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OZET

Vinkristine Maruz Kalmis Ratlarda Tribulus Terrestrisin Sperma Kalitesi ve
Testis Toksisitesi Uzerine Etkileri

Bu calisma, kemoterapotik ajan vinkristin maruziyetinin erkek Wistar-Albino ratlarda
tireme sistemi lizerindeki olumsuz etkilerini arastirmakta ve bu etkilerin 6nlenmesinde
bitkisel bir ajan olan Tribulus terrestris 'in potansiyel koruyucu etkilerini incelemektedir.
Calismada, spermatolojik ve histolojik parametreler, DNA hasari, oksidatif stres
gostergeleri ve serum testosteron seviyeleri degerlendirildi. Arastirma, 45 giin boyunca
kontrol, yalnizca Tribulus terrestris uygulanan, Tribulus terrestris ile vinkristin birlikte
uygulanan ve yalnizca vinkristin verilen rat gruplarinda yiriitildi. Vinkristin
uygulamasi, seminifer tiibiillerin capinda ve epitel yiiksekliginde azalma, spermatozoon
motilitesi ve sayisinda diisiis, DNA hasar1 ve histolojik bozukluklarla sonucglandi.
Tribulus terrestris uygulamasi ratlada antioksidan ve hiicresel koruyucu etkileriyle
vinkristin kaynakli bu zararlart anlamli 6l¢iide azaltti. Tribulus terrestris'in seminifer
tiibiil saglhigint korudugu, spermatoza kalitesini artirdigt ve DNA hasarint Onledigi
gosterildi. Tribulus terrestris'in etkileri, muhtemelen androjen salinimini artirmasi ve
hiicresel antioksidan savunmay1 giliclendirmesiyle iliskilendirili oldugu kanaatine
varilmistir. Bu ¢alisma, vinkristin tedavisinin lireme sistemi lizerindeki toksik etkilerine
karsi Tribulus terrestris'in koruyucu potansiyelini gostermektedir ve bu bitkinin
kemoterapi sirasinda destekleyici bir ajan olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Testis toksisitesi, Vinkristin, Tribulus Terrestris, Rat, Spermatozoa



SUMMARY

Effects of Tribulus Terrestris on Sperm Quality and Testicular Toxicity in
Vincristine-Exposed Rats

This study investigates the adverse effects of the chemotherapeutic agent vincristine on
the reproductive system of male Wistar-Albino rats and examines the potential protective
effects of the herbal agent Tribulus terrestris in mitigating these effects. Parameters such
as spermatological and histological changes, DNA damage, oxidative stress markers, and
serum testosterone levels were evaluated. The experiment was conducted over 45 days
with rat groups divided into control, Tribulus terrestris only, combined Tribulus terrestris
and vincristine, and vincristine-only groups. Vincristine exposure resulted in reduced
seminiferous tubule diameter and epithelial height, decreased sperm motility and count,
increased DNA damage, and histological disruptions. Administration of Tribulus
terrestris significantly alleviated these damages in rats through its antioxidant and cellular
protective effects. It was demonstrated that Tribulus terrestris preserved seminiferous
tubule health, improved sperm quality, and prevented DNA damage. The effects of
Tribulus terrestris were attributed to its potential to enhance androgen release and
strengthen cellular antioxidant defenses. This study highlights the protective potential of
Tribulus terrestris against the toxic effects of vincristine on the reproductive system and
suggests its use as a supportive agent during chemotherapy.

Keywords: Testicular toxicity, Vincristine, Tribulus Terrestris, Rat, Spermatozoa
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1. GIRIS
1.1. Ratlarda Reprodiiktif Sistem

Erkek genital sistem n kromozoma sahip erkek cinsiyet hiicrelerinin iiretiminden,
beslenmesinden, depolanmasindan, erkek cinsiyet hormonlarinin {iretiminden ve
salgilanmasindan sorumludur. Erkek genital sistem organlari, testislerden, tubuli recti,
rete testis, ductuli efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakulatoris,

iiretra, erkek eklenti bezleri ile penisten olusur (Bernal vd., 2015).

Testisler, steroid hormonlarin {iretimi ile gamet iiretiminden sorumlu olan, ekzokrin ve
endokrin iglevi olan, cinsel olgunlasmayi ve iireme islevini etkileyen bir organdir.
Ekzokrin fonksiyonu pubertasta spermatozoa iiretimini baglatir ve sekonder cinsiyet
ozelliklerini gelistirir. Endokrin fonksiyonu eriskinlerde spermatozoa iiretiminin
devamliligini, sekonder cinsiyet 6zelliklerinin korunmasini saglar ve yardimci bezlerin
fonksiyonunu etkiler (Prihatno vd., 2018; Gezer ve Karadag Sar1, 2020). Insanlarda ve
cogu memeli hayvanlarda, testisler oval sekilli bir ¢ift organken, ratlarda tek bir organ

olup sekli yuvarlaktir (Antepli ve Beyaz, 2017).

1.1.1. Testis i¢ Kanallan

1.1.2. Tubuli Recti
Her seminifer tiibiiliin diiz seyirli son boéliimiine tubuli recti denir. Tubuli recti, esey

hiicrelerinden yoksun olup duvari tek katli prizmatik hiicrelerden olusur. Diiz tiibiillerin

liimenleri kanalin sonuna yaklastikca rete testise acilir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3. Rete Testis
Kiibik veya diisiik prizmatik epitel ile dosenmis anatomik bir kanaldir. Epitel hiicreleri,

birkag¢ kisa mikrovillus igerir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.2. Testis Dis1 Kanallar

1.1.2.1. Ductuli Efferentes
Sayilar1 12 ile 25 arasinda degisen ductuli efferentes, rete testisten koken alir ve ¢ok

katmanli prizmatik epitel ile kapli olup kinosilyumludur (Beyaz vd., 2008).

1.1.2.2. Ductus Epididimis
Duktus epididimisin duvari, yalanct ¢ok katmanli prizmatik epitel ve kas katmanindan

olusur. Ductus epididimis; caput epididimis, corpus epididimis ve cauda epididimis



olmak iizere ii¢ farkli bolgeye ayrilir. Caput epididimis ve corpus epididimis,
spermatozoonun  olgunlagsmasindan, cauda epididimis ise spermatozoonun

depolanmasindan sorumludur (Gezer ve Karadag Sari1, 2020).

1.1.2.3. Ductus Deferens (Vas Deferens)
Cauda epididimisten baslar, duktus ejakulatoriusu olusturmak igin vesicula seminalis

salgi kanalinda son bulur. Duvari, i¢ten disa dogru tunica mukoza, tunica muscularis,

tunica adventitia olmak tizere ili¢ katmandan olusur (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.2.3.1. Tunica Mukoza
Uzunlamasina kivrimlar olusturur. Absorpsiyon, fagositoz ve sekresyon fonksiyonlarina

sahip, kinosilyumlu yalanci ¢ok katmanli prizmatik epitel ile kaplidir (Anisatuzzahro ve

Luthfi, 2017).

1.1.2.3.2 Tunica Muscularis
Iyi gelismis kas katmanindan olusmaktadir. Spermatozoon, kas katmaninin kasilmasiyla

one dogru itilir (Gezer ve Karadag Sari, 2020).

1.1.2.3.3 Tunica Adventitia
Damarlar ve sinirler agisindan zengin bag dokusu igerir.

Ductus deferens spermatozoonun tasinmasindan sorumludur. Ayrica Ductus deferens'in
genislemis kismina sahip bir bolge olan ampulla ductus deferenste spermatozoonlar

ejakiilasyon oluncaya kadar bir siire burada depolanir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.2.4. Ductus Ejaculatorius
Prostat icinden gegen ve pelvik iiretra kismina acilan kisa, kivrimli bir kanaldir

(Schimming vd., 2015).
1.1.2.5. Uretra

Erkeklerde spermanin ve idrarin dig ortama atilmasini saglayan fibromiskiiler bir

kanaldir (Drobnis ve Nangia, 2017).

1.1.3. Erkek Ek Salg1 Bezleri
Prostat, vesicula seminalis ve bulboiiretral bezler ve bunlarin disinda ratlarda bulunan

pihtilagma bezi erkek genital sisteminin ek salg1 bezleridir. Her bir bezden gelen salgilar
farkli olup bu salgilarin aktivitesi androjen diizeylerine karsi ¢ok duyarlidir. Prostat ve

vesicula seminalisteki agirlik degisimi ve degisen hiicresel aktiviteler, dolagimdaki



androjen seviyelerini degistirmek igin hizli ve iyi bir belirleyici olarak kullanilabilir
(Drobnis ve Nangia, 2017; Adebayo vd., 2015).

1.1.3.1. Prostat
Prostat, iiretranin etrafindaki bir¢ok lobdan olusur. Bu, ¢esitli kanallarla tiretradan serdz

salgilar salgilayan renksiz, kombine bir tiibiiloalveolar bezdir. Ratlarda bir ¢ift ventral
lob, daha kii¢iik olan bir dorsal lob ve lateral loblar bulunur ve bu loblar vesica urinarianin
boynunda yer alir. Prostatik sekresyon ejakiilatin % 15 ile 30' unu olusturmakla beraber
proteolitik enzimler, sitrik asit, transferrin, inositol ve ¢inko igermektedir (Gezer ve

Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.2. Vesicula Seminalis
Duvar yapisi dairesel bir kas tabakasindan olusur ve epitel tek tabakali silindiriktir. Erkek

tiremesinde onemli rolii oldugu diisiiniilen vesicula seminalis, yesilimsi beyaz viskoz
stviyla dolu uzun, i¢i bos, iki tarafli bir bezdir. Bu bez ampulla ductus deferenslerin
yaninda bulunur ve ejakiilatuar kanal yoluyla iiretraya atilir. Yuvarlak yapinin tepe
noktas1 koniktir. Vesicula seminalis sekresyonu ejakiilatin % 50-80' ini olusturur.
Vesicula seminalisin ana bilesenlerini fruktoz, protein, C vitamini ve laktoferrin igeren

sitrik asit olusturmaktadir (Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.3. Bulbourethral Bezler
Membrandz iiretra arkasindaki tirogenital diyaframda yer alan birlesik iki tiibiiloalveolar

bezdir. Kanallar iiretranin 6n kisminda birlesir. Bag dokusu igeren ¢izgili kasin dis ylizii
kapstillerle ¢evrilidir. Bu kapsiilden ayrilan septum, organi loblara ayirir. Septumun bag
dokusu elastik lifler, diiz kas ve ¢izgili kas lifleri bakimmdan zengindir. Salgi kismu,
mukus salgilayan tek katmanli kiibik veya prizmatik epitel ile kaplhidir. Salgt {riinii
kayganlastiric1 gérevi goren berrak mukus, preseminal sivinin biiyiik bolimiinii olusturur

(Gezer ve Karadag Sar1, 2020).

1.1.3.4 Pihtilasma Bezi
Genellikle prostat bezinin bir pargas: olarak kabul edilir ve ratlarda siklikla 6n prostat

olarak adlandirilir. Protein ve fruktozdan zengin sekresyonlari, sperma pihtilagmasinda
ve spermatozoon hareketliliginde 6nemli bir rol oynar. Bu sekresyonlar ayrica, vezikiiler
ve bulboiiretral bezlerin salgilar1 ile karmagik biyokimyasal etkilesimler yoluyla,
ciftlesmeden sonra disi lireme yolundan spermanin geri akisini dnleyen vajinal tikaglar

olusturur (Adebayo vd., 2015).



1.1.4. Penis
Stingerimsi govde ve ¢ift kavernéz govdeden olusan ¢iftlesme organidir (Gezer ve

Karadag Sari, 2020). Erkek ratlarda puberta, testislerin karin boslugundan skrotuma
inmesi ve spermatogenezisin baglangici ile karakterizedir. Spermatozoon iiretimi
dogumdan 45 giin sonra baglar. Ancak en elverisli liretim 75. giinden 6nce ger¢eklesmez.
Gonadotropin releasing hormone (GnRH) hem LH hem de FSH sekresyonunu saglar. LH
ise pubertada leydig hiicrelerini uyararak testosteron salinimini arttirmaktadir. Puberta
donemi Oncesi yapilan bir hipofizektomi, pubertadaki degisiklikleri engellemektedir.
Hipofizektomiden sonra ratlara FSH ve LH uygulanmasi spermatogenezisi uyarabilir.
Ciftlesme davranisi erkek ratlarda sadece testosteron varliginda gergeklesir. Kastre edilen
ratlarda ciftlesme davranisi gozlenmemektedir. Ciftlesme davranislarinda feromonlarin
cok 6nemli yeri vardir (Miillazimoglu vd., 2010). Erkeklerde anogenital mesafe disilere
gore daha fazladir. Disilerin meme uglar1 goriiniir haldeyken erkeklerde yoktur (Keeble,
2011). Erkek ratlar uzun bir biiylime periyodu sergilerler ve uzun kemiklerin

kemiklesmesi ikinci yila kadar tamamlanmaz (Harkness vd., 2010).

1.1.5. Spermatogenezis
Spermatogoniumdan spermatozoaya kadar olan olaylarin dizisine spermatogenezis denir

ve 3 asamada gergeklesir: Spermatositogenezis (¢ogalma), Mayozis (boliinme) ve

Spermiyogenezis (baskalasma) (Gezer ve Karadag Sari, 2020).

1.1.5.1. Spermatositogenezis
Spermatogoniumlarin mitoz boliinmesi sonucunda primer spermatositlerin olustugu ve

hiicrelerin sayica arttig1 siireci kapsar. Pubertas oncesinde primordial germ hiicreleri
olarak bulunan spermatogoniumlar pubertasin baslamasiyla aktif spermatogonyumlara
doniistir. Aktif spermatogoniumlar da ard arda bir dizi mitoz bdliinme gegirerek sirasiyla
A4 spermatogonium, intermedier spermatogonium, B tipi spermatogonium ve primer

spermatositler meydana gelir (Tan, 2015).

1.1.5.2. Mayozis
Diploid (2n) kromozoma sahip primer spermatositlerin mayoz bdliinme gegirerek once

haploid (n) kromozoma sahip sekonder spermatosit, daha sonra sekonder spermatositlerin
de mayoz boliinmenin ikinci asamasinin tamamlanmasi ile spermatidler olusur. Boylece
2n kromozoma sahip bir primer spermatositten n kromozama sahip dort spermatid olusur

(Vernet vd., 2016).



1.1.5.3. Spermiyogenezis
Spermatidlerin spermatozoaya farklilasmasina spermiogenezis denir. Spermiyogenezis

sirasinda meydana gelen en 6nemli morfolojik degisiklikler, akrozom olusumu, ¢ekirdek
kromatinin yogunlasmasi, hareketli bir kuyrugun biiyliimesi ve daha sonra spermatid
materyalde olusacak spermatozoa igin gereksiz parcalarin kaybidir. Spermiyogenezis;

Golgi, Kap, Akrozomal ve Olgunlasma evrelerinden olusur (Vernet vd., 2016).

1.1.5.3.1. Golgi evresi
Proakrozomal graniiller Golgi vezikiillerinde goriiliir. Proakrozomal graniiller, tek bir

akrozomal vezikiilde bir akrozomal graniil olusturmak i¢in erir ve birbirleriyle kaynasir.
Bu iki yapi, ¢ekirdegin i¢ tarafi ile temas ederek olusacak spermatozoon basinin 6n

kutbunu belirler (Aitken vd., 2016).

1.1.5.3.2. Kap Evresi
Akrozomal vezikiil biiyiir ve ¢ekirdegin 2/3 ‘likk 6n kismini kaplayan baslhigini olusturur.

Gec kap fazinda, hareketsiz spermatitler polarize edilir ve c¢ekirdek ile bas kapagi
eksantrik olarak yer degistirir. Cekirdegin caudal kutbunda iki merkez noktasi toplanir ve

uzak merkezcil, kamg¢1 biiylimesine yol agar (Morrow vd., 2017).

1.1.5.3.3. Akrozom Evresi
Erken akrozomal fazda ¢ekirdek ve hiicre gdvdesi biiyiimeye baslar ve spermatidlerin

cekirdekleri tiibiillerin ¢evresine ve kuyruklar1 limene dogru yonlendirilir. Daha 6nce
sertoli hiicrelerinin yanal uzantisindan ayrilan spermatidler daha sonra bu hiicrelerin
apikal girintilerine gomiiliir. Cekirdek biiylimeye basladiginda, ¢ekirdek histonlarin
yerini gerekli proteinler alir. Bu konsantrasyondan sonra DNA direng kazanir. Protamin,
dollenme sirasinda kromatinin yogunlagsmasindan Once oositler tarafindan saglanan

histonlarla degistirilmelidir (Vernet vd., 2016).

1.1.5.3.4. Olgunlasma Evresi
Cekirdek konsantrasyonu bu asamada tamamlanir. Olgunlasma asamasinda

spermatozoonun orta kisminda, mitokondrilerin ¢cogu aksonem etrafinda sarmal seklinde
toplanir. Spermatidler arasindaki sitoplazma kopriileri birbirinden ayrilir ve ayrilan
sitoplazma artiklar1 uzaklastirilir. Kalan cisimlerin farkli u¢lar1 vardir. Bunlar ya sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir ya tiibiiler liimen i¢inde kaybolur ya da tiibiil epitelinin

apikal kenarlarina baglanarak hizla otolize olur. Olgunlagsma evresinin ileri agamalarinda



spermatid hacmi, kap evresindeki spermatidin % 20-30' u kadardir. Bu azalmadan
genellikle otoliz sorumlu tutulur (Aitken vd., 2016).

1.1.6. Spermatozoon
Spermatozoon, spermatogenezis sonucu olusan ve erkege ait genetik metaryal tasiyan

tireme hiicresidir. Spermatozoon bas, boyun ve kuyruk olmak {izere 3 kismindan olusur

(Vernet vd., 2016).

1.1.6.1. Bas
Tiire 6zgili olan ve bu nedenle hem sekil hem de boyut olarak tiirler arasinda farklilik

gosteren spermatozoon basi, biiyiik oranda genetik materyal i¢eren ¢ekirdeklerle doludur.
Basin sekli ¢ekirdegin seklini belirler. Cekirdegin tist 2 / 3'4, ¢ok sayida hidrolitik ve
proteolitik enzim iceren akrozomal kapla cevrilidir. Akrozomal enzimler, doéllenme
sirasinda zona pellucida'nin delinmesi i¢in gereklidir. (Kim vd., 2017). Ratlarin

spermatozoon basi kanca seklindedir (Creasy ve Chapin, 2013).

1.1.6.2. Boyun
Bas ile orta kisim arasinda kisa ve dar bir olusumdur (Stewart vd., 2016).

1.1.6.3. Kuyruk
Spermatozoonun hareket yetenegini saglayan kuyruk kismi; orta kisim, esas kisim ve son

kisim olarak tice ayrilir (Stewart vd., 2016).

1.1.6.3.1. Orta kisim
Mikrotiibiil ve aksiyel filamentten olusan bir kam¢1 yapisina sahiptir. Bu olusumlar,

boyunda fibrillerle birlestirilmis uzunlamasina hizalanmis dis fibrillerle ve enerji veren
mitokondri ile g¢evrilidir. Orta kismin plazma zarmin halka benzeri kalinlagsmasi,

cekirdegin ve orta kismin sinirini belirler (Kim vd., 2017).

1.1.6.3.2. Esas kisim
Bu, spermatozoanin en uzun kismidir. Aksiyel filament kompleksinin yapis1 orta kismin

yapisina benzer ve orta kismin dis lifleri ile devam eder. Lifler, ana par¢anin sonuna dogru

giderek incelir (Stewart vd., 2016).

1.1.6.3.3. Son kisim
Lifli kilifin sadece aksiyel filament kompleksini igeren son kismi, son parg¢anin

baslangicini belirler. Son parcanin proksimal kisminda, bu kompleks karakteristik olan 9
cift periferik mikrotiibiilden olusur, ancak distalde bu ciftler bire diiser ve farkh

seviyelerde sona erer (Garcia-Vazquez vd., 2016).



1.1.7. Sperma Toplama, Suni Tohumlama ve Embriyo Transferi
Ratlarin elektroejakiilasyonu miimkiindiir, ancak bu sekilde toplanan sperma ratlarda suni

tohumlama i¢in kullanilmaz. Ciinkii pihtilasma bezlerinin ve vesicula seminalislerin
katkilar1 nedeniyle, sperma bir sekilde koagule olur. Bu nedenle erkek ratlarda
elektroejakulatér yardimiyla sperma alinirken bir antikoagiilan igeren sulandirici igine

alinmasi koagiilasyon olayini ortadan kaldirmaktadir (Otto vd., 2015).

Suni tohumlama veya spermatozoon kriyoprezervasyonu igin epididimal sperma en
yaygin olarak terminal diseksiyon sirasinda toplanir. Cauda epididimisin yakin kismindan
(bag) alman sperma orta (govde) veya kuyruk (kuyruk) kisimlarina gore daha fazla
fertilizasyon yetenegine sahiptir. Sperma, toplandiktan sonra cerrahi olarak dogrudan
Ostrustaki disinin uterusuna verilebilir. Suni tohumlamanin basarisini saglamanin 6nemli
bir adimi, alict diside onceden vazektomi gecirmis bir erkekle c¢iftlesme, vajinanin
mekanik stimiilasyonu veya serviksin elektriksel stimiilasyonu yoluyla yalanci gebeligin

indiiklenmesidir (Otto vd., 2015).

Embriyo transferi, belirli 6zelliklerin yalnizca genetik faktorlerle belirlenmesinin aksine
uterus ortamindan kaynaklanip etkilenmedigini arastirmak igin bir arastirma teknigi
olarak da kullanilabilir. Dondurularak saklama teknikleri, elde edilen embriyolarin
sonraki implantasyondan 6nce uzun siire saklanmasina izin verir. Ratlarin hormonal
siiperoviilasyonu genellikle gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG) ve ardindan
farelerde kullanilana benzer bir sekilde insan koryonik gonadotropin (HCG) kullanilarak
gerceklestirilir. Embriyo maniplasyonu igin gerekli gelisme asamasia bagli olarak,
embriyolar disiler yetistirildikten 1-5 giin sonra toplanir. Yeniden elde etme yontemi
olarak embriyo transferi kullanildiginda, embriyolar daha sonra Bovine Serum Albiimin
(BSA) ve Fetal Buzagi Serumu (FCS) ile Phosphate Buffered Saline (PBS) iginde
siispanse edilir ve cerrahi olarak yalanci gebe alicinin uterus veya oviduktuna aktarilir.
Embriyolarin bir otoskop kullanilarak serviksten cerrahi olmayan implantasyonu da rapor
edilmistir. Ancak genis kullanim alan1 bulamamustir. In vitro fertilizasyon (IVF), ratlarda
yapilir, ancak Oncelikle bir koloni yonetim araci olmaktan ziyade dollenme ve erken

gelisimdeki olaylar i¢in bir arastirma araci olarak kullanilir (Otto vd., 2015).

Dondurarak saklama, su anda mevcut olan binlerce genetigi degistirilmis genotipten canl

fare yetistirme potansiyelini stirdiirmenin etkili bir yontemi olabilir. Bir susun genetik



olarak kontamine olmasi durumunda, giivenli bir 6nlem olarak hizmet edebilir. Ayrica
dondurulmus embriyolar insan IVF' nu igin kiiltiir reaktiflerini ve ortamlarini test etmek
i¢cin kullanilir. Spermatozoon kriyoprezervasyonu ratlarda da basarili olmustur. Yavrular,
¢Ozdiirlilmiis spermatozoon ile dogrudan intrauterin tohumlama kullanilarak veya
dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermatozoon kullanilarak IVF yoluyla elde edilebilir (Otto

vd., 2015).

1.8. Tribulus terrestris
Tribulus terrestris (Zygophyllaceae familyasi), yaygin

olarak Gokshur veya Gokharu veya ponksiyon asmasi olarak bilinir, hem Hint hem de
Cin tip sistemlerinde ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in uzun zamandir kullanilmaktadir.
Cesitli kisimlari, flavonoidler, flavonol glikozitler, steroidal saponinler ve alkaloidler gibi
tibbi acidan Onemli olan ¢esitli kimyasal bilesenler igerir. Diliretik, afrodizyak,
antitirolitik, immiinomodiilatoér, antidiyabetik, emilim artirici, hipolipidemik,
kardiyotonik, merkezi sinir sistemi, hepatoprotektif, anti-inflamatuar, analjezik,
antispazmodik, antikanser, antibakteriyel, antihelmintik, larvisidal ve antikaryojenik
aktivitelere sahiptir. Son birkag on yildir, biyolojik aktivitelerini ve Ozitlerinin
farmakolojisini kanitlamak i¢in kapsamli arastirma caligmalar1 yapilmistir. Bu
incelemenin amaci, bu bitkinin kesfedilen fitokimyasal ve farmakolojik 6zelliklerinin
daha fazla aragtirilmasi i¢in bir veri taban1 olusturmak ve arastirmayi tesvik etmektir. Bu,
geleneksel kullaniminin yanm sira katma degerli faydasinin dogrulanmasina yardimeci
olacak ve sonunda bitkiden daha yiiksek gelir elde edilmesine yol agacaktir (Chhatre vd.,
2014).

Genis bir cografi ¢cevre boyunca dagilmistir. Hindistan'in her yerinde, Kesmir, Seylan ve
her iki yarimkiirenin tiim sicak bolgelerinde 11.000 ft'ye kadar bulunur. Hindistan'daki
Bat1 Rajasthan ve Gujarat dahil olmak iizere sicak, kuru ve kumlu bolgelerde, mera
arazilerinin, yol kenarlarinin ve diger atik yerlerin yaygin bir yabani otudur (Kokate,

2007).

Kiigiik, yatay, 10-60 cm yiiksekliginde, tiiylii veya ipeksi tiiylii bir ¢alidir. Yapraklar
karsilikli, genellikle esitsiz, cift kanatli; bes ila sekiz ¢iftten olusan pinnalar, eliptik veya
dikdortgen mizrak seklinde (Sekil 1). Cigekler sari1 renktedir. Karpel meyveleri
karakteristik, yildiz seklinde, biraz yuvarlak, basik, bes koseli ve ¢ok agik sar1 renkte


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3931200/figure/F1/

dikenlerle kapldir. Her ¢igdem i¢inde aralarinda enine bdlmeler bulunan birka¢ tohum
vardir. Tohumlar yagl yapidadir. Tazeyken kok ince, lifli, silindirik, sik dall1, ¢ok sayida
kiiciik kokeiik tasir ve acik kahverengi renktedir. Meyveler ve kokler ¢ogunlukla gesitli
rahatsizliklarin tedavisi i¢in halk ilac1 olarak kullanilir. Kok pargalar halinde bulunur, 7-
18 cm uzunlugunda ve 0,3-0,7 cm c¢apinda, silindirik, 1ifli, sik dalli, ¢ok sayida kii¢iik
kokeiik tasir, sert, odunsu, saridan acik kahverengiye kadar renkte, kiigiik nodiillerin
varligi nedeniyle yiizeyi puriizliidiir; kirik liflidir; kokulu aromatiktir; tadi tatlimsi
bliziiciidiir. Bitkinin meyveleri Cin'de "Chih-hsing" veya ABD'de keg¢i basi olarak bilinir.
Dikenli meyve bir inegin c¢atalli toynagi gibi goriiniir ve bu nedenle go-ksura (inek
toynagi) olarak bilinir. Meyveler dikenli, soluk yesilimsi saridir. Kiireseldirler, bes,
neredeyse tiiysiiz, murikulat, kama bi¢imli, odunsu koklardan olusurlar, her biri iki ¢ift
sert, keskin dikene sahiptir, bir ¢ift digerinden daha uzundur. Omurgalarin uglar
neredeyse ciftler halinde birleserek meyvenin etrafinda besgen bir ¢ergeve olustururlar.
Sizokarpin dis ylizeyi piiriizliidiir. Her kokta birka¢ tohum vardir, aralarinda enine
bolmeler vardir. Meyvelerin kokusu hafif aromatiktir ve tadi hafif acidir (Chhatre vd.,
2014).

TT halk ilaglarinda tonik, afrodizyak, palyatif, biiziicii, mideyi rahatlatan, antihipertansif,
ditiretik, litotriptik ve idrar dezenfektani olarak kullanilir. Bitkinin kurutulmus meyvesi
genitoiiriner sistem rahatsizliklarinin ¢ogunda oldukga etkilidir. Genitoiiriner sistemin
diizgiin isleyisini desteklemek ve idrar taglarini ¢ikarmak i¢in kullanilan giiclii bir
Ayurveda ilact olan Gokshurradi Guggul'un hayati bir bilesenidir. TT, Ayurveda'da
yiizyillardir iktidarsizligi, ziihrevi hastaliklar1 ve cinsel zayifligi tedavi etmek igin
kullanilmistir. Bulgaristan'da bitki iktidarsizligi tedavi etmek icin halk ilac1 olarak
kullaniliyor. Tiim bu uygulamalara ek olarak Hindistan Ayurvedik Farmakopesi, kok ve
meyveye kardiyotonik 6zellikler atfeder. Geleneksel Cin tibbinda meyveler géz sorunlari,
O0dem, karin sisligi, emisyon, hastalikli 16sore ve cinsel islev bozukluklarinin tedavisinde
kullaniliyordu. TT, Shern-Nong Farmakopesi'nde (Cin'de bilinen en eski farmakolojik
calisma), ¢cOkmiis karacigerin onarilmasinda, gogiiste dolgunluk, mastit, siskinlik, akut
konjonktivit, bas agris1 ve vitiligo tedavisinde olduk¢a degerli bir ila¢ olarak
tanimlanmaktadir. Unani tibbinda TT ditiretik, hafif miishil ve genel tonik olarak
kullanilir (Khare, 2007). Ulkemizde kullanilan Tiirkge isimleri ; Demir dikeni, Coban

cokerten, Demirleyen, Deve ¢okerten, Carik dikeni ve Demir bitirag seklindedir.
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Sekil 1.1 : Tribulus Terrestris (Chhatre vd., 2014)

1.9. Tribulus Terrestris ve Sperma Kalitesi Uzerine Etkisi
Tribulus terrestris'in libido ve ereksiyon fonksiyonu iizerindeki etkisinin aksine, bu

bitkinin sperma parametrelerini, yani sayi, hareketlilik ve morfolojiyi iyilestirme
yetenegi, gergeklestirilen klinik ¢aligmalarin ¢ogunda gosterilmistir ( Roaiah vd.
2017; Salgado vd., 2017, Sanagoo vd., 2019). Hayvan ve in vitro c¢alismalar
ayrica Tribulus terrestris'in sicanlarda ( Martino-Andrade vd., 2010; Kumari ve Singh
2015; Sahin vd., 2016; Salahshoor vd., 2020), koglarda ( Kistanova vd., 2005), ciftlik

hayvanlarinda  ( Clément vd., 2012) ve insanlarda  ( Asadmobini vd .,
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2017; Khaleghi vd.; 2017 ) sperm miktarin1 ve kalitesini artirabildigini gostermistir.
Koglarda Tribulus terrestris fertiliteyi artirmistir ( Kistanova vd., 2005 ).

Tribulus'un spermatozoon iizerindeki olumlu etkisi, erkek tireme organlarinin aktivasyon
belirtileriyle iliskilendirilmistir. En azindan, Tribulus terrestris farelerde testis agirligini
artirmig ve spermatogenezisi yeniden kazandirmistir (Kumari ve Singh, 2015). Demir
dikeni, sican testisinde Leydig, spermatogonia ve spermatid hiicrelerinin sayisini
artirmistir (Haghmorad vd., 2019). Benzer sekilde, Tribulus'un ana fitokimyasal ajani
olan protodioscin, Sertoli ve germ hiicrelerinin ¢ogalmasini tesvik edebilir ve bu durum
seminifer tiibiillerin bliylimesi ve islevini destekler (Salgado vd., 2017). Diger yandan,
Tribulus terrestris ekstresinin sigan prostati, seminal vezikiillerinin agirhgr ve
histostriiktiirii ile seminifer tiibiiliin germinal tabaka yiiksekligi iizerinde bir etkisinin
bulunmadigi saptanmistir (Martino-Andrade vd., 2010; Sahin vd., 2016; Salahshoor vd.,
2020).

Tribulus terrestris'in erkek ilireme siirecleri tizerindeki etkileri, lireme dis1 sitireclerdeki
ekstra ve hiicre i¢i aracilarla benzer yollarla gerceklesebilir. Aragtirmalardan elde edilen
bazi (ancak tiimii degil) bulgular, Tribulus terrestris'in gonadotropinler ve androjenler
gibi iireme hormonlarinin salinimini artirarak erkek tireme siireclerini etkileyebilecegini
gostermistir. Ornegin, sicanlar iizerinde yapilan calismalarda, Tribulus terrestris
tedavisinin plazmadaki LH (luteinize edici hormon) ve testosteron seviyelerini artirdigi
rapor edilmistir (Haghmorad vd., 2019; Salahshoor vd., 2020). Ancak baz1 galismalar,
Tribulus'un testosteron seviyelerini artiritken LH ve FSH {izerinde etkisi olmadigini
ortaya koymustur (Sahin vd., 2016). Insanlar iizerinde yapilan calismalarda da,
Tribulus'un dihidrotestosteron (DHT) ve testosteron seviyelerini artirabilecegi

goriilmiistiir (Selgado vd., 2017; Sahin vd., 2016; Roaiah vd., 2017).

Ancak, diger aragtirmalar Tribulus terrestris'in androjen salinimini artirict etkisini tespit
edememistir (Martino-Andriade vd., 2010; Ma vd., 2017). Bu durum, Tribulus
terrestris'in erkek lireme sistemini destekleyici etkilerinin androjen artisi ile iliskili
olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Baz1 hipotezler, bitkinin beyin yapilar lizerindeki
etkilerini 6n plana ¢ikarir. Ornegin, Tribulus'un sigan beyinlerindeki nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat-diaphoraz aktivitesini ve androjen reseptorii immiinoreaktivitesini
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artirdigr gozlenmistir (Gauthman ve Adaikan, 2005). Bu durum, bitkinin androjen
tiretiminden ¢ok, androjen reseptorlerini ve beyin yapilarini etkileyerek erkek tireme

stireclerini iyilestirebilecegini diisiindiirmektedir.

Tribulus terrestris, testikiiler hiicrelerin proliferasyonunu ve spermatogenezi artirarak
sperm tretimini iyilestirebilir. Bu durum, si¢anlarda (Haghmorad vd., 2019), farelerde
(Kumari ve Singh, 2015) ve insanlarda (Salgado vd., 2017) rapor edilmistir. Ayrica,
Tribulus terrestris'in siganlarda lireme davranisi ve testosteron salinimini tesvik ettigi ve
bu etkilerin NF-xB transkripsiyon faktoriiniin azaltilmasi, NF-E2 ile iligkili faktor 2
(Nrf2) ve hem oksijenaz-1 (HO-1) seviyelerinin artisi ile iliskili oldugu belirtilmistir
(Sahin vd., 2016). Bu bulgular, Tribulus'un libido ve androjen salinimindaki etkilerinde

hiicre i¢i sinyal yollarinin rol oynayabilecegini gostermektedir.

Ayrica, Tribulus terrestris'in sperm kalitesini artirici etkisi, bitkinin antioksidan
ozellikleriyle iligkilendirilebilir. Antioksidanlar genellikle sperm kalitesini artirir. Fare
testislerinde antioksidan enzimlerin konsantrasyonunu ve antioksidan aktiviteyi artirdigt,
sperrmatozoonun oksidatif strese kars1 direncini artirdigi bildirilmistir (Kumari ve Singh,
2015, Salahshoor vd., 2020). Bu etkiler, bitkinin reaktif oksijen tiirlerini temizleme
kapasitesine baglanabilir (Clément vd., 2012).

1.10. Vincristine
Vinkristin (C46 H56 N4 O10), kanser i¢in en yaygin kullanilan etkili tedavi edici

maddelerden biridir. Deniz salyangozu bitkisinden elde edilen bir indoleindolin
alkaloididir. Vinkristin 16semi, lenfoma ve testis kanserinin tedavisinde énemli bir klinik
ajandir. Bu ilaglarin biyolojik aktiviteleri, spesifik olarak tiibiiline baglanma ve proteinin
mikrotiibiiller halinde polimerize olma yetenegini bloke etme yetenekleriyle
aciklanabilir. Mitotik aygitin mikrotiibiillerinin bozulmasiyla hiicre boliinmesi metafazda
durdurulur. Saglam bir mitotik milin yoklugunda, kromozomlar sitoplazma boyunca
dagilabilir (patlamis mitoz) veya toplar veya yildizlar gibi olagandisi gruplar halinde
kiimelenebilir. Mitoz sirasinda kromozomlarin dogru sekilde ayrilamamasi, muhtemelen

kromozomal mutasyon nedeniyle hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Chaudhari vd., 2014).
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Sekil 1.2: Vincristin Yapisi

1.11. Vincristine Ve Sperma Kalitesi Uzerine Etkisi
Yapilan bir¢ok calismada VCR viicut agirliginda 6nemli bir azalmaya neden oldugu

goriilmiistiir (Cooke vd., 1978; Chinoy ve Geetha Ranga, 1983; Stanley, 1993). Ratlarda
yapilan calismalarda, VCR’den kaynakli testosteron seviyesinin azaldigi belirlenmigtir
(Chinoy ve Geetha Ranga, 1983; Sherins vd., 1978). VCR ile ilgili yapilan ¢alisma, ireme
sistemi lizerindeki toksisiteyi giiclii bir sekilde ortaya koymustur ve spermatogenik
dongiideki baz1 agsamalarin digerlerinden daha hassas oldugunu, spermatojenik bolmeyi
doza ve siireye bagl bir sekilde etkileyebilecegini gostermektedir (Chaudhari vd., 2014).
Kanser kemoterapisinde kullanildiginda VCR'nin etki mekanizmasi, hiicre boliinmesinin
engellenmesi seklinde olmaktadir (Dustin, 1984). Spematojenik bolmedeki patolojik
degisiklikler VCR'nin bu etki mekanizmasina baglanabilir. Primer spermatositlerden
spematidlerin olusumu mayoz boliinmeyi igerir. Boylece VCR, seminifer epiteldeki tiim
boliinme asamalarinda mitotik/mayotik tutulma yoluyla etki edecektir. Kok hiicrelerin
spermatogonia'nin tiim agamalar1 boyunca birincil spermatositlere farklilasmasi, birkag
mitoz dongiisiinii igerir (Russell vd., 1995). Yiiksek dozda VCR ile tedavi edilen
gruplarda, seminifer tiibiillerin boyutunda 6nemli bir azalma gézlemlenirken seklinde de
bozukluklar meydana geldi (Joshi ve Ambaye 1968; Murugavel ve Akbarsha 1991;
Stanley ve Akbarsha, 1992). Seminifer tiibiillerin gerilemesi ve diizenli

konfigiirasyonunun kaybi, VCR'nin antiandrojenik o6zelligine isaret etmektedir. Diigiik
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doz VCR uygulanan sicanlarda 10 giin boyunca seminal vezikiilde sekresyon epitelinin
hafif hasar gormesi sonucu asiner bosluklarin kismen sekresyonla doldugu goriilmiistiir.
Intertiibiiler bag dokularindaki orta derecede artisa bagli olarak asiner boyutta bir miktar
azalma goriilmistiir.  Gerileyen sekreter epitelinin  supraniikleer bdlgesinde
vakuolasyonun yayginligi, dogrudan sekreter aktivitesinin tiikendigini ve dolayisiyla
liimende yetersiz sekresyonun oldugu belirlenmistir. VCR'min yiiksek doz, Seminifer
tiibiiller aras1 bag dokusunda biiyiik bir artisa neden oldu ve Seminifer tiibiillerin
boyutunun daha da azalmasina neden oldu. Epitelyal hasar, yiiksek doz tedavisinde daha
belirgin oldugu tespit edildi. Bu durum, supra niikleer bolgeden salgi graniillerinin kayb1
ve tiibiillerin ¢ogundan salgilamanin tamamen kaybiyla sonu¢lanmistir (Chaudhar vd.,
2014). VCR ile tedavi edilen siganlarda prostat bezinin tamamen geriledigi, kalan bezde
folikiillerin geriledigi, epitelin tamamen diizensiz oldugu ve dejenere goriindiigii ve
gevsek hiicrelerin kolloidle karismak iizere limene ulastigi goriilmiistiir. Bu tiir
folikiillerde yalanci ¢ok katli epitelyumun inceldigi goriilmistiir (Akbarsha vd., 1995).
Benzer sekilde, 10 giinliik diisiik doz VCR tedavisinde Seminifer tiibiiller arasi bag
dokusundaki artisa bagli olarak prostat asiniisiinde atrofi ortaya ¢ikmistir, epitellerde

diizensizliklerle beraber bir miktar dejenerasyon belirlenmistir (Chaudhari vd., 2014).

Yapilan bu c¢alismanin amaci; Vinkristin maruziyetine birakilan erkek ratlarda
spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri, DNA’ da meydana gelebilecek degisimler,
serum testosteron seviyesine etkisi ve testis dokusundaki toksisite gostergesi olan

histolojik degisimler iizerine Tribulus terrestrisin etkinligini ortaya koymaktir.
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2. MATERYAL ve METOT
2. 1. Deney Hayvanlari

Bu c¢alisma, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun
04.10.2022 Tarihli ve 49533702/91 say1 no’lu izni ile yapildi. Calismada hayvan
materyali olarak Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi tinitesinden temin edilen 28 adet, 2,5-3 aylik erkek Wistar-Albino cinsi (160-
180 g) rat kullanildi. Calismanin deneysel boliimii yine bu merkezde yapildi. Ratlar i¢in
standart sartlarda (25 + 2°C sabit sicaklik, % 60-65 diizeyinde nem ve havalandirmali
odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik olmak iizere) ve her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde standart rat yemi ve su ile ad libitum olarak beslendi. Tiim hayvanlar ¢alisma
baslangicinda ve oOtenazi edilmeden Once tartilarak agirliklar1 kayit altina alindi.
Uygulamalar her giin 13:00 -14:00 saatleri arasinda yapildi. Calismanin deneysel boliimii
45 giin siirdii. Spermatolojik parametreler Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali laboratuvarinda, patolojik
degerlendirmeler Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dal1 laboratuvarinda, oksidatif stres parametreleri Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapild:.
Calismamiz, AKU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

22.SAG.BIL.23 kod nolu proje ile desteklenmistir.

2. 2. Gruplarin Olusturulmasi
Deney hayvanlar1 her kafeste 7 hayvan olacak sekilde Kontrol, Tribulus Terrestris (TT),

Tribulus Terrestris+Vincristine (TT+V), Vincristine (V) olmak tizere 4 gruba ayrildu.

1.Kontrol Grubu (n=7) : Bu gruptaki ratlar 45 giin boyunca her giin standart rat yemi ve

su ile beslendi.

2.Tribulus Terrestris (TT) Grubu (n=7) : Bu gruptaki ratlara 45 giin boyunca her giin ayn1
saatte 10 mg/kg dozunda TT, distile su ile ¢ozdiiriilerek gastrik gavaj yoluyla verildi.

3.Tribulus Terrestris+Vincristine (TT+V) Grubu (n=7) : Bu gruptaki ratlara 45 giin

boyunca her giin ayn1 saatte 6nce 10 mg/kg dozunda TT distile su ile karistirilarak gastrik

16



gavaj yoluyla verildi, daha sonra 6 hafta boyunca haftada 1 doz 0,2 mg/kg dozunda

vincristine, intraperitonel yolla uygulandi.

4.Vincristine (V) Grubu (n=7) : Bu gruptaki ratlara 6 hafta boyunca haftada 1 doz ayni

giin ayni saatte 0,2 mg/kg dozunda vincristine, intraperitonel yolla uygulandi.

2. 3. Doku Orneklerin Alinmasi
Epididimislerden alinan sperma Ornekleri ile frotiler hazirlandi ve spermatolojik

parametrelere bakilmak iizere laboratuvara gotiiriildii. Sag testis ve epididimis histolojik
degerlendirilmeler yapilmak iizere histoloji laboratuvarina teslim edildi (Ohkawa vd.,

1979).

2.4. Histolojk incelemeler
Histolojk incelemeler icin sag testisler 24 saat boyunca Bouin’s soliisyonunda tespit

edildi. Daha sonra doku 6rnekleri sirasiyla %50°1ik alkolde 48 saat ve %70’lik alkolde 12
saat bekletildikten sonra %80’lik alkole alind1 ve rutin doku takip islemi uygulanarak
parafinde blokland1 (Howroyd vs., 2005).

2.4.1 Histolojik Analizler

Hazirlanmis olan parafin bloklardan 300 p ara ile 6 p kalinliginda seri kesitler alind1. Seri
alian kesitlere histomorfometrik analiz i¢in periyodik asit Schiff (PAS) boyama metodu,
histolojik degisimleri belirlemek amaciyla hematoksilen-eosin (H&E) boyama metodu,
apoptozis i¢in ise strept avidin-biyotin kompleks (sABC) boyama metotlar1 uygulandi
(Culling vs., 1985).

2.4.2.Histomorfometrik analiz

Periyodik asit Schiff (PAS) boyama metodu ile boyanan testis parafin kesitlerinde
spermatogenetik siklusun 7-8. donemindeki seminifer tubulus ¢ap1 ve epitel yiiksekligi
ile 14. donem tubulus % yogunlugu belirlendi. Bu amagla her hayvandan alinan seri iki
kesitin her birinde rastgele olarak segilen yuvarlak veya yuvarlaga yakin 10’ar adet
spermatogenetik siklusun 7-8. donemindeki seminifer tubulus ¢ap1 ve epitel yiiksekligi
(spermatogenetik hiicrelerin olusturdugu katmanin yiiksekligi) 6l¢iildii (Gtiles vs., 2019;
Giiles vs., 2022). Bu amagla her tubulusun dort farkli bolgesinden seminifer tubulus ¢ap1
ve epitel yiiksekligi Olciiliip, ortalamasi hesaplandi. Ayrica her kesitte 100 adet olmak
tizere her hayvan i¢in toplam 200 adet tubulus rastgele olarak incelenerek, 14. donem

tubulus % yogunlugu hesaplandi (Giiles vs., 2019; Giiles vs., 2022, Narayana vs., 2006).
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2.4.3.Histolojik degisimler
Her hayvandan alinan iki kesite hematoksilen-eosin (H&E) boyama metodu uygulandi.

Isik mikroskobunda (Leica DMLB, Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK) incelenen
preparatlar epitel dejenerasyon, vakuolizassyon, atrofi, konjesyon ve édem agisindan
semi-kantitatif olarak degerlendirildi. Bu amagla her kesitte bes alan incelendi. Inceleme
sonucunda histolojik degisimlerin degerlendirilmesi amaciyla subjektif puanlama (0:

Higbir hasar yok, 1: Az hasar, 2: Orta derecede hasar, 3: Yogun derece hasar) yapildi.

2.4.4.Immunohistokimyasal analiz
Her hayvandan 300 um ara ile 6 pm kalinliginda organosilan ile kaplanmig lamlara alinan

iki kesite apoptozis yogunlugunun belirlenmesi i¢in SABC boyama metodu uygulandi.
Bu amagla anti-caspase 3 poliklonal primer antikoru (Cloud-Clone Ceerp., Katolog no:
PAA626Ra01, TX 77494, USA) kullanildi. Hazirlanan preparatlar 1s1ik mikroskobu
(Leica DMLB, Leica Cambridge Ltd., Cambridge, UK) ile incelendi ve kahverengi
presipitasyonun goriilmesi, reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi. Her hayvan igin
alinan iki kesitte caspase-3’iin dokudaki boyanma yogunluklari semi-kantitatif olarak
belirlendi (Giiles vs., 2019). Bu amagla her kesitte bes alan incelendi. Inceleme
sonucunda pozitivitenin degerlendirilmesi amaciyla subjektif puanlama (0: Higbir
hiicrede boyanma yok, 1: Az sayidaki hiicrede boyanma, 2: Hiicrelerde orta derecede

boyanma, 3: Hiicrelerde yogun derece boyanma) yapildi.

2.5. Spermatolojik Muayeneler

2.5.1. Spermatozoon Motilitesi
Testisler alindiktan sonra, yapisik yag, bag dokusu ve kan damarlar1 ¢ikarildi. Her bir

hayvanin testislerini, kanin disar1 ¢ikmasini saglamak amaciyla izotonik tuzlu su ¢ozeltisi
iceren i¢i bos bir kaba alindi. Sol kauda epididimis bir pens ile sikistirilirken ince uglu
makas kullanilarak uzunlamasina kesildi. Spermatozoon, fosfat tamponlu salin (PBS)
iceren Petri kaplarinda kauda epididimis ufak parcalar seklinde kesilerek Sperma alindi.
Motilitenin belirlenmesi i¢in 37°C’ ye sabitlenen 1sitma tablasina bir lam konuldu. Lam
tizerine 10 mikrolitre (ul) biiyiikliigiinde sperma konuldu ve tizerine lamel kapatildi. Faz-
kontrast mikroskop kullanilarak 100x’ de goriintii bulunup 400x’ de degerlendirildi.
Mikroskop altinda {ii¢ farkli alanda herhangi bir yone dogrusal hareket eden

spermatozoonlar sayilarak motilite belirlendi ve % olarak belirlendi (Avdatek vd., 2018).
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2.5.2. Anormal Spermatozoon Oram
Sperma numunesindeki anormal spermatozoon orant Giemsa boya ile boyanip

degerlendirildi. Lam iizerine bir damla sperma 6rneginden damlatildi. 45 derecelik aciyla
farkli bir lamla periferik yayma islemi uygulandi. Sonrasinda yatay olarak kurumaya
birakildi. Ardindan alkolle fikze edilip kurumaya birakildi. Kuruma isleminin
tamamlanmasindan sonra boyama islemine ge¢ildi. Giemsa boyasi pipetle lamin iizerini
kaplayacak bi¢cimde damlatildi. Kirk bes dakika siireyle bekletildi. Bekleme siiresi
sonunda lam numunenin oldugu tarafin tersinden suya tutuldu. Yikanan lam dik bir
bi¢imde kurumaya birakildi. Kuruma isleminin tamamlanmasindan sonra faz-kontrast
mikroskopta 400x’ de 400 spermatozoon sayilarak anormal spermatozoon orani % olarak
belirlendi. Normal spermatozoon yapisi disindaki yapilar anormal olarak kabul edildi ve
spermatozoon’un bas, orta kisim, kuyruk ve toplam anomalileri ayr1 ayr1 degerlendirilip

kaydedildi (Watson, 1975).

2.5.3. HE Test
Olii-canli spermatozoon orani ve hipo-ozmotik sisme testinin beraber uygulandig1 sperma

orneklerinde Hipo-ozmotik Eozin boya testi ad1 verilen HE testi kullanildi. 37°C'deki su
banyosunda bulunan 100 mOsm HOST soliisyonundan 1 ml, sperma 6rneginden de 10 pl
eppendorf tiiplerine aktarildi. Ardindan eozin boyasi ilave edildi ve karisim 37°C'lik su
banyosunda 30 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu karisimdan bir damla
alinarak frotiler ¢ekildi ve ¢ok kisa siire igerisinde kurutuldu. Hazirlanan 6rnekler
mikroskopta 400x’ de 400 spermatozoon, bas kisminin tamaminin veya bir kisminin boya

alip almadigia ve kuyrukta sisme olup olmadigina gore dort tipe ayrildi. Bunlar:
Tip 1. Kuyruk sismis, bas boya almamis. (H+/E-)

Tip 2. Kuyruk sismemis, bas boya almamis. (H-/E-)

Tip 3. Kuyruk sismis, bas boya almis. (H+/E+)

Tip 4. Kuyruk sismemis, bas boya almis. (H-/E+)
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HOS Test Soliisyonunun hazirlanmasi:

0,9 g Fruktoz

0,49 g Sodyum sitrat, 100 ml distile suya tamamlayarak (100 mOsm/kg) hazirlandi.
Eosin boyasinin hazirlanmasi:

1,67 g Eosin-Y

2,9 g Sodyum sitrat, 100 ml distile suya tamamlayarak hazirlandi (Giindogan vd., 2010).

2.6. DNA Hasan
Spermatozoondaki DNA hasariin belirlenmesi i¢in comet assay yontemi kullanildi.

Comet assay yonteminin baska bir adlandirilmas: ise Single Cell Gel Electrophoresis
yontemidir. Bu yontem ile tek tek spermatozoonlarin ¢ift iplikli DNA hasarinin
degerlendirmesi saglanmaktadir. Bu yontemin, alkali pH’da farkli elektrik yiikiine ve
molekiil agirliklarina sahip olan DNA molekiillerinin elektriksel alandaki hareketine

bagli ¢aligma prensibi vardir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 2003).

2.6.1. Spermanin Yikanmasi
Taze olarak alinan sperma Ornekleri hemen eppendorf tliplere alinip havayla temasi

kesilerek karanlik ortamda ve soguk zincirde korundu. Sperma 6rnekleri Ca+2 ve Mg+2
icermeyen PBS ile 1:1 oraninda sulandirilip santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasinda
elde edilen siipernatant spermadan uzaklastirildi. Sperma tekrar sulandirildi ve ¢alismanin

bir sonraki asamasina hazir hale getirildi (Gilindogan vd., 2010).

2.6.2. Slaytlarin Hazirlanmasi ve Spermatozoonlarin Agoroza Gomiilmesi
Slaytlar % 0.751ik diisiik kaynama dereceli agaroz jel (low melting agar, LMA) PBS

icinde hazirlandi. Tamamui traglanmis lamlarin {izerine LMA’dan 120 pl alinarak tizerine
damlatildi. Sonrasinda lam {iizerine damlatilan LMA froti cekilerek oda sicakliginda
kurumaya alindi. Boylelikle birinci tabakanin olusturulmasi saglanmis oldu. Seyreltilmis
olan spermadan 5 pl, 85 ul % 1 oraninda LMA jel alinip 37°C'de karistirilarak birinci
agaroz kat iizerine tabakalandirilmis oldu. Daha sonra hazirlanmis olan lamin iizerine 24
x 60 mm lamel ile kapatilarak buz kaliplar1 izerinde katilagsmasi i¢in bekletildi. Katilagma
isleminin ardindan lameller dikkatlice ¢ekilerek slaytlar hazirland1 (Hughes vd., 1997,
Singh vd., 2003).
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2.6.3. Lizis
Hazirlanan slaytlar yiiksek yogunlukta tuz ve deterjan igeren taze olarak hazirlanmig

soguk lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-
100, pH 10) +4 °C'de yaklasik olarak 1 saat siire ile inkiibe edildi. Daha sonra lizis
soliisyonuna 40 mM dithioerithrol (DTT) ilave edilerek slaytlar +4 °C'de yine 1 saat
olacak sekilde inkiibe edildi. Ardindan 100 pg/ml proteinase K lizis soliisyonu eklenen

slaytlar 37 °C'de iki gece inkiibe edildi (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.6.4. Elektroforez
Hiicrelerin lizis isleminin ardindan DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar

Elektroforezde yiiriitmeden Once taze olarak hazirlanmis ve hafif buzlu elektroforez
tamponunda (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12.5) 20 dk. inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon asamasiin ardindan DNA“lar 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda 20
dk. boyunca elektroforez tamponu igerisinde isleme tabi tutuldu (Hughes vd., 1997; Singh
vd., 2003).

2.6.5. Notralizasyon
Elektroforez isleminin ardindan slaytlardaki alkali elektroforez c¢ozeltisini taze

hazirlanmis olan Tris tamponuyla (40 mM Tris HCI, pH 7.4) yikanilarak nétralizasyon
saglandi (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.6.6. Boyama
Notralizasyon igleminin ardindan slaytlar bir floresan boya olan ethidium bromid (5

png/ml) ile boyandi (Hu vd., 2008).

2.6.7. Slaytlarin Degerlendirilmesi
Ethidium bromide ile boyanan slaytlar iistiine lamel kapatilarak 400x biiyiitmeli floresan

atamali mikroskop (Olympus CX-31) ile 100 adet DNA iplik¢iginin goriintiisii
degerlendirildi. Florasan mikroskobu altinda slaytlar incelendi ve TriTek CometScore
yazilim versiyonu 1.5 (TriTek Corp., Sumerduck, VA, ABD) kullanilarak bir kuyruklu
yildiz testi ile sonraki analizler / skorlama i¢in dijital goriintiiler saptandi. Toplam 100
sperm hiicresi i¢in bes parametre her slaytta incelendi. Biitiin ¢alismalar daha fazla
kromatin dejenerasyonuna karsi korunmak igin karanlik oda sartlarinda yapildi (Avdatek

vd., 2018).
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2.7. Istatistiksel Analiz
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 22.00 paket programi ile gerceklestirildi.

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi kullanilarak yapildi. Normal
dagilim gostermeyen gruplar arasi1 farklilk Kruskall-Wallis varyans analizi ile
degerlendirildi. Farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini belirlemek igin
Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi uygulandi. Normal dagilim gdsteren gruplar
arasi farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile, farklarin 6nem kontrolii ise post
hoc Duncan testi ile yapildi. Yapilan istatistiksel analizlerden elde edilen sonuglardan
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olan degerler 6nemli kabul edildi ve tiim veriler ortalama

+ standart hata olarak verildi (Conover, 1980)
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3. BULGULAR

3.1. Histomorfometrik Bulgular
Kontrol ve deneme gruplarina ait VII-VIII. donem ortalama seminifer tubulus c¢ap1 ve

epitel yiiksekligi degerleri ile XIV. donem tubulus % yogunluk degerleri Tablo 1°de
gosterildi. Seminifer tubulus ¢ap1 agisindan yapilan incelemede, kontrol ve T grubuna
kiyasla T+V, V grubunda tubulus ¢apinin anlamli bir sekilde azaldigi, en diisiik tubulus
capiin V grubunda oldugu tespit edildi (p<0.001). Seminifer tubulus epitel yiiksekligi
ise kontrol ve tribulus gruplart arasinda farklilik gostermezken T+V, V gruplarinda
anlamli derecede daha diisiik oldugu gozlendi (p<0.001). XIV. déonem tubulus yogunluk
(%) degerleri agisindan yapilan incelemelerde ise, kontrol, T ve T+V gruplar arasinda
onemli bir fark yokken (p>0.05), V gruplarinda kontrol ve T gruplarina gére anlaml

oranda azalma belirlendi (p<0.001).

Cizelge 3.1: Vinkristin Kaynakli Toksisite Erkek Siganlarda Tribulus'un Seminifer
Tiibiillerin (Yiikseklik Ve Cap; um) Histomorfometrik Analizleri Uzerindeki Etkisi.

Gruplar Stage VII-VIII Stage VII-VIII Stage XIV
Seminifer Tubulus  Seminifer Tubulus Tubulus
Cap1 Epitel Yiiksekligi Yogunlugu
(nm) (nm) (%)
(X + SX) (x = Sx) (x = Sx)
Kontrol 323.37 £2.67% 73.35+0.782 5.67+0.472
TT 326.85 +2.812 74.68 £ 0.68% 5.50£0.76%
TT+V 232.39 +£3.63°¢ 52.24 +1.02° 4.13 +0.55%
\Y 24238 +3.22° 53.71 +£0.92° 2.88 +£0.35
P * * *

a,b,c,d Ayni siitunda farkl harf tastyan ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak onemlidir.

**%*: P<0.001, Tri: tribulus, V: vincristine, n: rat sayisi, X: ortalama, Sx: standart hata.
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Sekil 3.1: Kontrol ve deneme gruplarina ait testis dokularinda seminifer tubulus

goriintiileri.  A: Kontrol grubu, B: T grubu, C: T+V grubu, D-E: V grubu, Siyah ¢izgi:
Seminifer tubulus ¢api, Kirmizi ¢izgi: Seminifer tubulus epitel yiiksekligi. PAS boyama
metodu.

3.2. Histolojik Degisimler

Seminifer tubuluslarda epitel dejenerasyon, vakuolizasyon ve atrofi agisindan yapilan
incelemede T+V, V gruplar arasinda anlamli fark bulunmazken, ayn1 sekilde kontrol ve
T gruplari arasinda da anlamlilik yoktur. Ayrica T+V, V gruplarindaki hasarin kontrol ve
T gruplarina gore dnemli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Intertisyel alanda
konjesyon ve ddem agisindan yapilan incelemede ise T+V, V gruplarindaki hasarin
kontrol ve T gruplarina goére 6nemli derecede yiiksek oldugu (p<0.001), kontrol ve T

gruplar1 arasinda arasinda ise 6nemli bir fark bulunmadigi (p>0.05) gozlendi.
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Sekil 3.2: Kontrol ve T gruplarina ait testis dokularinda seminifer tubulus gortintiileri.
HE boyama metodu.

Sekil 3.3: T+V grubuna ait testis dokusunda seminifer tubulus goriintiileri. Ok: Epitel
dejenerasyon, V: Vakuolizasyon, *: Atrofi, Ok basi: Konjesyon, U¢gen: Odem. HE
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Sekil 3.4: V grubuna ait testis dokusunda seminifer tubulus goriintiileri. Ok: Epitel
dejenerasyon, V: Vakuolizasyon, *: Atrofi, Ok basi: Konjesyon, Uggen: Odem. HE
boyama metodu.

Sekil 3.5: V grubuna ait testis dokusunda seminifer tubulus goriintiileri. Ok: Epitel
dejenerasyon, V: Vakuolizasyon, *: Atrofi, Ok basi: Konjesyon, Uggen: Odem. HE
boyama metodu.

Cizelge 3.2: Erkek Rat Testislerinde Histolojik Degisim Skor Degerleri

Gruplar Epitel Vakuolizasyon  Atrofi Konjesyon Odem
dejeneraasyon
(x + Sx) (x + Sx) (X + Sx) (x £ Sx) (x + Sx)
Kontrol ~ 0.28 +0.07° 0.28 + 0.06° 000+  0.15+0.05° 0.32+0.06°
0.00°
TT 0.23+0.06°  0.45+0.07° 0.00+  0.35+0.07° 0.37+0.06°
0.00°
TT+V 2.92 +£0.04% 1.00 + 0.09? 287+ 0.73+£0.09° 1.27+0.09
0.042
Vv 2.90 + 0.042 0.83 £0.072 278 £ 0.82+0.11° 0.93+0.11°
0.08%
=) * * * * *

Farkl1 iist simgelerle (a, b, ¢, d) isaretlenen ortalamalar ayni siitunda birbirinden 6nemli 6lgtide farklidir.

**%*: P<0,001, T: tribulus, V: vinkristin, n: sigan say1si, X: ortalama, SX: standart hata.
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3.3.immunohistokimyasal Bulgular (Caspase 3 Boyanma Yogunlugu)
Kontrol ve deneme gruplarinda caspase-3 boyanma yogunlugu tablo 2’de verildi.

Caspase-3 boyanma yogunlugu agisindan Vin ve Vin45 gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p>0.05), bu gruplarin kontrol, tri ve T+V gruplarindan énemli diizeyde
yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001). Caspase-3 boyanma yogunlugu T+V grubunda,
kontrol ve tri gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek tespit edilirken, Vin ve Vin45
gruplarindan daha diisiik oldugu ortaya konmustur (p<0.001).

Cizelge 3.3: Kontrol ve deneme gruplarinda caspase-3 boyanma yogunlugu

Grup Caspase-3 Boyanma Yogunlugu (x £ Sx)
Kontrol 0.95 + 0.06d
TT 1.28 + 0.08¢
TT+V 1.63 + 0.09b
\Y 2.25 +£0.08a
P *

.a,b,c,d, Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasi fark istatistiksel olarak 6nemlidir.

**%: P<0.001, Tri: tribulus, V: vincristine, n: rat sayisi, X: ortalama, Sx: standart hata.

A

i
=
H
(@]
H|

D #= E ‘ T

Sekil 3.6: Kontrol ve deneme gruplarina ait testis dokularinda seminifer tubuluslarda
caspase-3 pozitif hiicreler (oklar: kahverengi presipitasyonlar). A: Kontrol grubu, B: Tri
grubu, C: T+V grubu, D-E: Vin grubu, SABC boyama metodu.
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3.4. Spermatolojik Parametrelere Ait Bulgular

Calismamiza ait gruplar arasi spermatozoon motiliteleri ve anormal spermatozoon
oranlar1 Cizelge 4’te verildi. Motilite acisindan kontrol grubuna gore Vinkristin
grubundaki azalma ile beraber Tribulus ve ve Tribulus ve Vinkristin gruplarinda artigin
istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edildi (p<0,001). Bas anomalileri agisindan
kontrol ve diger gruplara kars1 Tribulusgrubundaki artis, orta, kuysuk kisimlarindaki
anomalilerde ve toplam anormal spermatozoon oranlarinda kontrol grubuna gére Tribulus

grubundaki azalmanin istatistiksel olarak énemli oldugu belirlendi. (p<0,05).

Cizelge 3.4: Gruplara ait Motilite ve Anormal Spermatozoon Oranlari ( X + SEM, n:6).

Gruolar Motilite Bas Orta Kisim Kuyruk Toplam
P % % % % %
Kontrol 74,64+1.84°  6,64£127%  2,64+0,62° 6,00+0,61°  1528+2 3]°
TT 84.28+1,18%  0,36+0,14°  1,28+0,10°  2,64+0,21°  4,28+0,34°
TT+V 61,25+2,30°  1,50+0,24>  3,28+0,94° 6,00£0,82°  10,78+1,58"
V 3875+528% 7711368  7.07+0.75%  1578+1,07%  30,57+1,422

P * * * * *

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir P<0,001 **
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3.5. DNA Hasarina Ait Bulgular
Caligmamiza ait DNA hasar bulgulart Cizelge 5°te degerlendirildi. Vinkristin

uygulamasinin DNA hasarini artirdigy istatistiksel olarak 6nemli oldugu goézlemlendi

(p<0,05).

Cizelge 3.5: Gruplara ait DNA Hasarlar1 (£ SEM, n:6).

Gruplar TAIL LENGHT TAIL DNA TAIL MOMENT
Kontrol 27,88+0,85¢ 68,94+1,33° 21,31+0,50°
TT 26,34+0,85¢ 72,03+1,30°° 21,56+0,86°
TT+V 31,20+0,80° 79,74+1,792 22,83+0,80P

\Y 37,69+0.762 76,43+2,58% 26,69+0,982

=) * * *

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tagryan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir P<0,05 *

3.6. Testis Olgiilerine Ait Bulgular
Calismamiza ait testis Olgiilerine ait bulgulara bakildiginda Cizelge 6’da Vinkristin

uygulamasinin testis ve epididimis agirliklarini istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide azalttigi

gozlemlendi (p<0,05).

Cizelge 3.6: Gruplara ait testis parametreleri (X + SEM, n:6).

Gruplar EPiSOL EPISAG TESTISSOL  TESTIiSSAG
Kontrol 3,10+0.16 3,33+0,01a 7,10+0,20a 7,14+0,192
TT 2,94+0, 14 3,39+0,11a 6,85+0,312 6,860,292
TT+V 0,57+0,02° 0,62+0,02° 1,16+0,07° 1,32+0,07°
\Y 0,56+0,03 0,61+0,03° 1,13+0,12° 1,2540,12°
p * * * *

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan dnemlidir P<0,05 *
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4. TARTISMA
Bu c¢alismanin sonuglar, tribulus terrestris tedavisinin vinkristin uygulamasi sonrasi

sperm kalitesinin diigen erkek ratlarda motilite, DNA hasar1 ve histolojik parametreleri
tyilestirebilecegini gostermektedir. Bu bulgular, tribulus terrestris erkek faktori
kisirliginda olast bir miidahale olarak arastirilmasina yonelik destedi artirmakta
ve tribulus terrestris takviyesinin hem sperma parametreleri hem de yardimci ireme
teknolojilerinde veya dogal gebe kalma sonrasinda gebelik oranlar1 {izerindeki etkisini

degerlendirmek icin gelecekteki vaka kontrollii ¢alismalara temel teskil etmektedir.

Tribulus terrestris metanol ekstraktlarinin sperma miktarini ve kalitesini doza bagli olarak
iyilestirdigi bildirilmistir (Shalaby ve Hammouda, 2014). Dahasi, deney hayvanlarinin
aksesuar seks organlarinin makroskobik diizeyindeki yaygin degisikliklerin testis
agirliginin, epididimin, seminal vezikiillerin ve ventral prostatin azalmasini igerdigini
belirtmistir. Benzer sekilde, Wang vd. (2008), 55 giin boyunca Kkursun asetat
zehirlenmesine maruz birakilan siganlarin testis, prostat bezi, epididim, vas deferens ve

seminal vezikiiliin ortalama agirliginda azalma oldugu belirtilmistir.

Arsyad (1996), oligozoospermik erkeklerin belirtilmemis miktarda ticari olarak
hazirlanmis protodiosin ile tedavisinden sonra spermatozoa yogunlugu ve motilitesinde
benzer bir artis oldugunu bildirmistir. Oligozoospermik erkeklerde yapilan bir klinik
calismada spermatozoa yogunlugunda artig bildirilmis, ancak motilitede artis
bildirilmemistir (Moeloek vd., 1994). Tribulus terrestris tedavi grubundaki 36 erkekten
8'1 ile ciftlesen disilerde gebelik elde edilirken, kontrol grubundaki 9 erkek ile ¢iftlesen
disilerin hi¢ birinde gebelik elde edilememistir. Tribulus terrestris ekstraktlari ile tedavi,
cevresel toksinlerin olumsuz etkilerini tersine cevirerek oligozoospermili erkeklerde
sperm parametrelerini iyilestirebilecegi bildirilmistir, Kumari ve Singh ( 2015 ), 200 mg
kg * TT meyve ekstrakti dozunun farelerde metronidazol maruziyetinin neden oldugu
testis hasarint 6nledigini bulmuslardir. Benzer sekilde, Rajendar vd. (2011 ), tribulus
terrestrisin siganlarda kadmiyum kaynakli testis hasar1 tizerinde koruyucu bir etki
uyguladigint ve bunun testis dokusunda peroksidasyonun inhibisyonuyla iliskili
goriindiiglinii bildirmis Tribulus Terrestris’in GnRH diizeylerindeki dnceki artis yoluyla
testosteron diizeylerini artirarak spermatozoon sayisini artirdigi ve bunun da LH ve FSH
tretimini uyardigi varsayilmistir (Antonio vd., 2000 ). Bildirilen bu sonuglar

calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile paralellik ar etmektedir.
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Tribulus terrestris'in metanol ekstraktlarinin sigan histopatolojik lezyonlarinin kismi
iyilesmesini etkiledigi bildirilmistir (Shalaby ve Hammouda, 2014). Tribulus terrestris'in
metanol fraksiyonlarindaki heksan ve sulu ¢oziiniir fraksiyonlarin, erkek Wistar
sicanlarinda Leydig hiicrelerinin niikleer hacmini, sitoplazmik hacmini ve bireysel
hacmini artirdig1 icin, intertiibiiler bolmede degisiklikleri tesvik ettigi de bildirilmistir
(Oliveira vd., 2015).

Tribulus terrestris'in faydali etkilerini gbz oniinde bulundurarak ve bu bitkinin hem
hayvanlarda hem de insanlarda kullanimina iliskin ¢alismalara gore bu ekstraktlarin ana
maddesi olan protodiyosinin bu etkilerden sorumlu olma olasiliginin yliksek oldugunu
bildirmislerdir, ¢ilinkii birkag¢ ¢calismada cinsel performans, kas tonusu, hormon seviyeleri
ve diger faydalarda iyilesme tanimlanmistir. Protodiyosin igeren TT'min erkeklerde
DHEA (dehidroepiandrosteron) diizeylerini artirdigi gosterilmistir. DHEA, esas olarak
adrenal bezler ve daha az olglide gonadlar tarafindan sentezlenen insan plazmasinda
dolasan 6nemli bir steroiddir ve hem androjenlerin hem de 6strojenlerin ortak bir onciisii

olabilecegi bildirilmistir (Selvakumar vd., 2012).

Adimoelja ve Adaikan, (1997), 3 hafta boyunca giinde 750 mg TT kuru ekstresi ile tedavi
edilen diyabetli ve diyabetsiz erkeklerde protodioscin TT'nin erkek cinsel islevini
tyilestirdigini gostermislerdir. Arastirmacilar, infertilitenin kan degerlerindeki diisiik
DHEA seviyeleriyle iligkili olabilecegini ve DHEA'daki azalmanin ayrica serumdaki
testosteron seviyelerinin ve 17 8 -HSD aktivitesinin azalmasiyla da iligkili olabilecegini
bildirmislerdir. Bu nedenle, Tribulus terrestris'in bu kuru ekstresinde bulunan
protodioscinin serum testosteron seviyelerini ve kismen de olsa 17 § -HSD aktivitesini
artirma yetenegine sahip olabilecegine ve bunun da spermatozoon iiretimini

tyilestirebilecegini diislindiirmektedir.

Tribulus'un etkileri hormonlar, sitokinler ve biiyiime faktorlerinin salinimi, baglanmasi
ve alim iizerindeki degisiklikler aracilifiyla gerceklesebilir. Ornegin, egzersiz yapan
siganlarda Tribulus terrestris 6ziitii, kas kazanimi ve fiziksel performansi desteklemis ve
bunun, hem IGF-I hem de reseptoriiniin plazma seviyesindeki artisla iligkili oldugu
gozlemlenmistir (Wu vd., 2017). Boksorlerde ise Tribulus terrestris'in kas hasarimi

azaltma ve anaerobik performansi artirma yetenegi, IGF-I'nin hedefi olan IGF-I"de degil,
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plazma insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayict protein-3 (IGFBP-3) seviyesindeki
azalma ile iligkilendirilmistir (Ma vd., 2017).

Bu aragtirmalar, fiziksel performansin (ve belki de miyositler disindaki hiicrelerin
aktivitesi, ¢ogalmast ve onariminin) iki yolla desteklenebilecegini gostermektedir:
bunlardan ilki IGF-I'i baglayip etkisiz hale getiren IGFBP-3'iin azaltilmasi, ikincisi ise

IGF-I reseptorlerinin yukar regiilasyonu seklindedir.

Pavin vd. (2018), siklofosfamid ile tetikleri erkek iireme sistemi hasarina karsi
kullandiklar1 Tribulus terresris’in motilite degerlerini iyilestirdigini bildirmislerdir (%
20,37 +5,35’e kars1 % 53,23 + 5,85) bu bulgular calismamizda bildirdigimiz sonuglar ile
benzer bulunmustur. Ayn1 ¢alismada elde edilen oksidatif stres bulgular1 da ¢alismamiz
sonuclari ile Ortiigmektedir. Histopatolojik bulgularimiz da s6z konusu caligmanin

sonuglari ile benzer bulunmustur.

Gauthaman vd. (2002), normal ve kastre edilmis ratlara sekiz hafta boyunca uyguladiklar
Tribulus terrestris eksrakti sonrasi hadim edilen grupta prostat agirliginda artis
gbzlemlemislerdir. Bu artisa Dehidroepiandrosteron (DHEA)’un sebep oldugunu ve bir
norosteroid olarak kabul edilen DHEA'nin cinsel islevi kolaylastirmak i¢in merkezi
olarak bir gama amino biitirik asit antagonisti olarak etki ettigini ve DHEA'daki olas1
artis ve ardindan testosterona ve metabolitlerine dontisiimiiniin, calismada gozlemlenen

etkileri aciklayabililecegini bildirmislerdir.

Setiawan (1996), tarafindan Tribulus terrestris in spermatozoon morfolojisi ve akrozom
reaksiyonu  tlizerindeki  etkisini  belirlemek ve  sonucu  kontrol  grubuyla
karsilastirmak amaciyla  ¢ift  kor  plasebo  kontrollii  yapilan  calismada
Oligoastenoteratospermisi olan birincil ve ikincil infertiliteye sahip 30 erkek ( birincil
kisirligi olan 28 erkek ve ikincil kisirligi olan 2 erkek) ¢alismaya dahil edilmis ve ¢alisma
grubundaki 15 hastaya 60 giin boyunca giinde ii¢ kez 500 mg Tribulus terrestris tabletleri
uygulanmigtir. Ayrica, kontrol grubundaki 15 katilimciya plasebo (seker igeren)
verilmistir. Sperma hacmi, spermatozoon konsantrasyonu, morfoloji, akrozom
reaksiyonu ve diger parametreler tedavi dncesi ve sonrasinda degerlendirilmistir. Tedavi
edilen grupta spermatozoon motilitesinde kontrol grubuna gore anlamli bir artis
goriildigi (1.666 + 12.344'e kars1 -9.000 + 10.889, p < 0.05). Ayrica tedavi edilen grupta

normal akrozom reaksiyonlu sperm orani kontrol grubuna gore artt1 (6.633 + 6.282'ye
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kars1-0.333 £3.406, p <0.05). Ayrica tedavi edilen grupta hareketsiz spermatozoon orani
kontrol grubuna goére anlamli derecede diisiik bulundugu bildirilmistir (10.333 £ 16.198'e
kars1 12.666 + 21.865, p < 0.05). Hacim (ml) (tedavi grubunda 0,373 + 1,102, kontrol
grubunda 0,240 + 0,783), spermatozoa yogunlugu (tedavi grubunda -1,104 + 8,157,
kontrol grubunda -0,346 + 7,183), morfoloji (tedavi grubunda 2,866 + 5,222, kontrol
grubunda 2,533 £ 6,058) ve hizli ve dogrusal hareketlilige sahip spermlerin yiizdesi
(tedavi grubunda 1,666 + 5,563, kontrol grubunda 1,000 + 5,732), yavas ve dogrusal
olmayan (kontrol grubunda 1,666 + 12,344, -9,000 + 10,889), duragan hareketlilik (6.000
+ 11.052'ye kars1 -4.666 = 20.482) ve hareketsizlik (-10.333 + 16.198'e kars1 12.666 +
21.865) anlaml sekilde farkli olmadig: belirtilmistir (p > 0.05). Genel olarak, giinde {i¢
kez 500 mghk bir dozda 60 giin boyunca uygulanan Tribulus terrestris’in
oligoastenoteratospermili erkeklerde 6zellikle motilite ve akrozom reaksiyonu olmak
tizere baz1 sperm fonksiyonlarinin geri kazanilmasinda anlamli bir rol oynadigi bildirilmis

ve sonuglar ¢calisgmamiz ile uyumlu bulunmustur.

Martino-Andrade vd. (2010), Tribulus terrestris’in {i¢ farkli dozunu (11, 42 ve 110
mg/kg/giin) kastre edilmis erkek ratlarda 7 giin boyunca ve kastre edilmemis erkeklere ve
kastre edilmis disilere 28 giin boyunca uygulandiklar1 c¢alismalarinda Tribulus
terrestris'in Wistar Albino siganlarinda prostat, seminal vezikiil, uterus ve vajina gibi
endokrin duyarl dokular1 uyaramadiginmi1 bu da in vivo androjenik ve Ostrojenik aktivite
eksikligini gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica, Tribulus terrestris uygulamasinin sican
spermatozoon liretimi iizerinde, dolasimdaki androjenlerin degismeyen seviyeleriyle
iligkili olumlu bir etkisi gosterdigini bildirmislerdir. Ancak, deney hayvanlarina Tribulus
terrestris uygulanmasini takiben celigkili sonuclarin, kullanilan tiir veya suslardaki,
tedavi siiresindeki ve ekstrakttaki aktif bilesenlerin icerigindeki farkliliklardan

kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Roaiah vd. (2017) idiyopatik infertilitesi olan erkeklerde Tribulus terrestris’in sperma
parametreleri ve serum testosteron lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla kontrolsiiz bir
caligma yiirlitmiis, idiyopatik infertilitesi olan 30 erkek calismaya dahil edilmis ve {i¢ ay
boyunca giinde ii¢ tablet 250 mg Tribulus terrestris ekstrakti almiglardir. idiyopatik
infertilitesi olan tiim hastalarin yaslar1 30 ila 50 arasinda oldugu belirtilmistir. Calismanin
sonuclart sperma parametrelerinde (miktar; 6nce:14.900 + 23.987, sonra:17.600 =+

21.683, p = 0.839), (motilite; b:20.000 = 11.396, a: 27.500 + 12.525, p = 0.091) ve
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(morfoloji; b:40 + 13.352, a:37.500 + 10.296, P = 0.290), (PR = progresif motilite;
b:5.000 £ 5.241, a:10.000 £ 7.512, P = 0.072), (Non progresif = ilerlemeyen; b:15.000 +
10.90, a:15.500 = 7.512, P =0.290)], serbest testosteron ((P = 0.075), toplam testosteron
diizeyi ve LH tedavi oncesi ve sonrasi Tribulus terrestris idiyopatik erkek infertilitesinin

tedavisinde etkili olmadigin1 bildirmislerdir.

Keshtmand vd. (2014), Tribulus terrestris hidroalkolik ekstraktinin erkek farelerde sperm
parametreleri lizerindeki sisplatin kaynakli sitotoksisiteye karsi koruyucu etkisi iizerine
yaptiklar1 ¢aligmalarinda viicut ve testislerin ortalama agirliklart cisplatin grubunda
kontrol grubuna kiyasla onemli 6l¢iide azaldigi (P=0,037) ancak cisplatin+Tribulus
terrestris grubunda cisplatin grubuna kiyasla dnemli 6l¢iide arttigini bildirmislerdir.
Testis kesitleri, seminifer tiibiillerin ¢apinin cisplatin’e maruz kalan farelerde azaldigini
ve seminifer tiibiillerin ¢apinin cisplatin+Tribulus terrestris grubunda cisplatin grubuna
kiyasla onemli olgiide arttigini bildirmilerdir. Cisplatin ile tedavi edilen hayvanlarin
agirliginda 6nemli bir diistis oldugunu bildirmislerdir. Bu veriler, viicut agirligindaki
azalmalarin kemoterapi ilaclarinin toksik yan etkisine atfedilebilecegini gosteren diger
caligmalar1 destekliyor ve Tribulus terrestris sisplatinin olumsuz etkilerini hafiflettigini
One stirmiislerdir. Sitotoksik doz sisplatinin enjeksiyonundan 4 giin sonra farelerin
testislerinde histolojik hasar oldugunu gosterdigini bildirmislerdir. Aynmi1 caligmada
progresif ve total motilite, canlilik testis agirlig1, miktar ve morfoloji degerlerinde sayisal
deger olarak iyilesmeler goriilmesine ragmen istatistiki olarak cisplatin gruplarina goére

fark bulunamadig bildirilmistir.

Kumari ve Singh (2015), Tribulus terrestris ekstraktinin, metronidazol (MTZ) nin
spermatogenezis, spermatozoon sayisi, testis fonksiyonlar1 ve oksidatif stres lizerindeki
koruyucu etkilerini degerlendirmek amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda, Metronidazol’{in
testis agirliginda, spermatogeneziste, antioksidan enzim aktivitelerinde, laktat
dehidrogenazda, alkalen fosfatazda ve LPO seviyesinde belirgin degisikliklere neden
oldugunu bildirmislerdir. Epididimal spermatozoa sayisinin MTZ ile tedavi edilen grupta
onemli dlglide azaldigi ve bu degisikliklerin 500 mg/kg BW/giin MTZ ve 100 mg/kg
BW/giin TT'nin birlikte uygulanmasimin ardindan kismen geri dondiigiinii ancak 500

mg/kg BW/giin MTZ ve 200 mg/kg BW/giin Tribulus terrestris ile birlikte uygulanan
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farelerde degisiklikler kontrollerdekine benzer sekilde tamamen geri dondiiglini

bildirmislerdir.

Sahin vd. 2016), erkek si¢canlarda Mucuna pruriens , Tribulus terrestris ve Ashwagandha
(Withania somnifera) antioksidan etkili bitkiler olarak bilinen ve geleneksel
kullanimlarda afrodizyak aktivitelere sahip oldugu bildirilen {i¢ bitkinin cinsel islev,
serum biyokimyasal parametreler, oksidatif stres ve tireme dokularindaki NF-kB, Nrf2 ve
HO-1 seviyeleri Tlzerindeki etkilerini belirledikleri ¢alismalarinda Tribulus
Ashwagandha ve Mucuna ekstraktlarinin erkek siganlarda testosteron seviyelerini
artirmak suretiyle ve NF-kB ve Nrf2/HO-1 yollarin1 diizenleyerek cinsel islev ve
davranisin giiclendiricileri olduguna dair kanit sundugunu ve ¢alismanin sonuglari ayrica
Tribulus ekstraktinin cinsel islevler bakimindan Ashwagandha ve Mucuna 6ziitlerinden

nispeten daha giiglii oldugunu bildirmislerdir.

Adimoelja ve Adaikan (1997), 3 hafta boyunca giinde 750 mg Tribulus terrestris kuru
ekstresi ile tedavi edilen diyabetli ve diyabetsiz erkeklerde protodioscin Tribulus
terrestris'in - erkek cinsel islevini 1iyilestirdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar,
infertilitenin kan degerlerindeki diisik DHEA seviyeleriyle iliskili olabilecegini
bildiriyor. DHEA'daki azalmanin ayrica serumdaki testosteron seviyelerinin ve 173-HSD
aktivitesinin azalmasiyla da iligkili olabilecegine ve bu nedenle, Tribulus terrestris'in bu
kuru ekstresinde bulunan protodioscinin serum testosteron seviyelerini ve kismen de olsa
17 B -HSD aktivitesini artirma yetene8ine sahip olabilecegine ve bunun da sperm

tiretimini iyilestirebilecegini bildirmislerdir.
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5. SONUC
Yaptigimiz tez caligmasi, vinkristinin neden oldugu testis hasarma karst koruma

saglamak ic¢in Tribulus terrestris'in kuru ekstraktinin etkinligini arastiran ilk ¢calismadir.
Vinkristin, en yaygin kullanilan kanser ilaglarindandir ve vinkristin tedavisi kullanmasi
gereken hastalarda, bu ilac1 kullanma kararmi hem fiziksel hem de duygusal olarak
etkileyen, azalmis fertilite veya sterilite goriilmektedir. Yaptigimiz ¢aligma, Tribulus
terrestris kuru ekstraktinin, vinkristin uygulamasiyla fare testislerinde olusturulan
biyokimyasal parametreleri, sperma analizlerini, histopatolojik degisiklikleri ve DNA
hasarini iyilestirmedednemli bir rolii oldugunu gostermistir. Tribulus terrestris’in, testis
dokusunda vinkristin kaynakli toksisitede koruyucu rolii agiktir ve 6zellikle vinkristin
kullanan boyle bir tedaviye ihtiya¢c duyan bir hastada kullanimiyla iligkili olarak umut
verici bir alternatif oldugu gosterilmistir. Tribulus terrestris kuru ekstraktinin faydali
etkilerini ve antikanser ilaglarla olasi etkilesimi ile ilgili mekanizmasini anlamak i¢in

daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ vardir.
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