar aktive
eder.

Hiicrelerin islevlerine bagli olarak 6liim almaci yolaklart ile mitokondride gerceklesen
apoptozis yolag1 kesisebilir. Ornegin prokaspaz-8 konsantrasyonunun diisiik diizeyde oldugu
hiicrelerde Bid (proapoptotik Bcl-2 ailesi proteini) aktive olarak mitokondri araciligiyla apoptozis
sinyalini olusturur. Ayrica hiicre ici diger molekiiller de bu yolaklar1 diizenlerler. Ornegin FLIP
(Flice-inhibitory protein) FasL/TNF-a aracili apoptozisi inhibe eder. Flip FADD etkilesimi
prokaspaz-8'in FADD ile etkilesimini engelleyerek DISC olusumunu 6nler. Ayrica FLIP, NF-KB VE
ERK (Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz) gibi hiicrenin hayatta kalimini aktive eden yasam
sinyallerini de aktive eder. Bu transkripsiyon faktorleri FasL ve TNF-a tarafindan indiiklenen

apoptotik yolagi inhibe ederler [137-140].
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2.13.5. Tiimoér nekroz faktorii alfa (TNF-a)

TNF-q, siiper aile tiimor nekroz faktoriine (TNF) aittir. Tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a),
aktive makrofajlar ve monositler tarafindan dogal olarak iiretilir ve normal ve malign hiicreler iizerinde
pleiotropik etkilere sahiptir. 157 amino asitten olusan 17 kDa'lik bir protein olan tiimér nekroz faktorii
(TNF), inflamatuar ve immiin fonksiyonlarin gii¢lii bir parakrin ve endokrin aracisidir. TNF-a, esas
olarak sistemik inflamasyonun indiiklenmesi i¢in uyaranlara yanit olarak salgilanir. Ayrica ¢ok cesitli
hiicre tiplerinin bilyiimesini ve farklilagsmasini diizenledigi de bilinmektedir [137].

TNF-a geni insanlarda 6. Kromozomda yer alir (6p21.3); Uzunluk olarak ii¢ kilobaz ve 4 ekzona
sahiptir. insanlarda TNF-a proteini yirmi alt1 kDa girliginda, iki yiiz otuz ii¢ amino asit ihtiva eder ve
membrandz TNF (mTNF) tip 2 transmembran zar proteini olarak sentezlenir. Sinyal peptidi ihtiva
etmeyen TNF-a; TNF-a-donistiiriicii enzim araciligiyla, amino ucundaki (N-terminal) 76 aminoasiti
uzaklagtirir geriye 157 amino asit kalir, daha sonra hiicre yiizeyinden aktif bir yap1 olan trimer yapistyla
kana gecer ve 17 kDa'luk ¢oziilebilir yapidaki (STNF) meydana gelir. mTNF ve sTNF yapilarindaki
TNF’ler trimer olan reseptorlerine baglanir ve trimerizasyon ile aktifleserek (Sekil 2.21.) etki
gosterirler [142-146].

TNFa
Ligand
bagh

—_—

1l

TNFa
Ligand
bagh [: .

Sekil 2.21. TNF-0,’ nin trimerizasyon ile aktivasyonu [142].
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MTNF-a tercihi olarak TNFR2’ye baglanirken, sSTNF-a TNFRI ile aktivasyon saglar. Her iki
reseptoriin hiicredist alanlari benzerlik gosterir ve sistein aminoasiti tekrarlardan meydana gelir ve
ligand-6ncesi baglanma bolgeleri (pre-ligand assembly domain, PLAD) igerirler. PLAD, reseptorde
ligand olsun olmasin trimerik sekle doniisiimii saglar, boylelikle trimer durumdaki ligand gelince
sinyal iletimi hizli gerceklesir [142, 147]. Iki reseptor arasindaki esas fark, intraseliiler bolgelerinden
kaynaklanir. TNFR1 sitoplazmik kisminda 80 aminoasitlik 6liim bolgesi yer alirken TNFR2’de bu
bolge yer almaz. TNFR2’nin genel olarak hiicre canliligmin devaminda gorev aldigi bildirilmis ve
bundan 6tiirii TNF-a’nin fizyolojik islevlerinin birgogundan TNFR1 sorumlu oldugu tespit edilmistir
[142]. TNF ile aktiflesen pro-enflamatuar ve programlanmis hiicre 6liim yolaklar1 ¢ogunlukla TNFR1
yoluyla ile yonlendirilmekteyken TNFR2 sinyalinin doku tamiri ve anjiogenezi arttirdigi gosterilmistir
[148, 149].

TNF reseptorleri (TNFR1 ve TNFR2) araciligiyla TNF-alfa sinyali, Sekil 2.22'de gosterildigi
gibi apoptozu, hiicre hayatta kalmasini veya iltihaplanmay1 indiiklemek icin farkli yollart aktive
edebilir. TNF-o'nin diizensizligi (disregiilasyonu) ya da asir1 ekspresyonu, astim, kronik bronsit ve
akut solunum sikintis1 sendromu dahil olmak tizere birgok hastaligm karakteristik fenomeni olan

inflamatuar reaksiyonlarin gelismesine neden olur [146].
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Sekil 2.22. TNF-o,’nin disregiilasyonunun yansimalari [142].

TNF-a ligandinin TNF reseptoriine (TNFR1) baglanmasi, pro-inflamatuar ve pro-apoptotik
sinyal kaskadlarmi baglatir. Pro-inflamatuar sinyal yollari, NF-kB veya MAPK'nin aktivasyonu ile
uyarilir [150].

TNF, enfeksiyona cevap olarak T-hiicreleri ve aktive makrofajlar tarafindan iretilir. TNF-alfa
almacmna baglandiktan sonra farkli aktiviteler gosterir. Bazi hiicrelerde NF-KB VE AP-1
aktivasyonuna yol agarak ¢esitli proenflamatuar immiin modiilator genlerini indiikler, bazi hiicreler-

de ise apoptozisi indiikler. Tnf almag¢ kompleks yapis1 Sekil 2.21” de gosterilmektedir [137].
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TNFR1 enflamasyon reaksiyonlarinda hiicrede ifade edilir. Hiicrenin sitoplazmik kisminda
DISC'e baglanan adaptor molekiillere bagh olarak hiicre ¢cogalmasi ya da apoptozis i¢in sinyal
olusturur [137-144].

Bu adaptor molekiillerden komplekse ilk katilant TRADD'dir. TRADD eger FADD katilimim
saglarsa hiicre apoptozise girer, RIP ya da TRAF katilimini1 aktive ederse, antiapoptotik yolak
kullanilir [137].

— TNF-alfa

TNFRY
almaglan

Plazma

membran
DD

TRADD
FADD
TRAF-2

Prokaspaz-8

Apoptotik Sinyal
yolak yolags

Sekil 2.23. TNF almag kompleksi [137].

TNF-alfa yolaginin aktivasyonu TNF-o 'nin TNFRI'e baglanmasiyla baslar ve bunu almag
trimerizasyonu izler. Sitoplazmik kisimda hiicre i¢i 6liim domainleri gruplasmaya baslar. Bunu
hiicre i¢i adaptdr molekiill TRADD"'!n 6liim domainleri aracilifiyla komplekse katilmasi izler.
TRADD aktive almaca birkag tane daha proteinin katilmasini saglar. Eger TRAF2 katilirsa NF-xB
ve INK/Ap-1 yolagi aktive olur [137-144].

TRADD'm FADD ile de iliski kurmasi1 prokaspaz-8 aktivasyonunu indiikler ve apoptotik
yolak caligmaya baglar. TNFR1 ayrica RAIDD (RIP-associated ICH-1/6liim domaini olan CED-3
homolog proteini) olarak adlandirilan adaptor molekiiliin DISC'e katilimini saglayarak apoptozise
aracilik eder. RAIDD DD'leri (6liim alani) araciligiyla RIP'in DDleri ile etkilesime girer ve bu
etkilesim kaspaz-2'yi aktive eder. Kaspaz-2 aktivasyonu apoptozisi indiikler [137].
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TNF sinyal iletim yollar1 karisik ve kompleks yapidadir. Transkripsiyon faktorii Niikleer
faktor kappa B’ nin (NF-xB) diizenlenmesi, TNF sinyalizasyonu i¢in 6nemlidir. NF-xB
indiiksiyonu, TNF-a-aracilt TNFR1 proteininin ekspresyonunu saglar. Ayrica NF-xB  aktivitesi
TNFR1-aracili apoptozu sinirlandirmaktadir. NF-xB  inaktif oldugu durumlarda hiicre apoptoza
yonelir [151-153].

TNF-alfa sinyali, TNF reseptorleri olan TNFR1 ve TNFR2 araciligiyla, Sekil 2.22 'de
gosterildigi gibi apoptozu, hiicre hayatta kalmasini (canlilik) veya iltihaplanmay1 (inflamasyon)
indiiklemek i¢in farkli yollar1 aktive edebilir. TNF alfa'nin asir1 ekspresyonu, bir¢ok hastaligin
karakteristik fenomeni olan inflamatuar reaksiyonlarin gelismesine neden olur. [148,154,156]. TNF
reseptorleri TNFR1 ve TNFR2’nin birbirine benzer ve/veya birbirinden farkli molekiillerle iliskiye
girebilmesi, TNF-alfa’nin farkli ve gesitli fonksiyonlarda yer almasini agiklayabilmektedir. TNF
reseptor ailesini, TNFR2, TRAF2 ve TRAF 1 gibi tiyeleri farkli sinyalleri iletirler (Sekil 2.24) [155,
156].

Sekil 2.24. TNF sinyal iletim yollar1 [156].

Seminal plazmada normalde bulunan TNF-a, 16kositospermide ve bakteriyospermide
seminal plazmada yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilir. TNF-a ile sperm apopitozisinin yakin
bir iligkisi vardir. Yakin ge¢miste yapilan ¢alismalarda, TNF-o’nin sperm apopitozisi ve DNA
kiriklarmi artirdigr ortaya konulmustur. Bu bulgulara paralel olarak motilite ve membran
biitiinligiiniin de bozuldugu goriilmektedir. Bu bulgularin TNF-a antikorlar ile inkiibasyondan
sonra geriledigi rapor edilmistir. Seminal plazmada bulunan gesitli sitokinlerin (IL-1, IL-2 ve TNF-
o) konsantrasyonlarmin artigi, kotii semen kalitesi ve erkek infertilitesiyle iligkili bulunmustur

[157].

40



2.13.6. Kaspazlar

Kaspaz enzimleri biiyiik bir proteaz enzim ailesidir. Aktif merkezlerinde sistein amino asidi
tasirlar ve hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden kestikleri i¢in bu ismi almislardir
(C-Asp-ase; C: sistein amino asiti simgesi, Asp: aspartik asit, -ase: kesici enzim eki). Kaspazlar
hiicre icerisinde inaktif zimojenler olarak sentezlenirler ve prokaspaz adini alirlar. Bu inaktif
prokaspaz enzimleri apoptozis sinyalinin alinmastyla birlikte diger kaspazlar tarafindan aspartik
asit birimlerinden kesilerek aktive edilirler. Aktive olan kaspaz diger kaspazlar1 keserek inaktif
formdan aktif forma doniistiiriir. Kaspazlar biiyiik ve kiiciik olmak tizere iki alt birimden olusur ve
N-terminallerinde pro-domainleri bulunur. Biyiik ve kiigiik alt birimler birbirleriyle etkilesime
girerek enzimin aktif merkezini olustururlar (Sekil 2.23). Enzimin pro-domaini ¢esitlilik gosterir;
CARD (caspase recruitment domain; kaspaz aktivasyon ve alim bolgeleri) ve DED (death effector
domain; Oliim efektdr alan1) enzimin pro-domaininde bulunan 6zel motiflerdir ve protein-protein
etkilesiminde gorev alirlar. Enzim tam aktivitesini Sekil 2.23’te gosterilen 2 kesme noktasindan
kesildikten sonra gosterir. Evrimsel siire¢te korunmus olan sistein, enzimin aktif merkezinde
bulunur ve bu amino asidi ¢evreleyen dizi de evrimsel siirecte korunmustur. Kristalografi
calismalart iki tane heterodimerin bir araya gelerek tetramer yapida aktif kaspaz enzimini
olusturdugunu ortaya koymustur. Bdylece her enzim iki tane aktif merkeze sahip olmaktadir.
Apoptozis sirasinda kaspazlardan ilk gorev alanlar (upstream caspases) baslatici (initiator) ya da
oncili kaspazlardir ve bunlarin uzun pro-domainleri bulunur. Apoptotik yolagin sonraki asama-
larinda gorev alan kaspaz enzim zincirinin diger iyeleri ise effektor (downstream caspases)
kaspazlar olarak adlandirilirlar. Effektor kaspazlar baslatici bir kaspazla aktive edilirler. Amino asit
kiitiiphanelerinin taranmasiyla her bir kaspaz enzimi i¢in optimum kesme bdlgesi belirlenmis ve bu
bolgenin aspartik asit kesme noktasinin N-terminalinde bulunan doért amino asitlik bir motif oldugu
ortaya c¢ikarilmistir. Bu motifin gorevlerinden biri kaspazin hedefledigi proteinin se¢imini
belirlemek, digeri ise ilgili kaspazin peptid inhibitorlerle inaktive olmasma aracilik etmektir.
Kaspaz 2, 8, ve 10 baslatict kaspazlardandir, 3, 6 ve 7 ise effektor kaspazlardir. Kaspazlar
hiicrelerde yiizden farkli proteini siibstrat olarak kullanirlar [137,145].

2.13.7. Kaspaz Aktivasyonu

Apoptozis sinyali alan bir hiicrede baslatici kaspazlarin aktivasyonlar1 adaptor proteinler
araciligiyla tetiklenir. Bu adaptor proteinler baslatict kaspazlari birbirine yaklastirarak kii-
melenmelerini saglar ve kiimelesen baslaticilar birbirlerini keserek aktive eder ve kaspaz zincirinde
yer alan diger iiyeler giderek artan bir hizla aktive olmaya baglarlar. Sinyal gittik¢e artarak zincirin
en sonunda bulunan kaspaza kadar erigir ve bu giderek artan 6liim sinyali 6liime mahk(m edilen

hiicrenin her bolgesine yayilir [137, 142].
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Aktive olan kaspazlardan bazilar1 lamin proteinlerini pargalarken, bazilar1 hiicre i¢i iskelet
proteinlerine saldirir. Bagka bir kaspaz DNaz enzimi araciligiyla onu inhibe eden proteine baglanip
DNaz'm serbest kalmasini saglar ve serbest kalan DNaz ¢ekirdek DN Asimi pargalara ayirir. Kaspaz
zincirinde yer alan enzimler bir kez aktive olduktan sonra geriye doniis yoktur ve bulunduklari
hiicreyi oliime siiriiklerler. Dolayisiyla aktiviteleri hiicrelerde siki bigimde kontrol altinda tutulur.
Kaspaz aktivasyonunda 3 temel mekanizma vardir:

a. Baslatici bir kaspaz tarafindan proteolitik kesim sonucu aktivasyon

b. Yakin indiikleme (induced proximity)

. Holoenzim olusumu

Baslatic1 bir kaspaz tarafindan diger bir kaspazin (effektor kaspaz) proteolitik olarak
kesilmesi oldukca etkin bir mekanizmadir ve effektor kaspazlar bu yolla aktive olurlar. Bu
mekanizma granzim B gibi kaspaz olmayan proteazlarin aktivasyonunda da kullanilmaktadir.
Ikinci mekanizmada ise birgok prokaspaz-8 molekiilii birbirine yakinlasip kiimeler olusturarak bir
araya gelir ve ¢apraz bi¢cimde birbirlerini aktive ederler. Holoenzim olusumunda ise sit-c ve ATP-
bagimli Apaf-1 oligomerizasyonu prokaspaz-9' un bu komplekse katilmasina olanak vererek
apoptozomu olusturur. Kaspaz-9' un bu yolla aktivasyonu proteolitik degil, kompleksin bigim
degistirmesiyle saglanir [137, 142, 144, 145].

2.13.8. Kaspaz Aktivitesinin Diizenlenmesi

Apoptozisin diizenlenmesinde gorev alan bir diger hiicre i¢i protein ailesi [AP'lardir
(inhibitor of apoptosis/apoptozis inhibitdrleri). iki yolla apoptozisi inhibe ederler:
a. Prokaspazlara baglanarak aktivasyonlarini onler,
b. Aktif kaspazlara baglanarak aktivite gdstermelerini engeller. LAP proteinleri ilk kez bocek
viriislerinde tanimlanmugtir.

Bu proteinler enfekte ettikleri bocek hiicrelerinin kendi kendilerini dldiirmelerini dnleyerek
viriislin replikasyonu icin yeterli zaman1 kazandirmaktadirlar. Bu proteinler hiicresel homologlari
da dahil olan birkag tane BIR domainine (Baculovirus LAP tekrarlan) sahiptirler. Bu domainleri
araciligiyla dogrudan ya da dolayli olarak kaspazlari inhibe ettikleri diisiiniilmektedir. SMAC-
DLABLO ve OMI-HTR2 mitokondrinin membranlar arasi boslugunda bulunan iki tane proteindir.
Bu proteinler apoptozis sirasinda salinirlar. Her iki protein de LAP baglanma motifi tasir ve
kaspazlarin LAP ile inhibisyonunu antagonize eder. SMAC dimer halindeyken XIAP'm BIR2
domainine baglanarak kaspaz-3'ii aktive ederken, monomer halde kaspaz-9’dan XLAP"1 ayirir
[137,142,144].
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2.13.9. Apoptotik Hiicre Oliimiinde Kaspaz-3'iin Rolii

Kaspaz-3, hiicre olimiinii destekleyen sistein proteaz (kaspaz) ailesinin bir {yesidir.
Baslangigta zimojen olarak iiretilir ve sirastyla apoptozun dis ve i¢ yollarinda kaspaz -8 ve kaspaz-
9'un proteolitik boliinmesiyle aktive edilir. Boylece, dissal ve igsel sinyal yollar1 i¢in bir yakinsama
noktas1 gorevi goriir. Apoptopik programin yiriitiilmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Temel
gorevleri ise, DNA polimeraz enzim aktivitesini engelleyerek hiicrenin apoptozise ugrayip yok
olmasin1 gergeklestirmektedir [144, 156-159].

Kaspaz-3'in enzimatik aktivasyonu, apoptozu yiiriitmek igin 1300'den fazla hiicresel
substratin boliinmesine yol agar. Bu nedenle, aktif kaspaz-3'iin tespiti, hiicrenin apoptozun
uygulama agamasina giris noktasinin 6nemli bir biyolojik belirteci olarak incelenmistir [156].
Apoptotik  yolaklar ve kaspaz enzimlerinin aktivasyon mekanizmalar1 Sekil 2.25'te

gosterilmektedir.
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Sekil 2.25. Apoptotik yolaklar ve kaspazlar [144].

Spermde apoptoz mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamigtir. Spermde kaspazlarin
varlig1 apoptozun en iyi gostergelerinden biridir. DNA fragmentasyonu da ge¢ donem apoptozun
iyl bir gostergesidir. DNA fragmentasyonu, kismen Kaspaz-3’tin aktivasyonu ile ortaya
¢ikmaktadir Kaspaz-3, bir DNA tamir enzimi olan PARP’1 (polyADP-ribose polimeraz) inaktive
ederek hasarlt DNA’nin tamir edilmesine engel olur.

Cesitli calismalarda apoptoz gostergeleri (kaspaz aktivasyonu, fosfatidilserin atilimi ve DNA
hasar1) ve erkek infertilitesi arasinda iliski oldugu bildirilmistir Fosfatidilserin eksternalizasyonu
ve DNA fragmentasyonunun, kaspaz-3 aktivasyonu goriilen spermlerde daha sik gorildigi
bildirilmistir [160, 161].
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2.14. Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB)

1986 yilinda Sen ve Baltimore isimli bilim insanlari tarafindan ortaya g¢ikarilan Niikleer
faktor-kappaB (NF-kB) bir oksidatif strese duyarli bir transkripsiyon faktoriidiir, inflamasyon ve
apoptoz gibi ¢ok cesitli biyolojik etkileri kontrol eden yiizden fazla geni diizenler. Niikleer faktor
kappa-B, bir 50 kDa (p50) ve bir 65 kDa (p65) polipeptitli bir heterodimerden olusur [162-166].
NF-xB ‘nin aktivitesi, inhibitor IkB proteinleri ile etkilesim yoluyla siki bir sekilde kontrol edilir.
Bu nedenle ¢cogu hiicrede NF-kB sitoplazmada inaktif, IkB'ye bagli bir kompleks olarak bulunur
.NF-xB ve inhibitdr protein NF-kBIA (IxBa, niikleer faktor-kappa B inhibitor alfa) geni {lizerinde
bazi polimorfik bolgeler belirlenmistir [163]. Polimorfizmlerin NF-kB’nin fonksiyonlar1 iizerine
aktiviteleri saptanmustir [167, 168]. NF-kB’nin diizensiz islevi, astim, artrit, doku fibrozisi, seker
hastaligi, karsinoma, HIV, damar sertligi gibi bazi hastaliklarin ¢ikmasma ya da hasarinin
artmasiyla baglantili olabilecegi tespit edilmistir [169-171]. Bu nedenle birgok aragtirmaya konu
olmustur.

Memelilerde, NF-kB ‘nin Rel gen ailesinden RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-xB1)
ve p52/p100 olarak isimlendirilen 5 tiyesi vardir (Sekil 2.26) [171, 172].
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Sekil 2.26. NF-xB aile tiyeleri [171].
Normal sartlar altinda hiicre iginde inaktif sekilde yeralan NF-xB’nin aktif hale

dontigebilmesi i¢in RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) ve p52/p100 alt birimlerin homo
ya da heterodimer meydana getirmesi gerekir [173,174].
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NF-kB protein zinciri bes farkli dimerizasyonla onbes transkripsyon faktorii olusturabilir.

NF-kB regiile ettigi genler aktif ettigi sinyal yollar1 ve dimerizasyonlart Sekil 2.27°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.27. NF-xB a sinyal yollar1 ve dimerizasyonlari, r (RHD: Rel domain bdlgesi, GGG: Glisince
zengin bolge, Ank: Ankrin tekrarlari, TA: Transaktivasyon bolgesi) [171].

Genel olarak NF-kB sinyal yolaklarinin aktivitesi su sekilde gergeklesir; normal sartlarda
hiicrede, inhibe edici I-kappa-B proteinlerine (IkBa, p ve vy) baglanmis olarak, hiicre
sitoplazmasinda aktif olmadan bulunur [175]. Hiicre dist sinyal iletimiyle IkB kinaz (IKK)
enzimlerinin regiilator alt birimleri uyarilir ve iletileri diger katalitik altbirimlere aktarir. Bunun
sonucunda inhibe edici I-kappa-B proteinlerin fosforilasyonu ve yikilimi gergeklesir. Inhibitor I-
kappa-B proteinlerin yikilmasiyla NF-kB inaktif halden aktif hale geger ve hiicre ¢ekirdegine taginir
[163]. NF-kB’nin ¢ekirdekte olusumundan belli bir siire sonra fosforilasyonlu tekrar sentezlenen
NF-kBIA proteini meydana gelir. NF-kBIA promotorinde NF-xkB baglanma bolgesi
bulundugundan, aktiflestirici iletiler gelince aktiflesen NF-kB, NF-kBIA ekspresyonunu baglatir
[176]. Biiyiik olgiide hiicreleri indiikleyen ve NF-kB transkripsiyon faktoriinii aktif hale gegiren
sinyaller; mikrobiyal, kanserojenler, sitokinler ve radikaller seklinde siniflandirilabilir [169].
NF-«kB aktiflesmesi i¢in alt birimlerin dimerizasyonu ii¢ degisik yolakla meydana gelir. Bu
yolaklar; geleneksel (canonical), alternatif (non-canonical) ve DNA hasarinda ortaya ¢ikan atipik
olarak da adlandirilabilen yolaklardir [156]. (Sekil 2.28)

45



(m TNFu Atipik yol
Alternatif Yol M MJ%

aH <
Cco4oL i N

LTh

Sekil. 2.28. NF-kB yolaklari [156].

Geleneksel yolda; 6rnegin proenflamatuvar sitokin tiimor nekroz faktér o (TNFa) IKK
kompleksinin  altlinitesini uyararak aktive eder. Boylece hedef IxB molekiilii 26S proteosom
aractyla yikilir. Bu enzim cesitli hiicre diizenleyicilerin ve p53, Bcl-2, p21, p27 gibi apoptozisi
indiikleyici faktorleri ve A, B, D, E siklinlerinin yikilmasint saglar [177, 178].

Alternatif yolda; IKK kompleksinin a altiinitesi aktive edilir ve p100 veya p105 proteinini
C-terminal ucundan fosforile eder. Fosforile edilen p100 proteinleri daha sonra C-terminalinden
proteozomlarca yikilima ugrar. Bunun sonucunda p105’in amino-terminal yarisindan olusan p50
meydana gelir [179, 180].

Atipik yolak olarak da adlandirilan DNA hasarina kars1 olusan cevapta bu yolak sorumludur
[173, 181]. Bu yolakta, geleneksel ve alternatif yolaklardaki gibi ilk etapta inhibitor kappa kinaz
(IKK) etkinligine ihtiya¢ yoktur. DNA’nin zincirlerindeki kirik bozunumlarinda ortaya ¢ikan bu
yolda iki siire¢ yer alir. Birinci siirecte, 6liim alani olarak ifade edilen p53°ii ihtiva eden PIDD isimli
proteinin uyarilmasi gerceklesir ve protein etkin hale gelerek hiicre niikleusuna gecer. Daha sonra,
nukleusta yer alan inhibitér kappa kinaz (IKK) / Nikleer faktor-kB esansiyal modifiye edici
(NEMO) nin, bir kinaz ¢esidi RIP1 (Reseptorler etkilesen protein 1) proteini ile birleserek TKK/
NEMO birlesigi meydana getirir. Daha sonra ise olusan IKK/ NEMO birlesigi Kii¢iik Ubikuitin
ilgili degistirici proteini (SUMO) ve ubikitin yolaklartyla modifiyeye ugrar. Ikinci asamadaysa
modifiye IKK/ NEMO birlesigi sitoplazmaya gegis yapar ve IKK’yi etkinlestirerek NF-kB aktive
olur [173, 182].
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NF-xB aktivitesinin farkli hiicrelerde apoptozisin diizenlenmesinde gorev aldigi
bildirilmistir. NF-xB’nin apoptozis asamalarini direkt inhibe eden IAPs, c-FLIP ve Bcl-2ailesi gibi
iiriinleri meydana getiren antiapoptotik genlerin salinimimi yapilmasinda rol aldig1 ve boylece NF-
kB’nin antiapoptatik etkiye sahip oldugu gosterilmistir [183-185]. Ayrica NF-xB’ nin
Transkripsiyon faktorii catalli kutu proteini (Forkhead Box protein), bityiime engelleyici proteinler,
DNA hasar uyarict gen 153/C/EBP-homolog proteini gibi bazi proapoptitik genlerin
baskilanmasinda gorev alabilecegi de bildirilmistir [186, 187]. Diger taraftan, NF-xB aktivitesinin
baz1 hiicrelerde baz1 kosullarda proapoptitik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. TNF reseptor
stiper ailesinin iiyeleri olan DR4, DRS5, DR6, Fas ve Fask ligantlar1 gibi apoptozisi uyaran {iriinler
meydana getiren genlerin salinimlarini regiile etmektedirler [188, 189]. Ek olarak, Niikleer faktor
kappa- B (NK-kB) indiiklenebilir strese yanit olarak eyleme gecen ve bir¢ok genin ekspresyonunda
ve inflamatuar genlerin iiretiminden sorumlu olan redoks- duyarli transkripsiyon faktoriidiir.
Niikleer faktor kappa- B (NK-kB) ve inhibitérii olan NK-kB inhibitor (IkB) ile fertiliteyi
etkileyebilen germ hiicre apoptozu arasinda bir iliski oldugu bildirilmistir [171, 175].

2.15. Niikleer Faktor Eritroid 2 Iliskili Faktor 2 (Nrf-2)

Oksidatif strese karsi onemli hiicresel savunma mekanizmalarindan biri transkripsiyon
faktorii niikleer faktor eritroid 2 (NF-E2) iliskili faktor 2 (Nrf-2)’dir. Nrf-2, ROT’a (reaktif oksijen
tirleri) karst koruma icin Onemli olan antioksidan enzimleri kodlayan genlerin bazal ve
indiiklenebilir transkripsiyonunu diizenlemektedir [190].

Nrf-2, oksidatif strese karsi endojen olarak indiiklenen koruma sistemlerinin temel
diizenleyicisi olarak gorev yapan bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf-2 diizenlemesinin en iyi
karakterize edilen mekanizmasi, sitoplazmik baskilayicist Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1
(Keapl) ile etkilesimidir (Sekil 2.29). Normal fizyolojik kosullar altinda, Nrf-2 6ncelikle Keapl'e
bagl sitoplazmada bulunur, Keap1, Nrf-2'yi sitoplazmada tutar ve Nrf-2 ubikuitine aracilik eder.
[191-193]. Oksidatif strese cevaben Nrf-2, Keapl'den salinir. Nrf-2 sitozolde birikir ve niikleusa
yerlesir. Maf proteinleriyla dimerizasyon yapar ve oksidatif strese karsi bir antioksidatif gen
bolgesinde niikleustaki antioksidan yanit elemanlarina ARE’ ye (ARE: antioxidant response
elements; antioksidan tepki/cevap elemanlari) baglanir [194-198].

Nrf-2, ARE’ ye baglandiktan sonra hedefledigi transkripsiyonunu diizenleyerek enzimatik
ve non-enzimatik antioksidantlar dahil olmak tizere farkli antioksidan genlerin saliimini tesvik
eder. Ayrica, Nrf-2 ve NF-xB sinyal yollar1 arasinda, bir etkilesim oldugu bildirilmistir. NF-&B,
proinflamatuar sitokin COX-2' yi aktiflestirdigi COX-2 aktivitelerinin de bazi prostaglandinler
iizerinden oksidatif stresin hasarlarini hafifleten Nrf-2'yi indiikledigi bildirilmistir [156, 193, 199].

47



Fizyolojik Durumlar

= Nrf2 Bozulmas:

N2
Sitoplazma /* Oksidatif Stres
N2

— " ) Hede! Genler |

Sekil. 2.29. Nrf-2’ nin hiicrede diizenlenmesi [198].

Nrf-2 hedef genlerin koordineli indiiksiyonu, g¢esitli hastalik ve doku hasarlar1 dahil olmak
iizere oksidatif strese kars1 hiicresel koruma icin gereklidir. Yiiksek konsantrasyonda ROT iiretimi
lipit peroksidasyonu ve bozulmus membran fonksiyonlarina neden olarak sperm metabolizmasini
dolayistyla morfoloji, motilite ve fertiliteyi olumsuz yonde etkileyerek erkek infertilitesinde 6nemli
rol oynamaktadir [200, 201]. Arastirmacilarin yaptig: bir ¢alismada erkek fertilitesinde Nrf-2’nin
rolii ilk defa gosterilmisti. Bu c¢aligmada Nrf-2 knockout erkek farelerde testikiiler
spermatogenezisin kronik oksidatif stress ile bozulmaya son derece duyarli oldugunu ve
spermatogenezisin oksidatif bozulmasini 6nlemede transkripsiyon faktorii Nrf-2’nin kritik bir rol

oynadigimi gostermektedir [190].
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Sekil 2.30. Spermatogenez i¢in 6nemli olan baslica antioksidan enzim tirtinleri ve Nrf-2 [206].
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Antioksidan genler, spermatogenezin farkli asamalarinda islev goriir ve bunlarin
ekspresyonundaki kusurlar, erkek kisirliginin ortaya ¢ikmasina 6nemli 6l¢iide katkida bulunabilir.
Nrf-2’ nin, peroksiredoksin (PRX), tioredoksin (TRX), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-
transferaz (GST), siiperoksit dismutazlar (SOD'ler) ve katalaz (CAT) dahil olmak iizere bircok
antioksidan enzimin ekspresyonunu diizenlenmesinde rol aldigi bildirilmistir. (Sekil 2.30.) Bu
nedenle, antioksidan ile ilgili genler spermatogenez ve sperm fonksiyonunda 6nemli bir rol
oynayabilir ve bunlarin genetik varyasyonlari, insan iireme sisteminin antioksidan kapasitesini
degistirebilir ve erkek kisirligi riskini artirabilir. Spermatogenezdeki ilgili bozukluklarda oksidatif
stres ve NRF2’ nin, roliinii anlagilmasina yonelik ¢alismalarin yapilmasi teshis ve tedaviye yonelik

stratejilerin belirlenmesi agisindan olduk¢a dnemlidir [202-206].

2.16. Siklooksijenaz-2 (COX-2)

Siklooksijenazlar (COX), doymamis yag asitleri ile arasidonik asidin prostaglandine (PG)
doniisimiinde gorev yapan anahtar enzimlerdir. Siklooksijenazlarin COX-1 ve COX-2 olarak
adlandirilan 2 izoformu vardir. COX- 1 ¢ogu dokuda yapisal olarak salinirken, COX-2 uyarilabilir
bir yapidadir ¢ogunlukluda bazi organ ya da dokuda eksprese olur. Genel bir ifadeyle, COX-1
fizyolojik, COX-2 de patolojik enzim olarak tanimlanabilir. COX-2’nin patolojik enzim olarak
tanimlanmasinda, COX-2’yi indiikledigi bilinen IL-1a/f (interlokin-1a/B), TNF-a, NF-kB gibi
uyaranlarin ¢ogunun inflamasyon ile iligkili olmasindan otiriidiir. COX-2 transkripsiyonel ve
posttranslasyonel diizeylerde kontrol edilen bir enzimdir [207-209].

COX-2 sadece bir ¢esit immiin cevap sirasinda uyarilir. COX-2 geninin transkripsiyonu NF-
kB, Aktivator protein-1 (AP-1), siklik AMP cevap eleman1 baglanma proteini (CREB),
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP B ve 8), USF-1 (upstream uyarici faktor-1) gibi gesitli
transkripsiyon faktorleri tarafindan diizenlenmektedir [210-213].

COX-2 enziminin saliniminin diizenlenmesinde rolii olan sitokin ve yolaklar ve etkileri Sekil
2.31°de gosterilmigtir.  Siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimi, ¢esitli enflamatuar hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda indiiklenebilir siklooksijenazin farkli
prostaglandinlerin diretilmesi yoluyla hem pro- hem de antienflamatuar 6zelliklere sahip olabilecegi
bildirilmektedir. inflamasyon esnasinda asir1 salinim yapar [214]. COX-2'nin indiiksiyonu, farkli
organ kanserlerinde hiicre proliferasyonunu, hiicre 6liimiinii ve tiimorlerin istilasin1 modiile eden
prostaglandin biyosentezinin artmasiyla ilgilidir. Yapilan aragtirmalar COX-2 geni tarafindan
ekprese edilen proteinin proonkogenik oldugunu ve bunun tiimér dokularindaki

overekspresyonunun karsinogenezise neden oldugunu diisiindiirmektedir [215-219].
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Sekil 2.31. COX-2 enziminin etkileri ve saliniminm diizenlenmesinde rol oynayan sitokin ve yolaklar [217].

COX-2 aralarinda AP-1, NF-kapaB, aktive T hiicre niikleer faktorii, niikleer faktor IL-6, IL-
1, TNF-alfa, sitokinler, timor promoterleri, groft faktorler ve gonodotropinler, biiylimeyi ve
inflamasyonu sitmiile eden birrgok sitokin tarafindan sitiimiile edilebilen bir enzimdir (Sekil 2.31)
[217]. Yapilan baz1 ¢alismalarda, yetigkin ve fetal insan {ireme dokularinda COX-2 'nin etkinligi
aragtirilmigtir [220-222]. Son c¢aligmalar, siklooksijenazin (COX) testis fonksiyonu ve erkek
fertilitesinin diizenlenmesindeki etkisine isaret etmistir. Belirgin COX-2 ekspresyonu son
zamanlarda kisir hastalarin testislerinde tarif edilmistir. COX ifadesi dolayli olarak spermde
tanimlanmistir; enzim ve PG'lerin d6llenme siirecine ve daha spesifik olarak akrozom reaksiyonuna
dahil oldugu bildirilmistir Ayrica, vas deferansta COX-2 baskilamasinin genel etkisi, sperm
sayisini veya canliligini degistirmeden spermde ciddi hareketlilik kusurlarina yol agtigi
bildirilmistir. Bu nedenle, testikiiler doku hasari ve sperm kusurlarmin iyilestirilmesinde ve
infertilite (kisirlik) tedavisi icin COX-2 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir

[220-222].
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2.17. Interlékin-lalfa (1L-la)

Interlokin, ilk kez belirlendikleri akyuvar lenfositlerinden eksprese olan iletim bilesikleri
olan sitokinleri igeren bir ailedir [223]. Bir polipeptit hormonu olan IL-1 doku ya da organlara
sirayet eden hastaliklara ya da hasara karsi viicudun olusturdugu cevaba aracilik eden ana
maddelerdendir. Hasar veya inflamatuar karsisinda IL-1’doku veya organda biyolojik etkinlik
gosterir. Interlokin-1 (IL-1) sitokin ve reseptdrleri pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar olarak gorev
yapabilirler [224, 225]. interldkin-1 sitokinleri doku hasarinda ya da hastalik yapici mikrobiyal
girislere kars1 koruma saglamak amaciyla savunma cevabi olusturmada rol oynarlar. Interlokin-1
molekiilleri, inflamasyon ve immiin patolojilerde gen ekspresyonlarmi indiiklediginden Otiirii
proinflamatuar &zelligine sahip sitokinler olarak tanimlanirlar. Interlokin-1 aile iiyeleri onciil
maddelerin pro-par¢a uzunluk ve boyutuna gore alt siniflara ayrilir. IL-1 ailesi 3 iiyeye sahiptir.
Bunlar pro-inflamatuar aktivite gosteren IL-1a, IL-1B ve anti-inflamatuar aktivite gosteren IL-
lra’dir [226].

IL-1o’ nin yapisi Sekil 2.32° de verilmistir [227]. IL-1a” de sinyal peptidi yer almadigindan
niikleer DNA’ya baglanir. Polipeptidin N terminal ucundaki amino asitin proteaz enzimlerince
uzaklastirilmasiyla olgun yapidaki peptid meydana gelir. Olgun protein yapisinda veya islenmemis
oncil yapisinda bulunan IL-1a, Interlokinl tip I reseptoriine (IL1R1) baglanir ve hiicre digina

salinir [228, 229].

Sekil 2.32. Interlokin-1alfa (IL-1a) yapisi [227].
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Baz epitel ve endotel hiicreler, hepatositler, fibroblastlar interlokin la igeren bazi hiicreler
olarak gosterilebilir [230]. Ayrica monositler ve B-lenfositlerde membranda onciil yapida
interldkin 1o bulunur [231]. Ayrica trombositler de interldkin 1o igerdigi belirlenmistir. Interlokin
lo’nin biiytime faktorii seklinde otokrin olarak etkisinin oldugu bildirilmistir [232,233].

Seminifer tubulde yer alan hiicrelerdeki Interlokin 1 diizeyinin infeksiyon yapici
situmulanlar nedeniyle degisime ugradigi bulunmustur [234-236]. Bundan dolay1 interlokin 1’in
fizyolojik ve infeksiyon durumlarinda otokrin ve parakrin islemlere katildigi belirtilmistir.
Interlokin 1’in, germ ve olgunlasmamis Leydig hiicre artisinda etkin oldugu [237] ayrica olgun
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde de bu hiicrelerin bazi islevlerinde gorev aldigi [238-240] yapilan
bazi ¢alismalarda bildirilmistir. Interstisyumda bulunan leydig, sertoli ve testikiiler makrofaj
hiicrelerince Interlokin-1 a salinimini tespit edilmistir [238, 240-243].

Literatiirde farkli arastirmalarda ¢alismalar, Interlokin-1 reseptorlerinin fare testisinde yer
aldig1 belirlenmis olup interlokin-1’in spermatogenezde, leydig hiicrelerinde testesteron, sertoli
hiicrelerinde ise transferrin hormon diizeylerinde etki gosterdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak,
interlokin-1 diizeyinin belirlenmesi, doku hasar1 ve olusan cevap agisindan degerlendirilmesi

gereken bir parametre olarak diisiiniilmelidir [244, 245-248].
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3. OKSIDATIF STRES, MDA VE ANTIOKSIDAN ENZIMLER

Metabolizmada oksijen hiicrenin enerji elde edilmesinde kullanilan oksijen serbest oksijen
radikalleri olusumunda artmaya sebep olabilmektedir. SOR (serbest oksijen radikalleri) bir ya da
birden fazla eslenmemis elektrona sahip olan ve molekiillerin yapilarimi okside etki ile degistiren
reaktif molekiillerdir.

Serbest oksijen radikalleri arasinda; *O, (singlet oksijen), O2" (siiperoksit radikali), OH"
(hidroksil radikali), H20- (hidrojen peroksit) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile NO" (nitrik oksit)
ve NO;" (nitrojen dioksit) gibi reaktif nitrojen tiirleri yer alir [244]. Serbest radikallerin meydana
gelme siiresi ile Glutatyon-peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz gibi endojen
enzimatik antioksidanlar ve Glutatyon (GSH), vitamin A, E, C ve selenyum melatonin, transferrin,
seruloplazmin, miyoglobin, ferritin, hemoglobin, bilirubin, sistein, metiyonin, iirat, albiimin ve
laktoferrin, gibi enzimatik olmayan endojik antioksidanlarca ortamdan uzaklastirilma siiresi denge
halinde ise bu duruma oksidatif denge denir [249-252].

Oksidatif denge devam ettikge, serbest oksijen radikallerinin zarar1 olugsmadigi gibi bazi
fizyolojik aktivitelerinde diizenlenmesinde gorev alabilirler. Ornek olarak, dengedeki SOR
seviyeleri sperm cAMP miktarinda ve proteintirozin fosforilasyonunda artisa neden olarak
spermlerin maturasyonunda, kapasitasyonda, akrozomal reaksiyonlarda, hiperaktivasyonda ve
sperm-oosit etkilesiminde rol oynarlar.

Oksidatif dengenin bozularak degismesine ise oksidatif stres denir. Farkli bir¢ok etmen
(Sekil 3.1.), erkek kisirliginda 6nemli faktorlerden biri olarak yer alan oksidatif strese yol

a¢cmaktadir [251-254].
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3.1. Malondialdehit (MDA)

Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu doku hasarinin ana mekanizmasi, hiicre zarlarindaki
lipidlerin peroksidasyonudur. Lipid hidroperoksitlerin par¢alanmasi, ¢ok ¢esitli yan iiriinlerle
sonuglanir; bunlardan biri, serbest formda veya farkli doku bilesenleriyle bir kompleks halinde
bulunabilen MDA'dir. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif bozunmasinin bir sonucu olarak
olusan MDA, artik lipid peroksidasyonunun giivenilir bir biyolojik belirteci olarak kabul
edilmektedir [255,256].
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Sekil 3.2. MDA kimyasal yapis1 [257].

Sekil 3.2°de yapis1 gosterilen MDA’nin olusumu, hiicre zarlarindan iyon degisimini
etkileyerek zar bilesenlerinin capraz baglanmasiyla sonuclanir ve iyon gegirgenligi ve enzim
aktivitesinin degigmesi gibi zararli sonuglara neden olur. Bu 6zelliginden dolay1 malondialdehit,
DNA ve RNA ile reaksiyona girebilir. Bu nedenle MDA mutajenik, genotoksik ve kanserojen
ozelliklere sahiptir [255,258- 260]. Ortamdaki lipit peroksidayonunu kontrol altina alabilmek ya da

azalmasini saglamak amaciyla antioksidan takviyeleri yapilir [261].

54



3.2. Katalaz

Tetramerik bir heme proteini olan (Sekil 3.3) ve baslica antioksidan enzimlerden biri olan
katalaz enzimi, hidrojen peroksiti (H202) oksijene ve suya detoksifiye eder. Katalaz olduk¢a
verimlidir; bir saniyede milyonlarca H,O, molekiiliinii parcalayabilir [262]. Asir1 HoO, durumunda,
hiicrede bulunan ferroz (Fe?*), daha toksik hidroksil radikalleri ("OH) olusturmak iizere hidrojen
peroksit ile reaksiyona girebildiginde, hemen hemen tiim hiicre bilesenleri i¢in potansiyel olarak
tehlikeli meydana gelir. Olusan hidroksil radikali lipitleri okside eder ve membrana zarar verecek
serbest radikal zincir reaksiyonu baglatir. Bu nedenle, hizli ve etkili bir sekilde ortamdan kaldirmasi
gerekir ¢linkii bu durum aerobik canlilar i¢in hayati derecede 6nemlidir [263-265]. Enzimler i¢inde
yiiksek katalitik doniigiim siiresine haiz olan katalaz, H>O, molekiiliiniin meydana gelis siiresinin
hizina bagli olarak arttigi kosullarda katalitik tepkime ile H>O» nun H20’ ya doniisiimiinii
gergeklestirerek ortamdan uzaklastirmaktadir. HoO, molekiiliiniin meydana gelis siiresinin diistiigii
kosullarda ise katalaz enzimi peroksidatif etki gostermektedir. Bu durumda, katalaz enziminin
hidrojen peroksitin oksijeninden yararlanarak elemental civa, etanol ya da metanol gibi hidrojen
donorleri ile peroksidatik reaksiyon verir [266-269].

2H,0, —2H,0 +0, (Katalaz varliginda)

Katalaz, sitokromlu sisteme sahip tiim aerobik hiicrelerde bulunur. Radyasyona dayanikli
anaerob bakterilerde de bulunur [265]. Eritrosit, karaciger ve bobrek hiicrelerinde, peroksizomlar
basta olmak tizere sitozolde ve endoplazmik retikulumda, hiicre zarinda aktiviteleri gosterirler [270,
271]. Canli organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin verdigi hasara kars1 korumada rol alirlar [273-
276]. Oksidatif stresin erkek kisirhigindaki onemi, oksijenli ortamda inkiibasyonu yapilan insan
spermatozoonlarinin motilitesi iizerine yapilan bir ¢aligmada ortama katalaz enzimi ilave
edilmesiyle spermatozoa hareketliliginin arttigi tespit edilmis ve boylelikle katalaz enziminin

faydasi ortaya konulmustur [277].

Sekil 3.3. Katalaz yap1 [272].
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3.3. Glutatyon

Glutatyon, oksidatif hasar ve lipid peroksidasyona karsi koruyucu olarak goérev yapan non-
enzimatik antioksidandir. Glutatyon, ¢ogu hiicrede sentezlenen en 6nemli tripeptit (sistein, glisin
ve glutamik asit) hiicre i¢i antioksidandir. Epitel astar sivisi ve akciger dokusu gibi bazi hiicre dist
ortamlarda yiiksek GSH konsantrasyonu vardir [278].

Hiicrelerde iki tip glutatyon vardir: indirgenmis glutatyon (GSH) ve iki GSH parcasinin
stilfidril baglari ile birlestigi oksitlenmis form (GSSG). GSH ve iligkili enzimler, bir transkripsiyon
faktorii Nrf-2 tarafindan kontrol edilir. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-s-transferaz
(GST), temel olarak GSH kullanarak detoksifikasyon reaksiyonlar1 yoluyla diizenli bir redoks
dengesi saglar ve onu GSSG'ye donistiiriir. Glutatyon rediiktaz (GR), NADPH (Nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat) kullanarak GSSG'yi GSH'ye donistiirerek yeniden kazanma yolunu
yonlendirir ve hiicresel GSH havuzunu geri yiikler [279]. Bu nedenle, viicuttaki diizenli redoks
dengesini korumak ve stres kosullarinda hiicre hayatta kalmasini desteklemek i¢cin GSH ve GSH'ye
bagl enzimlere ihtiyag¢ vardir.

Bu enzimler, indirgenmis glutatyon ile hidrojen peroksitin suya ve GSSG'ye indirgenmesini
katalize eder (Sekil 3.4.). Hiicresel ortamda, GSH bir antioksidan gorevi goriir ve hiicreleri ROS,
lipid hidroperoksitler, ksenobiyotik toksik maddeler ve agir metaller dahil olmak iizere ¢ok cesitli

serbest radikallere kars1 korur [279].
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Sekil 3.4. Oksidatif stres ve GSH iligkisi [280].
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Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi sperm hiicrelerine zarar verebilir ve bu durum erkek
kisirliginin mekanizmalarindan biri olarak kabul edilir. Serbest radikallerin ve lipid peroksidasyon
tirtinlerinin zararl etkilerinden hiicrenin korumasi, genellikle antioksidan koruma derecesi ile
belirlenir [281].

Rat ve fare testis dokusunda yiiksek diizeyde glutatyon belirlenmistir [282]. Rat testis
dokusunda spermatogenez esnasinda glutatyon diizeyinin ti¢ kat attig1 tespit edilmistir. Hamster
spermatosit ve spermatidlerinde, yiiksek diizeyde GSH oldugu, glutatyon sentezi ve glutatyon-
bagimli korunma sistemlerini kullandiklar1 saptanmistir [283, 284].

Testis, tireme kanal sivilart ve epididimal spermatozoada belirli konsantrasyonda glutatyon
bulundugu bunun aksine ejakiilasyon sonrasi spermatozoada diisiik konsantrasyonda bulundugu
bildirilmistir [281]. Glutatyon takviyesinin erkek kisirligini iyilestirici etkisinden &tiirii glutatyon

seviyesini artirict driinler erkek kisirhigiin tedavisinde uygulanmaktadir [285, 286].
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4. MATERYAL VE METOT

4.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplar

Tez galismamizin hayvan deneyleri kismimin tiimii, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’nun 30.05.2018 tarih, 2018/57 protokol no.’lu ve 101 numarali karar izni ile Firat
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde (FUDAM) yapilmustir. Arastirmamizda her
bir grupta 7°ser adet olmak tizere toplamda 42 adet Wistar albino (8 haftalik) erkek ratlar
kullanilmugtir (Sekil 4.1). Ratlara 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde giinliik
aydinlatma periyodu uygulanmustir. Ar1 siitii uygulamasi, sekiz hafta siiresince haftada bes defa
olmak iizere 100 mg/kg CA (canli agirlik) gavaj yoluyla verilmistir [36]. Floriir uygulamasi ise
haftada bes kez 50 mg/kg CA ve 100 mg/kg dozlarinda i¢me suyuna katilmak iizere yapilmistir
[287]. An siiti, Eskisehir’de bulunan Apilife firmasindan, Floriir ise Chemsolute markasindan
temin edilmistir. Deneyler i¢in kullanilan diger tiim kimyasallar analitik safliktaydi. Calisma, 8

hafta stirdiiriilmistiir (Sekil 4.2.).

Sekil 4.1. Hayvanlarin beslenme diizeni ve gruplarina gore kafeslere ayrilmasi.



Yem ve su, ¢alisma boyunca ad libitum seklinde verilmistir. (Tablo 4.1.) Ratlar, canl
agirliklar1 (CA) birbirine yakin olacak sekilde 6 gruba ayrilmistir (Tablo 4.2.). Gruplar: (i) Kontrol:
Standart diyet ile beslenen, Ar siitii ve Floriir verilmeyen grup; (ii) Ar siitii grubu: Standart diyet
ile beslenen, floriir uygulanmayan fakat An siitii (100 mg/kg, gavajla) verilen grup; (iii) Floriir
Grubu: Standart diyet ile beslenen ve Floriir verilen grup (50 mg/kg, igme suyu); (iv) Floriir + Ari
sttii: Standart diyet ile beslenen, Floriir (50 mg/kg, igme suyu) ve Ar siitii (100 mg/kg, gavajla)
uygulanan grup; (v) Floriir Grubu: Standart diyet ile beslenen ve Floriir verilen grup (100mg/kg,
Icme suyu); (vi) Floriir + Ar siitii: Standart diyet ile beslenen, Floriir (100 mg/kg, igme suyu) ve
An siitti (100 mg/kg, gavajla) verilen grup. Canli agirliklar calisma boyunca haftalik olarak
kaydedimistir.

Tablo 4.1. Ratlara verilen besin igerigi

Bugday (%) 15
Masir (%) 10

Arpa (%) 27

Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4

Balik Unu (%) 8

Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DC'P (%)" 1,6

1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg B1, 2.4 mg Bi,

1,2 mg Be 0,006 mg B1 vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Pantli.,

0,32 mg Mn, 16 mgFe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg L 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve
200 mg Ca bulunur. %18 fosfor, %25 kalsiyum %0,2 flor dan olusur.
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Tablo 4.2. Deney gruplari

Gruplar Uygulama Sekli Deneme Siiresi

Kontrol Standart diyet ile beslenen, floriir ve ar1 siitii verilmeyen 8 hafta
grup

RJ (A siitii 100) Standart diyet ile beslenen, floriir verilmeyen fakat 100 8 hafta
mg/kg Ar siitii verilen grup

Floriir 50mg/kg Standart diyet ile beslenen ve 50 mg/kg floriir verilen grup 8 hafta

Floriir 50mg/kg + RJ Standart diyet ile beslenen, Floriir (50 mg/kg) ve art siitii 8 hafta
(100 mg/kg) verilen grup

Floriir 100mg/kg Standart diyet ile beslenen ve 100 mg/kg floriir verilen grup 8 hafta

Floriir 100mg/kg+ RJ Standart diyet ile beslenen, Floriir (100 mg/kg) ve ar siitii 8 hafta

(100 mg/kg) verilen grup

Sekil 4.2. Ratlara yapilan uygulamalar

4.2. Doku Homojenizasyonu

8 haftalik flor ve ar1 siitii uygulamalarinin sonrasinda ratlara ait testis dokular1 alinarak

gerekli analizler yapilmistir. Testis dokular kiigiik pargalara ayrildi ve lizis tamponu (0,5M Tris;

pH: 8, EDTA, PMSF) iginde pargalandi ve homojenatlar hazirlandi. Numuneler daha sonra 45

dakika 15.000 rpm'de santrifiijlendi. Stipernatant daha sonra kullanilmak {izere -80 °C'de sakland1

[288,289].
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4.3. SDS-PAGE ve Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

Primer antikorlar 1/500 oraninda seyreltildi, sekonder antikorlar ise 1/1000 oraninda
seyreltildi. Protein yogunluklar1 Lowry kiti kullanilarak 6l¢tildii ve her kuyucuga 25 pg protein
yiiklendi. Dokuya ait protein 6rnekleri, SDS-PAGE metodu ile %12 jel tizerinde yiiriitilmiistiir.
Daha sonra Western blot teknigi ile proteinler (Kaspaz-3, Bcl-2, Nrf-2, NF-xB ve Beta-aktin)
nitroseliiloz membrana aktarilarak sentez oranlari belirlenmis ardindan ise yogunluk 6l¢iim analiz

sistemiyle protein seviyeleri tespit edilmistir [288, 290].

4.4. Testis Doku Orneklerindeki MDA Analizi

Testis dokusu ornekleri 0,5 gram olacak sekilde kiigiik pargalara ayrilarak %1.15 KCI’ den
4,5 ml ilave edilip parcalandi. Hazirlanan bu homojenizasyondan, MDA tayini yapild1 [291].
Olgiim islemi sirasinda 0,1 ml doku homojenati alinarak iistiine 0.1 ml %8,1 sodyum dodesil siilfat
(SDS) + asetik asit soliisyonuna (750 pl %20, pH 3.5) ilave edildi. Daha sonra tiobarbutrik asit
soliisyonu (750 ul %0,8, pH 3.5) distile su ile ilave edilerek karigimin son hacmi 4 ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu karisim 95 °C'de 45 dakika kaynar su banyosunda birakildiktan sonra 1 ml distile
suve 5 ml 15:1 (h/h) oraninda karigim ilave edilerek sogutulup vortekslenmistir. N-biitanol-piridin
5.000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant alindi ve spektrofotometrik olarak

532 nm dalga boyunda 6l¢timii yapildi. Sonuglar nmol/ml olarak kayit altina alindi [289, 291].

45, Testis Plazma orneklerindeki MDA Analizi

Gruplardan 200 pl numune alindi ve 200 pl %8,1 SDS eklendi. 1.5 ml %20 asetik asit (pH:
3.5), ve 1.5 ml %0,8 (pH: 3.5) TBA eklendi ve 4 mI'lik bir nihai hacim olacak sekilde damitilmis
su ilave edildi. Daha sonra 95 °C'de 1 saat kaynar su banyosunda 1sitild1 ve daha sonra sogutuldu
ve 1 ml distile su ve 5 ml n-biitanol piridin ile 15:1 (h/h) oraninda vortekslendi. 15 dakika 4000
rpm'de santrifiij yapilmasiin ardindan {ist organik tabaka ¢ikarildi ve spektrofotometrik olarak 532

nm dalga boyunda 6l¢iilmii yapildi. Sonuglar nmol/ml olarak kayit altina alindi [289, 291].

4.6. MDA Olgiimleri i¢in Standart Egri Cizimi

Standart MDA stoklarindan giinliik 10 ul alinarak 100 ml saf suyla tamamlandi. Egri ¢izimi
icin glinliik standarttan, saf suyla farkli (40, 20, 10, 8, 5, 4) oranlarinda seyreltme yapildi ve 15, 30,
60, 75, 121, 151 n/mol derisimlerinde c¢alisma standartlar1 hazirlandi. Daha sonra, MDA
prosediiriine gore diger islemler yapilarak sonuglar doku i¢in nmol/g; plazma i¢in nmol/ml olarak

kaydedildi ve standart egri grafigi ¢izildi [292].
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4.7. Testis Doku drneklerindeki GSH (Glutatyon) Analizi

Testis homojenatindan elde edilen GSH igerigi, GSH'nin DTNB (Ellman reaktifi olarak da
bilinir) ile reaksiyonuna dayali olarak spektrofotometrik olarak dl¢tildii. Kisaca, 0,4 ml TCA (%10
trikloroasetik asit) ¢ozeltisine 0,1 ml hiicre homojenati ilave edildi. Iyice vortekslendikten ve 3.000
rpm'de bes dakika santrifiij edildikten sonra 0.1 ml siipernatan temiz bir tiipe alind1 ve 0.9 ml distile
su, 2 ml Tris tamponu (0.4M pH 8.9) ve 0.1 ml DTNB soliisyonu ile karistirildi. Elde edilen sar1
renk, damitilmis suya karst spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okunmustur [293, 294].

4.8. Testis Doku Orneklerindeki Katalaz Aktivite Tayini

Katalaz dlgtimiinde kullanilmak tizere 1/15 M Na-K-fosfat tamponu (NazHP04-KH;PQO., pH
7) soliisyonuna spektrofotometrik yontemle dalga boyu 240 nm.’de absorbans 0,7-0.9 oluncaya dek
konsantre hidrojen peroksit eklendi. Hazirlanmig olan bu karigimdan, numunelerin katalaz
aktivitesini 6lgmek ic¢in 1.000 mikrolitre alinarak inkiibatore konuldu. Calisma araliina bagl
olarak, artan konsantrasyonlarda 30 mikrolitreden baslanarak siipernatant ilave edilmis ve ardindan

H>O>'nin absorbans degisimi 30 saniye siireyle spektrofotometrede kaydedilmistir [295, 296].

4.9. Histopatolojik degerlendirme ve TUNEL Metoduyla Apoptozis Diizeylerinin

Belirlenmesi

Almnan kesitler Hematoksilen — Eozin (H&E) yontemiyle boyandi. Elde edilen preparatlar
arastirma mikroskobunda (Olympus BH-2) incelenip fotograflandi ve histopatolojik
degerlendirmeler yapildi. [297, 298].

Parafin bloklardan 5-6 pum kalinhiginda alinan kesitler polilizin mikroskop lamina
aktarilmistir. Tim gruplardan alinan testis dokulari, uygun soliisyonunda tespit edildikten sonra
rutin histolojik takip serilerinden gegirilip ardindan parafin bloklara gémiildii. Bu parafin bloklar
icinden 5-6 Mm kalinliginda kesitler alindi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik)
hiicrelere orani ile Apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi ve istatistiksel analizleri yapildi. Apoptotik
hiicreler, Apop Tag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, kat no: S7101,
ABD) kullanilarak iireticinin talimatlarina uygun olarak saptanmis ve daha sonra preparasyonlar
degerlendirilmistir ve bir Leica DM500 mikroskobu iizerinde fotograf cekimleri yapilmustir.
TUNEL boyama isleminde Harris hematoksilenle boyanan hiicre ¢gekirdekleri normal goriiniimlii

olarak, kahverengi boyananlar ise apoptotik olarak kabul edilmistir [300].
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4.10. Viicut ve Ureme organ agirhiklarinin él¢iilmesi

Calisma sonunda si¢anlar dekapite edilip testis ve epididimisleri yag dokularindan arindirildi
ve tartildi. Eklenti bezlerinden v. seminalis ile prostat ¢ikarilarak tartildi. Tiim iireme organlarinin
absolut ve rolatif agirliklari tespit edilerek kaydedildi. Rolatif organ agirliklar: Rolatif organ agirligt
=Absolut tireme organ agirligi (g) / Viicut agirligi (g) x100 formiiliiyle hesaplanmustir [299].

4.11. Spermatolojik Analizler

Calisgma sonunda sicanlar dekapite edilip testis ve epididimisleri yag dokularindan
arindirildiktan sonra tartilmistir. Ayrica, eklenti bezlerinden seminal bez ile prostat ¢ikarilarak

tartilmistir [299].

4.11.1. Epididimal spermatozoon yogunlugu

Sag epididimis petri kutusu icerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda (%0,9’luk NaCl) bistiiri
ve makas yardimiyla iyice pargalanarak 2 dakika boyunca bir pensle parcaciklar iyice ezilmistir.
Sonra epididimal dokudaki biitiin spermatozoonlarin siviya gecmesi i¢in oda sicakliginda 4 saat
inkubasyona birakilmistir. Bekleme siiresini takiben spermatozoon ihtiva eden siipernatant alyuvar
pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar eozin soliisyonu (5 g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin
ve 100 ml distile su) da 101 ¢izgisine kadar ¢ekilmistir. Dolayisiyla stipernatant 1:200 oraninda
sulandirilmaktadir. Yaklasik 10 ul sulandirilmig siipernatant dnceden lamel yapistirilmis Neubauer
lamimin (0,1 mm derinlik, 0,0025 mm2’lik alan, LABART, Munich, Germany) her iki sayim
alanina lamelin kenarma pipetin ucu degdirilerek yerlestirilmistir. Neubauer lami 151k
mikroskobuna yerlestirilip 5 dakika beklenerek soliisyon icerisindeki spermatozoonlarin tiim alana
homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Her iki sayim alanindaki tiim karelere diisen

spermatozoonlar 151k mikroskobunun 200’liik biiyiitmesinde sayilip ve hesaplanmistir [299].

4.11.2. Spermatozoon motilitesi

Analiz igin bir lam mikroskobun 1sitma tablasina yerlestirilerek sicakligmin 37 °C’a ulasmasi
saglanmistir. 200 pl Tris buffer soliisyonu [Tris (hidroksimetil) aminometan 3,63 g, glukoz 0,50 g,
sitrik asit 1,99 g ve distile su 100 ml] 1sitma tablasi iizerindeki lama damlatilmigtir. Daha sonra sol
kauda epididimisten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva eden 5-10 pl’lik siispansiyon
Tris buffer soliisyonu {lizerine damlatilip ve lamel yardimiyla karistirilarak homojen bir hal almasi
saglanmistir [299].Is1k mikroskobunun 400°1iik biiyiitmesinde g6zle motilite yiizdesi belirlenmistir.
Motilite tahminleri sol kauda epididimisten alinan bir damla silispansiyon igin ii¢ farkli saha
incelenerek yapilmistir. Bu ii¢ farkli sahanin ortalama degerleri ylizde motilite orani olarak

hesaplanmustir [299].
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4.11.3. Anormal spermatozoon orani

Anormal spermatozoon oranini tayin etmek i¢in motilite tayininde kullanilan Tris buffer-
spermatozoon karisimindan 20 pl almarak kuru, temiz ve dnceden 1sitilmis (37 °C) bir lam iizerine
damlatilmistir. Bu karisim iizerine Eozin-Nigrozin boyasindan (1,67 g eozin, 10 g nigrozin, 2,9 g
sodyum sitrat, 100 ml distile su) damlalik yardimiyla 2 damla damlatilip ve bir lamel yardimiyla
karistirilip homojen hale getirilmistir. Daha sonra bu karisimdan ince frotiler ¢ekilerek ¢ok kisa
siirede kurumasi saglanacaktir. Kurutma isleminden sonra frotiler 1s1tk mikroskobunun 400°lik
biiyiitmesinde incelenmistir. Bir frotide toplam 200 spermatozoon incelenip anormal spermatozoon

orani yiizde olarak ifade edilmistir [299].

4.12. istatistiksel Analizler

Deneylerden hesaplanan sonuglar, SPSS 21 paket programinda varyans analizi kullanilarak
istatistiksel olarak incelenmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar Tek Yonlit ANOVA Post Hoc LSD
testi ve Tek yonliit ANOVA Post Hoc Games-Howell Testleri ile belirlenmistir. Tunel apoptozis
verilerinin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi uygulanmistir. Istatistiklerin giivenirligi igin

en az ii¢ tekrarli 6l¢lim yapilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Deney hayvanlarinin Agirhk Diizeyleri

Baslangi¢ agirliklari istatistiksel olarak 6nemsiz olacak sekilde yakin agirliklara sahip deney
gruplarindaki ratlarin dekapitasyon oncesi bitis canli viicut agirliklar1 Tablo 5.1 de ve Sekil 5.1°
de sunulmustur. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde tek basina verilen Ar siitii 100 grubunda
Kontrol grubuna kiyasla viicut agirliginda sayisal olarak bir artigin oldugu ancak istatistiksel agidan
fark bulunmadigi tespit edilmistir. Tek basina uygulanan F50 ve F100 gruplarinda ise viicut
agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiki agidan anlamli sekilde bir azalmanin oldugu
bulunmustur. Floriir +An siitii gruplarinda kontrole gore viicut agirliklarinda azalma oldugu
gorlilmekle birlikte bu azalmanin tek basina uygulanan Floriir gruplarina gére daha az oldugu tespit

edilmistir.

Tablo 5.1. Ratlarin uygulama sonundaki viicut agirlik sonuglar

Gruplar Viicut agirhg (Bitis) (g)
Kontrol 391 + 4,002
RJ 399 + 4,002
50 mg/kg F 255 + 2,009
100 mg/kg F 200 £ 2,00¢
RJ + 50 mg/kg F 325+ 3,00°
RJ + 100 mg/kg F 298 +2,00°

a—e; Farkl harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova
Post Hoc LSD Testi uygulanmustir. (RJ: Ar siitii100, F: Floriir)
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Sekil 5.1. Ratlarin uygulama sonundaki viicut agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a-f: Farkli harfi tagiyan
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p <0.05). RJ: Ar siitii100, F: Floriir)



5.2. Testis Doku ve Plazmasindaki Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Testis doku ve plazmasindaki MDA diizeylerinin 6l¢gme denklemi x = (y- 0,986) /1,1658
seklinde hesaplanmistir. Denklemdeki ‘y’ sonucu, spektrofotometrede belirlenen MDA degeridir

(y=1,1658x + 0,986). Bu veriler ile MDA standart egrisi olusturulmustur. (Sekil 5.2.).
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Sekil 5.2. MDA standart egrisi

Deney gruplarinin testis doku MDA diizeylerine ait elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 5.2 ve

Sekil 5.3.’de sunulmustur.

Tablo 5.2. Ratlara ait testis dokusu MDA sonuglari.

Gruplar Testis Dokusu MDA Diizeyi (nmol/g)
Kontrol 8,81 £0,02¢
RJ 8,56 + 0,02¢
50 mg/kg F 14,35 +0,01°
100 mg/kg F 16,06 + 0,022
RJ + 50 mg/kg F 11,15 +0,019
RJ + 100 mg/kg F 12,90 + 0,02°¢

a—e; Farkli harfi tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonli ANOVA
Post Hoc LSD Testi uygulanmustir. (RJ: Ari siitii1 00, F: Flortir)
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Testis Doku MDA Diizeyleri (nmol/g)

Sekil 5.3. Ratlara ait testis dokusu MDA sonuglarina ait istatistiksel grafik. a—e; Farkli harfi tasiyan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ari siitiil00, F: Floriir

Tablo ve Sekildeki degerler, kontrol grubuna kiyasla en yiiksek MDA diizeylerinin
strastyla, Floriir 100, Floriir 50, Arsiitii 100+Floriirl00 ve Ar siitii 100+ Floriir 50 gruplarinda
olustugunu gostermektedir. Ar siitii 100 grubunun MDA diizeyi kontrol grubuna yakin degerde

bulunmustur.

Deney gruplarinin testis plazmasindaki MDA diizeylerine ait elde edilen sonuclar asagidaki

Tablo 5.3 ve Sekil 5.4’te sunulmustur.

Tablo 5.3. Ratlara ait testis plazma MDA sonuglari.

Gruplar Testis Plazma MDA Diizeyi (nmol/ml)
Kontrol 6,82 +£0,02¢
RJ 6,45 + 0,02¢
50 mg/kg F 11,53 £0,01°
100 mg/kg F 13,82 £0,022
RJ + 50 mg/kg F 9,29+ 0,019
RJ + 100 mg/kg F 10,62 + 0,02°¢

a—e; Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonli ANOVA
Post Hoc LSD Testi uygulanmustir. (RJ: Ari siitiil 00, F: Floriir)
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Sekil 5.4. Ratlara ait testis plazma MDA sonuglarina ait istatistiksel grafik. (a—e; Farkli harfi tagiyan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ari siitii100, F: Flortir)

Tablo ve Sekildeki bulgulara gore en yiiksek plazma MDA degeri F100 grubunda ortaya
cikmisgtir. Bunu sirayla F50, Floriir-100 + An Siitii 100, Floriir-50 + A1 Siitii 100 gruplan takip
etmistir. Kontrol grubuna kiyasla en diisik MDA diizeyi Ar siitii 100 grubunda belirlenmis olup,
kontrol grubuna yakin degerde bulunmustur.

Genel olarak, Tablo ve Sekillerde sunulan, testis doku ve plazmadaki MDA diizeyleri
incelendiginde Kontrol ve Ar siitii 100 grubunun MDA degerlerinin yakin degerlerde oldugu ve
istatistiksel bir fark olusmadigi, kombine uygulanan RJ (A siitii) + Floriir gruplarinda, tek basina
uygulanan Floriir-50 ve Floriir-100 gruplarina gore MDA diizeyinin azaldigi ve istatistiksel olarak

anlamli derecede farklarin olustugu tespit edilmistir.
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5.3. Testis Dokusu Katalaz Enzim Aktivite Diizeyleri

Testis doku Katalaz diizeylerinin 6lgme denklemi x = (y-0,0016) /0,0068 seklinde
hesaplanmistir. Denklemdeki ‘y’ sonucu, spektrofotometrede belirlenen katalaz degeridir

(y=0,0068x + 0,0016). Bu veriler ile Katalaz standart egrisi olusturulmustur. (Sekil 5.5.)

0,05 -
0,045 - y =0,0068x + 0,0016
0,04 - R?=0,9342
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -
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Sekil 5.5. Katalaz standart egrisi

Deney gruplarinin testis doku Katalaz diizeylerine ait elde edilen sonuglar asagidaki Tablo

5.4 ve Sekil 5.6.” de sunulmustur.

Tablo 5.4. Ratlara ait testis doku Katalaz enzim aktivitesi sonuglari.

Gruplar Testis Doku Katalaz Aktivitesi
(U/mg protein)

Kontrol 75,76 +£ 2,002
RJ 78,52 + 2,002
50 mg/kg F 44.41 + 3,009
100 mg/kg F 37,05 £ 3,008
RJ + 50 mg/kg F 63,52 + 3,00°
RJ + 100 mg/kg F 51,47 £+ 3,00°¢

a—e; Farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonli ANOVA
Post Hoc LSD Testi uygulanmigtir. RJ: Ari siitiil 00, F: Floriir
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Sekil 5.6. Ratlara ait testis dokusu Katalaz enzim aktivitesi sonuglarina ait istatistiksel grafik. (a—e; Farkli
harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar1 siitii1 00, F:
Floriir)

Sunulan Tablo ve Sekildeki degerler incelendiginde, deney gruplarinda en yiiksek katalaz
aktivitesi kontrol grubuna yakin degerde bulunan Ar siitii 100 grubunda goriilmiistiir. Katalaz
aktivitesi Floriir + Arn siitii gruplarinda ise tek basina uygulanan Fluoride 50 ve F100 gruplarina
gore daha yiiksek bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla en yiiksek Katalaz enzim aktivite
diizeylerinin sirastyla, Ari siitii 100>Arsiitii 100+Floriir50> Ari siitii 100+ Flortir 100> Floriir 50>

Floriir 100 seklinde olusmustur.
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5.4. Testis Dokusu Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Testis doku GSH diizeylerinin 6lgme denklemi x = (y-0,0016) /0,0068 seklinde
hesaplanmistir. Denklemdeki ‘y’ sonucu, spektrofotometrede belirlenen GSH degeridir (y=0,0068x
+0,0016). Bu veriler ile GSH standart egrisi olusturulmustur. (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. GSH standart egrisi.

Deney gruplarinin testis doku GSH diizeylerine ait elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 5.5.

ve Sekil 5.8.’de sunulmustur.

Tablo 5.5. Ratlara ait testis doku GSH enzim aktivitesi sonuglari.

Gruplar Testis Dokusu GSH Diizeyleri
(nmol/mg protein)

Kontrol 534,41 £+ 2,002
RJ 550,58 + 2,002
50 mg/kg F 401,47 + 2,009
100Imalials 360,23 + 2,00°
RJ + 50 mg/kg F 460,94 £ 2,00°
RJ + 100 mg/kg F 430,64 £ 2,00¢

a—e Farkli harfi tagtyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonli ANOVA
Post Hoc Games-Howell Testi uygulanmistir. RJ: Ari siitii100, F: Floriir
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Sekil 5.8. Ratlara ait testis dokusu GSH enzim aktivitesi sonuglarina ait istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: A siitiil00, F:
Floriir)

Sunulan Tablo ve Sekildeki degerlere gore, en diisiik GSH degerinin F100 grubunda ortaya
¢iktig1, kontrol grubuna en yakin ve en yliksek GSH degerinin ise Art siitii 100 grubunda bulundugu
tespit edilmistir. Floriir 50 ve Floriir 100 gruplarinda ise GSH seviyelerinin diger gruplara kiyasla

daha diisiik seviyelerde oldugu belirlenmistir.
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55. COX-2, IL1-a, Tnf-a, NF-kB, Nrf-2, Bcl-2, Kaspaz-3 Proteinlerinin EKspresyon
Diizeyleri

Deney gruplarina ait izolasyonu yapilan proteinlerin ekspresyon diizeylerine ait protein

bantlar1 Sekil 5.9-5.15’ te sunulmustur.

5.5.1. Kaspaz-3 Protein Ekspresyon Diizeyleri

Kaspaz-3 proteinin gruplara gore ekspresyon seviyeleri Sekil 5.9° da verilmistir.

32 kDa WSS SRS s e B R Kaspaz-3

43 kDa s, SN s, SESS.. ssmnssbh, s Beta aktin
Kontrol RJ S0mg/ 100mg/ RJ+50mg/ RJI+100mg/
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Sekil 5.9. Kaspaz-3 proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein bant1 ve istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi
tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmustir RJ: Ari siitii100, F: Floriir)

73



Kaspaz-3 protein ekspresyon seviyesi degerleri incelendiginde, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, gruplar arasinda en yiiksek degerin RJ (Ar siitii 100) grubunda ortaya ¢iktigi,
Floriir100 ve Floriir 50 gruplarinda ise en diisiik degerlerde oldugu tespit edilmistir. Ar1 siitii +
Floriir gruplarinda kaspaz-3 protein ekspresyon seviyesinin kontrole gore diisiik degerlerde oldugu
tespit edilmistir. Diger taraftan, Ari siitii + Floriir gruplarinda kaspaz-3 protein ekspresyon seviyesi
tek basina uygulanan Floriir gruplara (F50 ve F100) goére ise yiiksek degerde ortaya ¢ikmustir.
Bazi gruplar arasindaki farklar istatistiksel agidan anlamli ¢ikmustir. (Sekil 5.9).

5.5.2. Bcl-2 Protein Ekspresyon Diizeyleri

Bcl-2proteinin gruplara gore ekspresyon seviyeleri Sekil 5.10° da verilmistir.

26 kDa S ——— ————— “ i Bcl-2
43 kDa s, AU cunsh, SN sy, v, Beta aktin
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Sekil 5.10. Bcl-2proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmistir RJ: Ar siitii100, F: Floriir)
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Bcl-2 protein ekspresyon seviyesi gruplar arasinda en yiiksek degerlerde Floriir1 00 ve Floriir
50 gruplarinda ortaya ¢iktmistir. RJ (Ar siitii 100) grubunda ise en diisiik degerde oldugu
bulunmustur. Ar siitii + floriir gruplarinda Kontrol grubuna gore Bcl-2 protein ekspresyon seviyesi
yiiksek degerlerde ortaya g¢ikarken, tek basma uygulanan Floriir gruplariyla (F50 ve F100)
karsilastirildigindabu gruplara gore daha diisik degerlerde oldugu belirlenmistir. Tiim gruplar
arasindaki farklar istatistiksel agidan anlamli ¢gtkmustir. (Sekil 5.10).

5.5.3. Nrf-2 Protein Ekspresyon Diizeyleri

Nrf-2 proteinin gruplara gore ekspresyon seviyeleri Sekil 5.11” de verilmistir.
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Sekil 5.11. Nrf-2 proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein bant1 ve istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmistir RJ: Ari siitii100, F: Floriir)
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Nrf-2 protein ekspresyon seviyesinin gruplar arasinda, en yiiksek degerde RJ (Ar siitii100)
grubunda ortaya ¢iktigi, Floriir 100 grubunda ise en diisiik degerde oldugu bulunmustur. Ar siitii
+ floriir gruplarinda ise Nrf-2 protein ekspresyon seviyesi Kontrol grubuna goére diisiik degerlerde
kalirken, tek basina uygulanan Floriir gruplarina (F50 ve F100) gore ise daha yiiksek degerlerde
oldugu tespit edilmistir. Tiim gruplar arasindaki farklar istatistiksel agidan anlamli ¢ikmustir (Sekil

5.11).

5.5.4. NF-kB Protein Ekspresyon Diizeyleri

NF-kB proteinin gruplara gore ekspresyon seviyeleri Sekil 5.12° de verilmistir.
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Kontrol RJ S0mg/ 100mg/ RJ+50mg/ RJI+100mg/
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Sekil 5.12. NF-kB proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi
tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmistir RJ: Ari siitii1 00, F: Floriir)
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NF-xB protein ekspresyon seviyesinin gruplar arasinda, en yiiksek degerde Floriir 100
grubunda ortaya ¢iktigi bulunurken, RJ (ar siitii 100) grubunda ise en diisiik degerde oldugu
bulunmustur. Art siitii + floriir gruplarinda ise NF-kB protein ekspresyon seviyesi Kontrol grubuna
gore yiiksek degerlerde bulunurken, tek basina uygulanan Floriir gruplarina (F50 ve F100) gore ise
daha diisiik degerlerde oldugu bulunmustur. Bazi1 gruplar arasindaki farklar istatistiksel agidan
anlamli ¢ikmustir. (Sekil 5.12).

5.5.5. TNF-a Protein Ekspresyon Diizeyleri
TNF-a proteinin gruplara gore ekspresyon seviyeleri Sekil 5.13” de verilmistir.
25 KDa N ——— E—— TNF -
43 kD2 ol SSSSSSD s, SESSS sssssewh. sy Beta aktin

Kontrol RJ S0mg/ 100mg/ RJ+50mg/ RJI+100mg/
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Sekil 5.13. TNF-a proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmistir RJ: Ar siitii100, F: Floriir)
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TNF-a protein ekspresyon seviyesinin gruplar arasinda, en yiiksek degerde Floriir 100
grubunda ortaya ¢iktigi bulunurken, RJ (An siitii 100) grubunda ise en diisiik degerde oldugu
bulunmugtur. Ari siitii + floriir gruplarinda ise TNF-a protein ekspresyon seviyesi Kontrol grubuna
gore yiiksek degerde ortaya ¢ikarken, tek bagina uygulanan Floriir gruplarina (F50 ve F100) gére
ise daha diistik degerlerde ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Tiim gruplar arasindaki farklar istatistiksel
acidan anlamli ¢ikmustir (Sekil 5.13).

5.5.6. COX-2 Protein Ekspresyon Diizeyleri

COX-2 proteinin gruplara gore ekspresyon seviyeleri Sekil 5.14” de verilmistir.
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Sekil 5.14. COX-2proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein banti ve istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmistir RJ: Ari siitii100, F: Floriir)
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COX-2 protein ekspresyon seviyesinin gruplar arasinda, en yiiksek degerde Floriir 100
grubunda ortaya ¢iktigi belirlenmistir. RJ (Art siitii 100) grubunda COX-2 protein ekspresyon
seviyesinin, Kontrol grubuna yakin degerde oldugu ve istatistiksel agidan farklilik bulunmadigi
tespit edilmistir. Art siitii + floriir gruplarinda ise COX-2 protein ekspresyon seviyelerinin, Kontrol
grubuna gore yiiksek degerlerde oldugu, tek bagina uygulanan Floriir gruplarina (F50 ve F100) gore
ise daha diistik degerlerde oldugu tespit edilmistir. Baz1 gruplar arasindaki farklar istatistiksel

acidan anlamli ¢ikmustir (Sekil 5.14).

5.5.7. Interlokinl-alfa (IL1-a) Protein Ekspresyon Diizeyleri

IL1-a proteinin gruplara gdre ekspresyon seviyeleri Sekil 5.15’ te verilmistir.
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Sekil 5.15. IL1-a proteinin ekspresyon diizeylerine ait protein bant1 ve istatistiksel grafik. (a—e Farklt harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova Post
Hoc Games-howell Testi uygulanmistir RJ: Ari siitii100, F: Floriir)

79



IL1-a protein ekspresyon seviyesinin gruplar arasinda, en yiiksek degerde Floriir100
grubunda ortaya ¢iktigi bulunmustur. RJ (An siitii 100) grubunda ise en diisiik degerde oldugu
tespit edilmistir. Art siitii + floriir gruplarinda IL1-o protein ekspresyon seviyelerinin, Kontrol
grubuna gore daha yiiksek degerde oldugu, tek basina uygulanan Floriir gruplaria (F50 ve F100)
gore ise daha diisiik degerlerde oldugu tespit edilmistir. Tiim gruplar arasindaki farklar istatistiksel
acidan anlamli ¢ikmustir. (Sekil 5.15).

5.6. Ureme Organ Agirhklar

Ureme organ agirliklart Absolut ve Rélatif olarak hesaplanarak Tablo ve grafikler seklinde

sunulmustur.

5.6.1. Ureme organlar: absolut agirhklar:

Testis agirhigr agisindan kontrol ve art siiti gruplarnn arasinda 6nemli bir farklilik
bulunamamustir (Tablo 5.6.). Diger taraftan, Kontrol grubuna kiyasla F50 ve F100 gruplarinda
anlamli (p <0.05) azalmalar bulunmustur. Ayrica, floriir ile ar1 siitii birlikte verilen gruplarla sadece
florlir uygulanan gruplar karsilastirildiginda testis agirliginda anlamli (P<0.05), artiglarin oldugu

belirlenmistir (Sekil 5.16.).

Tablo 5.6. Rat Testis absolut iireme organ agirliklar

Gruplar Absolut Ureme Organ Agirhklari (g)
(Testis-sag+sol/2)

Kontrol 1,840 + 0,022
RJ 1,850 + 0,022
50 mg/kg F 1,540 + 0,03¢
100 mg/kg F 1,310 £ 0,078
RJ + 50 mg/kg F 1,780 + 0,07°
RJ + 100 mg/kg F 1,600 £ 0,01°¢

a—e Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii Anova
Post Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Absolut Ureme Organ Agirliklar (g)

Testis (sag+sol/2)

Sekil 5.16. Rat testis absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi tagiyan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar siitii100, F: Flortir)

Epididimis agirligi acisindan bulgular degerlendirildiginde tim gruplar arasinda anlaml
farkliliklar bulunmustur. (Tablo 5.7.) Kontrol grubuna kiyasla en fazla agirlik kaybinin F50 ve F100
gruplarinda oldugu bulunmustur. Ayrica, floriir ile ar1 siitii birlikte verilen gruplarla sadece floriir
uygulanan gruplar karsilastirildiginda epididimis agirhiginda anlamli (P<0.05) artislarin oldugu
belirlenmistir (Sekil 5.17).

Tablo 5.7. Rat epididimis absolut iireme organ agirliklar

Gruplar Absolut Ureme Organ Agirhklar (g)
Epididimis (sag+sol/2)

Kontrol 0,640+ 0,01°
RJ 0,670 + 0,028
50 mg/kg F 0,370 + 0,04¢
100 mg/kg F 0,280 + 0,01f
RJ + 50 mg/kg F 0,550 + 0,03¢
RJ + 100 mg/kg F 0,490 + 0,01¢

a—f: Farkli harfi tagtyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Art siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Absolut Ureme Organ Agirliklari (g)

Epididimis (sag+sol/2)

Sekil 5.17. Rat epididimis absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f: Farkli harfi tasiyan
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar siitii100, F: Floriir)

Sag kauda epididimis agirlig1 acisindan kontrol ve ari siitii gruplari arasinda 6nemli bir
farklilik bulunamamistir (Tablo 5.8.). Diger taraftan, Kontrol grubuna kiyasla F50 ve F100
gruplarinda anlamli azalmalar bulunmustur. Floriir ile ar siitii birlikte verilen gruplarla sadece
floriir uygulanan gruplar karsilagtirildiginda sag kauda epididimis agirliginda anlamli (P<0.05)
artiglarin oldugu belirlenmistir. (Sekil 5.18.)

Tablo 5.8. Rat sag kauda epididimis absolut iireme organ agirliklar

Gruplar Absolut Ureme Organ Agirhklar (g)
(Sag kauda epididimis)

Kontrol 0,300 + 0,02?
RJ 0,320 + 0,022
50 mg/kg F 0,180 +0,01¢
100 mg/kg F 0,120 £ 0,02¢
RJ + 50 mg/kg F 0,260 + 0,02°
RJ + 100 mg/kg F 0,230+ 0,01°

a—e Farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Sag kauda epididimis

Sekil 5.18. Rat sag kauda epididimis absolut lireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—e Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: A siitiil00, F:
Floriir)

Seminal bez agirlig1 agisindan bulgular incelendiginde tiim gruplarda istatistiksel agidan
anlamli farkliliklar bulunmustur (Tablo 5.9.). Kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda seminal bez
agirliginda azalmalar oldugu belirlenmistir. Gruplar arasinda en fazla azalma Floriiriin tek basina
uygulandig1 dozlarda, en az agirlik kaybi ise RJ (Ar siitii100) grubunda tespit edilmistir. Floriir
ile ar1 siitii birlikte verilen gruplarla sadece floriir uygulanan gruplar karsilastirildiginda seminal

bez agirhiginda anlamli (P<0.05) artiglar oldugu belirlenmistir (Sekil 5.19.)

Tablo 5.9. Rat seminal bez absolut iireme organ agirliklart

Gruplar Absolut Ureme Organ Agirhklari (g)
(Seminal bez)
Kontrol 1,720 £ 0,022
RJ 1,430+ 0,01°
50 mg/kg F 0,780+ 0,01¢
100 mg/kg F 0,610 + 0,02f
RJ + 50 mg/kg F 1,180 £ 0,01°¢
RJ + 100 mg/kg F 0,990 + 0,01

a—f : Farkli harfi tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii
AnovaPost Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Flortir).

83



Absolut Ureme Organ Agirliklari (g)

& @ RS
§® g
Q>
Seminal bez

Sekil 5.19. Rat seminal bez absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi tagiyan
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05 RJ: Ar siitii1 00, F: Flortir)

Ventral prostat bez agirligi acisindan bulgular incelendiginde tiim gruplarda istatistiksel
acidan anlamli farkliliklar bulunmustur (Tablo 5.10.). Kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda
ventral prostat bez agirliginda azalmalar oldugu belirlenmistir. Gruplar arasinda en fazla azalma
Floriiriin tek basina uygulandigi dozlarda, en az agirlik kayb1 ise RJ (Ari siitiil 00) grubunda tespit
edilmistir. (Sekil 5.20).

Tablo 5.10. Rat ventral prostat bez absolut iireme organ agirliklari

Gruplar Absolut Ureme Organ Agirhklar (g)
(Ventral prostat bezi)

Kontrol 0,580 + 0,022
RJ 0,530 + 0,02°
50 mg/kg F 0,240 + 0,02¢
100 mg/kg F 0,180+ 0,01f
RJ + 50 mg/kg F 0,390 + 0,02°¢
RJ + 100 mg/kg F 0,340 + 0,01¢

a—f: Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Art siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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0.8+

Absolut Ureme Organ Agirliklar (g)

Ventral prostat bezi

Sekil 5.20. Rat ventral prostat absolut iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkl: harfi tagiyan
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar siitii1 00, F: Floriir)

5.6.2. Ureme organlar rélatif agirhiklar

Rolatif testis agirlign agisindan kontrol ve diger tiim gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmustur (Tablo 5.11.). Kontrol grubuna kiyasla agirlikta en ¢ok azalmalar F50 ve F100
gruplarinda ortaya ¢ikmistir. Ar siitii 100 grubunda kontrol grubuna kiyasla agirlikta anlamli bir
artisin oldugu belirlenmistir. Ayrica, floriir ile ar1 siitii birlikte verilen gruplarla sadece floriir
uygulanan gruplar karsilastirildiginda testis agirliginda anlamlhi (P<0.05), artiglara neden oldugu
belirlenmistir. (Sekil 5.21.)

Tablo 5.11. Rat testis rolatif tireme organ agirliklar

Gruplar Rélatif Ureme Organlar
(Testis-sag+sol/2)

Kontrol 0,454 + 1,00°
RJ 0.486+ 1,00°
50 mg/kg F 0,272 £ 1,00¢
100 mg/kg F 0,230 + 1,00f
RJ + 50 mg/kg F 0,360 + 1,00°
RJ + 100 mg/kg F 0,320 = 1,00¢

a—f: Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Sekil 5.21. Rat testis rolatif tireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi tagiyan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar siitii100, F: Floriir)

Epididimis agirlig1 acisindan bulgular degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda anlamli
farkliliklar bulunmustur (Tablo 5.12). Kontrol grubuna kiyasla en fazla agirlik kaybinin F50 ve
F100 gruplarinda oldugu bulunmustur. Diger taraftan ar1 siitiil 00 grubunda kontrol grubuna kiyasla
agirlik artis1 oldugu tespit edilmistir. Ayrica, floriir ile art siitii birlikte verilen gruplarla sadece
floriir uygulanan gruplar karsilagtirildiginda epididimis agirhginda anlamli (P<0.05) artislar oldugu
belirlenmistir. (Sekil 5.22).

Tablo 5.12. Rat epididimis rélatif tireme organ agirliklart

Gruplar Roélatif Ureme Organlar
Epididimis (sag+sol/2)

Kontrol 0,223 + 1,00°
RJ 0,235 £ 1,002
50 mg/kg F 0,138 = 1,00¢
100 mg/kg F 0,118 + 1,00f
RJ + 50 mg/kg F 0,180 % 1,00°
RJ + 100 mg/kg F 0,160 = 1,00¢

a—f: Farkli harfi tagtyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Rélatif Ureme Organlari
(Organ agirhd: (g)/ Viicut agirhg: (g) x 100

Epididimis (sag+sol/2)

Sekil 5.22. Rat epididimis rolatif iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi tagiyan
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar siitii100, F: Floriir)

Sag kauda epididimis agirhig1 acisindan kontrol ve ari siitii gruplar1 arasinda 6nemli bir
farklilik bulunamamistir (Tablo 5.13) Diger taraftan, Kontrol grubuna kiyasla F50 ve F100
gruplarinda anlamli azalmalar bulunmustur. Floriir ile ar siitii birlikte verilen gruplarla sadece
floriir uygulanan gruplar karsilagtirildiginda sag kauda epididimis agirliginda anlamli (P<0.05)
artiglar oldugu belirlenmistir (Sekil 5.23.).

Tablo 5.13. Rat sag kauda epididimis r6latif ireme organ agirliklart

Gruplar Rélatif Ureme Organlar

(Sag kauda epididimis)

Kontrol 0,086 + 1,002

RJ 0,082 + 1,002

50 mg/kg F 0,055 + 1,00¢
100 mg/kg F 0,042 + 1,00°
RJ + 50 mg/kg F 0,067 + 1,00°
RJ + 100 mg/kg F 0,060 + 1,00°

a—e: Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii
AnovaPost Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Sekil 5.23. Rat sag kauda epididimis rolatif tireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi
tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: A siitiil00, F:
Floriir)

Seminal bez agirlig1 agisindan bulgular incelendiginde tiim gruplarda istatistiksel agidan
anlamli farkliliklar bulunmustur (Tablo 5.14.). Kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda seminal bez
agirliginda azalmalar oldugu belirlenmistir. Gruplar arasinda en fazla azalma Floriiriin tek basina
uygulandig1 dozlarda, en az agirlik kaybi ise RJ (Ari siitii100) grubunda tespit edilmistir. Floriir
ile ar1 siitii birlikte verilen gruplarla sadece floriir uygulanan gruplar karsilastirildiginda seminal
bez agirliginda anlaml (P<0.05) artiglar oldugu belirlenmistir (Sekil 5.24.)

Tablo 5.14. Rat seminal bez rolatif iireme organ agirliklari

Gruplar Rélatif Ureme Organlar
(Seminal bez)
Kontrol 0,455 £ 1,002
RJ 0,395 + 1,00°
50 mg/kg F 0,246 + 1,00°
100 mg/kg F 0,137 + 1,001
RJ + 50 mg/kg F 0,330 % 1,00°
RJ + 100 mg/kg F 0,278 + 1,009

a—f Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Sekil 5.24. Rat seminal bez rolatif iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi tagiyan
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ar siitii100, F: Flortir)

Ventral prostat bez agirlig1 agisindan bulgular incelendiginde kontrol ve ar1 siitii 100 gruplari
arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliklar bulunmamustir (Tablo 5.15.) Kontrol grubuna
kiyasla F50 ve F100 gruplarinda ventral prostat bez agirliginda azalmalarin en fazla oldugu
belirlenmigtir. Diger taraftan, gruplar arasinda en fazla azalma floriiriin tek basina uygulandigi
dozlarda bulunurken, floriir ile ar1 siiti birlikte verilen gruplarla sadece floriir uygulanan gruplar

karsilastirildiginda ventral prostat bez agirliginda anlaml artislar oldugu belirlenmistir. (Sekil 5.25)

Tablo 5.15. Rat ventral prostat rolatif iireme organ agirliklar

Gruplar Rélatif Ureme Organlar
(Ventral prostat bezi)

Kontrol 0,151 £ 1,002
RJ 0,150 + 1,00
50 mg/kg F 0,067 £ 1,00¢
100 mg/kg F 0,048 = 1,00°
RJ + 50 mg/kg F 0,142 + 1,00°
RJ + 100 mg/kg F 0,120 = 1,00¢

a—e Farkli harfi tastyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii AnovaPost
Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Sekil 5.25. Rat ventral prostat bez rolatif iireme organ agirliklarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi
tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: An siitii100, F:
Floriir)

5.7. Spermatolojik Muayene Bulgular:

Deney sonunda ratlar dekapite edilip epididimisten spermatozoalar toplanarak yogunluk,

motilite ve morfoloji agisindan degerlendirildi.

5.7.1. Sperm Yogunlugu

Floriirlin tek basina uygulandig1 F50 ve F100 gruplari kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
epididimal sperm yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli azalmalarin oldugu tespit edildi. (Tablo
5.16) Floriir ile es zamanli ar1 siitii uygulamasinin ise F50 ve F100 gruplari ile karsilastirildiginda
floriiriin azalttig1 sperm yogunlugunu artirdigi belirlenmistir. Diger taraftan, tek bagina ar1 siitiiniin
uygulandigi An siitii 100 grubunda kontrol grubuna kiyasla epididimal sperm yogunlugunun
sayisal olarak arttigi gériilmesine ragmen bu artis istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Sekil
5.26).
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Tablo 5.16. Rat sperm yogunluk miktarlari.

Gruplar Spermatolojik parametreler

Yogunluk (milyon/sag kauda epididimis)

Kontrol 176 £ 1,002

RJ 181 £ 1,002

50 mg/kg F 70 + 1,00¢
100 mg/kg F 55+ 1,008
RJ + 50 mg/kg F 100 =+ 1,00P
RJ + 100 mg/kg F 86 = 1,00°

a—e: Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii
AnovaPost Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Yogunluk (milyon/sag kauda epididimis)

Sekil 5.26. Rat sperm yogunluk miktarlarina ait istatistiksel grafik. (a—f Farkl1 harfi tagiyan gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamhdir (p < 0.05). RJ: Ar siitii1 00, F: Floriir)

5.7.2. Sperm Motilitesi

Sperm motilitesi agisindan bulgular incelendiginde tek bagina ari siitii uygulanan grupta
motilite oran1 sayisal olarak artig gosterse de Kontrol ve Ari siitii 100 gruplari arasinda istatistiksel
acidan anlaml farkliliklar bulunmamustir (p <0.05) (Tablo 5.17.) Kontrol grubuna kiyasla F50 ve
F100 gruplarinda motilitede yiizdesi oran olarak azalmalarin en fazla oldugu belirlenmistir. Diger
taraftan, gruplar arasinda en fazla azalma floriiriin tek bagina uygulandigi dozlarda bulunurken,
floriir ile ar siitii birlikte verilen gruplarla sadece floriir uygulanan gruplar karsilastirildiginda

motilite ylizdesinde anlamli artiglar oldugu belirlenmistir (Sekil 5.27)
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Tablo 5.17. Rat sperm motilite (%) degerleri

Gruplar Spermatolojik parametreler
Motilite (%)

Kontrol 87 +£1,00%
RJ 90 + 1,008
50 mg/kg F 58 + 1,001
100 mg/kg F 50 + 1,008
RJ + 50 mg/kg F 82 + 1,00°
RJ + 100 mg/kg F 70 + 1,00¢

a—e: Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonlii
AnovaPost Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Floriir).
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Sekil 5.27. Rat sperm motilite (%) degerlerine ait istatistiksel grafik. (a—f Farkli harfi tagiyan gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). RJ: Ari siitii100, F: Flortir)

5.7.3. Anormal Sperm Oram

Anormal sperm orani bulgulari incelendiginde, tek basina floriir uygulanan F50 ve F100
gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda bas, kuyruk ve toplam anormal sperm oraninda
O6nemli artislarin oldugu belirlendi. (Tablo 5.18) Diger taraftan, floriir ile ar1 siitii birlikte verilen
gruplarla sadece floriir uygulanan gruplar karsilastirildiginda bas, kuyruk ve toplam anormal sperm

orani yiizdelerinde anlamli azalmalar oldugu belirlenmistir (Sekil 5.28)
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Tablo 5.18. Rat Anormal sperm oranlari (%)

Anormal sperm
orani (%)

Gruplar Bas Kuyruk Toplam

Kontrol 6 +2,00° 7 +2,008 13 +£1,00°
RJ 3+ 1,00f 5+2,00f 8+ 1,00
50 mg/kg F 14 + 1,00 20 + 1,00P 34+ 1,00
100 mg/kg F 18 £ 1,002 22 £ 1,00 40 + 1,002
RJ + 50 mg/kg F 8 +1,00° 11+2,009 19 +2,00¢
RJ + 100 mg/kg F 10 £ 1,009 13 £ 1,00° 23+ 1,00°

a—f: Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05). Tek yonli
AnovaPost Hoc LSD Test. (RJ; Ar siitii 100 mg/kg F: Flortir).
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Sekil 5.28. Rat anormal basli, kuyruklu sperm ve toplam anomalili sperm (%) degerlerine ait istatistiksel
grafikler. (a—f Farkli harfi tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p <
0.05). RJ: Ari siitii1 00, F: Floriir)
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5.8. Histopatolojik Bulgular ve Degerlendirmeler

Testis dokusunda TUNEL yo6ntemi uygulanarak gruplara ait testikiiler dokulardaki hasar
diizeyleri belirlenmigtir. Boyamanin degerlendirilmesinde hematoksilen ile maviye boyanmis
cekirdekler normal iken kahverengi niikleer boyanma gdsteren hiicreler hasarli olarak analiz
edilmistir. Deney gruplarindaki ratlarin testis dokusundaki hiicrelerin gorsellerinde belirtilen siyah
ok TUNEL pozitifligi diger bir ifadeyle dokudaki hiicre hasarmi ifade etmektedir. TUNEL
boyamanin 1s1tk mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; testis dokusunda floriiriin tek bagina
uygulandigr F50 ve F100 gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda TUNEL pozitiflik
diizeyinde oldukga fazla artigin oldugu gézlenmistir. Kontrol grubu ile Art siitii 100 grubu arasinda
anlamli bir fark gézlenmemistir. Buna karsin Floriir ve ar siitiiniin birlikte uygulandig: gruplarda
sadece floriiriin tek bagma uygulandigi F50 ve F100 gruplarina gore Tunel pozitiflik diizeyinde
azalmalar tespit edilmistir. Gorlintiiler Sekil 5.29- 5.34” te verilmistir.

Sekil 5.29. Kontrol grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler (—) Skala bar: 100pum.

Sekil 5.30. RJ (An siitii 100 mg/kg) grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler (—) Skala bar:
100um.
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Sekil 5.31. F50 (Floriir 50 mg/kg) grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler (—) Skala bar: 100um.

Sekil 5.32. RJ (Ar siitii 100 mg/kg) + F50 (Floriir 50 mg/kg) grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif
hiicreler (—) Skala bar: 100um.
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Sekil 5.33. F 100 (Floriir 100 mg/kg) grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif hiicreler (—) Skala bar:
100pum

Sekil 5.34. RJ (Ar siitii 100 mg/kg) + F 100 (Floriir 100 mg/kg) grubu testis dokusundaki TUNEL pozitif
hiicreler (—) Skala bar: 100um.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamanin 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucunda; RJ (An siti 100 mg/kg) (Sekil 5.30.) (p=0,886) grubunun TUNEL
pozitifligi Kontrol grubuyla (Sekil 5.29) kiyaslandiginda benzer olarak izlenirken Floriir 50 (Sekil
5.31.) (p=0,0 02) ve Floriir 100 (Sekil 5.33.) (p=0,002) gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla
TUNEL pozitifligin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmig oldugu izlendi. Bununla birlikte
Floriir 50 ve Floriir 100 gruplar1 arasinda TUNEL pozitifligi acisindan istatistiksel olarak anlamli

bir degisiklik gdzlenmedi (p=0,932).
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Floriir 50 grubuyla (Sekil 5.31.) kiyaslandiginda TUNEL pozitifligi Floriir 50 + RJ (Ar1 siitii
100 mg/kg) (Sekil 5.32.) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olarak izlendi
(p=0,002).

Floriir 100 grubuyla (Sekil 5.33.) kiyaslandiginda TUNEL pozitifligi Floriir 100 + RJ (An
sitii 100 mg/kg) (Sekil 5.34) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmig olarak
gozlendi (p=0,003). Tablo 5.19°da Apoptotik indeks degerleri sunulmustur.

Tablo 5.19. TUNEL yo6ntemiyle belirlenen apoptotik indeks

Gruplar Apoptotik indeks Median (min-maks)
Kontrol 1,00(1,00-3,00)
RJ (A siitii 100 mg/kg) 1,00(1,00-2,00)
F 50 (Floriir 50 mg/kg) 5,50(3,00-7,00)?
RJ (Ar siitii 100 mg/kg) + F 50 (Floriir 50 mg/kg) 1,00(1,00-3,00)°
F 100 (Floriir 100 mg/kg) 5,00(4,00-8,00)*
RJ (A siitii 100 mg/kg) + F 100 (Floriir 100 mg/kg) 1,50(1,00-2,00)"

Degerler median (min-maks) olarak verilmistir.

@ Kontrol grubuna gore karsilastirildiginda,

® Floriir 50 grubu ile karsilastirildiginda,

¢ Floriir 100 grubu ile karsilastirildiginda, (p<0.05).

Hematoksilen & eozin ile boyamanin 1sik mikroskopi altinda incelenmesi sonucunda;
Kontrol (Sekil 5.35) ve RJ (Ar1 siitii 100 mg/kg, Sekil 5.36) gruplarina ait testis dokularinin normal
goriiniimde oldugu izlenmistir. Kontrol grubu (Sekil 5.35) ile karsilastirildiginda; Floriir 50mg/kg
(Sekil 5.37) ve Floriir 100 mg/kg gruplarmin (Sekil 5.39) testis dokularinda belirgin vakualizasyon
(siyah ok) ve germ hiicre dokiilmesi (siyah yildiz) izlenmigtir. Bununla birlikte Floriir 50 mg verilen
grupla (Sekil 5.37) A siitii ile birlikte Floriir uygulanan grup kiyaslandiginda, Floriir 50mg + Ar
sttt 100mg grubunda (Sekil 5.38) germ hiicre dokiilmesinin geriledigi fakat vakualizasyonun
devam ettigi izlenmistir. Floriir 100mg (Sekil 5.39) verilen grupla An siitii ile birlikte Floriir
uygulanan grup kiyaslandiginda, Floriir 100mg + An siiti 100mg grubunda germ hiicre

dokiilmesinin geriledigi fakat vakualizasyonun devam ettigi izlenmistir (Sekil 5.40).
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Sekil 5.35. Kontrol grubu Testis (bolgesel kesit goriiniimii). Boya: Hematoksilen ve Eozin Skala bar: 50pm.
Normal gériiniime sahip.

Sekil 5.36. RJ (An siiti 100 mg/kg) grubu Testis (bdlgesel kesit goriiniimil). Boya: Hematoksilen ve Eozin
Skala bar: 50um. Normal goriiniime sahip.
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Sekil 5.37. F50 (Floriir 50 mg/kg) grubu Testis (bolgesel kesit goriiniimii). Boya: Hematoksilen ve Eozin
Skala bar: 100um. Belirgin vakualizasyon (siyah ok) ve germ hiicre dokiilmesi (siyah yildiz).

Sekil 5.38. RJ (Ar siitii 100 mg/kg) + F50 (Floriir 50 mg/kg) grubu Testis (bolgesel kesit goriiniimii). Boya:
Hematoksilen ve Eozin Skala bar: 50um. Vakulizasyon ve azalmig germ hiicre dokiilmesi.
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Sekil 5.39. F100 (Floriir 1000 mg/kg) grubu Testis (bolgesel kesit goriiniimil). Boya: Hematoksilen ve Eozin
Skala bar: 100pm. Belirgin vakualizasyon (siyah ok) ve germ hiicre dokiilmesi (siyah yildiz).

Sekil 5.40. RJ (An siitii 100 mg/kg) + F100 (Floriir 100 mg/kg) grubu Testis (bolgesel kesit goriiniimii).
Boya: Hematoksilen ve Eozin Skala bar: 50um. Vakulizasyon ve azalmis germ hiicre dokiilmesi.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

Cevresel kirleticilere ve kimyasallara maruz kalmadaki artis, tireme sagligi sorunlarina yol
acabilmektedir. Infertilite (kisirlik) giftlerin %13-18'ini etkilemekte olup klinik ve epidemiyolojik
calismalardan elde edilen sonuglar, infertilitede, erkek lireme sorunlarmin goriilme sikliginin
arttigmni gostermektedir. Infertil giftlerin %40-50’sinde erkek faktorlii problemlerden kaynaklanan
infertilite gériilmektedir [301].

Erkek kisirhigmmin patogenezi degerlendirildiginde, c¢evresel faktdrlere bagli kusurlu
spermatogenezin, konjenital anormalliklerin, immiinolojik ve norojenik faktorlere bagl kusurlu
spermlerin veya testikiiler dokudaki hasarlarin 6nemli bir yer tutugu goriilmektedir. Cevresel
kirleticiler ve kimyasallar nedeniyle insan spermi kalitesinin azaldigi, testikiiler dokuda
deformasyonlarin oldugu birgok ¢aligmada gosterilmistir [301, 302].

Floriir, oldukga aktif bir cevresel elementtir ve biiyiik reaktivitesinden dolay1 ¢evrede
inorganik veya organik bilesikler olarak yaygin olarak bulunur. Floriir (F) dogal formda toprakta,
suda ve gidada degisen miktarlarda bulunur. Ayrica dis ciiriiklerini onlemek i¢in dis macunu,
gargara ve igme suyunda katki maddesi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek floriir
titkketimi viicut yiikiinde bir artisa neden olabilir. Bir¢ok ¢alisma, asir1 floriiriin sadece kemiklere ve
dislere zarar vermedigini, ayn1 zamanda sinir, bagisiklik, solunum, sindirim ve iireme sistemi gibi
diger dokulara ve sistemlere de zararinin oldugunu gdstermistir. Yiyecek, su ve havadaki siirekli
artan floriir seviyeleri, insan sagligi ve ¢evre icin bilyiik bir tehdit olusturmaktadir. Yapilan
calismalar, asir1 floriir maruziyetinin, tireme dokular1 6zellikle de erkek lireme sistemi olmak iizere
yumusak dokularda cesitli patolojik degisikliklere neden oldugunu gostermistir [303-308].

Erkek infertilitesinde cesitli etiyolojik faktdrler tanimlanmistir. Bu faktorler arasinda
niitrisyonel (beslenme ile alakal1) faktorlerde yer almaktadir. Iyi beslenme, sperm hiicrelerinin
stirekli iiretiminde de yararli bir rol oynar. Ari siitii, larvalarin beslenmesinde kullanilan bir bal aris1
salgisidir. Geng iscilerin baslarindaki hipofaringeal bezlerden salgilanir ve kolonideki larvalar
beslemek i¢in kullanilir. B-kompleks vitamin igerigi nedeniyle ¢esitli saglik yararlar1 oldugu iddia
edilen bir insan diyet takviyesi olarak toplanir. Ari siitiiniin genel bilesimi %67 su, %12,5 ham
protein (kiigiik miktarlarda bir¢ok farkli amino asit dahil) ve %11 basit sekerlerden (monosakarit)
olusur, ayrica %5 yag asidi igerir. Ayrica birgok eser mineral, bazi enzimler, antibakteriyel ve
antibiyotik bilesenleri ve eser miktarda C vitamini igerir [38, 309, 310].

Ari siitiintin ayrica hem in vitro hem de in vivo olarak lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi,
yaglanma siireci ve sicanlarda stres reaksiyonlari iizerindeki etkileri iizerinde onemli bir rol
oynayabilecek antioksidan 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Ari siitiiniin, {ireme potansiyeli,
dogurganlik sagligi ve infertilite iizerindeki olumlu etkileri daha 6nceki bazi g¢alismalarda

bildirilmistir [94, 311-313].



Floriir toksisitesine ait endiseler gittikce artmaktadir. Bundan 6tiirii, floriir toksisitesine
yonelik ¢aligmalara ilgi artmustir [306]. Ari Giriinleri terapétik etkileri ve biyoaktif maddeleri ihtiva
etmesinden dolay1 bir¢ok ¢alismanin ana konulari igerisinde yer almaktadir [38]. Literatiirdeki tim
bu bilgiler kapsaminda floriir toksisitesinin ve ar1 siitiiniin antioksidan ve immiinomodiilator
aktivitelerinin aydinlatilmasina yonelik yeni bilimsel caligsmalara, bakis acist olusturacak
aragtirmalara ihtiya¢ vardir.

Bu amaca yonelik olarak planladigimiz doktora tez ¢alismamizda, floriir verilerek testis
hasart olusturulmus ratlarin testis dokusu iizerinde ar1 siitiiniin koruyucu ozellikleri ¢esitli
molekiiler biyolojik yontemlerle arastirilmistir. Elde ettigimiz verilerin literatiire gore yapilan
degerlendirmeleri asagida sunulmustur.

Hayvanlarin baglangi¢ canli agirliklari esit olacak sekilde ayarlanip gruplar olusturulduktan
sonra gruplara gore uygulanan deney prosediirleri sona erdiginde bitis canli viicut agirliklar
ol¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda elde edilen veriler bulgular kisminda Tablo ve Sekiller halinde
sunulmustur. Tablo ve grafikteki verilere gore bitis viicut agirliklari agisindan, kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel acidan anlamli bulunmasa da sayisal olarak artisin oldugu tek grubun Art siitii
100 grubunun oldugu belirlenmistir. Floriir 50 ve Floriir 100 gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel agcidan anlaml olacak diizeyde bir azalmanin oldugu bulunmustur. Diger taraftan, Ar
stitii 100 ile beraber uygulanan Floriir 50 ve Floriir 100 gruplarinda, sadece floriiriin uygulandig:
Floriir 50 ve Floriir 100 gruplarina kiyasla viicut agirliginda daha diisiik bir azalma oldugu tespit
edilmistir.

Deney sonundaki viicut agirhigi 6lgtim sonuglarina gore floriiriin kilo kaybina neden olmasi,
kilo kaybinin altinda yatan floriir kaynakli bir patolojinin ya da hasarin ortaya ¢iktiginin fiziksel bir
On gostergesi olarak degerlendirilebilir. Ayrica, elde edilen Slglimlere gore floriirlii gruplara ari
sitii ilave edilmesi, tek basina floriir uygulanmasiyla olusan kilo kaybini azaltmuistir. Ari siitii
takviyesinin floriiriin olusturdugu kilo kaybini iyilestirmesi ile art siitiiniin floriir toksisitesinde
koruyuculuk saglayabilecegi seklinde degerlendirebilir. Viicut agirhi@i olgiimleriyle elde edilen
sonuglar, viicut agirlig1 parametresi agisinda floriiriin negatif bir etki, ar1 siitiiniin de pozitif bir etki
gosterdigi seklinde yorumlanabilir.

Viicut agirhiginda belirlenen bu farkliliklarin {ireme organ agirliklan iizerinde de olusup
olusmadiginmi belirlemek amaciyla sicanlar dekapite edildikten sonra {ireme organlarinin tartimi
yapilip absolut ve rolatif agirliklar tespit edilerek kaydedilmistir. Elde edilen veriler, bulgular
kisminda Tablo ve Sekil olarak sunulmustur. Deney gruplarina ait absolut ve rélatif iireme organ
agirliklar sonuglariin benzer sekilde ¢iktig1 goriilmistiir. Testis, epididimis, sag kauda epididimis,
seminal bez, ventral prostat bez organ agirliklarmin tarttim ve absolut ve rolatif hesaplarinin
neticesinde genel olarak tiim deney gruplar igerisinde sadece RJ (A siitii 100) uygulanan grupta

iireme organ agirliklarinin kontrole yakin degerlerde oldugu bulunmustur.
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Bununla birlikte epididimis agirliklart agisindan absolut ve rdlatif olarak RJ (Art siitii 100)
grubunda Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak artis oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, ar
stitiiniin tek bagina verildiginde organ agirliklarinda herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadigim
ortaya koymaktadir. Kontrol grubuna kiyasla F 50 ve F 100 gruplarinda organ agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli azalmalar bulunmustur. Organ agirliklarindaki azalmalar en ¢ok sadece
floriir uygulamasi yapilan gruplarda ortaya ¢ikmistir. Bu sonug¢ ilireme organ agirliklarindaki
azalmanin floriirle olan baglantisin1 ortaya koymaktadir. Ayrica, organ agirliklarinda en fazla
goriilen azalmanin F100 grubunda ortaya ¢ikmasi floriiriin doza bagl olarak etkisini arttirdigini da
diistindiirmektedir.

Gerek deney sonucu agirhiklart gerekse {lireme organ agirliklart  sonuglart
degerlendirildiginde, floriir toksisitesinin ratlarda giinliik besin aliminda azalmaya ve/veya
dokulardaki hiicre sayisinin azalmasina yol actigi fikrini akla getirmektedir. Literatiirde de bu
fikrimizi destekleyen bazi ¢alisma sonuglar yer almaktadir. Yapilan bir ¢alismada, floriir kaynakl
testis bozuklugunda kalsiyum ve vitamin E nin koruyuculugu arastirilmis, floriir verilen ratlarin
prostat, epididim ve testis rolatif (nispi) agirliklarinda 6nemli azalmalar oldugu belirlenmistir. Ayni
calismada Vitamin-E veya kalsiyum +Vitamin-E birlikte uygulamasindan sonra nispi agirliklarin
kontrol seviyesine yaklastig1 da bildirilmistir [314]. Bir bagka ¢alismada ise erkek farelerin {ireme
organlarindaki floriir kaynakli biyokimyasal degisiklikler arastirilmis olup bu g¢aligsmada floriir
uygulamasi sonrasi canli viicut agirliklarinda azalmalarin oldugu tespit edilmistir [315]. Bir diger
calismada da Sodyum floriir ile muamele edilen siganlarda floriirden sonra prostat ve seminal
vezikiillerin nispi 1slak agirliklarinin azaldigi bulunmustur [94].

Floriir ile ar siitliniin birlikte uygulandig1 gruplardaki organ ve canli agirliklarmin sadece
floriir uygulanan gruplara gore daha fazla olmasi art siitliniin floriiriin olusturdugu kilo kaybina
kars1 istatistiksel olarak anlamli bir 6nleyici etkisinin oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonug, ar1
siitliniin besinsel olarak zengin igeriginin sagladigi yararli etkiyi gosteren bir veri olarak
yorumlanabilir. Nitekim yaptiimiz yorumlar1 destekleyici bazi ¢alismalar da literatiirde yer
almaktadir. Yapilan bir ¢alismada kemoterapik bir ajanla tedavi edilen siganlarda testis / viicut
agirligi oran1 6nemli dlgiide diisiik bulunurken, ar siitii uygulamsiyla bu testis / viicut agirligi
oraninin kontrol grubu seviyesine dondiiriilmesi saglanmistir [316]. Bagka bir ¢alismada ise ar1
stitli, hidrojen peroksitin neden oldugu testikiiler agirlik azalmasia karsin iyilestirici etkisiyle
onemli bir testikiiler agirlik artis1 saglarken, aymi c¢aligmada epididimis, prostat ve viicut
agirliklarinda ise istatistiksel olarak 6nemli farkliliklarin olmadigi gosterilmistir [317]. Farkli bir
caligmada ise ar1 siitiiniin diyabetin neden oldugu testis agirliindaki azalmalar iyilestirdigi
gosterilmistir [36]. Tez caligmamizda, elde ettigimiz sonuglarla uyum gosteren literatiirdeki bu

caligmalar buldugumuz verileri destekler niteliktedir.
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Viicut ve iireme organ agirliklar lizerine biitiin olarak degerlendirme yaptigimizda floriiriin
viicut agirligi ve iireme organ agirliklarimi azaltarak olumsuz yonde etki ettigi ve buna karsin ar
stitii uygulamasinin floriiriin bu zararli etkisine kars1 kismen iyilestirici bir etkisinin oldugunu

sOyleyebiliriz.

Genel olarak oksidatif stres, potansiyel olarak yikici reaktif oksijen tiirlerinin tiretimiyle
viicudun kendi dogal antioksidan savunmasini astifinda ortaya ¢ikar. Asir1t ROT iiretimi, bir lipid
peroksidasyon tirtinii olan MDA'y1 liretmek igin hiicresel membranlarin fosfolipid bilesenlerinin
peroksidatif parcalanmasi ve sonug olarak hiicresel hasarin yayilmasi ile sonug¢lanir. Sonug olarak,
lipid peroksidasyonunun belirteci olarak MDA birikir. Serbest radikaller, bir organizmada lipid
peroksidasyon siirecini olusturur. Malondialdehit (MDA), hiicrelerde ¢oklu doymamis yag asitleri
peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. Serbest radikaller seviyelerindeki artis, MDA'nin
fazlaca tretimine sebep olur. Malondialdehit diizeyi, hiicresel hasarlarda oksidatif stresin ve
antioksidan durumun bir belirteci olarak bilinir [318]. Lipid peroksidasyonu, genel olarak, serbest
radikaller gibi oksidanlarin, karbon karbon ¢ift baglar1 i¢eren lipidlere, dzellikle ¢oklu doymamis
yag asitlerine (PUFA'lar) saldirdigi bir siire¢ olarak tanimlanabilir. Son kirk yilda, lipid
peroksidasyonu ile ilgili genis bir literatiir, hiicre biyolojisi ve insan sagligindaki 6nemli roliinii
gostermistir [319]. Testis dokusu ve plazmasinda yapilan degerlendirmeler sonucunda elde edilen

sonuglar bulgular kisminda Tablo ve Sekillerde verilmistir.

Testikiiler dokudaki MDA sonuglarini inceledigimizde RJ (Ar siitii 100) grubuyla kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak farkli bulunmamigtir. Diger taraftan Floriir 50 ve Floriir 100
gruplarinda Kontrol ve RJ (Ar siitii 100) grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede bir
artisin oldugu belirlenmistir. Kontrol ve RJ (Ari siitii 100) gruplar ile karsilastirildiginda F50 ve
F100 gruplarinda MDA'nin anlamli bir sekilde yiikselmesiyle floriir toksisitesinin ortaya ¢iktigini
ve testis dokusunda lipid peroksidasyonunu indiikledigini sdyleyebiliriz. Ayrica MDA diizeyindeki
artisin en yliksek diizeyde Floriir 100 grubunda gerceklesmis olmasi, Floriiriin konsantrasyonu
arttik¢a etkisinin de arttiginin gostergesi olabilir. Tek bagina ar1 siitii uygulanan grup ile kontrol
grubunun MDA sonuglart birbirine yakin degerde c¢iktigindan ari siitiiniin oksidatif stres
olusturacak bir etkiyi indiiklemedigini de diisiinebiliriz. Ayrica, Floriir-50 + Ar siitii (100) ve
Floriir-100 + Art siitii (100) gruplarindaki sonuglar incelendiginde tek basina uygulanan Floriir-50
ve Floriir-100 gruplarina kiyasla ar siitii ile yapilan kombine uygulamalarda MDA diizeylerinin
diistiigii tespit edilmistir. Bu agidan ari siitii takviyesinin MDA ’y1 diisiiriicii ve iyilestirici bir etki

olusturdugunu sdyleyebiliriz.
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Testis plazma MDA diizeylerine bakildiginda, Testis dokusunda elde edilen MDA
sonuglariyla benzer sonuglarin ortaya ¢iktigi bulunmustur. Testis plazma sivisindan elde edilen
sonuglar incelendiginde, tek bagina uygulanan Floriir gruplarinda MDA diizeylerinin kontrol ve art
siitii (100) gruplarina gore neredeyse iki kati1 kadar bir artisin oldugu tespit edilmistir. Floriirle

birlikte Ar siitii uygulanan gruplarda ise bu artisin diistiigli belirlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglar1 literatiirde florlirle yapilan bazi caligmalarin sonugclariyla
karsilastirdigimizda kendi bulgularimizi dogrulayan sonuglarin oldugu gorilmistir. Oksidatif
stresin, testis disfonksiyonunda ve ardindan erkek kisirliginda yaygin bir faktor oldugu ve floriiriin
oksidatif stres indiikleyicisi oldugu in vivo ve in vitro yapilan bazi ¢alismalarda gosterilmistir.
Yapilan bir ¢aligmada [320] rat testis dokusunda 90 giin boyunca uygulanan Floriiriin 1mg’lik en
diisiik dozunda bile yiiksek malondialdehit seviyesine yol agarak oksidatif streste 6nemli artislar
meydana getirdigi tespit edilmistir. Arastirmacilarin yaptiklari bu ¢alismada, kendi tez calismamiza
kiyasla daha diisik dozda (1mg) ve daha uzun siireli (90giin) bir uygulama yapilmistir. Tez
calismamizda da ise daha yiiksek dozda ve daha kisa siireli bir uygulama yapilmistir. Her iki
caligma agisindan bakildiginda Floriiriin MDA seviyesini belirgin bir sekilde artirmig olmasi Floriir
maruziyetinin diisiik ya da yiliksek diizeylerde, kisa veya uzun siirelerde, testikiiler dokuda MDA
seviyesini artirabilecegini ortaya koymaktadir. Calismamizda elde ettigimiz bu veriler floriir
maruziyetinin farkli doz ve siirelerde testis gibi yumusak dokulara zarar verebilecegini gostermesi

acisindan degerlidir.

Icme suyunda tek basma 15 mg/L floriir uygulamas: yapilan farkli bir ¢alismada ise, tek
basima Floriir uygulamasinin siganlarin testis ve epididiminde oksidatif stres indekslerinde artiga
neden oldugu MDA diizeyleri 6l¢iilerek tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada bir hiicre i¢i B-amino
asit olan taurinin floriir kaynakli iireme toksisitesi lizerindeki etkisi arastirilmis olup, taurinin floriin
oksidatif etkisini azalttig1 bulunmustur [321]. Bir baska ¢alismada [322] ise yalniz basina 20 mg/L
verilen floriiriin kontrol grubuna kiyasla MDA seviyesini %50 daha fazla artirtidigir bulunmustur.
Ayni calismada E vitaminiyle birlikte Floriir uygulamasi yapildiginda E vitaminin etkisiyle MDA
diizeyinin kontrol grubu seviyesine esdeger bir diizeye indigi belirlenmistir. Ayrica kalsiyumla
kombine verilen floriir grubunda da MDA diizeyinin diistiigli gériilmiistiir. Yine ayn1 ¢aligmada en
iyi MDA diizeyine ise Kalsiyum-Vitamin E ve Floriir ii¢lii kombinasyon uygulanan grupta oldugu

ortaya konmustur.

Testis dokusunda floriiriin artirdigt MDA {izerine diisiiriicii bir etkiye sahip oldugunu
gosterdigimiz ar siitiiniin bu etkileri testis dokusunda arastirilan 6nceki ¢aligsmalarin bulgulariyla
uyumludur. Ornegin yapilan bir ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla diyabetik ratlarda, MDA'nin
anlamli bir sekilde yiikseldigi, Ari siitii uygulamasimin diyabetik grupta testis dokusu MDA
diizeylerinde kismi bir diisiise neden oldugu bildirilmistir [323].
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Bir bagka yapilan ¢aligmada, erkek siganlarda kadmiyum kaynakli kisirliga kars ar1 siitiiniin
koruyucu potansiyeli arastirilmis ve kadmiyumun artirdigt MDA seviyelerinin ar siitii ile diistiigii
gosterilmistir [324]. Bir diger ¢alismada erkek siganlarda hidroksiiire kaynakli kisirliga kars ar
stitiiniin etkinligi arastirilmig ve testis dokusunda kontrol grubuna gore hidroksiiire kaynakli artan

MDA diizeylerinin ar1 siitii uygulamasiyla diistirildiiga tespit edilmistir [325].

Testis doku ve plazmasinda elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, floriiriin testis
doku ve plazmasinda oksidatif stresi indiikleyerek MDA diizeyini artirict bir etkiye sahip oldugu
belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmustir. Ar1 Siitiiniin flortirtin artirdigit MDA seviyelerini diistirdiigi
deney sonucunda saptanmistir. Tez caligmamizda elde ettigimiz testis doku ve plazma MDA
sonuglarina gore testikiiler dokuda, floriiriin pro-oksidan bir etkiye, ar1 siitiiniin ise antioksidatif bir

etkiye sahip oldugunu soyleyebiliriz

Glutatyon ve glutatyon ile ilgili enzimler, antioksidan sistemde 6zel bir konuma sahiptir ve
sitotoksik ve kanserojen bilesiklerin yani sira reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) metabolizmasinda ve
detoksifikasyonunda islev goriir. Glutatyon; glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir
tripeptittir, y-L-glutamil-L-sisteinilglisin yapisindadir. Tiyol ile indirgenmis (rediikte) (GSH) ve
disiilfid ile oksitlenmis (GSSG) formlarda bulunur [326, 327].

Glutatyonun rediikte yapisinda olan GSH formu viicuda zarar veren serbest oksijen tiirlerinin
ya da serbest radikallerin etkilerinin yok edilmesinde gorev alir. Rediikte Glutatyon (GSH) reaktif
oksijen tiirlerine ya da serbest radikallere kendi elektronunu verir ve radikallerin zararlt etkilerini
ortadan kaldirir. Kendi elektronunu veren GSH okside forma doniigiir. Boylece saglikli hiicrelerin
serbest radikallerin oksitlenmesini engeller ve kendi okside olarak okside Glutatyon (GSSG) haline
dontsiir [326,327].

Rediikte Glutatyon diizeyi oksidatif stres diizeyinin de bir gostergesi olarak kabul edilebilir.
Hiicre ya da dokulardaki toksisiteyi belirlemede 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilir. Bundan o6tiirti,
tez ¢aligmamizda floriir maruziyetinin testis dokusunda olusturabilecegi oksidatif stres diizeyinin
bir gostergesi olan GSH (Rediikte Glutatyon) diizeyini tiim gruplarda inceledik.

Elde ettigimiz sonuglar1 degerlendirdigimizde Floriir (50 mg/kg) ve Floriir (100 mg/kg)
gruplarinda GSH seviyesinin kontrol grubuna gore oldukca azaldig1 tespit edilmistir. Tek basina
uygulanan An Siitii (100 mg/kg) grubunda ise istatiksel agidan 6nemli olmasa da kontrol grubuna
gore GSH diizeyinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, Ari Siitiiniin floriir ile beraber uygulanmasiyla
sadece floriir uygulanan gruplara gore GSH diizeyinin anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir.
Tiim gruplardaki GSH sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla ister tek uygulansin
ister ar siitii ile uygulansin florlir maruziyetinin testis dokusundaki GSH diizeyini azalttig
bulunmustur. Ayrica, en yiiksek floriir dozunda en diisiik GSH seviyesi belirlenmistir. Bu durum

artan doza bagl olarak floriiriin etkisinin arttigini gostermistir.
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Floriirin MDA diizeyini artirmasi1 ve GSH diizeyini azaltmasiyla etkili bir oksidatif stres
indiikleyicisi oldugu fikri iyice gliglenmistir. Literatiirdeki bulgular da floriir toksisitesinde serbest
radikallerin olustuguna dair fikrimizi desteklemektedir. Floriir toksisitesiyle GSH diizeylerinin
azalttigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur [28].

Literatiirdeki caligmalar incelendiginde c¢aligmamizi destekler nitelikte sonuglar igeren
caligmalarin oldugu da goriilmektedir. Yapilan bir caligmada testis dokusunda diisiik ve yiiksek
olan floriir uygulamalarinin GSH diizeylerini anlamli bir sekilde azalttig1 bulunmustur [328]. Farkli
bir ¢alismada da bobrek, karaciger, beyin gibi ¢esitli kan ve serum orneklerinde floriiriin GSH
diizeylerini azalttig1 ortaya konmustur [329]. Diger bir ¢alismada (100 mg floriir) sodyum floriir
uygulanmasinin GSH seviyesini onemli 6l¢iide azalttigi ortaya konmustur [330]. Literatiirde
Floriiriin glutatyon seviyelerini degistirdigini ve bu degisimin asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROT)
iiretimine neden olan hiicresel bilesenlerin zarar gérmesine yol acan bir etkiyle sonug¢landigini
gosteren ¢aligsmalarda mevcuttur [331-333]. Tez galismamizdaki floriirin GSH degerlerine olan
etkisi literatiirdeki bu ¢alismalarin sonuglariyla uyumluluk gostermektedir.

An siitii uygulamasinin, floriire kars1 koruyucu aktiviteye sahip oldugu GSH diizeyi
sonuglartyla da ortaya konulmustur. Ar siitiiniin floriiriin olusturdugu giiglii negatif etkiye karsi
gosterdigi aktivite oldukea iyi seviyede tespit edilmistir. Ar siitii takviyesi ile kontrol seviyelerine
yaklagsan GSH artig1 saglanmistir. Bu agidan ar siitiinlin, enzimatik olmayan antioksidan GSH
diizeyini artirarak floriirii indiikkledigini diisiindiigimiiz serbest radikallerin oksitlenmesini kismen
engellemis olabilecegini sOyleyebiliriz. Bu sonuglar, ari siitiiniin rediikte glutatyon (GSH) diizeyini
artiran etkili bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir. Elde
ettigimiz sonuglar, literatiirde ar1 siitiiniin GSH diizeyini artirdigini gdsteren ¢aligmalarla uyum
gostermektedir. Ar siitiiniin antioksidan aktivitesi, ¢esitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde arastirilmistir. Yapilan bir caligmada art siitii beslenmesinin, hamsterlarin
testis dokusunda lipid peroksidaz (LPO) konsantrasyonunu 6énemli 6l¢iide inhibe ettigi, organlari
serbest radikal kaynakli hiicresel hasardan korudugu, serbest radikal temizleme islevi nedeniyle,
RJ antioksidan goérevi gordiugii bildirilmistir [334]. Farkli bir ¢alismada, ar1 siitii uygulamasinin
farelerde kadmiyum kaynakli genotoksisite ve oksidatif strese karsi glutatyon (GSH) diizeylerini
artirarak iyilestirme sagladigi gésterilmistir [335]. Bir diger ¢alismada, ii¢ hafta boyunca kontamine
fumonisin (FB) (200 mg/kg) ve RJ (150 mg/kg) ile beslenen Sprague-Dawley sicanlarda Ari siitii,
glutatyon peroksidaz olusumunu artirarak ve lipid peroksidasyonunun ve serbest radikal
olusumunun etkilerini azaltarak fumonisinin yan etkilerini azalttig1 bildirilmistir [336]. Sisplatin ve
karbon tetrakloriire maruz birakilan siganlarda ar siitii uygulamasi yapilan bir ¢aligmada da ar
stitiinin MDA iiretimini azaltarak ve rediikte glutatyon ve hiicresel antioksidan enzimlerin
konsantrasyonunu artirarak karaciger ve bobrek dokularmdaki oksidatif strese karsi direng

gosterildigi bildirilmistir [337].
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Serbest radikallere kars1 ar siitiiniin etkinliginin ortaya ¢ikmasinda, ar1 siitiiniin yapisinda
yer alan 2-4 parcali giiglii antioksidan peptitlerin (Ala-Lys, Phe-Arg, lle Arg, Lys-Phe, Lys-Leu,
Lys -Tyr, Arg-Tyr, Tyr-Asp, Tyr-Tyr, Leu-Asn-Arg ve Lys-Asn-Tyr-Pro) ve ii¢ dipeptitin (Lys-
Tyr, Arg-Tyr ve Tyr-Tyr) rol oynadigini bildiren bir ¢aligmada ar1 siitiiniin dogal bir bilesik olarak
antioksidan bir besin takviyesi oldugu gosterilmistir [338].

Testis dokusu GSH bulgularimiz degerlendirildiginde, Floriiriin GSH seviyelerini
diistirdiigii, ar1 siitiiniin ise rediikte glutatyon (GSH) olusumunu iyilestirerek, floriiriin zararh
etkisini hafiflettigini net olarak ifade edebiliriz.

Katalaz (CAT) enzimi hiicresel dokuyu serbest radikallerden koruyan antioksidan bir enzim
tirtidiir. Hastaliklara yol agan serbest radikallerin zararl etkilerinin azaltilmasinda 6nemli bir rol
oynar. Ozellikle zararli serbest radikallerin olusturdugu hidrojen peroksidin su ve oksijene
par¢alanmasinda gorev alir. Bdylece hidrojen peroksit birikimini dnleyerek doku ve organlari
serbest radikallerden korur [339].

Tez ¢alismamizda, testis dokusunda oksidatif stres biyoindikatorleri olarak da gosterilen
GSH ve MDA diizeylerini belirlerken ayni1 zamanda antioksidan enzimlerden biri olan katalaz
(CAT) aktivitesini de arastirdik. Boylece, floriire maruz kalmanin ratlarin testis dokusunda
antioksidan enzim diizeylerine olan etkisini katalaz aktivitesi ile belirlemeye caligtik. Caligma
sonucunda floriir maruziyetinin, kKatalaz aktivite diizeyini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalttig: tespit edilmistir. Ozellikle sadece floriir uygulanan F50 ve F100
gruplarindaki diistisler kontrol grubuna kiyasla neredeyse yar1 yariya olacak sekilde belirlenmistir.
Bu durum, floriir maruziyetinin olusturdugu toksisitesinin ¢ok etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
Literatiirdeki ¢aligmalarin bazilarinda floriiriin, katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini
inhibe ettigi bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, siganlarda floriir ile indiiklenen oksidatif stres ve
testis disfonksiyonu lizerine melatoninin koruyucu etkisi arastirilmis olup uygulanan floriiriin testis
katalaz aktivite degerlerini kontrole gore azalttigi, bu azalmanin doza bagl olarak da yiiksek
bulundugu bildirilmistir Ayrica bu ¢alismada floriirin GSH diizeyini artirdig1 da gosterilmistir
[324]. Bir diger galismada, kitosan ve kitosan oligosakkaridin erkek si¢anlarda sodyum floriir
kaynakli testis hasari {izerindeki koruyucu etkileri aragtiritlmis olup, NaF grubunda GSH diizeyi ve
katalaz aktivitesi 6nemli derecede azalirken, MDA onemli bicimde arttigi bildirilmistir [340].
Testis dokusunda yapilan bu ¢aligmalar ile kendi ¢calismamizda elde ettigimiz sonuglar birbirlerini
dogrular veya destekler niteliktedir. Floriiriin farkli dokularda da CAT seviyelerini azalttigini
gosteren sonuglar literatiirde yer almaktadir [341-348].

Katalaz aktivitesi Ol¢iimlerinde elde ettigimiz sonuglar1 ar1  siiti  agisindan
degerlendirdigimizde ise ar siitii verilen grupta kontrol grubuyla yakin degerde CAT aktivitesi
belirlenmistir. Bu durum, saglikli bir yapida an siitii takviyesinin giivenilir bir besin takviyesi

olabileceginin bir gdstergesi olarak da diisiiniilebilir.
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Ayrica ar siitil ve florlirlin birlikte verildigi gruplardaki katalaz artisina bagli olarak ar
stitiiniin, CAT aktivitesini artirma yoluyla dokuyu floriir toksisitesinin olusturdugu etkiye karst
korudugunu sdyleyebiliriz. Literatiirdeki onceki ¢alismalar da ar1 siitiiniin katalaz aktivitesini
artirici etkisi oldugunu dogrulamiglardir. Yapilan bir caligmada testikiiler dokuda nikotinin azalttig1
katalaz seviyelerini ar1 siitii uygulamasinin kayda deger bir sekilde artirdigi bulunmustur [349].

Bir bagka calismada ise kemoterapik bir ilaca karsi testikiiler dokuda uygulanan ar1 siitiiniin
CAT seviyesini artirarak kemoprotektif bir etkisinin oldugu ortaya konulmustur [325]. Farkli bir
calismada ise androjenik bir steroid olan Oxymetholone uygulamasi sonucu rat testis dokularinda
CAT aktivitesinde azalma ve lipid peroksidasyonda artma tespit edilmistir. Bu calismada ar
siitlinlin uygulanmasi ile CAT aktivitesinin normale yakin seviyesine geri dondiigii bulunmustur
[350]. Tiim bu literatiirdeki ¢alismalar ve tez ¢alismamizda buldugumuz veriler 151g1nda ar1 siitiiniin
yumusak bir doku olan testis dokusunda antioksidatif bir etkisinin oldugu bunu da antioksidan bir

enzim olan katalaz aktivitesini artirarak yaptigini sdyleyebiliriz.

Biitiin olarak GSH, MDA ve CAT sonuglarin1 bir arada degerlendirdigimizde, testislerde
floriir kaynakli serbest radikal olusumunun indiiklendigini, bu durumun iistesinden gelmek i¢in ar

stitii uygulamasinin iyilestirici bir besin takviyesi olarak fayda saglayacagini ileri siirebiliriz.

Tez calismamizda floriir ve an siitli uygulamalarmin spermatojenik &zelliklerine olan
etkilerini de arastirdik. Spermatojenik 6zellikler agisindan sperm motilitesi (hareketlilik), toplam
abnormal sperm orani, sperm kuyruk ve bas anomali diizeyleri, epididimal sperm yogunlugu
parametrelerini inceledik.

Elde ettigimiz sonuglara gdre; sperm motilitesi agisindan floriir gruplarinda (Floriir 50 mg/kg
ve 100 mg/kg) kontrol gruplarina kiyasla sperm motilitelerinde istatistiksel agidan 6nemli derecede
azalma oldugunu tespit ettik. Erkek infertilitesinde 6nemli bir etken olan sperm hareketliligindeki
azalma floriir uygulanan gruplarda belirgin bir sekilde ortaya ¢ikti. Floriiriin sperm hareketliligi
iizerine olumsuz etkisi oldukca 6nemlidir. Floriiriin sperm hareketliliginde azalmaya yol agmasi
flortiriin erkek infertilitesine sebep olabilecek bir faktoér olarak degerlendirilmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir.

Sperm motilitesi agisindan bakildiginda ar siitii uygulamasinin oldukga etkili bir sekilde
fayda sagladigin1 gormekteyiz. Tek basina floriir uygulanan gruplarda (Floriir 50 mg/kg ve 100
mg/kg) motilite belirgin bir sekilde azalirken, ar1 siitii ile birlikte floriir uygulanan gruplarda bu
negatif etkinin 6nemli bir sekilde iyilestigi tespit edildi. An siitii eklenmig floriir gruplarinda
motilite seviyeleri artarak kontrole yakin seviyelere kadar iyilesme gosterdigi bulundu. Ozellikle
floriirin tek basina uygulanan dozlarindaki yikici etkisinin bu sekilde iyilestirici bir etkiyle
diizelebilmesi, ar1 siitliniin sperm hareketliligi {izerine, floriir maruziyetine kars1 oldukea iyilestirici

bir aktiviteye sahip oldugunu net bir sekilde ortaya koymustur.
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Tek basina an siitiiniin uygulamasinin da sperm motilitelerine karsi herhangi bir zararh
etkiye sahip olmadigi da gosterilmistir. Elde edilen tiim bu veriler degerlendirildiginde ar siitii
alimimin saglikli bireylerde ya da sperm motilitesi yoniinden zarar gérmiis bireyler igin iyilestirici
bir besin takviyesi olarak fayda saglayabilecegi fikrini ileri siirebiliriz.

Sperm anomali diizeylerinde elde ettigimiz bulgular oldukca dikkat ¢ekicidir. Tek bagina
floriir dozlar1 uygulanan gruplarda, floriiriin en ¢ok kuyruk anomalisine yol actigin1 belirledik.
Ayrica, florliriin spermlerde kuyruk disinda bas anomalisine sebebiyet verme diizeyinin de
istatistiksel olarak onemli seviyede oldugunu tespit ettik. Gerek bas gerekse kuyruk anomalisi
seklinde kendini gosteren anormal morfolojik yapidaki toplam sperm miktarinin 6zellikle sadece
floriir uygulanan gruplarda kontrole kiyasla istatistiksel agidan 6nemli derecede arttigini belirledik.
Ozellikle anomali gdsteren spermlerin, dollenme basarisizligma ya da embriyonel gelisim
evresinde defektlere neden olabilecegi gbz oniinde tutulursa, floriiriin erkek infertilitesinde 6nemli
bir rol oynayabilecegini sdyleyebiliriz. Diger taraftan ar1 siitii ile kombine verilen floriir gruplarinda
bu hasarin 6nemli 6l¢ilide giderilmis olmasi bu etkinin ar1 siitii uygulamasiyla iyilestirilebilecegini
gostermistir. Bu sonug ar siitiiniin koruyucu (proflaktik) bir rol oynayabilecegini gdostermistir.
Proflaktif tedavide proflaktif doz olduk¢a 6nemlidir. Bu agidan ar1 siitil ile ilgili olarak doza yonelik
calismalarin daha fazla yapilmasini 6nermekteyiz.

Sperm densisitesi 6zellikle epididimisteki sperm yogunlugu ile olusan ya da var olan sperm
miktarini igaret eder. Elde ettigimiz verileri inceledigimizde sadece floriir verilen gruplarda
floriiriin sperm miktarinda diisiise neden oldugunu belirledik. Bu diislis kontrol grubuna kiyasla
ylizde 50 oranindan daha fazla bir kayiba karsilik gelmektedir. Bu a¢idan floriir toksisitesinin sperm
miktarina oldukga zarar verdigini sdyleyebiliriz. Tek bagina ar siitii uygulamasinin istatistiksel
olarak onemli olmasa da kontrol grubuna kiyasla sperm miktarlarinda artisga neden oldugu
sOylenebilir. Bu agidan ar1 siitiiniin sperm iiretimine katki sundugunu sdyleyebiliriz. Bu sonug
oldukca 6nemlidir ¢iinkii erkek infertilitesinde goriilen yetersiz sperm miktar1 problemine karsi ar1
siitlinlin tedaviye alternatif dogal besin takviyesi olarak kullanilabileceginin bir gostergesidir.
Ayrica, floriir ile birlikte ar1 siitii uygulanan gruplarda tek basina floriir verilen gruplara kiyasla bir
iyilesme oldugu gozlenmistir. Ari siitiiyle beraber uygulanan floriir gruplarinda iyilesme
saglanmasina karsin kontrol gruplarina kiyasla bu iyilesmenin diisiik kaldig1 goriilmiistiir. Ancak
bu fayda diisiik olarak nitelendirilemez ¢linkii istatistiksel agidan 6nem arz etmektedir. Ayrica
florlirtin giiclii toksisitesi sperm miktarlarini oldukc¢a diisiirmiistiir. Ek olarak, ar siitii doz
miktarinin artirilmasiyla bu faydanin da artabilecegi diisiiniilebilir. Sperm miktarindaki bu grupsal

farkliliklar kendini epididimis organ agirliklarinda da belirgin bir sekilde gostermistir.
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Sperm miktariin diisiik kaldig: floriir gruplarinda epididimal organ agirliklarinin da diisiik
kaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, epididimal organ agirliginin sperm miktarlarina bagli olarak
degistigi fikrini akla getirmektedir. Sperm miktar1 az olan gruplarin epididimal organ agirliklariin
da diisiik kalmas1 bu fikri destekler niteliktedir.

Literattirde in vitro ve insan arastirmalariyla tutarli olarak, hayvanlar tizerinde yapilan 60'tan
fazla ¢caligma (sicanlar, fareler, horozlar ve tavsanlar dahil) floriiriin erkek iireme sistemini olumsuz
yonde etkiledigini bulmustur [351]. Bu ¢alismalarda, testosteron seviyelerinde azalma; sperm
motilitesinde azalma, sperm morfolojisinde degisiklik; sperm miktarinda azalma, oksidatif streste
artis ve lireme kapasitesinde azalma gibi etkiler bulunmustur. Yapilan bu 60’tan fazla caligma
incelendiginde, calismalarin ¢ogunda farkli dozlarda floriir uygulamalarin yapildigi
gorlilmektedir. Cok diisiik dozlarda dahi floriir uygulamalarinin toksisitesini gosteren caligmalara
rastlanmaktadir [351].

Literatiirdeki ¢alismalardan bazilari incelendiginde, yapilan bir ¢aligmada, farelere, 0, 1, 10
ve 100ppm konsantrasyonlarinda floriir 3 ay boyunca uygulanmis ve 10 ve 100 ppm floriir
konsantrasyonlar1 i¢in, sperm basi tirozin fosforilasyonu ve aktin polimerizasyonunun azalmasi
sonucu, spermatogenez anormallikleri ve ortaya koyulmustur [352]. Bir baska c¢aligmada ise, 49
giin boyunca 70 ve 150 mg/l NaF'ye maruz kalmanin, farelerden alinan spermlerde CatSperl'i
iceren Ca2+ sinyal yolunun degistirilmesi yoluyla diisiik hiperaktivasyon ile sonuglanabilecegini
gostermistir  [353]. Spermlerde diisiik hiperaktivasyon basarisiz déllenmelere yol acar.
Aragtirmacilarin yaptigi farkli bir galigmada ise, 120 giin boyunca sirasiyla 0, 50, 100 ve 150 mg/L
sodyum floriir iceren su ile beslenen farelerde, spermatositlerin sitoplazma ve g¢ekirdeklerinden
vakuollii degisiklikler bulunmustur ayrica hiicresel mikroniikleus frekansi daha yiiksek oldugu ve
deforme olmus spermler de tespit edilmistir [354]. Diger bir ¢alismada ise, Meksikali
aragtirmacilardan olusan bir ekip, sekiz hafta boyunca 0.2 ila 0.26 ppm kan floriir seviyelerinin
oksidatif stresin artmasina, sperm motilitesinde azalmaya ve erkek si¢anlarda dogurganligin
azalmasina neden oldugunu bulmustur [355]. Yapilan bir galismada, floriirle tedavi edilen
siganlardan alinan spermatozoa SOD aktivitesinde 6nemli bir diisiis buna karsin reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunda 6nemli bir artis oldugu, kontrol grubundaki spermatozoaya gore lipid
peroksidasyon konsantrasyonunda ise Onemli bir artis oldugu tespit edilmistir. Bu caligma

sonucunda floriiriin spermlerde oksidatif stresi indiikledigi ortaya konulmustur [356].
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Diger bir calismada ise gebelik ve emzirme doneminde NaF'ye maruz kalmanin,
spermatogenezi ve steroidogenezi azaltarak yetiskin sicanlarda erkek tiiremeyi etkiledigini
gOstermistir. Yapilan bu ¢aligmada, floriir gebelik ve emzirme boyunca disi siganlara igme suyu
yoluyla 4.5 ve 9.0 ppm dozlarinda verilmistir. Yeni doganlara 90 giine kadar musluk suyu verilerek
biliylimesine izin verilmis ve ardindan sperm parametreleri, testis steroidojenik belirte¢ enzim
aktivite seviyeleri ve dolasim hormonu seviyeleri incelenmistir. Bu grupta yer alan siganlardaki
Sperm sayisi, sperm motilitesi Ve sperm canlilig1 kontrollerle karsilastirildiginda azalmanin oldugu
bulunmustur [357].

Aragtirmacilarin yaptig1 bir diger ¢alismada ise, olgun erkek Wistar sicanlari, 6 ay boyunca
igme suyunda 2, 4 ve 6 ppm sodyum floriire maruz birakildi. Kauda epididiminde Sperm motilitesi
ve yogunlugu degerlendirildi. Floriir uygulamasinin testis, epididim ve ventral prostat agirliginda
onemli bir azalmaya neden oldugu, sperm hareketlili§i ve yogunlugu 6nemli 6lciide azaldigi
bulunmustur. Bu c¢alisma sonucunda, erkek sicanlara 6 ay boyunca 2, 4 ve 6 ppm
konsantrasyonlarinda i¢gme suyuna uygulanan sodyum floriir, dogurganliklarini ve {iireme
sistemlerini olumsuz y6nde etkiledigi ortaya konulmustur [307]. Asir1 floriiriin, spermatojenik
hiicreli apoptoz i¢in 6nemli bir faktor olan serum estradiol seviyesine zarar verebilecegi bagka bir
caligmada da gosterilmistir [358]. Literatiirdeki bir diger caligmada ise, erkek siganlara 10 hafta
boyunca sodyum floriir igme suyu (150 mg/L) ile verilmistir. Sperm sayis1 Ve sperm hareketliligi
arastirilmigtir. Kontrol sicanlarinin aksine, sperm sayisi, sperm hareketliligi oraninin floriir
gruplarinda floriir tarafindan diisiiriildiigii tespit edilmistir. Sonug olarak, yiiksek doz floriire uzun
stire maruz kalmanin erkek lireme sistemi iizerinde toksik etki yaratabildigi ortaya konmugtur
[359].

Caligmamizin amacina benzer olarak yapilan bir ¢alismada; Sodyum floriir ile beslenen
farelerde sperm sayisinda, motilitede, progresif motilitede ve epididimal agirlikta kontrole kiyasla
anlamli azalma goriildiigli tespit edilmistir. Ayrica, D vitamini takviyesi ile sperm sayisinda,
motilitede ve progresif motilitede anlamli bir iyilesme oldugu, E vitamini takviyesinin de sperm
sayisinda normale yakin anlamli bir iyilesme sagladigi bulunmustur [360]. Yaptigimiz ¢alismada
florlir gruplarinin sperm parametrelerine olan etkileri, literatiirdeki bu g¢aligmadaki sonuglari
dogrulayici veya destekleyici niteliktedir. Ayrica dogal bir iiriin olarak destekleyici takviye olarak
kullandigimiz ar siitiiniin D ve E vitaminine gore daha etkili oldugunu litaratiirdeki galismay1
kiyaslayarak soyleyebiliriz. Yapilan ¢alismada D ve E vitamininin iyilesme saglamasina karsin
motilite ve densisitide kontrole gore diisik kaldigir goriilirken kendi ¢aligmamizda ari siitii
takviyesinin floriir uygulamasina kars1 iyilesme saglamasinin diginda tek basina uygulandiginda

bile kontrole kiyasla daha artirici bir etkisinin oldugunu gérmekteyiz.
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Caligmamiza benzer amagla yapilan bir bagka calismada ise, floriirle muamele edilmis
sicanlardan alman spermatozoa, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumunda Onemli bir artis
sergilenmistir. Bu sonuglar, floriiriin subkronik maruziyetin neden oldugu oksidatif stres hasarmn
olusturdugunu géstermektedir [355]. ROT olusumundaki artigin, NADPH oksidaz aktivitesinin bir
inhibitorii olan difenilen iyodonyum tarafindan 6nemli 6lgiide azalttildig: tespit edilmistir. Buna
karsilik, floriir ilebirlikte alfa-tokoferole maruz birakilan siganlarin spermlerinde ROT olusumunda
azalma, SOD aktivitesinde artis ve TBARS olusum siirecinin 6nlenmesi gozlenmistir. Alfa-
tokoferol tedavisi, floriir ile tedavi edilen si¢anlarin spermlerinde gozlenen IVF yetersizligini
onledigi tespit edilmistir. Bu c¢alismada, floriiriin d6llenme basarisizligina neden olabilecek
olumsuz etkisine kars alfa tokoferoliin iyilestirici bir etkisinin olabilecegi ortaya konmustur [356].

Yapilan bir diger ¢calismada ise saglikli, yetiskin erkek siganlara, 60 giin boyunca flortirlii su
verilmistir (F.su. +5.8 ppm). Buna karsin F.su. + askorbik asit, F.su. + vitaminler (C, D) ve Ca*ile
tedavi edilmistir. Siganlara 60 giin boyunca floriirlii verilmesi ile kontrol degerlerine kiyasla
seminal vezikiil agirlig1, sperm motilitesi ve kauda epididim ve testis sperm yogunlugunda énemli
bir azalmanin oldugu bulunmustur. 60 giin boyunca askorbik asit ve C vitamini, D vitamini ve
kalsiyumun floriirlii su ile ekzojen beslenmesi, dolasimdaki testosteron seviyesi, kan fizyolojisi,
sperm fonksiyonu ve dogurganlik dahil olmak iizere incelenen tiim degistirilmis parametrelerde
iyilesmeye neden oldugu tespit edilmistir. Veriler, askorbik asit ve C vitamini, D vitamini ve Ca
+2 tedavisinin floriir toksisitesinde normal fizyolojiyi siirdiirmek i¢in etkili oldugunu
gostermektedir [361]. Bir bagka ¢aligmada da kronik florozis testis hasarina neden oldugu ve taurin-
¢inko takviyesinin si¢anlarda iyilestirici etki sundugu bulunmustur [362]. Literatiirde kullanilan
takviye edici maddelerin (askorbik asit, C vit, D vit, E vit. Cinko) sonug¢larimi inceledigimizde
calismamizda kullandigimiz ari siitlinlin infertilitede medikal tedavilerde takviye tedavi olarak
kullanimda yer alan besin takviyeleri kadar 6neme sahip olmasi gerektigini ileri siirebiliriz.

Literatiirde ar1 siitliniin farkli etken maddelerinin sperm iizerine olan olumsuz etkilerine kars1
kismen diizelmeyi sagladigini bildiren ¢esitli caligmalar vardir. Yapilan bir caligmada kan hastalig1
tiirii olan aplastik anemi tedavisinde de kullanilan sentetik bir androjen olan oxymetholone’nun
kontrol grubuyla kiyaslandiginda sperm sayis1 ve motilitesinde anlamli bir azalmaya yol actigi,
anomalili sperm miktarinda ise artiglara neden oldugu bildirilmistir. Oxymetholone’nun tiim
parametrelerde olusturdugu bu hasarlarin ar siitli uygulamasiyla kismen diizeldigi yapilan bu
caligmada bildirilmigtir [350]. Farkli bir ¢alismada ise sperm parametrelerinden olan sperm
hareketliligi ve canliligini diisliren ayrica DNA hasar1 olan sperm sayisini arttiran nikotine kars1 ar1

stitii uygulamasinin bu olumsuz durumlara kars1 koruyucu bir etkisinin oldugu gosterilmistir [349].
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Farkli bir ¢aligmada ise bir antineoplastik siifindan olan ve ¢esitli malignite tiirlerinin
tedavisinde kullanilan hidroksiiirea ile tedavi edilen si¢anlarda goriilen sperm kalite
bozukluklarinin ar1 siitii uygulamasiyla basarili bir sekilde iyilestirildigi ve bu ilag tiiriiniin neden
oldugu erkek kisirligini iyilestirmek i¢in kullanilabilecegi sonucuna ulasilmigtir [325].

Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda, Streptozotosin’ in sperm sayisi,
hareketliligi, canlilig1 ve testis agirligini azalttig1 goriiliirken, ar siitii ile tedavi edilen diyabetik
sicanlarda testis agirligi, sperm sayisi, hareketliligi, canlilig1 gibi parametrelerin iyilestigi ve testis
dokusuna ait MDA seviyelerinin ise azaldig1 gosterilmistir [112]. Farkli bir calismada da bleomycin
ile indiiklenen erkek sicanlarda ar1 siitiiniin bleomycin kaynakli sperm parametrelerindeki olumsuz
etkileri diizelttigi bildirilmistir [363].

Yapilan farkli ¢calismalarda da birgok materyalde bulunabilen nano giimiis pargaciklarinin
kemoterapik bir ilacin (6-merkeptopurin) sisplatinin sperm parametrelerine olan olumsuz etkilerini
ar1 siitll ile diizeltebilecegi gosterilmistir [364].

Kisirliga neden olan sebeplerin basinda yer alan varikosel hastaliginda varikoselin neden
oldugu olumsuz lireme parametrelerine karsi ar siitiinlin faydali oldugu da yapilan deneysel sigan
(rat) caligmasinda ortaya konmustur [365].

TUNEL metodu, hiicrelerde meydana gelen apoptozis oranlarmi belirlemede standart
metotlar arasinda yer alir. Parafin bloklar, dondurulmus halde bulunan kesitler, kiiltiirii yapilmis
soliisyon halindeki ya da “plate”lere ekilmis veya lameller lizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerdeki
apoptozis bu yontemle belirlenebilir. Caligmamiz sonucunda testis dokusunda TUNEL metodu
kullanilarak apoptozis diizeyleri ve doku hasarlar1 incelenmistir [297, 298]. Tez ¢alismamizdaki
TUNEL metodu sonuglarina ait goriintiiler Sekil 5.30-5.35.” de sunulmustur.

TUNEL boyama analizinde Harris hematoksilen ile boyanan hiicre ¢ekirdekleri normal,
kahverengi niikleer boyanma gosterenler apoptotik olarak degerlendirildi. Histolojik goriintiilerde
hiicrelerde belirtilen siyah ok TUNEL pozitifligi diger bir ifadeyle dokudaki hiicre hasarini ifade
eder. Histolojik bulgulara ait goriintiiler incelendigi zaman testikiiler germ hiicre apoptozlar1 ve
seminifer tiibiil epitelinde atrofi agisindan sadece floriir uygulanan F50 ve F100 dozlarinda TUNEL
pozitif hiicrelerde belirgin artiglar gozlenmistir. F50 ve F100 gruplariyla beraber Ar siiti
uygulamasiin, bu gruplarda goriilen hiicre ve tiibiil dejenerasyonlarini azalttig1 belirlenmistir.
TUNEL metoduyla belirlenen apoptotik indeks sonuglarma gore; Testis dokusunda apoptotik
indeks degeri en fazla F 50 ve F 100 gruplarinda belirlenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; apoptotik indeks degerinde RJ (An siitii 100 mg/kg) verilen grupta benzer
degerde oldugu, floriirlii gruplara gore ise daha diisiik bir seviyede oldugu tespit edilmistir. RJ (Art
siti)) + F (Floriir) gruplarinda, tek basma floriir uygulanan gruplarla (F 50 ve F 100)

kiyaslandiginda apoptotik indeksin azalma gdstererek bir iyilesme sagladig tespit edilmistir.
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Hematoksilen & eozin ile boyama yapilarak 1sik mikroskopi altinda testis dokusunun
histolojik incelenmesi sonucunda; Kontrol grubuna kiyasla Floriir 50mg/kg ve Floriir 100 mg/kg
gruplarmin testis dokularinda belirgin vakualizasyon ve germ hiicre dokiilmesi izlenmigtir. Bununla
birlikte RJ (An siitii) + F (Floriir) gruplar tek basina floriir uygulanan gruplarla (F 50 ve F 100)
kiyaslandiginda, RJ (Ar siitii) + F (Floriir) gruplarinda germ hiicre dokiilmesinin geriledigi fakat
vakualizasyonun devam ettigi izlenmistir.

Gerek TUNEL yontemi gerekse mikroskobik goriintiilemelerle yapilan histolojik
degerlendirmeler sonucunda floriiriin testis dokusunda hasar olusturdugu net bir sekilde ortaya
konulmustur. Ek olarak, ar1 siitiiniin floriir kaynakli testis hasarina kars1 koruma ve iyilestirme
sagladigi da tespit edilmistir. Literatiirde yapilan ¢calismalarda da floriiriin testis toksisitesi meydana
getirdigi histolojik bulgularla bildirilmistir. Farkli siddette ortaya ¢ikan etkilerin floriir uygulama
dozu, siire ve incelenen doku farkliligina bagl olarak degistigi goriilmektedir. Genel olarak
literatiirdeki sonuglar calismamizdaki bulgularla uyumludur. Kronik olarak floriire maruz kalmanin
ratlarda spermatogenezis ve testisin histopatolojisine olumsuz etkilerinin gosterildigi bir ¢aligmada
kronik flor toksikasyonunun ratlarin testislerinin tubulus duvarinda incelme, atrofi ve intertubuler
araliklarda 6dem olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica, spermatosit ve spermatozoa sayisinda
azalma goriilmiistiir [366].

Bir diger ¢aligmada, kitosan ve kitosan oligosakkaridin erkek sicanlarda sodyum floriir
kaynakl1 testis hasar1 tizerindeki koruyucu etkileri arastirilmig ve verilen dozdaki NaF’nin toplam
testis hacmi, toplam germinal epitel hacmi, toplam seminifer tubul hacmi, seminifer tubullerin
toplam uzunlugu ve germinal epitel yuksekligini kontrol grubuna gore anlaml olarak azaltarak
testis hasarina neden olabilecegi bildirilmistir [340]. Yapilan bir ¢alismada, siganlarda floriir
kaynakl1 testis toksisitesi arastirilmig olup aragtirma sonucunda floriiriin doza bagli olarak ciddi
ultrastriiktiire] anormallikler dahil olmak {izere belirgin histopatolojik lezyonlarla yol actig
bildirilmistir [367]. Bir baska ¢alismada arastirmacilar, testislerde dilate seminifer tiibiilleri
gozlemlemisler ve floriir kaynakli bu testis histolojik hasarinin oksidatif stres ile iligkili
olabilecegini bildirmislerdir [368]. Kendi ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar, floriiriin oksidatif
stres olusturdugunu ve testis dokusunda hasar meydana getirdigini ortaya koymustur dolayisiyla
tez sonuglarimiz, aragtirmacilarin kurdugu bu baglantiy1 destekler niteliktedir. Ayrica,
caligmamizda floriiriin sperm parametreleri {izerine olan olumsuz etkileri gosterilmis olup bu
etkilerin, floriiriin testikiiler dokuda olusturdugu hasarla baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte, floriiriin sperm ve testis dokusunda olusturdugu hasarin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin tam olarak anlagilabilmesi i¢in bu konuda ¢ok daha fazla ¢alisma yapilmasina
ihtiyag vardir. Literatiirde ar1 siitiiniin olusturulan testikiiler hasarlarda, olusan hasara karsi
iyilestirici oldugunu gosteren g¢aligmalar da yer almaktadir. An siitlinlin diyabetik sicanlarin

testislerindeki histopatolojik degisiklikler iizerine antioksidan ve koruyucu etkileri tizerine yapilan
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bir arastirmada, RJ, muhtemelen antioksidan 6zelligi sayesinde testiste diyabet kaynakli bozulmay1
iyilestirdigi bildirilmistir [323]. Yapilan bir ¢alismada ari siitii diyetinin hamsterlerin testis
fonksiyonlarina etkisi arastirilmis ve ar siitii uygulamasiin testikiiler disfonksyonlarini azalttigi
bildirilmistir [369]. Farkli bir ¢alismada, Ofloksasin uygulanan siganda ari siitiiniin histomorfolojik,
oksidatif iizerine koruyucu etkileri incelenmis ve ar1 siitliniin, ofloksasin ile muamele edilen erkek
siganlarin lireme fonksiyonu iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugu histomorfolojik olarak
gosterilmistir [370]. Ari siitii uygulamasiyla yapilan birgok farkli ¢aligmalarda, RJ'nin diabetes
mellitus siganlarma uygulanmasi ile bobrek histopatolojilerini iyilestirdigi, fumonisinin
karacigerdeki hasarina kargi ar1 siitiiniin iyilestirici etkisinin oldugu, yine ar1 siitii uygulamasimin
sisplatinin neden oldugu hepatik toksisiteye karsi potansiyel Onleyici ajan olabilecegi bulunmustur
[38, 128, 371, 372]. Bunula birlikte ar1 siitii tedavisi ile paklitaksel maddesinin neden oldugu
histopatolojik ve biyokimyasal degisikliklerin korunabilecegini gosterilmistir [373]. Ar1 siitiiniin
kronik lambda-sihalotrin toksisitesi tizerindeki koruyucu etkisi ve yine testis, prostat ve epididimal
hasarlarda ar1 siitiiniin tedavi edici etkileri histopatolojik degerlendirmelerle gosterilmistir [374].

Sonu¢ olarak, floriirlii gruplarda sperm parametrelerinden motilitede azalmalar,
anomalilerde artmalar, yogunlukta azalmalar, testis dokusunda hasarlar tespit edilmistir. Tespit
edilen bu sonuglarin her biri erkek infertilitesinde, infertiliteye yol acgan faktdrler olarak
tanmimlanmaktadir. Bu durum floriiriin doza bagh olarak erkek infertilitesine yol agabilecek
toksisiteye sahip oldugunun bir gostergesidir. Ari siitii ise bu olumsuz etkileri kontrole yakin
seviyelere ulasgtirabilme potansiyeline sahip bir besin takviyesi olarak etki gostermistir. Floriiriin
sperm lizerine toksisitesi ve bu toksisitenin de ari siitii tarafindan iyilestirilebilir olmasi elde edilen
onemli sonuglardir. Bu agidan floriiriin sperme etki mekanizmasi hangi yolaklar {izerinden
gerceklestigi, ar1 siitiinlin bu etkilere nasil bir cevap olusturdugu gibi konularin daha detaylh
arastirilmasina ihtiyag vardir. Elde ettigimiz sonugclar, floriir toksisitesinin irreversible olmadiginin
ve ar1 siitliniin igerigi yoniiyle de bu toksisiteye karsi iyilestirme ve koruma saglamasinin ortaya
konmasi agisindan oldukca dnemlidir.

Bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri verileri (%) incelendiginde F50 ve F100 gruplarinda bu
degerin oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir. Sadece floriir uygulan gruplarda bu deger, Kontrol
ve sadece ari siitii uygulanan gruplara kiyasla ii¢ katindan fazla ¢ikmustir. Bcl-2 antiapoptatik
proteinlerden olup yiiksek salinimi, istenmeyen hastalik ya da hasar durumlariin gostergesi olarak
kabul edilir. Dolayisiyla Bcl-2 ekspresyonunun artigi floriiriin toksisitesinin 6nemini ve giicli
etkisini gostermektedir. Ar1 siitiiniin tek basma kullanimi ile bu salinim kontrole kiyasla diigmesi
ar1 siitiiniin antioksidan giiclinii bir kez daha ortaya koymustur. Ek olarak, floriiriin Bcl-2 protein
salmimini indiikleyici etkisinin fazla olmasina ragmen ar siitiiniin floriiriin neden oldugu yiiksek
Bcl-2 seviyesini azaltarak bir iyilesme saglamasi, ar1 siitliniin antioksidan etkisinin gostergesi

olarak yorumlanabilir. Floriiriin sperm parametrelerinde ve testikiiler dokuda olusturdugu hasar goz

116



oniinde tutuldugunda Bcl-2 artiginin floriir toksistesine bagli olarak olustugu akla getirilmektedir.
Nitekim literatiirde de testikiiler dokuda germ hiicrelerde olusabilen hasarlarda Bcl-2 seviyesinin
artabilecegi bildirilmistir [375].

Ayrica, literatiirde de farkli dokularda floriir etkisiyle hiicre hasarmnin olugmasinin bir
gostergesi olarak Bcl-2 seviyesinin arttigini gosteren c¢alismalar mevcuttur [376, 377]. Bu
calismalarda kalp ve kas dokularinda floriiriin etkisiyle Bcl-2 seviyesinin artarak, Bax seviyesinin
ise azalarak apoptozisin baskilandig1 bildirilmistir.

Elde ettigimiz verilere dayanarak testis dokusunda antiapoptatik bir protein olan Bcl-2
seviyesinin artmasmi hasarli hiicrelerin apoptozis gibi bir mekanizmayla kontrol altina
alimmadiginin bir gostergesi olarak diisiinebiliriz.

Kaspaz-3 protein ekspresyon seviyelerine baktigimizda, sadece floriir uygulanan F50 ve
F100 dozlarinda kaspaz aktivitasyon seviyesindeki diisliste bunu destekleyen bir veri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Floriiriin Bcl-2’yi indiikleyerek, kaspaz-3’ii baskilayarak hasarli hiicre
olusumuna neden oldugunu sdyleyebiliriz. Kaspaz-3 apoptoz mekanizmasinin islevsel olarak
caligmasinda aktif rol oynar. Apoptoz da kaspaz-3 seviyesi artar [378].

Bundan otiirii Kaspaz-3 seviyesindeki azalma ve Bcl-2 seviyesindeki artis apoptoz
mekanizmasinin yetersiz kalmasini ve hasarl hiicre sag kaliminin devam ettiginin bir gostergesidir.
Floriir uygulanan gruplarda olusan hiicre hasarinin antiapoptatik Bcl-2 seviyesinin artis1 ve Kaspaz-
3 “in diistisliyle apoptozisden ¢ok fazla etkilenmeden kontrol dist kaldigini sdyleyebiliriz. Floriiriin
apotozisten etkilenmeden hasar olusturma etkisini bazi kanser tiirlerinde goriilen bir durumdur.
Kanser tiirlerinin ¢ogunda kanseri olusturan etmen, apoptozun gergeklesmemesi i¢in antiapoptatik
Bcl-2 protein seviyesini artirarak apoptozdan kagip kanserli hiicrelerin canliligini stirdiirmesini
ister [378]. Bu agidan floriiriin dokuda kanserlesmeye neden olabilecek bir hiicre hasarina yol
acabilme riskine sahip bir potansiyeli olabilecegi fikri diisiiniilebilir. Yetersiz apoptozis de asir1
apoptozis gibi kontrolsiiz uygun olmayan bir apoptozis olup ¢esitli hastaliklara neden
olabilmektedir [379]. Bu a¢idan floriiriin Bcl-2 ekspresyonunu artirmasi ve Kaspaz-3 seviyesini
diislirmesiyle yetersiz bir apoptozise neden oldugu soyleyebiliriz. Diger taraftan ar1 siitiiniin ise
floriirtin olusturdugu bu hasarli etkiyi diislirdiigiinii elde ettigimiz verilerle belirledik. Art siitliniin
bu iyilestirici etkisinde ar1 siitii ile Kaspaz-3 aktivitesinin artiginin, Bcl-2seviyesinin ise
azalmasinin baglantili oldugunu diisiinmekteyiz. Ari siitii ve floriir birlikte verilen gruplarda sadece
floriir verilen gruplara kiyasla Bcl-2’deki azalma ve Kaspaz 3’teki artma bu disiincenin akla
gelmesine neden olmustur. Bu sonuglara gore, an siitiiniin Bcl-2'nin baskilanmasi ve kaspaz
yolunun diizenlenmesi yoluyla ratlarda floriir kaynakli testikiiler hasarin gelismesini engelledigini
ifade edebiliriz. Literatiirde de farkli dokularda ar siitiiniin floriiriin olusturdugu hasara karsi
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir [376, 377]. Yapilan bir ¢aligmada ise ar1 siitiinden izole edilen

proteinlerin CCls’iin neden oldugu hepotoksisitede ve olusan hepotoseliiler karsinoma hiicrelerinde

117



Bcl-2’ yi diisiirerek kaspaz 3 ii artirarak apoptozis olusumunu artirdigi bdylece kanserli hiicreleri
yok etme yoluyla doku hasarini azaltabilecegini gosterilmistir [380].

Bu calismaya dayanarak, bizim sonuglarimizda da ar siitii + floriirlii gruplarda Bcl-2’nin
distiigii, Kaspaz3’lin arttigindan Gtiirii apoptozis tesvik edilerek yeterli olmayan apoptozis
mekanizmasiyla ortaya ¢ikan hasarin iyilestirilmesi saglanmistir diyebiliriz. Hasarmn ar siitii ilave
edilmis gruplarda azaldigi tez calismamizdaki histolojik, spermatolojik ve diger deney sonuglariyla
da dogrulanmugtur.

Bazi reaktif oksijen tiirleri hiicresel proteinleri hedefleyebilmektedir. Bu olay sirasinda ROT
(Reaktif Oksijen Tiirleri) protein molekiillerinin aminoasit zincirleri ile reaksiyona girerek
proteinde oksidatif hasar olusturabilir. Bu olay proteinlerin salinim diizeylerini de etkileyebilir
[381]. Bazi ¢alismalarda, oksijenden tiiretilen bazi serbest radikallerin interl6kin- 1o (IL-1 o), TNF-
a gibi pro-enflamatuar sitokinlerin fazla iiretilmesine neden olabilecegi, bu fazla {iretimin ise NF-
«B gibi baz1 yolaklarin indiiklenmesinde uyarict etki yapabilecegi 6ne siiriilmistiir [381-383].
Dolayisla tez ¢alismamizda oksidatif stres olusumuna bagli olabilecek inflamatuar belirteglerini
gosteren TNF-a, NF-xB, IL-1 a protein ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. TNF-a akut faz
reaksiyonunu indiikleyerek sistematik inflamasyonda yer alan bir hiicre sinyal sitokinidir. Farkli
toksisitelerin olusturdugu inflamatuar sonucu ekspresyon seviyelerinde farklilagma olur. Tez
calismamizdaki TNF-o sonuglarini inceledigimizde sadece florlir uygulanan F50 ve F100
gruplarinda TNF-a seviyesinin kontrol grubuna kiyasla asir1 derecede artimis oldugu bulunmustur.
Yiksek TNF-o seviyelerine dayali olarak ratlarda floriir toksikasyonuna bir yanit olustugu
sOylenebilir. Ek olarak IL-1 a protein ekspresyon diizeylerinde de benzer sonuglar elde edilmistir.
Gerek TNF-a gerekse IL-1 a seviyelerinde floriir (F50 ve F100) gruplarindaki artig kontrol grubuna
kiyasla oldukca fazla seviyede kendini gdostermistir. Her iki sonug bir arada degerlendirildiginde
floriir toksisitesine yanit olarak TNF-a ve IL-1 a protein ekspresyonlariin arttigini ileri siirebiliriz.
Bilindigi iizere TNF-a ve interlokinler sitokin tiirleri igerisinde yer alirlar. Sitokinler; makrofajlar,
B-T Lenfositleri, mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicreleri ve ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilen ve
serbest birakilabilen proteinlerdir. TNF-a ve IL-1 temel proinflamatuar sitokinlerin arasinda yer
alir. Dolasiyla enfeksiyon durumlarinda ya da inflamasyonda TNF-a ve IL-1 sentezi de artar. Bazi
hastaliklarda IL-1 e yanit olarak TNF-a’nin da arttigi1 bildirilmistir [384, 385]. Sitokinler uyarilan
hiicrelerden kisa siirede ve genellikle diisiik yogunlukta hareket eder ve spesifik membran
reseptorlerine baglanirlar ve etkilerini gosterirler. Bu etkiler oldukca degiskendir. Hem koruyucu
hem de hasar verici tepkilere neden olabilir. Ornegin sitokinler, maling (kanser) hiicreleri iizerinde
biiylimeyi dogrudan inhibe ederek tiimorde regresyona sebep olabilirler. Ek olarak, antitimor
etkilerin artirilmasinda sitokinlerin goérevi vardir. Diger taraftan bunlarin tersine bazi sitokinler,

malign hiicreler icin biiyiime faktorii olabilir veya metastaz olusumuna aracilik edebilir. Bu gibi
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durumlarda bu sitokinlerin inhibe edilmesi i¢in gesitli antisitokin ilaglar tedavide yer almaktadir
[384].

Giincel olarak Kovid-19 vakalarinda bazi hastalarin asemptomatik veya hafif/orta siddette
belirtiler gosterirken bazilarinin ise agir bir zatiirreyi takiben sitokin firtinasiyla agir akciger
enfeksiyonu, ¢oklu organ yetmezligi gibi durumlarin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Buna neden olan
sitokin firtinasinin baslica sorumlulari arasinda IL-1 ve TNF-o da bulunmaktadir [382]. Bu nedenle
TNF-a ve IL-1 a ekspresyonu gibi sitokinlerin 6l¢iimii klinik agisindan da son derece faydali olup,
deneysel arastirmalarda da bu seviyelerin ortaya koyulmasi oldukca Onemlidir. Biz de tez
caligmamizda bu proteinlerin ekspresyonlarinin degisimini arastirdik. Elde edilen bulgular floriiriin
testis dokusundaki toksisite etkisini bir kez daha ortaya koymaktadir. Bu proteinlerin salinimindaki
artis dokudaki hasarin bir gostergesi olarak artmistir. Buldugumuz bu sonuclar literatiirdeki
calismalar ile degerlendirildiginde benzer bulgularin c¢esitli calismalarda da gdsterildigi
gorilmistir [388-391].

Yapilan bir caligmada testiste patolojik durumlarda TNF-a ve IL-1 o diizeyleri arastirilmistir.
Calisma sonucunda gerek testis torsiyonu (testisin kendi gevresinde dénmesi olusan bozulma)
gerekse testis otoimmun orsit (Testis iltihaplanmasi) gibi patolojik durumlarda IL-1 o ve TNF-a
sinyal yolaklarinin uyarildigi ve bunlarin ekspresyonlarinda artig oldugu ortaya konmustur [387].
Literatiirde TNF-a ve IL-1o’nin testis dokusunda ekspresyonu bildirilmektedir. Testiste TNF-o’nin
yuvarlak spermatidler, pakiten spermatositler ve testikiiler makrofajlar tarafindan iretildikleri
bildirilmistir [384-387]. IL-la’nin ise sertoli hiicreleri, testis makrofajlar1 ve postmanyetik germ
hiicreleri tarafindan dretildikleri bildirilmistir [392-396]. TNF-a ve IL-lo proinflamatuar
sitokinlerinin normal testis homeostazinda 6nemli rolleri oldugu ve testikiiler disfonksiyonlarda
ekspresyonlarinin yiikseldigi bildirilmistir [390]. Proinflamatuar sitokinlerin testisteki ve testis
patolojilerindeki rollerinin anlasilmasi, testis inflamasyonunun olumsuz etkilerinden korumak igin
terapilerin gelistirilmesine yardimci olacak ve erkek kisirligina iliskin fikir verecektir. Bu amagla
tez ¢alismamizda floriir toksisitesinin TNF-a ve IL-1a proinflamatuar etkisi ve art siitiiniin tedavi
etkisini inceledik. Sonuglarimiz gosterdi ki testikiiler dokuda floriir toksisitesine yanit olarak TNF-
a ve IL-1a diizeylerinin ekspresyonlari indiiklenmistir. Ari siitii uygulamasiyla testikiiler dokudaki
iyilesmeye bagli olarak TNF-a ve IL-1a ekspresyonlarinin F50 ve F100 gruplarina kiyasla diistiigii
belirlenmistir. Ancak bu diisiis kontrol grubuna kiyasla yine de yiiksek kalmistir. Bu yiizden ar
siitlinlin hasar1 tamamen tedavi edici bir etkiye sahip olmadigi ancak iyilestirici bir aktiviteye sahip
oldugunu sdyleyebiliriz. F50 ve F100 gruplarinda yiiksek salinimin, ar siitii ile birlikte uygulanan
floriirlii gruplarda ise azalmig saliniminin ortaya ¢ikmasi, TNF-a ve IL-1 ekspresyonlarinin olusan

hasarin siddetine bagli olarak degistiginin gostergesidir.
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Literatiirde de floriiriin ¢esitli protein ekspresyonlarinda degisiklige neden oldugunu
gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Bu ¢aligmalar da tez caligmamizdaki bulgulart dogrular niteliktedir.
Yapilan bir ¢alismada, toksik olmayacak kadar diisiik dozda bile uygulanan floriiriin kontrol
grubuna kiyasla deger olarak TNF-a ve IL-la ekspresyonunu artirdigimi karaciger dokusunda
ortaya konmustur. Bu caligmada toksik etkisi olmayan dozlarda kombine olarak kadminyum +
floriir uygulamasinin ise hepatoksisiteye neden oldugu bu durumda da TNF-o ve IL-la
seviyelerinin oldukga arttig1 ortaya konmustur [383]. Yapilan farkli ¢calismada 30 giin boyunca
floriire maruz birakilan siganda floriiriin, IL-1a sentezini artigina neden oldugu belirlenmistir [397].
Baska bir calismada kalp dokusunda 50 ppm ve 100 ppm floriir verilen gruplarda interlkin protein
ailesinden IL-17 seviyesinin arttig1 gézlenmistir [398]. Bu calismada Interlkin grubunda, IL-1a
protein seviyesindeki artisin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel agidan oldukg¢a 6nemli sekilde
arttign ifade edilmistir. IL-17 seviyesinin artmasminin IL-1 ve Tnf-alfa sitokin firetimini
indiikleyebilecegi belirlenmistir [399]. Bir diger ¢alismada ise kronik floriir maruziyetinin si¢an
seminifer tiibiillerinde, TNF-a, IL-1f ekspresyonunu arttirdigr tespit edilmistir [400].

Tez calismamizda literatiirdeki ar1 siitii ile protein ekspresyonlarini aragtiran caligma
sonuglariyla uyumlu bulgular elde ettigimizi sdyleyebiliriz. Literatiirde farkli ¢aligmalarda testis
dokularinda yapilan ¢aligmalarda kadmiyumun neden oldugu hasara karsi ari siitiiniin koruyucu
etkisinin oldugu ve bu koruyucu aktivitede kadmiyumun artirdigi TNF-a ve IL-1p diizeylerinin ari
sttiiniin kadmiyumla beraber uygulamasiyla distiigi tespit edilmistir [324, 401]. Bir bagka
caligmada ise ar1 siitiiniin siganlarda etilen glikol kaynakli bobrek iltihabinda artmis olan TNF-a ve
IL-1B diizeylerini azalttigi gosterilmistir [402]. Tez ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglarla
literatiirde yer alan sonuglar1 degerlendirdigimizde art siitiiniin doku hasar1 {izerine diizeltici bir
aktiviteye sahip oldugu bunu yaparken proinflamatuar sitokinlerden olan TNF-a ve interlokin-1
protein ekspresyonlarindaki artis1 inhibe ettigi ve boylece kismen tedavi ile iyilestirme saglayarak
potansiyel bir koruyucu aktiviteye sahip oldugu fikrini ileri stirebiliriz.

TNF-a’nin normal saglikli kosullar altinda, dolayl olarak spermatogenezin siiriidiiriilmesini
sagladigi bildiren ¢aligmalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda TNF-o’nin sertoli hiicrelerinde transferrin
iiretimini indiikkleyerek ya da NF-xB aktivasyonunu uyararak spermatogenezi destekledigini
bildirmektedir. Bu nedenle TNF-a ve IL-1 normal fizyolojik kosullar altinda testiste {iretilerek testis
fonksiyonlarinin ve spermatogenezin devaminda 6nemli rol oynar. Bununla birlikte belirli bir
patolojik durumda bu proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu artar. Bu artis ile denge immun
yanitlar lehine donisiir. Notrofiller, lenfositler gibi bagisiklik hiicreleri testiste toplandiginda ya da
makrofajlar testiste aktivite edildiginde germ (iireme) hiicrelerinde bozulma gozlenebilir ve
spermatogenez bozulur. Dolayisiyla spermatogenez bozuklugu erkek kisirligi agisindan bir risk

olusturur.
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Erkek iireme sisteminde olusabilecek inflamatuarda etkili proinflamatuvar sitokinler 1p,
TNF-a ve IL-1a sitokinleridir [403]. Bu nedenle floriirlii gruplarda goériilen sperm anomalilerinin
daha fazla ortaya ¢ikmasinda bu durumun neden olabilecegini ileri siirebiliriz. Floriir kaynakl
sperm anomalilerindeki artista TNF-o ve IL-la seviyelerindeki artisin dolayli katkisimin da
oldugunu diisiinmekteyiz.

NF-xB oksidatif stres ya da oksidatif strese bagli olusabilecek hasara karsi bir yanit olarak
aktivitesi indiiklenebilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Oksidatif stres durumunda NF-xB ’nin
aktivasyonunun arttigi bu sayede c¢ok sayida enflamatuar sitokin salgilanabilecegi ¢esitli
calismalarda bildirilmistir [404-407]. Bu a¢idan NF-xB ’nin bagisiklikta gesitli sinyal yolaklarini
baglatabilecek kadar kritik bir dneme sahip oldugu sdylenebilir. Calismamizda floriir kaynakli
olusabilecek oksidatif sterste NF-xB ’nin ekspresyon seviyesini arastirarak floriiriin etki ve siddeti
ile NF-xB aktivitesindeki degisimi belirlemeyi amagladik. Ayrica floriir kaynakli testis hasarinda
ar1 sitiiniin NF-xB aktivasyonundaki etkisini arastirarak ar1 siitii ile NF-xB arasindaki
etkilesimindeki degisimi inceledik.

Elde ettigimiz bulgulara gore, floriir uygulamasiyla NF-xB protein ekspresyon seviyesi
kontrol grubuna kiyasla olduk¢a artmistir. Bu sonugla, floriiriin testis dokusunda siddetli bir
oksidatif stres olusturdugunu ve oksidatif stres aktivasyonuyla NF-kB ’nin yukar1 yonli
regiilasyonunun tetiklendigini ve ekspresyon seviyesinin arttigini sdyleyebiliriz. Diger taraftan ar
stitiiniin floriir kaynakli testikiiler hasar ya da oksidatif strese bagl olarak indiiklenen NF-xB
aktivasyonunu hafiflettigini tespit ettik. Bu durum ar siitiiniin oksidatif stresi azaltarak NF-xB
aktivasyonunu asagi regiile olmasimi sagladigi seklinde agiklanabilir. Ari siitiiniin bdylece
antiinflamatuar bir ozellik gosterdigini de sOyleyebiliriz. Ayrica art siitiiniin MDA ve GSH
sonuglarindaki verilerde bu durumu desteklemektedir. NF-xB aktivasyonundaki artig
enflamasyonun indiiklenmesine neden olabilir. Enflamasyonda, NF-xB aktivasyonu cgesitli
antiinflamatuar ajanlar ve antioksidan inhibitérler tarafindan inhibe edilerek homoestazinin
dengelenmesi saglanmaya caligilir [407, 408]. Bu ag¢idan an siitii de NF-xB diizeyinin diismesini
saglayarak antiinflamatuar ve/veya antioksidan oOzellik gostermistir diyebiliriz. Literatiirdeki
calismalart inceledigimizde elde edilen bulgular ile tez c¢alismamizdaki bulgular
degerlendirdigimizde birbirleriyle uyumlu sonuglarin oldugu goriilmiistiir. Ornegin karaciger
dokusuyla yapilan bir ¢aligmada sadece floriir verilen grupla, kadmiyumla birlikte floriir verilen
grubun kontrol grubuyla kiyaslanmasi sonucunda karaciger dokusundaki NF-xB’nin oldukca
yiiksek seviyede ekspresyona sahip oldugunu bildirmiglerdir [383]. Farkli bir ¢aligmada ise
floriirtin testikiiler dokuda NF-kB ekspresyonunu artirdigini ortaya koymuslardir [409].
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Bir baska ¢alismada ise sodyum floriir uygulamasinin NF-xB sinyal yolunu aktivite ettigi,
bu aktivasyonda farelerde antiinflamatuar sitokin ekspresyonunun azaldigi ve bobrek dokusunda
renal inflamasyona neden oldugunu gostermislerdir. Ayrica bu ¢aligmada floriirlii gruplarda, NF-
«B sinyal yolunun aktivasyonu, TNF-a, interlokin-1, COX-2 protein ekspresyon seviyelerinin
artigtyla da karakterize edilmistir [410]. TNF-o’nin NF-B sinyal yollarini uyarabilecegi, patolojik
kosullar altinda TNF-a, IL-1-a, IL-1B, NF-xB ekspresyon artislarinin ise hastaligin ilerlemesiyle
iliskili oldugu ¢esitli arastirmalarda bildirilmistir [411- 414]. Dolayisiyla literatiirdeki ¢aligmalara
gore kendi tez calismamizda floriiriin olusturdugu toksisite ve oksidatif stres sonucundaki patolojik
kosullar altinda TNF-q, IL-1-a ve COX-2 seviyelerinin arttigini ve bu artisin NF-xB sinyal yolunu
aktive ederek NF-xB salimimini artirdigi fikrini ileri siirebiliriz. Floriiriin testikiiler hasar
olusumundaki etki mekanizmasinin NF-xB ’nin indiiklenmesine neden oldugunu sdyleyebiliriz.
Yine de floriiriin toksisite etki mekanizmasi heniiz net olarak ortaya koyulmamis olup bu konuda
daha detayli arastirmalar yapilmasi gerekliligi vardir. Ari siitiiniin bu NF-kB protein ekspresyonu
iizerine etkisiyle ilgili calismalar literatiirde yer almaktadir. Ar siitii ile yapilan bir calismada ar1
stitii uygulamasinin farelerde kadmiyum kaynakli nefrotoksisiteyi azalttigi gosterilmistir [415]. Bu
yapilan calismada TNF-a ve IL-1-p, daki artiglar ar1 siitii uygulamasiyla azalmistir. Bu azalmanin
ar1 siitiniin NF-xB aktivitesini baskilayarak IL-1-B ve TNF-a ekspresyonu iizerinde giiglii bir
inhibitor etki ile olustugu ortaya konmustur. Yapilan bir bagka ¢alismada ise [409], sodyum floriir
maruziyetinin testikiiler oksidatif yiikii, NF-xkB ve COX-2 seviyelerini artirdigr ve bu sayede
inflamasyonunda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada aragtirmacilar melatonin ile
bu proteinlerin ekspresyonlarinin azaltildig: ve testis fonksiyonlariin da énemli 6lgiide yeniden
diizenlendigini bulmuslardir. Bu g¢aligmalarin sonuglart ile kendi tez ¢alismamizdaki bulgular
tutarlilik gostermistir. Bu bakis agisiyla tez calismamizdaki sonuglara gore floriiriin toksisitesine
baghh olarak TNF-a, IL-1 a ve NF-xB ‘nin ekspresyonlarmmin indiiklendigi ve ar1 siitii
uygulamastyla da proteinlerdeki bu artiglarin geriledigini ve bu sayede toksisite siddetinin azaldig1
tezini ileri siirebiliriz.

Yapilan bazi ¢aligsmalarda patolojik durumlarda COX-2’nin artan ekspresyonlari oldugu
goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda COX enzimlerinin patogenezde biyolojik bir etkiye sahip
oldugu bildirilmistir. Ayrica inflamasyonlu dokularda da COX-2 diizeylerinin belirgin olarak arttig1
da bildirilmistir [416]. Bu artista sitokinlerin, sinyal yolaklarinin da indiikleme etkisinin oldugu da
unutulmamalidir. Son zamanlarda yapilan calismalar testis fonksiyonu ve erkek fertilitesinin

diizenlenmesinde COX’un etkisi lizerine yogunlasmigtir [417, 418].
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Infertil hastalarm testislerinde belirgin COX-2 ekspresyonlari tanimlanmustir. Yapilan bir
calismada diyabetik ve varikoselli hastalarin spermatozoalarinda COX-1 ve COX-2
ekspresyonlariin arttig1 gosterilmis olup bu durumun diyabet ve varikosel hastaliklarinda anormal
sperm morfolojisinin Otesine gegerek molekiiler diizeyde zararli etkilerinin olabilecegini isaret
etmektedir [419]. Dolayisiyla biz de tez ¢alismamizda erkek infertilitesinin teshisi olarak bir
belirtec olarak da kullanilabilecek COX-2 protein ekspresyonunun floriir maruziyetine bagl olarak
degiskenligini ve ar1 siitliniin bu etkinlige kars1 aktivitesinin nasil oldugunu belirlemeyi amacladik.
Literatiirde yogun arastirmalara ragmen COX izoformlarinin erkek tireme biyolojisi ve fizyolojisi
tizerindeki etkileri biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. COX ekspresyon ifadesi spermlerde dolayl:
olarak tanimlanmistir. Ancak saglikli ve hastalikli bireylerde COX izoformlarinin farkli
ekspresyona sahip oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur [417-419]. COX izoformlarin erkek
infertilitesinde 6zel bir ilgisi olabilecegi ve sperm metabolizmasini diizenlenmesinde kilit bir rol
oynayabilecegi dne stiriilmistiir [417-419].

Literatiirdeki tiim bilgiler 15181nda yaptigimiz tez ¢alismasinda floriirlii gruplarda COX-2
ekspresyon seviyesinin yukari regiile edilerek arttigi tespit edilmistir. Floriiriin testis dokusundaki
toksisitesine bagli olarak testis dokusunda COX-2 ekspresyonunu artirtigini ve boylece sperm
parametrelerini de olumsuz yonde etkilemis olabilecegini de diisiinmekteyiz.

Floriir toksisitesinin TNF-a, IL-1 sitokin diizeylerini ve NF-kB aktivitesini artirmig olmasi
COX-2 ekspresyonunu da indiiklemis olabilir. Bu durum patolojik dokularda, oksidatif hasarda
COX-2 seviyesinin arttigini gosteren calisma sonuclarmni desteklemektedir. Ornegin yapilan
caligmalarda bobrek ve karaciger dokularinda inflamasyonuna ve toksisiteye neden olan sodyum
floriirin COX-2 protein ekspresyonunu artirdigi bildirilmistir [410, 420]. Farkli bir ¢aligmada ise
infertil kisilerde seminal s1vida oksidatif stresle COX-2 diizeyleri arasindaki iligki arastirilmis olup,
oksidatif stres derecesi arttitkga COX-2 seviyesinin arttigi bildirilmistir [221]. Literatiirde sperm
bozukluguna yol agan diyabet, varikosel, testis kanseri ve infertilite gibi hastaliklarin testis
dokusundaki COX-2 diizeylerini artirdigin1 gosteren bazi calismalarin [417-420] sonuglarina
dayanarak tez c¢alismamizdaki floriirlii gruplarda ortaya ¢ikan anomalili sperm miktarlarinin
artisinda da COX-2 seviyesindeki artisin etkisinin olabilecegi fikri dogmaktadir. Bu tez
calismamizda ar siitii takviyesi ile birlikte uygulanan floriir gruplarinda COX-2 diizeylerinin
oldukea iyi bir sekilde kontrole yakin diizeylere kadar diisiiriildiigii tespit edilmistir. Elde ettigimiz

bu bulgular literatiirde de ¢esitli calisma sonuglariyla da uyum gostermektedir.
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Aragtirmacilarin yaptiklari ¢alismalarda [421-423] inflamasyonlu bagirsak dokusunda ar
stitiiniin GSH-Px aktivitesini artirdigi, TNF-a, NF-xB, COX-2 seviyelerini diisiirerek iyilestirici
bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Tez ¢aligmamizda elde ettigimiz veriler 151g1nda ar1 siitliniin
floriir kaynakl: testikiiler toksisitede NF-kB, TNF-o ve COX-2’nin ekspresyonunu azaltmastyla
antiinflamatuar etkiye de sahip olabilecegini ortaya konulmustur. Tim bu sonuglar
degerlendirildiginde, patolojik durumlarda artan inflamatuar protein seviyelerini inhibe edici
aktivitesiyle ve olusan oksidatif strese kars1 gosterdigi antioksidatif etkiyle ar1 siitiiniin tedavi edici
(proaktif) potansiyeli olan bir bilesime sahip oldugunu net bir sekilde ifade edebiliriz.

Oksidatif stres ve elektrolitik stres kosullar1 altinda olusan oksidatif strese karsi etkili bir
hiicresel yanitin anahtar koordinatorlerinden biri de transkripsiyon faktorii NRF-2’dir.
Organizmalar bircok faktoriin etkisiyle siklikla oksidatif strese maruz kalirlar. Bu tiir stresli
kosullar sirasinda olusan oksidatif stres, DNA ve proteinlere zarar verebilir ve bunun sonucunda
hiicresel siirecler bozulur. Artan reaktif oksijen tiirlerinin diizeyine karsi savasmak icin o6zel
hiicresel cevaplar etkinlestirilmelidir. Boylelikle oksidatif stresle aktiflesmis hiicresel yollar
araciligiyla zararli oksidatif stres kosullarina uyum saglanir. NRF-2, hiicresel redoks dengesinin ve
koruyucu antioksidan enzimlerin ve detoksifikasyon yanitlarm diizenlenmesinden sorumlu bir
transkripsiyon faktoridiir [424-430].

NRF-2 aracili antioksidan sistemin uyarilmastyla NRF-2 cekirdekte birikerek antioksidan
enzimlerin ve ilgili proteinlerin ekspresyonunu indiikleyerek ¢esitli oksidatif ve elektrofilik
stresorlere karst anahtar molekiil olarak tanimlanir. Oksidatif stres olmadigi normal kosullar
altinda, uyarilmamis halde bulunan NRF-2, bir aktin baglayici- baskilayici protein (keop 1)
tarfindan sitoplazmada salgilanir. Hiicrelerin oksidatif strese veya tiyol gruplarini oksitlenme veya
kovalent olarak doniistiirme kapasitesine sahip elektrofilik bilesiklere maruz kalmasi lizerine, NRF-
2, baskilayici protein- keop 1’dan ayrilir ve ¢ekirdege geger ve antioksidan yanit (tepki) elemanina
(ARE) baglanir ve detoksifiye edici ve antioksidan enzimlerin genlerini transaktivite eder. Sonug
olarak NRF-2 artis1 ya da birikimi gen transkripsiyon faktorii islevi i¢in 6nemli bir sinyalleme
adimidir. Transkripsiyonun baslamasiyla oksidatif hasara karsi konulma siireci baglamaktadir. Bu
nedenle NRF-2 yalnizca antioksidan, antienflamatuar ve detoksifiye edici proteinleri kodlayan
genlerin ekspresyonunu diizenleyen sitoprotektif bir faktor olarak kabul edilmez, ayn1 zamanda

tiirlerin uzun émiirliiligiiniin gii¢lii bir modiilatérii olarak da kabul edilir [424-430].
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Tez ¢alismamizda elde ettigimiz NRF-2 protein ekspresyon diizeylerini inceledigimizde tek
basina floriir uygulanan gruplarin NRF-2 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla oldukga diistigii
tespit edilmistir. Ozellikle F100 mg/kg grubunda diisiis kayda deger sekilde en diisiik seviyede
bulunmustur. Floriir ile birlikte ar1 siitii uygulamasiyla NRF-2 degerlerinde belirgin bir sekilde artis
oldugu bulunmustur. Buldugumuz bu sonuglarla floriir toksisitesinin NRF-2 transkripsiyonel
aktivitesi lizerindeki negatif etkisine kars1 ari siitiiniin koruma sagladigini ortaya koymus olduk.
Nrf-2 aktivitesindeki artigla oksidatif strese karsi bir yanit olusturmak iizere bazi antioksidan
enzimlerin de aktivite oldugu cesitli caligmalarda bildirilmistir. Bu goriigler 1s18inda
calismamizdaki Nrf-2, GSH ve Katalaz bulgular1 beraber degerlendirildiginde NRF-2, GSH ve
Katalaz sonuglarinin birbirini destekler nitelikte oldugunu tespit ettik. NRF-2, GSH ve Katalaz
sonuclar1 beraber degerlendirildiginde floriirlii gruplarda, NRF-2 aktivitesi diiserken ayn1 zamanda
GSH diizeyi ve Katalaz aktivitesinin de diistiigii tespit edilmistir. Diger taraftan ar1 siiti
uygulamastyla NRF-2 aktivitesi artis gosterirken, GSH ve Katalaz aktivitelerinin de artis gosterdigi
tespit edilmistir. Tim bu sonuglar beraber degerlendirildiginde floriirin NRF-2 yolunu inaktive
ederek GSH diizeyi ve Katalaz aktivitelerini de azalttigini, diger taraftan ar1 siitii mevcudiyetine
bagli olarak NRF-2 yolunun aktive oldugu ve GSH ve Katalaz aktivitelerinin de artarak antioksidan
yanitin olustugunu sdyleyebiliriz. Bunun yam sira, ar siitli alimi ile NRF-2 yolunun aktive oldugu
ve oksidatif hasara karsi daha gii¢lii bir tepki olustugunu ve NRF-2 aktivasyonunun GSH ve Katalaz
sentezini uyarmada etkin bir unsur olabilecegini de soyleyebiliriz.

Yaptigimiz bu tez ¢aligmasinda ar siitii ile NRF-2 seviyesi ve buna duyarli olan GSH ve
Katalaz enzim seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu ortaya koymus olduk. Bu pozitif
korelasyon floriir agisindan ise tam tersi bir durum olarak ortaya c¢ikmustir. Literatiirde de
sonuclarimizla uyumlu bulgular gdsteren calismalar mevcuttur. Ornegin yapilan bir calismada, L-
arginin’in NRF-2 yolunu aktive ettigi ayrica buna bagli olarak da GSH sentezini uyardig: tespit
edilmistir [431]. Bir baska caligmada ise kadmiyum kloriiriin olusturdugu hepatolojik etkiyle NRF-
2 aktivitesinin azaldig1 buna karst uygulanan ar siitii takviyesiyle NRF-2 diizeyinin arttig1 ve
boylece bir koruma saglandigi ortaya konmustur [432]. Farkli bir galismada ise ar1 siitiinde bulunan
bir yag asidinin NRF-2 yolunun aktive etmesiyle Parkinson hastaliginda oksidatif strese bagh
hasara kargi koruma olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir [424]. Bir diger aragtirma sonucunda ise
floriiriin indiikleyici testikiiler hasarda Epigallokatekin galat (EGCG)’in NRF-2 artirarak testiste
flor kaynakli hasar1 azalttigi bulunmustur [400]. Yine bir ¢alismada NaF kaynakli oksidatif strese
kars1 uygulanan melatonin tedavisinde NRF-2 ve c¢esitli antioksidan enzimlerin ekspresyonunda
artigin oldugu gosterilmistir [328]. Farkli ¢alismalarda da testis beyin ve dalak dokularinda sodyum
floriir (NaF) kaynakli oksidatif hasarda NRF-2 ekspresyonunda belirgin bir diisiis oldugu
gosterilmistir [433-436]. Kendi ¢alismamizda da an siitiiniin NRF-2 aktivasyonu yoluyla testiste

flor toksisitesini azalttig1 bulunmustur.
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Elde ettigimiz tiim sonuglar degerlendirildiginde, ¢esitli faktorlerle fazla miktarda floriire
maruz kalmanin testis dokusunda hasar olusturdugu, spermatozoanin normal yapisini ve islevlerini
bozdugu, oksidatif stres meydana getirdigi ve Onemli bazi proteinlerin salinim diizeylerini
degistirdigi belirlenmigtir. Bu verilere dayanarak, floriiriin testikiiler doku i¢in ve spermatolojik
parametreler i¢in toksik etki potansiyeli olan bir yapida oldugunu net bir sekilde ifade edebiliriz.
Bu etkilerin ortaya ¢ikmasinda birgok faktor oldugu belirlenmistir.

Tez sonuglarimiza goére su varsayimlar1 one siirebiliriz;

v Floriir toksisitesi testis dokusunda enzim ve hiicre diizeyinde fonksiyonel ve
histolojik yonden bozukluklar olusturarak etkisini gostermistir.

v Floriiriin, lipid peroksidasyonunun yan tiriinii olan MDA seviyelerinde artisa
sebebiyet vermesi floriiriin, lipid peroksidasyon iiriinlerini arttirdigina isaret etmektedir.
Lipid peroksidasyon oksidatif stres olusturarak, doku hasarina sebep olmustur. Bu durum,
floriirle olusturulan sitotoksitenin 6nemli bir mekanizmasi olarak belirlenmistir.

v Floriir toksisitesiyle olusan oksidatif stres CAT ve GSH gibi enzim aktivitelerinde
azalmaya yol acarak hiicreler i¢indeki prooksidan ve antioksidan aktiviteler arasindaki
dengesizlige neden olmustur.

v Floriir toksisitesinin neden oldugu prooksidan-antioksidan dengesizligi sonucunda
oksidatif strese duyarl transkripsiyon faktorlerinde, apoptotik sinyal iletim yolaklarinin
aktivitelerinde ve bunlarla iligkili protein ekspresyon diizeylerinde degisiklikler meydana
gelmistir.

v Floriir toksisitesi testis dokusu hiicrelerinde dejenerasyona yol agarak
histopatolojik degisikliklere neden olmustur.

v Floriir toksisitesi spermatojenik hiicrelerde de anomalilere yol agarak erkek iireme
hiicrelerini de etkilemistir.

v Floriir uygulamalarina kars ar1 siitii takviyesinin testis dokusundaki hasarli yapiy1
azalttig1, spermatolojik parametrelerde iyilestirme sagladigi, oksidatif stresi diistirdiigii,
protein seviyelerini diizenledigi belirlenmigtir. Bu verilere dayanarak ar1 siitiiniin testikiiler
dokuda floriir kaynakli toksik etkilere kars1 koruyucu ve iyilestirici etki gosteren bir yapiya

sahip oldugunu net bir sekilde ifade edebiliriz.

Sonug olarak, ileride yapilacak yeni aragtirmalar agisindan, tez calismamizda elde ettigimiz

sonuglarin literatiire katki sunacak icerikte oldugunu diisiinmekteyiz.
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ONERILER

Bu tez calismamizda elde ettigimiz verilere gore bazi dnerilerde bulunabiliriz:

» Floriirlii {irinleri kullanirken fazla doz alimi olusturabilecek bir kullanimdan
kaginmamuz gerektigini dnermekteyiz. Igtigimiz sularn, aldigimiz besinlerin ve
kozmetik, dis- agiz saglhiginda kullanildigimiz floriir igerikli iiriinlerin floriiriir
miktarlarina dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu iriinler 6zellikle ¢ocuklar tarafindan
kullanilirken bilingli bir sekilde tiiketilmelidir.

» Floriiriin insanlarda meydana getirebilecegi doku hasarlarinin ortaya konabilmesi
igin daha fazla aragtirmanin yapilmas gerekmektedir. Insanlarin floriirii su disinda,
dental driinler, yiyecekler, ¢evresel etmenler gibi pek ¢ok farkli kaynaktan
biinyesine aldiklar1 unutulmamalidir. Dolayisiyla insanlar yasamlar1 siiresince
floriire maruz kalirken, flor alim miktarlarinin sadece igme sularindaki flor
konsantrasyonlarini g6z oniinde bulundurarak hesaplamak dogru degildir. Bundan
otiirt, yaygin olarak kullanilan floriirlii tirtinlerden alinan floriir alim seviyelerinin
ne olduguna yonelik ve bunlarin etkilerini belirlemek i¢in daha fazla arastirma
yapilmasini 6nermekteyiz.

» An siitiiniin ticari olarak giivenilir, sertifikasyonu eksik olmayan, bakanlik¢a
denetlenen firmalardan alinmasi gerekir.

» Farkli an siitii tirinlerindeki icerigine de dikkat edilmesi gerekir. Ar siitii igerikleri
allerji gibi bagka etkilere sahip olma potansiyeline sahip oldugundan ari siitii
kullaniminda doz ayarlanmasi olduk¢a Onemlidir. Ar siitiiniin kullanimi igin
belirlenmis standart bir dozaj yoktur. Ar siitii ve bagirsak sistemi arasindaki
etkilesim, bagirsak florasinin varlig1 nedeniyle daha karmasik hale gelebilir, bu da
daha fazla arastirilma yapilmasi gerekliligini ortaya koyar.

» An siitii su anda giivenli ve etkili bir besin takviyesi gibi goriinmekle birlikte ar1
siitliniin tedavide rutin uygulamalara sokmak ayni1 zamanda tibbi potansiyelini daha
iyi anlamak i¢in daha ¢ok in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Bundan dolay1

farkli ar1 siitii tiirleriyle daha genis ¢alismalarin yapilmasini 6nermekteyiz.
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