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OZET

AKRILAMID UYGULANMIS GENC ERKEK RATLARDA LYCIUM
BARBARUM (KURT UZUMU) EKSTRAKTININ FERTILITEYE ETKISININ
ISIK MIKROSKOBIK VE BIYOKIMYASAL INCELENMESI

Bu c¢aligmada akrilamidin gen¢ erkek ratlarin testis ve epididimis
dokularindaki toksik etkileri ve bir antioksidan olan kurt iiziimiiniin bu etkiye kars1

koruyuculugu 151k mikroskobik ve biyokimyasal olarak incelenmistir.

24 adet Wistar albino rat her grupta 6 adet olacak sekilde 4 gruba ayrildi. 5
giin boyunca akrilamid grubuna (G1) distile suda ¢oziinmiis 50 mg/kg akrilamid
gavajla verildi. Akrilamid+ kurt tizimi grubuna (G2) akrilamid ve 200 mg/kg kurt
tiziimii ekstrakti gavajla verildi. Kontrol grubuna (G3) bir islem uygulanmadi. Kurt

izimii grubuna (G4) kurt tiztimii ekstrakti G2 gibi verildi.

Ratlarin deney Oncesi ve sonrasi viicut agirhiklarn istatiksel olarak
kiyaslandiginda G1 ve G2’de anlamli bir fark saptandi. Sperm sayilarinin G1 ve
G2’de azaldig1 ancak istatiksel bir fark olmadigi bulundu. Tiim gruplarda sperm
DNA bitlinliiginiin  korundugu goézlendi. Testis dokulari degerlendirildiginde;
G1’de, seminifer tiibiillerin limeninde belirgin hiicre dokiintiisti, vakuol olusumu ve
rezidual cisimcikler; G2’de vakuol olusumu goriildii. Apoptotik spermatogonyumlari
belirlemek amaciyla yapilan TUNEL boyamasiinda G1 ve G2’de istatiksel olarak
anlamli bir artig goriildii. Spermatogonyumlarin proliferasyonunu degerlendirmek
icin yapilan Ki 67 boyamasi istatiksel olarak degerlendirildiginde G1 ile G2 arasinda
anlamli bir fark saptandi. Gruplarin testis dokularindaki MDA, SOD, CAT diizeyleri
istatiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmadi. Gruplarin testesteron
diizeyleri istatiksel olarak kiyaslandiginda G1-G2 ve G1-G4 arasinda anlamli bir fark
bulundu. Gruplarin FSH diizeyleri istatiksel olarak kiyaslandiginda G1 ve G3
arasinda anlamli bir fark bulundu. Gruplarin epididimislerinde yapisal degisim

gbzlenmedi.

Yiiksek dozda akut siire ile akrilamid uygulamasinin testis dokusunda hasara
neden oldugu ve FSH ile testesteron seviyesini disiirdiigi, kurt tizimiiniin ise

kismen koruma sagladig1 sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: akrilamid, fertilite, Lycium barbarum, testis.



ABSTRACT

LIGHT MICROSCOBIC AND BIOCHEMICAL EXAMINATION OF
THE EFFECT OF LYCIUM BARBARUM (GOJI BERRY ) EXTRACT ON
FERTILITY OF ACRYLAMIDE TREATED YOUNG MALE RATS

In this study, we examined the toxic effects of acrylamide on testis and
epididiymis of young male rats and the protective effect of goji berry (an antioxidant)

against to these toxic effects.

A total number of 24 Wistar albino male rats were categorized into 4 groups
which are consist of 6 rats. During 5 days, acrylamide group (G1) was treated with
50 mg/kg acrylamide solved in distilled water via gavage. Acrylamide+goji berry
group (G2) was treated with acrylamide and 200 mg/kg goji berry extract via gavage.
Nothing was applied to control group (G3). Goji berry group (G4) was treated with
200 mg/kg goji berry extract via gavage.

When the body weights of animals, which were measured before the
examination and after the examination, were compared statistically, significant
declines were found in G1 and G2. There were no morfological changes in sperms of
groups. Sperm DNA integrity had been protected in all groups, and there were no
significant change in sperm numbers. When testis tissues were examined; vacuole
structures were detected in the seminiferous tubules of G1 and G2 animals, cell
debrises and residual bodies were detected in the lumen of some seminiferous
tubules in G1 animals. We evaluated TUNEL (+) (apoptotic) spermatogonia numbers
statistically and there were signaficant increases in G1 and G2. When Ki67 (+)
(proliferative) spermatogonia numbers were evaluated statistically, there was
significant decrease in G1 compared to G2. The level of MDA, CAT, SOD in testis
tissue were evaluated statistically, and there were no diference between 4 groups.
When serum testesterone levels were evaluated statistically, significant declines were
found in between G1-G2 and between G1-G4. We evaluated FSH levels in serum
statistically, and we found a significant decrease in G1 compared to G3. There was

no change in the structure of epididymis.



We concluded that high dose and acute application of acrylamide gives harm
to testes and leads to decrease in FSH and testesterone, and goji berry provides a

partial protection.

Keywords: acrylamide, fertility, Lycium barbarum, testis.
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1. GIRIS

Infertilite tanim olarak; 1 sene boyunca korunmasiz bir sekilde birliktelik
yasandig1 halde kadinin gebe kalamamasidir (1). Son zamanlarda yayginlagmasi
sebebiyle 2010 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan hastalik olarak kabul
edilmistir (2). Infertilitenin sebeplerine bakildiginda erkek faktoriiniin biiyiik dlciide
etkili oldugu goriilmektedir. Erkeklerin infertil olmasinin altinda yatan sebeplerden
bazilar1; varikosel, kriptorsidizm, enfeksiyonlar, lezyonlar, Kkistik fibrozis ve
oksidatif strestir (3).

Akrilamid; reaktivitesi oldukca yiiksek olan, suda c¢oziinebilen bir vinil
(hidrojen atomunun baska bir organik molekiille baglanmasiyla elde edilen
molekiiller) monomer tiiridiir (4, 5, 6). Akrilamid monomerleri; kagit {iretimi,
madencilik, su aritma, polyester regine iiretimi ve yag endiistrisi gibi pek cok
sektorde kullanilmak iizere iiretilen polimerlerin yapiminda kullanilmaktadir (4).
Ayrica yapilan ¢alismalar, ekmek ve patates gibi karbonhidrattan zengin besinlerin
yiiksek 1s1yla muamele edilmesiyle olusan reaksiyonlar sonucunda akrilamidin agiga
ciktigin1 ortaya koymustur (6). Besinlerden acia ¢ikan akrilamid oksidatif strese
neden olup beraberinde ¢esitli tiirlerde kanser, nérolojik bozukluklar, ve infertilite
gibi pek ¢ok hastaliga neden olmaktadir (6, 7). Yapilan ¢aligmalar akrilamidin
ozellikle erkek tireme sistemine etki ettigini, sperm morfolojisinde ve testis
dokusunda bir¢ok hasara yol agtigin1 gostermistir (6).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), besinlerin oksijen ile muamele edilerek,
enerjiye donistimleri sirasinda olusan reaktif molekiillerdir. Metabolik olaylar
esnasinda olusan serbest oksijen radikalleri, son derece reaktif olan ara triinler
olusmasma neden olmaktadir. Aerobik (oksijenli solunum yapan) organizmalar
radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu molekiillerin olusturabilecekleri
potansiyel zararlara engel olmak icin antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir.
Fakat, bazen bu antioksidan savunma sistemleri, radikallerin zararli etkilerini tam
olarak onleyememektedir ve bu durum oksidatif stres olarak adlandirlmaktadir. UV
1sinlari, ilaglar, radyasyon, stres, sigara, alkol ve biyokimyasal redoks reaksiyonlar
gibi pek cok etken SOR olusuna neden olmaktadir (8, 9). Lidipler, proteinler,
niikleik asitler ve tiim hiicresel bilesenler oksidatif stresin potansiyel hedefleridir.

Oksidatif stresin yol agtig1 hasar maruz kalinan reaktif tiirlerinin miktarina, ne kadar
1



stire maruz kaldigina, isiya, oksijen gerilimine ve c¢evresel faktorlere (iyonlar,
proteinler, antioksidanlar vb.) baghdir (3).

SOR tiirlerinin az bir kism1 sperm hiicrelerinin fertilite yetenegi kazanmasinda
ve akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyonu, hareketi, kapasitasyonu gibi birtakim
fonksiyonlarimin gergeklesmesinde rol oynamaktadir (10-13). SOR’dan olusan nitrik
oksit ve siiperoksit anyonun spermin kapasitasyonuna, akrozom reaksiyonuna,
hareketliligine ve yumurtay1r dolleme yetenegine zararli bir etkisinin oldugu daha
once yapilan galismalarda gosterilmistir (14).

Coklu doymamis yag asitleri ( PUFA); ikiden fazla ¢ift bagl karbon iceren,
spermin plazma membraninda bulunan ve serbest radikallere kars1 olduk¢a duyarl
bir makro molekiildiir. SOR, PUFA ile lipid peroksidasyonu denen kimyasal bir
reaksiyona neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonunun yan iiriinlerinden biri
malondialdehittir (MDA) (8). Degerlendirmelere bakildiginda, sperm fonksiyon
bozuklugu, spermin hareketliligi ve sperm-oosit flizyon kapasitesiyle MDA seviyesi
arasinda negatif bir korelasyon oldugu goriilmektedir (15, 16). Ancak bu iliskinin
nedeni tam olarak agiklanamamistir. SOR, DNA‘da bulunan bazlarda baz
modifikasyonlara yol acarak spermin DNA’sina zarar vermektedir (17). Oksidatif
stres DNA’nin tek bir sarmalinda veya iki sarmalinda da kirilmalara yol agmaktadir.
(17, 18). Bunlara ek olarak SOR nokta mutasyonu ve polimorfizm gibi ejakulat
kalitesini diisiiren mutasyonlara yol agmakta (3) ayrica DNA’ nin denature
olmasinda ve baz ciftlerinin oksidasyonunda etkili olabilmektedir (19). SOR
mitokondrinin i¢ ve dis membranlarina zarar verip sitokrom c proinlerini uyararak
kaspazlar1 aktive edip apoptoza yol agmaktadir. Erkek faktoriintin etkili oldugu
infertilite problemlerinde kaspaz 9 ve kaspaz 3’ iin aktif oldugu goriilmistiir (3).
DNA’daki hasar az oldugunda sperm hiicreleri kendi kendilerine tamir
edebilmektedirler (20). Ayrica oosit hiicreleri de sperm hiicrelerindeki hasarli DNA’
y1 tamir edebilmektedir (3).

Onceden de belirtildigi gibi biyolojik sistemler, oksidatif stresin yol agtig1
zararlar1 telafi etmek amaciyla antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu
mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar olmak iizere iki
gruptur. Enzimatik mekanizmalar; katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutation bagli enzimler (Glutation S transferaz (GSH), glutation rediiktaz (GS),
glutation peroksidaz (GPx)) gibi serbest radikalleri uzaklastiran enzimlerden
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olusmaktadir. Enzimatik olmayan mekanizmalar ise biyolojik sistemlerde bulunan
endojen bilesiklerin ve E vitamini, C vitamini, flavonoidler gibi disaridan alinan
egzojen bilesiklerin SOR ile etkilesimleridir. ( E vitamini, C vitamini, flavonoidler
vb) (21).

Gilinlimiizde vitamin ve mineral igerigi bakimindan zengin olan bir¢ok bitki
antioksidan olarak kullanilmaktadir. Halk arasinda kurt iiziimii olarak bilinen ve ¢ok
eski zamanlardan beri Cin tibbinda bitkisel bir tedavi se¢enegi olarak kullanilan
latince adiyla Lycium Barbarum bu bitkilerden biridir (9). Lycium Barbarum
icerigindeki A vitamini, C vitamini, B2 vitamini, selenyum, kalsiyum, demir, protein
ve zengin lif yapisiyla oldukca iyi bir antioksidan 6zellik gostermektedir. Diyabet,
anksiyete, stres, kolestrol, hipertansiyon, enfeksiyonlar, soguk alginlig1 gibi pek ¢ok
rahatsizligin bitkisel tedavisinde kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, erkek tireme
sisteminde fertiliteye olan olumlu etkileriyle bilinmektedir (9, 22).

Bu ¢alismada 2-3 aylik erkek ratlarda akrilamide bagh testis ve epididimis
dokusundaki akut doénem degisikliklere Lycium Barbarum bitki ekstraktinin
koruyucu etkisinin 1s1tk mikroskobik ve biyokimyasal olarak incelenmesi
amaclanmistir. Bu alanda yapilan c¢alismalar literatiirde oldukca sinirlhidir. Elde
edilecek olast olumlu sonuglar, infertilite tedavisinde yeni yaklasimlar1 ortaya

cikaracaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis Anatomisi

Erkek tireme sistemi; bir ¢ift testis, epididimis, vas deferens, ejekiilatuar
kanal ve erkek iiretrasindan olusan genital kanallar sisteminden, yardimci bezlerden
ve penisten olugmaktadir (Sekil 2.1) (23, 24).

Testisler, erkek esey hiicresi olan sperm iiretiminden sorumludurlar. Buna ek
olarak, biinyesindeki endokrin hiicreler testesteron hormonu salgilayarak iireme
sisteminin fizyolojik gelisiminde rol almaktadir (23). Genital kanallar ve yardimci
bezler, sperm aktivitesi i¢in 6nemli olan salgilarin iiretiminden, spermlerin disariya
atilmasindan ve beslenmesinden sorumludur. Sperm hiicreleri ve yardimer bezlerin
salgilart semeni olusturmaktadir (23).

Testisler skrotum igine yerlesmis, oval sekilli yaklasik 4 cm uzunluga 2,5 cm
genislige sahip olan ve anteriyoposteriyor olarak 3 c¢cm capinda olan spermiyum
salgilayan bir ¢ift bezdir. Agirligi 25-30 gr kadardir (25). Eriskin testislerin arka
yiizleri epididimis ile iliskilidir. Testis ve epididmis skrotumun iginde vas deferens,
spermatik arter, vendéz ve lenfatik pleksuslar1 igeren spermatik kordonla asili
durumdadir (26). Testislerin bu yerlesimleri normal viicut 1sisindan 2 °C-3°C daha
diisiik bir sicaklikta olmalarini saglar. Sicakkanli canlilarda spermatogenez igin
gerekli olan molekiiler reaksiyonlar viicut sicakligi olan 37°C” de ger¢eklesmez. Bu
islemlerin gergeklesmesi ancak sicakligin 34°C olmasi ile miimkiindiir. Testislerin
skrotumda yerlesik olmasinin nedeni budur. Testislerden gelen serin kani igeren
pampiniform vendz pleksus her bir testistikiiler arteri sarmistir. Kan akis yonlerinin
z1it olmasi nedeniyle bu vendz pleksus arterdeki kandan 1s1 ¢eker. Skrotumdan
buharlasan ter de 1s1 kaybina katki saglar. Boylelikle testis sicakligi kontrol altinda
tutulmaktadir (23).

Erken fetal donemde, testisler peritonun arkasinda abdominal boslukta yer
alirlar. Dogumdan 6nce serdz, miiskiiler ve fibroz tabakalardan koken alan yapilarla
cevrelenip, skrotumdaki yerlerini alirlar. Testisi ¢evreleyen yapilar: skrotum,
interkolumnar veya eksternal spermatik fasya, kremasterik fasya, infundibulum veya
internal spermatik fasya, tunika vajinalis ve tunika albugeniadir (23, 25). Skrotum,

deri ve dartos adli iki tabakadan olusur. Skrotumun derisi ¢ok ince kahverengi ve
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kivrimhidir. Dartos, diiz kas dokusu igeren, ince, gevsek ve damarli bir dokudur.
Dartos skrotumun cevresinden tabanina dogru inerek testislerin yerlestigi bosluklu
bir yap1 olan septum skrotiyi olusturur. Interkolomnar veya eksternal spermik fasya
ince bir zar seklindedir. Kremasterik fasya, kremaster kasi olarak adlandirilan kas
lifleri demetlerinden olusur. infundibulum fasya, ince zars1 spermatik kordu saran bir
yapidir. Infundibulum fasya biitiin testis ve epididim dokusunu gevreler ve tunika
vajinalis ile birlesiktir (25).

Testisler, tunika vajinalis ve tunika albugenia olmak tizere iki kilif ile
ortiiliidiir. Tunika vajinalis testis ve epididimisi saran serdz bir kesedir. Bu kese fetal
donemde testisler abdomenden skrotuma gecerken peritondan gelisir. Tunika
vajinalis digtan skrotumu doseyen pariyetal tabaka ile tunika albugeniayi testisin
onden ve yandan saran i¢ viseral tabakadan olusur (23). Kremaster kas liflerine kadar
uzanir. Tunika albugenia testisi saran fibroz bir bag dokusudur. Testis epididimise
tutunan kisimlari ve spermatik damarlarin posterior kenarlardan organa girdigi yerler

hari¢ tunika vajinalis ile sarilidir (25, 26).
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2.2. Testis Embriyolojisi

Erkek ve disi gonadlarin gelisimi 7. haftadan itibaren baslamaktadir. Testis
dokusu primordial germ hiicrelerinden, mezodermal epitelden, ve embriyonik bag
dokusundan koken almaktadir (27).

Gelisimin 5. haftasinda, mezonefrozun medialinde, mezotelde kalinlasma
gozlenir. Bu mezotel ve altindaki bag doku prolifere olarak, mezonefrozun orta
noktasinda genital kabarti olusturur. Primordial germ hiicreleri yolk kesesinde olusup
genital kabartilara go¢ ederler. Bu goc genital kabartilardaki hiicrelerinin prolifere
olup primer seks kordonlarinin olusumunu indiikler. Parmak seklindeki primer seks
kordonlari, altindaki bag dokusuna dogru biiyliyerek dista korteks ve igte medulladan
olusan bir gonad halini alir. Gonadin olusturacagi doku ¢esidi, embriyonun seks
kromozomlarma baghdir. Gelismekte olan embriyo eger XX kromozomlarina
sahipse farklilasmak iizere olan gonadin korteksi ovaryuma farklanir, medullasi
geriler. Eger embriyo XY kromozomlarina sahipse, medulla testise farklanir ve
korteks dejenere olup birtakim kalintilar birakir. Y kromozomu {izerinde SRY geni
tasimaktadir. SRY geni testikiiler farklilasmay1 saglayan testis belirleyici faktor
(TDF) i¢in gereklidir. TDF, primer seks kordonlarini uyararak farklanmamis gonadin
medullasina dogru uzamasima yol agar. Daha sonra kordonlar dallanir, anastomoz
yaparak rete testisi olusturur. Tunika albugenianin gelismesiyle birlikte seks
kordonlar1 (seminifer tiibiil kordonlari) yiizey epiteli ile iliskisini keser. Testis
genisledikce dejenere olan mezonefrozla baglantisini koparir ve kendi mezenter
dokusu olan mesorchium ile asili durmaya baslar. Gelisim devam ettikce seks
kordonlar1 (seminifer kordonlar) seminifer tiibiillere, tubuli rektiye ve rete testise
farklanirlar. Mezensim (embriyonik bag dokusu) Leydig hiicrelerini ve miyoid
hiicreleri olusturur. Seminifer tiibiiller mezensimden ayrilir. Leydig hiicreleri 8.
haftadan itibaren testesteron ve androstenodion salgilamaya baslar. Bu hormonlar
erkek dis genitallerin gelisimde Onemlidir. Fetal Sertoli hiicrelerinden AMH
salgilanmaktadir. Bu hormon puberteye kadar salgilanir daha sonra seviyesi diiser.
AMH Miiller kanalinin gelisimini baskilamaktadir. Seminifer tiibiillerin puberteye
kadar liimenleri gelismez, pubertenin baslamasiyla birlikte liimen gelisimi de baglar.
Daha sonra olgun sperm hiicresi iiretecek olan seminifer tiibiillerin duvarina ait

spermatogonyumlar ise primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara go¢ edip



¢ogalmasiyla olusmaktadir (27, 28).Testisler, karin boslugunun posterior kisminda

gelisirler ve gebeligin 26. Haftasinda skrotuma inerler (28).

2.3. Testis Histolojisi

Testisler olduk¢a siki bir bag dokusu kapsiilii olan tunika albugenia ile
cevrilidir (23, 28). Tunika albugenia, tunika fibroza ve tunika vaskulosa olmak tizere
iki tabakadan olusur. Tunika fibroza daha kalin yapidadir ve damarlanmasi azdir.
Tunika vaskulosa ise bir¢ok kiiciik kan damar1 icermektedir. Tunika vaskulosa testisi
cevreler, posterior kenarlarinda tiggen sekilli ¢ikintilar olusturur. Bu ¢ikintilar testisin
inferioruna kadar uzanip biitiinligiinii kaybederek mediastinum denilen vertikal
septumlari olusturur. Mediastinumdan uzanan bag dokusu septumlari dokuyu 250-
300 adet lobguga boler. Lobguklar 1 ile 4 arast seminifer tiibiil icerir. Mediastinum
kan damarlarmnin, lenfatiklerin ve testis dokusunun kanallarinin giris ¢ikis bolgesidir
(25, 26). Testisin her bir lobiilii gevsek bag dokusuyla birlikte sayilari 1-4 arasi
degisen seminifer tiibiillerden ve testesteron salgilayan Leydig (interstisyel)
hiicrelerinden olusur (23, 28). Lobiillerin i¢indeki seminifer tiibiiller halka yaparlar
ve uzun olmalarindan dolayr olduk¢a kivrimhidir. Halkalarin uglar1 mediastiuma
dogru kisalir ve diizlesir. Seminifer tiibiillerin bu boliimiine diiz tibiil (tubulus
rektus) denmektedir. Diiz tiibiiller mediastinumda anastomazlasip kanallar sistemi
olan rete testisle devam ederler (28). Seminifer tiibiiller yaklagik 150-250 um ¢apa ve
50 cm uzunluga sahiptirler. Tiibiiller lamina propriya tarafindan kusatilan seminifer
epitelden meydana gelmektedir. Lamina proprianin en i¢ tabakasinda diiz kas
hiicreleri gibi c¢alisan yassilasmis miyoid hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler
tiibiillerin  kasilmasim1  saglayarak sperm hiicrelerinin ve testistikiiler sivinin
bosaltilmasina yardim ederler. Seminifer epitel, sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicreler olmak iizere 2 temel hiicre ¢esidinden olusan kompleks ve c¢ok katli bir

epiteldir (23, 26, 28).

2.3.1. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri (Sustentakiiler hiicreler) ergenlige kadar seminifer epitelin
baskin hiicre tipidir. Ergenlikten sonra ise tiibiilleri olusturan hiicrelerin yaklagik %
10’unu olusturmaktadir. ilerleyen yaslarda ise spermatogenik hiicreler azaldiginda

tekrar sertoli hiicreleri epitelin baskin hiicre tipi olurlar (26).
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Sertoli hiicreleri uzun, prizmatik ya da piramidal, erigkinde amitotik ve
seminifer tiibiiliin bazal laminasina oturan hiicrelerdir (23, 28). Sperm olusumu
sirasinda hiicreleri hem fiziksel olarak hem de metabolik olarak destekler. Sertoli
hiicrelerinin yapisi incelendiginde belirgin graniilsiiz endoplazmik retikulum, iyi
gelismis golgi aygiti, cok sayida mitokondri ve lizozom, az miktarda graniillii
endoplazmik retikulum icerdigi goriilmektedir (23). Sertoli hiicrelerinde diger aktif
hiicrelerde oldugu gibi o6kromatik ¢ekirdek bulunur. Cekirdek bir ya da birkag i¢
katlanttya sahip, oval ya da ticgen sekilli olabilir. Sertoli hiicrelerinin bazi
cesitlerinde RNA ve DNA igeren cisimcikler tarafindan yanlardan kusatilan, 3
parcali karyozom adi verilen ¢ekirdek¢ik bulunmaktadir. Insandaki Sertoli
hiicrelerinin bazal sitoplazmasinda karakteristik olarak ince fuziform Kkristalloidler
olan inkliizyon cisimcikleri (Charcot-Bottcer) bulunmaktadir. Bu cisimciklerin lipid
transportunda ve lipidin sertoli hiicreleri tarafindan kullaniminda gorev aldigi
diistiniilmektedir (28).

Sertoli hiicrelerinin  bazolateral bolgelerinde bulunan  siki  baglantt
kompleksleri kan testis bariyerini olusturmaktadir (23, 26). Bu bariyer gelismekte
olan spermatidleri ve spermatositleri otoimmun reaksiyonlardan korur. Buna ek
olarak, kan testis bariyeri seminifer epiteli bazal ve adluminal olmak {izere
kompartmanlara boler (26).

Sertoli hiicrelerinin baslica gorevleri; gelisim doneminde olan spermatogenik
hiicreleri  korumak, beslemek ve desteklemek, spermatogenez sonrasinda
spermatidlerden arta kalan rezidual cisimcikleri fagosite etmek, olgun spermatidlerin
aktin aracilikli kasilmalarla seminifer tiibiil limenine salinimini kolaylastirmak, tiibiil
limenine iyonlardan ve proteinlerden zengin sivi salgilamak, hipofizden salgilanan
FSH ile uyarilarak androjen baglayici proteinlerin (ABP) tiretimini ve sekresyonunu
diizenlemek, inhibin ve aktivin altiinitelerini salgilamaktir. Inhibinin gonadotropin
salgilayict faktdr ve FSH salinimi {izerinde negatif feedback etkisi vardir. Aktivinin
ise FSH salinimi iizerinde negatif feedback etkisi vardir (26). Sertoli hiicreleri
plazminojeni aktif plazmine doniistiiren plazminojen aktivatdr, seruloplazmin ve
transferin sentezler. Bunlara ek olarak miillerian-inhibe edici faktor (MIF), kok hiicre
faktorii (SCF), ve gliyal hiicre kaynakli norotropik faktor gibi glikoproteinler de
salgilamaktadir (28).



2.3.2. Spermatogonik hiicreler

Spermatogonik hiicreler olgun sperme doniisen hiicrelerdir. Embriyonik
donemde vitelliis kesesinden koken alip gonadal kabartilarda toplanan primordial
germ hiicrelerinden farklilasirlar (28).

Spermatogonyumlar; bazal laminanin iizerinde yer alan, bazal laminayla
dogrudan iligkili, diploid olgunlasmamis spermotogenik hiicrelerdir. Sertoli
hiicrelerinin arasindaki zonula okludens baglantilarin arkasinda yer almaktadirlar
(26, 28). Kok hiicre olarak islev goriirler ve fertilite tizerinde 6nemli etkileri
mevcuttur (26).

Insanda bulunan spermatogonyumlar 3 g¢esittir. Tip A koyu (Ad)
spermatogonyumlar;  graniillii kromatinlerinden dolay1r yogun bazofilik boyanan,
oval ¢ekirdekli, seminifer epitelin kok hiicreleridir. Boliinerek Tip A hiicrelerini
olustururlar. Tip A acik (Ap) spermatogonyumlar; acik renkte boyanan graniillii
kromatinli oval ¢ekirdege sahiptirler. Ap spermatogonyumlar birka¢ boliinmeden
sonra Tip B spermatogonyumlara dontsiirler. Tip B spermatogonyumlar; kiimeler
halinde yogunlagsmis kromatin bulunduran yuvarlak ¢ekirdekli hiicrelerdir. Boliiniip
primer spermatositleri olustururlar (28).

Spermatositler; Tip B spermatogonyumlar profaz 1‘e girdiklerinde primer
spermatosit adin1 alirlar. Spermatogonyumlardan iki kat daha fazla DNA igerirler.
Primer spermatosit 1. mayozu tamamlayarak 2 adet sekonder spermatositi olusturur.
Her bir sekonder spermatosit olgun sperm hiicresi olusturmak {izere 2 adet haploid
spermatid olustururlar. Spermatidler spermiyogenez denen farklanma siirecine

girerek olgun sperm hiicrelerini olustururlar (28).

2.3.3. Spermatogenez

Ergenlik donemine girilmesiyle birlikte hipofiz bezinden salgilanan
gonadotropin hormonlarin seviyesinde artis olmaktadir. Bu artis spermatogonyum
hiicrelerini tetikleyerek olgun sperm hiicrelerinin iiretimini baglatir. Bu olaya
spermatogenez denmektedir. Spermatogenez gelisme evresindeki
spermatogonyumlarin seklindeki farkliliklara ve ¢ekirdeklerin boyanma sekline gore
3 ayr1 evreye ayrilmaktadir. Bu evreler sirasiyla; spermatogonyal evre, spermatosit

evresi ve spermatid evresidir (23, 28).



Spermatogonyum kok hiicrelerin mitozla ¢ogalarak yeni hiicreler olusturdugu
ve primer spermatositlere farklanacak olan hiicreleri sayica arttirdigi evre
spermatogonyal evredir. Tip B spermatogonyumlarin mitozla boliinmesi sonucu
primer spermatositler olusur. Spermatosit evreside primer spermatositler mayoz |
gecirir ve sekonder spermatositleri olusturur. Sekonder spermatositler mayoz I1’yi
tamamlar. Boliinme tamamlandiktan sonra, her bir sekonder spermatositten 2 tane
haploid (23 kromozomlu) spermatid olusur. Spermatidler olgun sperm hiicresi olan
spermiyum (spermataozoon) olusturmak tizere spermatid evresine girerler (Sekil
2.2). Bu evrede boliinme gergeklesmez. Spermatidler birtakim morfolojik degisimler
gecirerek yeniden sekillenirler. Bu yeniden sekillenme 4 fazda gergeklesmektedir.
Spermatidler ilk olarak golgi fazina girmektedir. Bu fazda spermatid hiicrelerinin
golgi aygitlarinda proakrozomal denilen PAS (+) graniiller birikmektedir. Bu
graniiller spermin ©6n kutbunu belirleyen akrozomal vezikiil denen yapiy:
olusturmaktadir. Siire¢ boyunca akrozomal vezikiillerin hem icerigi hem de hacmi
artar. Sperm kuyrugunun aksonem yapisini olusturan mikrotiibiillerin sentriyoller
tarafindan bir araya getirilmesi bu fazda baslar. Bunu takiben akrozomal vezikiil
spermatid ¢ekirdeginin 6n yiizliiniin yarisina yayilarak sekillenir (28). Olusan bu
yapiya akrozomal kep bu evreye kep fazi denmektedir. Bu faz tamamlandiktan sonra
spermatidler akrozom fazina girerler. Akrozom; hiyoliirodinaz ve akrosin gibi
hidrolitik enzimleri iceren, bu hiicrelere 6zgii bir lizozom tipidir. Bu enzimler,
oositleri ¢evreleyen korona radiyata hiicrelerini ayirip, zona pellusidayr ge¢mek i¢in
(akrozom reaksiyonu) gerekmektedir. Bu fazda flagellumlar gelisir, spermatidler
Sertoli hiicreleri arasina yerlesirler. Sitoplazmik mikrotiibiiller akrozomun iizerinde
bulunan bir kilif olan manseti olusturmak tizere sekillenirler. Manset, sitoplazmik
fazlaliklarin boyun kisminda yer almasimi ve sperm basmin sekillenmesini saglar.
Golgi fazinda flagellum gelisimini baslatan sentriyoller bu fazda sperm hiicrelerinin
boyun bolgesini olusturmak tizere sekil degistirirler. Boyun bolgesi sentriyollerden
gelisen kalin fibrillerin ve aksonemin mikrotiibiillerinin u¢ noktasinda yerlesik olan
fibrillerin kuyruga dogru ulastigi, ¢ekirdek ile flagellumun birlestigi yerdir.
Mitokondriler, boyun bolgesindeki fibrillerin etrafinda, heliks bigimli bir kilif
olustururlar. Bu bélge spermin orta parcasidir. Orta parcanin distal kisminda, 2
stitundan ve bir¢cok baglanti kusagindan olusan fibréz bir kilif bulunmaktadir. Bu

kilif esas pargayr sarar ve flagellum boyunca uzanir. Fibroz kilifin distalinde kalan
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kisim ise son pargayi olusturur. Akrozom fazindan sonra spermatidler olgunlasma
fazina girerler. Bu fazda flagellanin etrafinda bulunan fazla sitoplazma azalir. Olgun
sperm hiicresi olan spermiyum olusur. Bu evre sonunda rezidual cisimcik olarak
adlandirilan sitoplazma artiklart Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.
Spermatogenez boyunca Sertoli hiicrelerine baglanti kompleksleriyle bagli olan
sperm hiicreleri spermiyasyon adi verilen siiregle ortadan kalkar ve olgun sperm

hiicreleri seminifer tiibiilleri liimenine dogru salimiverilir (23, 28).

_Tip A spermatogonyum
(kok hicreleri)

1_Tip B spermatogonyum

®) " (sncil/progenitor hilcreler)
O
s
o8
@ /e e Mitoz bélinme
S A NN

INE /@@ Primer spermatositler }— Birinci mayoz bolinme
-~
()

Sekonder spermalositler }— ikinci mayoz balinme
2

3

Artik cisimeik

Spermatidler
> Spermiyogenez

e Vet etV eV eV Vo Ve Ve Va Ve VeV e s Artik cisimcik
(A AAAAAAAAANANANANT

/\‘,A—-'\ \/-\“A’_-

Spermatozoonlar
J

Sekil 2.2. Spermatogenez. Junquiera ve Carneiro (24)’dan alinmustir.

2.3.4. Matiir spermin yapisi

Matiir insan spermi, yaklagik olarak 60 um uzunluktadir. Bas kismi sivri ve
yassidir. Bas kisminda bulunan akrozomal kep tripsin benzeri proteazlar olan
hyalurodinaz, ndéraminidaz, asit fosfataz ve akrozin enzimleri igermektedir. Bu
enzimler doéllenme siirecinde oositin zona pellusidasini eritmek i¢in gerekmektedir.
Spermin zona pellusidaya temas etmesiyle bu enzimler salinir. Bu olaya akrozom
reaksiyonu denmektedir (28).

Sperm kuyrugu boyun, orta parga, esas par¢a ve son parca olmak {izere 4
parcadan olugmaktadir. Boyun boliimii, sentriyolleri ve kalin fiberlerin baglangig
kismuint igerir. Orta parcada kalin fiberlerin ve aksonemal yapinin etrafini sarmal

seklinde kusatan mitokondriyonlar bulunmaktadir. Mitokondriyonlar sperm
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hiicrelerine gereken enerjiyi saglamakla yiikiimliidiirler. Esas par¢a, kuyrugun en
uzun kismidir. Kalin fibrilleri ve aksonemal yapimnin etrafini saran bag dokusunu
igerir. Son parca, kuyrugun yalnizca aksonem kompleksini i¢ermektedir (Sekil 3.3)
(28).

Sertoli hiicrelerinden salgilanan bir miktar siv1 ile birlikte sperm hiicreleri
hareketsiz olarak seminifer tiibiillerden salinirlar. Sperm hiicreleri ilk 6nce diiz
tiibiillere gegerler oradan da rete testise gegerler. Rete testisten bosaltim kanal
sisteminin ilk parcasi olan duktuli efferentese oradan da duktus epididimise gecerler
(28).

Spermiyumlar epididimisin kanallarinda ilerlerken degisikliklere ugrarlar.
Cekirdek DNA’ s1 yogunlasir, sperm hiicrelerinin basi kii¢iiliir. Sitoplazma azalir,
sperm hiicreleri daha ince olur. Plazma zarmin lipidlerinde ve proteinlerinde
glikolizasyon, akrozom membraninda kapasitasyon olur ve fertilizasyonu inhibe den
yiizey iliskili dekapasitasyon faktorii eklenir. Hiicrelerin duktus epididimisten gegisi
sirasinda hareket kazanmalar1 intraseliiler siklik adenozin monofosfat (CAMP),
kalsiyum iyonlar1 ve pH ile ilgili diizey degisimleridir. Bu mekanizma, flagellar
hareketi protein kinazlarin ve protein fosfatazlarin aktivasyonu sonucunda ortaya
c¢ikan protein fosforilasyonundaki degisimler tizerinden diizenlenir (28).

Spermiyumlar, bosaltim kanallar1 sisteminde birka¢ hafta canli kalir, fakat
disi tireme kanalinda yalnizca 2-3 giin canli kalabilmektedir. Disi tireme kanallarinda
belli bir siire sonra oositi dolleme yetenegi kazanabilmektedir. Bu siirecte sperm
hiicrelerinin membranindaki glikokaliks bilesenleri uzaklastirilir ve yenisi tiretilir. Bu
olaya kapasitasyon denir. Kapasitasyon spermiyumlarin zona pellusida reseptorlerine
baglanma affinitesini arttirmaktadir. Kapasitasyon sonucunda, spermiyumlar aktif
hale gelmektedir. Kapasitasonun basarisi spermiyumlarin hiperaktivitesi ile
iligskilendirilmektedir (28).
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Akrozomal grandl Akrozomal vezikal Akrozomal baglik (kep) Akrozom
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Son par¢a = Esas parga Orta parga Bag

Sekil 2.3. Sperm matiirasyonu ve matiir sperm yapisi. Junquiera ve Carneiro (24)’dan
alinmstir.

2.3.5. Interstisyal doku

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki dokuya interstisyal doku denir. Bu
doku fibroblastlardan, lenf damarlarindan, kapillerlerden ve interstisyal hiicre de
denilen leydig hiicrelerinden olugmaktadir (23).

Leydig hiicreleri, sitoplazmasi eozinofilik boyanan, tipik yag damlaciklari
iceren biiyiik, yuvarlak veya poligonal hiicrelerdir. Leydig hiicreleri belirgin
miktarda graniilsiiz endoplazmik retikulum igermaktedir. Ayrica bu hiicrelerde
lipofuksin pigmenti igeren ve ¢ubuk sekilindeki sitoplazmik kristaller olan Reinke
kristalleri bulunmaktadir. Leydig hiicreleri hipofizden salgilanan LH etkisi ile steroid
bir hormon olan testesteronu {iretirler. Embriyonik gelisimde plasentedan salgilanan
bu hormon gonadlarin gelisimi icin Onemlidir. Ergenlik doneminde ise sperm
iretiminin basglamasinda, yardimci bezlerin salgi iiretiminde ve sekonder cinsiyet
ozelliklerinin olusumunda rol oynar. Yetiskinlikte ise sekonder cinsiyet 6zelliklerinin
devamliliginda, bezlerin ve bosaltim kanallarinin islevlerini siirdiirmesinde gérev

almaktadir (23, 28).
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2.4. Epididimis Anatomisi

Epididimis, testisin dis arka sinirinda bulunan; uzun, dar ve basik govdeli,
disa ve arkaya dogru kivrilan bir organdir. Epididimis korpus epididimis denilen
govde kismi, kaput epididimis denilen bas kism1 ve kauda epididimis denilen kuyruk
kismi1 olmak tizere 3 kisimdan olusmaktadir (25).

Kaput epididimis iceriye dogru kivrilan yapisiyla ve duktus efferentesin
araciligi ile testisin st kismiyla baglantt kurmaktadir. Kauda epididimis ise tunika
vajinalis ile birlesiktir. Epididimisin kaudasi; yukariya ve geriye dogru biikiilerek
seminal kanala dogru uzanirlar. Epididimisin dis yiizi, iist ve alt kenarlar1 serbest
yiizeylerdir ve ser6z bir membran ile gevrelenmistir. Ser6z membran, digital fossa
veya epididim siniisii denilen testisin dis ylizeyinin posteriorunda bulunan bir kese ve
epididimisin i¢ kisimlar1 hari¢ biitiin epididimis govdesini kaplamaktadir. Epididimis
siniisiiniin yukarisinda ligamentum epididimis superior denilen tunika vajinalisten
uzanan bir yap1 bulunmaktadir. Alt kisminda ise ligamentum epididimis inferior
denen bir kivrintt daha bulunmaktadir. Epididimis, govdesini gevreleyen serdz
membran ile testise baglanmaktadir. Epididimisin etrafi bir bag dokusu kapsiiliiyle
sartlmistir. Epididimisin kaput kismu, silli silindirik epitel ile ¢evrelenmis 10-15 adet
tiibiilden olusmaktadir. Epididimisin korpus ve kauda kism1 kivrimli tek bir tiibiilden
olugmaktadir. Bu kisimlar sterosilyali epitel ile kaplidirlar ve vas deferens olarak

devam etmektedirler (25).

2.5. Epididimis Embriyolojisi

Fetal donemde 6.-7. haftalarda, Sertoli hiicreleri tarafindan Miillerian
inhibitor madde (MIS) sentezlenir. 8. haftada ise leydig hiicreleri tarafindan
testesteron iretilir. Testesteron salinimi mezonefrik duktuslardan, erkek genital
duktuslarin olusumunu uyarmaktadir. MIS salinimi ise paramezonefrik duktusun
epitalyal-mezensimal doniisiim ile yok olmasina neden olur. Mezonefroz dejenere
olurken, mezonefrik duktuslarin bir kismi1 kaybolmaz ve duktuli efferentesi olusturur.
Duktuli efferenteslerin mezonefrik duktulilere acildigi bolge duktus epididimise

dondsiir (27).
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2.6. Epididimis Histolojisi

Epididimis, duktuli efferentesten ve duktus epididimisten olusan, her bir
testisin superior ve posterior kisimlarinda bulunan, skrotum igine oturmus, bag doku
ile gevrelenmis bir organdir. Duktuli efferentesin giris yaptig1 kisim epididimin bas
kismimi olusturmaktadir. Duktus epididimis ise govde ve kuyruk kisimlarindan
olusmaktadir. Epididimisin kuyruk kismi duktus deferense agilmaktadir (23, 28).

Yeni tretilen sperm hiicreleri epididimis boyunca ilerlerken hareket ve
dollenme yetenegi kazanmaktadir. Androjenlere bagimli bu siiregte, epididimal
stvida  bulunan yiizey iliskili dekapasitasyon faktoriiniin  sperm baslarina
eklenmesiyle sperm hiicrelerinin bagina gliserofosfakalin eklenir. Bu olaya
dekapasitasyon denir. Dekapasitasyon spermin dollenme yetenegini inhibe
etmektedir. Sperm hiicreleri disi lireme kanalina girdikten sonra yiizeyde yer alan
glikoproteinler ayrilir ve kapasitasyon gerceklesir. Boylece sperm hiicreleri dollenme
yeteneklerini yeniden kazanirlar. Sperm hiicreleri epididimde olgunlastiktan sonra
DNA igeriklerini ovuma aktarabilirler, kapasitasyon sayesinde ovumun zona
pellusidasinda bulunan sperm reseptorlerine baglanabilirler. Bu baglanis akrozom
reaksiyonunu uyarmaktadir (23, 28).

Epididimis yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Epiteli 2 gesit
hiicreden olugsmaktadir. Bu hiicreler uzun sterosilyali ve prizmatik olan esas hiicreler
ile kiigiik, yuvarlak, kok hiicreler olan bazal hiicrelerdir. Esas hiicreler glikolipid ve
glikoprotein salgilarlar, Sertoli hiicreleri tarafindan uzaklastirilmamis olan rezidual
cisimcikleri fagosite ederler ve suyun emiliminde rol alirlar. Bazal hiicreler ise kok
hiicre gorevini gormektedir. Bu epitel birka¢ sira halinde bulunan diiz kas hiicreleri
tarafindan sarilmistir. Bu tabakalar icte ve dista longitudinal olarak bulunur. Ek
olarak epididimin kuyruk kisminda dairesel olarak dizilmis bir diiz kas tabakas1 daha
bulunmaktadir. Bu kaslar peristaltik hareketlerle kasilarak sperm hiicrelerinin kanal

boyunca ilerlemelerini saglamaktadir (23, 28).
2.7. infertilite

Tanim olarak infertilite 1 sene boyunca aktif ve korunmasiz bir sekilde
birliktelik yasandigi halde, dogal yollarla diside gebeligin olusmamast durumudur.
Gliniimiizden ¢iftlerin yaklasik %15’i infertilite sorunuyla, tibbi tedavi igin ¢esitli

kurumlara bagvurmaktadir. Infertil ciftlerin yaklasik %50’sinde erkek faktorii etkili
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olmaktadir (29). Yapilan arastirmalarda, erkek faktoriine bagli olan infertilite
nedenleri; pretestikiiler nedenler, posttestikiiler nedenler, ve primitif testikiiler
nedenler olmak iizere 3 grupta incelenmistir. Pretestikiiler nedenler kategorisinde
hipogonadotropik hipogonadizm (FSH ve LH sekresyonunun normalden az olmasi)
ve koital bozukluklar (ereksiyon bozukluklart ve retrograde ejekulasyon gibi
ejekulatuar bozukluklar) olmak iizere 2 ¢esit durum yer almaktadir. Posttestikiiler
nedenlerde ise konjenital olarak vas deferensin yoklugu, seminal kanallarin
tikanmast ve enfeksiyonu, aksesuar bezlerinin inflamasyonu ve otoimmun
rahatsizliklara bagli olarak gelisen infertilite gibi nedenler bulunmaktadir. Primitif
testikiiler nedenlere yol agan birgok etken bulunmaktadir. Varikosel, kriptorsidizm,
orsit, testiste olusan travma, testis torsiyonu, iatrojenik ajanlar, bazi sistemik
hastaliklar ve karyotip anomalileri gibi genetik faktorler bu nedenler arasinda yer
almaktadirlar (30).

Infertiliteye yol agan sebepler bu sekilde belirlenmis olsa da vakalarm
yaklasik %40-50°si kadarinda erkek bireyi etkileyen herhangi bir belirlenen neden
olmadig1 halde infertilite goriilmektedir. Bu tip infertiliteye idiyopatik infertilite
denmektedir. Idiyopatik infertilitenin ortaya ¢ikisinda gevre kirliligi, reaktif oksijen
tiirleri, genetik veya epigenetik anomaliler gibi pek cok faktoriin bir arada etkili

oldugu diisiiniilmektedir (29, 30).

2.8. Serbest Radikaller

Aerobik solunum yapan canlilar metabolizmalar1 i¢in gerekli olan enerjiyi
elde etmek icin oksijeni suya indirgemektedirler. Oksijen indirgenirken serbest
oksijen radikalleri denilen iiriinler olusmaktadir (31). Serbest radikaller bir ya da
daha fazla eslesmemis elektron bulunduran olduk¢a reaktif molekiillerdir. Serbest
oksijen radikalleri normal fizyolojik kosullarda sinyal iletiminde rol alip,
homeositazin korunmasi igin gerekli olan 6nemli molekiillerdir. Ancak seviyeleri
normalden yiiksek oldugunda organizmada hasara neden olmaktadirlar (32). Serbest
radikallerin reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrogen tiirleri (RNS) denilen 2
yaygin ¢esiti bulunmaktadir (31). Siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, reaktif
hidroksil radikali ve peroksil radikali reaktif oksijen tiirleridir. Reaktif nitrojen tiirleri
nitrik oksit, nitr6z oksit, peroksinitrit, nitroksil anyonu ve peroksinitroz asit olmak

lizere 5 cesittir (32). Aerobik organizmalar, serbest radikallerin yol ac¢tigi hasari
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engellemek veya hasari en aza indirgemek amaciyla antioksidan savunma sistemleri
gelistirmistir (31). Oksidanlar (serbest radikaller) ve antioksidanlar arasindaki denge
bozuldugunda, oksidanlarin zararli etkileri ortadan kaldirilamaz ve oksidatif stres
denen durum ortaya ¢ikar. Oksidatif stres; mutasyonlara, hiicre transformasyonlarina,

kansere ve birgok sinir sistemi hastaliklarina neden olmaktadir (33).

2.8.1. Serbest radikallerin biyolojik kaynaklar:

Oksijenli solunum yapan canlilar ATP tiretmek i¢in oksijeni suya indirgemek
zorundadirlar. Oksijen suya indirgenirken radikallerin olusmas1 kag¢inilmaz
olmaktadir. Serbest radikallerin biyolojik kaynaklarindan bir digeri ise nétrofiller,
monositler ve makrofajlar gibi fagositik hiicrelerdir. Bu hiicrelerin fagositoz igin
kullandiklar1 mekanizma reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olmaktadir.
Biyolojik molekiillerin otooksidasyonlar1 da oksijen radikallerinin olusmasina neden
olmaktadir. Ornegin indirgenmis karbon bilesikleri oksidasyona yol agmaktadir.
Dolayisiyla lipidler, proteinler, karbonhidratlar DNA ve RNA gibi karbon igerikli

molekiiller bu durumdan etkilenmektedir (33).

2.8.2. Serbest radikallerin olusumuna etki eden diger faktorler

Elektromanyetik radyasyon suyun radyolozini tetiklemektedir. Suyun
radyolizi sonucu serbest radikaller olusarak hidroksil, peroksit gibi ROS tiirlerinin
olusumuna neden olmaktadir. Cevreye salinan toksinler oksidatif metabolizmay1
etkilemektedir. Endiistriyel bir atik olan karbon tetraklorid bu cesit toksine 6rnek
olarak verilebilir. Karbontetrakloriir karacigerde yiikseltgenerek oldukg¢a reaktif bir
molekiil olan trikloro metil radikaline dontismektedir. Pipo, puro ve sigara gibi tiitiin
tirtinlerinin dumanlar1 da bol miktarda reaktif radikal igermektedir. Tibbi tedavi
amaciyla kullanilan ilaglardan adriamisin, asetominofen ve parasetemoliin oksidatif

hasara yol agtig1 bilinmektedir (33).

2.9. Antioksidanlar

Aerobik canlilar, oksidatif stresin yol agabilecegi hasarlar1 engellemek iizere
antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir. Bu sistemler enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.

Enzimatik olmayan antioksidan sistemleri E vitamini, A vitamini ve - karoten gibi
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disaridan besin yoluyla alinabilen, serbest radikalleri dengeleyen bilesiklerden
olusmaktadir. Enzimatik antioksidan sistemleri biyolojik sistemlerde bulunan
stiperoksit dismutaz, GSH peroksidaz, katalaz gibi oksijen radikalleriyle reaksiyona
girip, viicut i¢in oldukga zararli olan bu bilesiklerin zararlarini ortadan kaldirmada

gorevli enzimlerden olusmaktadir (34).

2.9.1. Antioksidan savunma mekanizmalari

Antioksidan savunma sistemleri engelleme, durdurma ve tamir etme

mekanizmalarina sahiptirler (31).

Biyolojik sistemlerde bulunan bazi enzimler ve proteinler calisma
mekanizmalariyla radikal olusumu engellemekte veya radikal olusumu
gozlenmeksizin mekanizmalarini tamamlamaktadir. Sitokrom peroksidaz enzimi
birgok hiicresel oksijen indirgenme reaksiyonunda gérev almasina ragmen serbest
radikal olusumuna neden olmamaktadir. Riboniikleotid rediiktaz enzimi de
reaksiyonlart sirasinda radikal olusumunu engellemektedir. Demir ve bakir gibi agir
metallerin yol actifi hasar metal selasyon reaksiyonlariyla engellenmektedir. Bu
reaksiyonlarda ferritin, transferin gibi metal baglayici proteinler gorev almaktadirlar.
Boylece agir metallerin viicutta yol acgabilecegi lipid peroksidasyonu ve DNA

fragmantasyonu gibi hasarlar engellenmektedir (31).

Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri (a-tokoferol ( E vitamini)
gibi fenolik bilesikler) serbest radikallerin olusumuna yol acan reaksiyon zincirlerini
engelleyerek radikal olusumunu durdururlar. Enzimatik antioksidan sistemleri ise
oksidan bilesiklerini detoksifiye ederler. Glutation peroksidaz, siiperoksit dismutaz

ve katalaz gibi enzimler bu islevi gergeklestirirler (31).

Engelleme ve durdurma mekanizmalar1 tam olarak yeterli olmadiginda zararh
iriinler az miktarda da olsa olusmaya devam etmektedir ve bu firiinler viicutta
birikmektedir. Bu birikimler sonucunda DNA, hiicre membrani, proteinler ve diger
bilesikler zarar gormektedir. Bu zararlarin tamirinde gorev alan lipolitik enzimler ve

proteolitik enzimler gibi birgok enzim biyolojik sistemlerde mevcuttur (31).
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2.10. ROS ve Infertilite Tliskisi
2.10.1. Erkek iireme sisteminde ROS kaynaklari

Ejekiilatla birlikte disar1 atilan spermler pek cok sekilde reaktif oksijen
tirlerine maruz kalmaktadirlar. Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari endojen ve

ekzojen olmak tizere iki grupta incelenmektedir (32).

2.10.1.1. Endojen kaynaklar

Semen matiir ve immatiir spermiyumlar, epitel hiicreleri ve lokositler gibi
farkli hiicreleri icermektedir. Bu hiicreler ¢esitli sekillerde oksijen radikali
tiretmektedirler (32). Bunlardan en Onemlileri ROS iireticileri spermiyumlar ve
peroksidaz pozitif olan 16kositlerdir. Sperm iiretimi sirasinda spermlerde ortaya ¢ikan
ROS iretiminden sitoplazma artiklart sorumludur. Spermatogenezini basariyla
tamamlamis olan normal olgun spermlerinde plazma membranlarinda ve
mitokondrilerinde ROS iiretilmektedir (35). Peroksidaz pozitif 16kositlerin yaklagik
%60’1m1 notrofiller ve makrofajlar olusturmaktadir. Semendeki peroksidaz pozitif
16kositlerin kaynag: prostat ve seminal vezikiillerdir. inflamasyon ve enfeksiyon
varliginda 16kositler savunma mekanizmalar1 geregince oldukga yiiksek bir diizeyde

ROS iiretmektedirler (32, 35).
2.10.1.2. Ekzojen kaynaklar

Patolojik seviyede ROS iiretimine yol agan endiistriyel atiklar, sigara, alkol,

omurilik hasar1 ve varikosel gibi bir¢ok ekzojen kaynak bulunmaktadir (32).
2.10.1.2. ROS ve sperm fizyolojisi

ROS iiretiminin asir1 olmast patolojik sonuglara neden olsada, normal
seviyede iiretilen ROS fizyolojik bir dneme sahiptir. ROS, spermin olgunlasmasinda,
hiperaktivasyonunda, kapasitasyonunda, ve sperm-oosit birlesmesinde sinyal

tiretiminde rol alarak spermi pozitif bir sekilde etkilemektedir (32).
2.10.2. ROS’ un patolojik rolii

Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 liretimi plazma membranindaki igerigindeki

yag asitlerinin oksidatif yikimma neden olur. Bu olaya lipid peroksidasyonu denir.
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Lipid peroksidasyonu sperm hiicresinin plazma membraninin akiskanligina etki edip
spermin oositle birlesme kapasitesini diisiirmektedir (35). Oksidatif stres aksonemde
protein fosforilasyonuna etki ederek spermin hareketliligini diisiirmektedir. Buna ek
olarak, oksidatif stres ATP seviyesini diisiirerek, sperm hiicrelerinin kuyruk hareket
sikligin1 azaltmaktadir (11, 35). Oksidatif stres DNA bazlarinda degisikliklere neden
olarak DNA kirtlmalarina, nokta mutasyonlarina ve kromozomal degisimlere neden
olmaktadir (32, 35). Bunlara ek olarak, ROS iiretiminin asir1 olmasi1 mitokondrinin i¢
ve dis zarlarma etki eder; apoptozu uyaran kaspazlari aktive eden sitokrom c

proteininin salinimina neden olur ve apoptozisi artirir (36).
2.11. Akrilamid

Akrilamid reaktivitesi oldukc¢a yiiksek olan o-f doymamis bir karbonil
bilesigidir. Su aritimi, kozmetik ve kagit iiretimi gibi pek ¢ok alanda kullanilmak
tizere tretilen poliakrilamidin monomeridir (37). Bunlara ek olarak, karbonhidrattan
zengin besin triinlerinin (patates cipsi, ekmek ve gevrek gibi) yiiksek 1siya maruz
kalmas1 sonucunda da olusabilmektedir. Besinlerde bu sekilde akrilamid olusumu iki
sekilde gergeklesmektedir. Yiiksek karbonhidrat icerikli gidalarda bulunan serbest
asparajin yiiksek 1s1ya maruz kaldiginda, Maillard reaksiyonu ger¢eklesmektedir. Bu
reaksiyon sonucunda asparajin bilesenlerine ayrilmakta ve sonug olarak akrilamid
olusmaktadir. Benzer sekillerde akrilik asit, akrolein ve glutenin gecirdigi
reaksiyonlar sonucunda da akrilamid agiga cikabilmektedir (38). Hem endiistriyel
alanda kullanildigindan hem de tiiketilen birgok besinde bulunmasindan dolay:
akrilamide bir¢ok sekilde maruz kalinmaktadir (37). Yapilan ¢alismalarda
akrilamidin sinir sistemi ve iireme sistemi gibi pek ¢ok sisteme toksik bir etkisinin

oldugu bildirilmistir (39).
2.11.1. Akrilamidin metabolizmasi

Akrilamid sindirildikten sonra hizli bir sekilde biitiin viicuda yayilmaktadir.
Timus, karaciger, kalp, beyin ve bobrek gibi organlarda goriilebilmektedir. Bunlara
ek olarak plasentaya ve siite gecerek fetiisii ve yenidogan bebekleri etkilemektedir
(39). Akrilamid viicutta 2 sekilde metabolize edilmektedir. Ik yolak sitokrom p450
enzimleri olarak bilinen enzim sisteminin bir iyesi olan CYP2E enziminin

katalizorliigiinde akrilamidin yiikseltgenerek glisidamide doniismesidir (38, 40).
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Diger yol ise akrilamidin glutation S-transferaz enzimi katalizorliiglinde glutation ile
birlesmesidir. Yapilan c¢alismalar akrilamidin yaklagik %86’sinin idrarla birlikte
disar1 atildiginmi gostermektedir. Ancak idrarla disar1 atilan glisidamid miktar1 yok

denecek kadar azdir (38).
2.11.2. Akrilamidin norotoksik etkisi

Akrilamid kinesin ve dynein motor proteilerine baglanarak distal
aksonapatiye neden olup, kol ve bacaklarda hassasiyete ve giic kaybma yol
agcmaktadir (4, 41).

2.11.3. Akrilamidin genotoksik etkisi

Akrilamid genotoksik bir madde olup skrotal mezotelinoma, tiroid tiimorleri
gibi pek c¢ok kanser tiriine neden olmaktadir. Akrilamidin mikroniikleus,
kromozomal degisimler, kardes kromatid degisimleri ve mitoz boliinme anomalileri
gibi bircok genotoksik etkisi gozlenmektedir (6). Ayrica yapilan c¢alismalarda,
akrilamidin biyotransformasyonu sonucu olusan glisidamidin DNA’ya baglanarak
esey hiicrelerinde ve somatik hiicrelerde pek c¢ok mutasyona neden oldugu

gosterilmektedir (42).
2.11.4. Akrilamidin erkek iireme sistemine etkisi

Yapilan c¢aligmalar akrilamidin ve biyotransformasyonu sonucu olusan

glisidamidin tireme sistemine etki edip, infertiliteye yol agtigin1 géstermektedir (43).

Akrilamidin glisidamide doniisebilmesi i¢cin P450 enzim sistemlerinin bir
tiyesi olan CYP2E1 enziminin katalizorliigline gereksinimi vardir. Spermatositlerin
CYP2EI enzimini irettigi, dolayisiyla glisidamid olusumuna ortam hazirladig
bilinmektedir. Glisidamid dogrudan DNA’ya baglanip, sperm hiicreleri iizerinde
genotoksik bir etki yapmaktadir. Ayn1 sekilde akrilamid de DNA’ya baglanip DNA
hasarina ve mutasyonlara neden olmaktadir (42). Bunlara ek olarak spermatidlerin
protoaminlerine baglanarak gonad hiicrelerinin deformasyonuna ve sperm
hiicrelerinde morfolojik anomalilere neden olmaktadir (5). Akrilamid testis
dokusunda seminifer tiibiillerin epitel hiicrelerinin dejenerasyonuna yol agmaktadir.

Ayrica testis hiicrelerinin gen ekspresyonunu baskilayip spermatogenezi etkilemekte
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sperm rezervlerinin azalmasina neden olmaktadir (5, 42). Akrilamidin olusturdugu
oksidatif stresin bir sonucu olarak spermatositlerin ve spermatogonyumlarin kalitesi
diismektedir.  Akrilamid semende bulunan peroksidaz dismutaz ve glutation

peroksidaz gibi dnemli antioksidan enzimlerin aktivitesini diistirmektedir (42).
2.12. Lycium Barbarum (Kurt iiziimii)

Kurt iiziimii meyvesi; Cin, Tibet ve diger Asya iilkelerinde yetisen 1-2 cm
uzunlugunda, turuncu-kirmizi renkli bir meyvedir (44). Geleneksel Cin tibbinda
olduk¢a yaygin olarak kullanilan bitkilerden biridir (45). Yapilan ¢alismalar kurt
lizimiiniin sagliga bir¢ok etkisinin oldugunu gdstermektedir. Bu etkiler; kan sekerini
ve lipid seviyesini diislirmesi, sinir sistemini koruyucu bir etkisinin olmasi, yaglanma
karsit1 bir Ozelliginin oldugu, tiimor olusumunu engelledigi, stresi azaltici bir

etkisinin olmasi seklinde siralanabilmektedir (45-48).
2.12.1. Kimyasal bilesenleri

Lycium barbarum’un Kimyasal bilesenleri igerisinde en ¢ok bilinen
polisakkarit kompleksleridir. Polisakkarit kompleksleri asidik heteropolisakkaritler
ve polipeptidlerden olusan glikopolipeptid kompleksleridir. Miktarca degisiklik
gosterselerde polisakkaritler temel olarak 6 adet monosakkaritten olusmaktadirlar.
Bunlar ksiloz, glukoz, arabinoz, ramnoz, mannoz ve galaktoz monosakkaritleridir.
Lycium barbarum polisakkaritleri ayrica galakturonik asit ve 18 adet aminoasit
icermektedir (44).

Kurt iiziimiine kirmizi-turuncu rengini veren igerigindeki karotenoidlerdir.
Lycium barbarum ekstraktlarinda 11 adet serbest karotenoid ve 7 adet karotenid
esteri bulunmaktadir. Bu karotenoidlerin i¢inde en ¢ok bulunan zeaksantindir.

Zeaksantin 6zlellikle g6z sagligint koruyucu 6zelligi ile dikkat cekmektedir (44).

Polisakkaritler ve karetenoidlerin disinda Kkurt {iziimii biinyesinde betain,
serebrosit, beta-sitosterol, p-kumarik asit gibi pek c¢ok faydali bilesik ile birgcok
vitamin bulunmaktadir. Bunlara ek olarak K, Ca, Zn, Fe, Co, Mn, Se ve Mg gibi pek
¢ok mineral de bulunmaktadir (44).
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2.12.2. Metabolizmaya etkisi

Lycium barbarum igerigindeki 6 cesit monosakkarit sayesinde metabolizma
hizin1 arttirmaktadir. Polisakkaritleri endoplazmik retikulum hasarmi engelleyerek,
protein sentezini ve detoksifikasyonu arttirir. Karaciger hiicrelerinin  normal
fonksiyonunun yerine getirilmesinde ve karaciger rejenerasyonunda rol almaktadir.
Ayrica hepatosit sitokrom P450 enzim sisteminin bir {iyesi olan CYP2EI enziminin

ekspresyonunu inhibe etmektedir (44).

2.12.3. Antioksidan etkisi

Yapilan birgok caligma kurt tiziimiiniin bir antioksidan olarak organizmayi
koruyucu bir etkisinin oldugunu bildirmistir. Kurt {iziimiiniin SOD, CAT ve GSH-PxX
seviyesini arttirdigi ve MDA seviyesini diisiirdiigii bilinmektedir (44).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma igin Abant izzet Baysal Universitesi Yerel Etik Kurulu’ndan

13.01.2016 tarihinde, 2016/02 karar no ile izin alinmistir.

3.1. Deney Hayvanlarimin Temini ve Bakim

Deneyimizde kullanilan ratlar Abant izzet Baysal Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden alinmistir. 2-3 aylik, agirliklar
ortalama 300 gr olan 24 adet erkek Wistar albino rat kullanilmistir. Denekler 22 + 3
°C 1sida, 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ve %50-60 oraninda nemlendirilen bir
ortamda tutulmus ve ad libitum olarak beslenmistir. Beslenmede standart pellet yem

kullanilmuastir.

3.2. Lycium barbarum (Kurt Uziimii) Ekstraktinin Hazirlanisi

Ticari olarak satilan kurutulmus kurt iiziimi meyvesinden (Goji Form)
toplam 2 kg alindi. Oziitler taze olmasi bakimindan, haftalik hazirlandi. Kuru
meyveler blender yardimi ile pargalanip, toz haline getirildi. Toz haline getirilmis
meyveden 50°ser gr tartilip, ayri ayri erlenlere konuldu. Uzerlerine 500’er ml
%100’lik etanol ilave edilerek, calkalamali su banyosunda 40 °C’de 24 saat
ekstraksiyon yapildi. Daha sonra oziitler filtre kagidi ile siiziilerek, filtrasyon islemi
yapildi. Kalan sivi kisim, fenolik maddelerin bozulmamasi igin, 40 °C’yi
gecmeyecek sicaklikta, rotary evaporatdr ile ucuruldu (Sekil 3.1). Oziitiin tam kuru
halde elde edilebilmesi i¢in, en son kalan u¢mayan sivi sulu kisim -60 °C’de
liyofilize edilerek uguruldu. Elde edilen etanol o6ziitii (Sekil 3.2) kullanim siiresi
boyunca, buzdolabinda -20 °C’de muhafaza edildi (45).
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Sekil 3.1. Kurt iiziimii ekstraktimin hazirlanisi.

Sekil 3.2. Kurt iiziimii ekstrakt.

3.3. Deney Gruplarinin olusturulmasi

24 adet rat her grupta 6’sar tane olmak iizere 4 gruba ayrildi. Gruplar
asagidaki gibidir:
1-Grup 1 (G1) (Akrilamid Grubu): Bu gruba birbirini takip eden 5 giin boyunca
gavaj yoluyla 50 mg/kg (6) distile suda ¢6ziinmiis akrilamid verildi.
2-Grup 2 (G2) (Akrilamid ve Kurt Uziimii Grubu ): Bu gruba 5 giin boyunca 50
mg/kg distile suda ¢oziinmiis akrilamid ve 200 mg/kg (46) kurt liziimi ekstrakti
gavaj yoluyla verildi.
3- Grup 3 (G3) (Kontrol Grubu): Bu gruptaki deneklere herhangi bir islem

uygulanmadi.
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4-Grup 4 (G4) (Kurt Uziimii Grubu): Bu gruptaki deneklere 5 giin siireyle 200 mg/kg

kurt izimiu ekstrakti verildi.

3.4. Orneklerin Alinmasi

5. giiniin sonunda hayvanlar intramiiskiiler olarak 90 mg/kg ketamin 10
mg/kg ksilezin ile muamele edilerek sakrifiye edildi. Kalpten alinan kan
biyokimyasal analizler icin tiiplere alindi. Sol testis ve sol epididimis tespit edilip,
parafin blok hazirlanmak {izere %10’luk formaldehit ¢ozeltisine alindi. Sag testis ve
sag epididimisin bir kism1 biyokimyasal analizler i¢in PBS ¢6zeltisine alinip — 80°‘e
konuldu. Sag epididimisin kauda kism1 sperm analizleri i¢in ayri bir kapta PBS’ye

alindi.

3.5. Orneklerin incelenmek Uzere Hazirlanmasi

PBS c¢ozeltisine konan sag epididimisin kaudast bir miktar PBS ile birlikte
petri kabma alindi. Insulin ignesinin ucu biikiilerek kauda parcalandi (Sekil 3.3).
Tiibiillerin igindeki spermlerin agiga ¢ikmasi amaglandi. Kauda pargalandiktan sonra
parcali stvidan 6rnek alinarak lamlara yayildi ve kurumaya birakildi.

%10’ luk formaldehit ¢ozeltisindeki testis ve epididim dokular1 Tablo 3.1°de

belirtilen siirelerle histolojik takip islemlerinden gecirilerek parafine gomiildii.

26



Tablo 3.1. Doku takibi islemleri.

Musluk suyunda dokularin yikanmasi 30 dk
%70’ lik Etil Alkol 1-2 saat
%80’ lik Etil Alkol 1-2 saat
%96’ lik Etil Alkol 1 saat
%96’ lik Etik Alkol 1 saat
%100’ lik Etil Alkol 1 saat
%100’ lik Etil Alkol 1 saat
Ksilen 1 1 saat
Ksilen 2 1 saat
Ksilen+ Parafin 30 dk
Parafin 1 2-3 saat
Parafin 2 2-3 saat
GOmme -
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Sekil 3.3. Kauda epididmisin parcalanisi.
3.6. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Hazirlanan bloklardan 2-3 mikron kalinliginda kesitler alinarak lamlara
konuldu. Kesitler 151k mikroskobunda degerlendirilmek tizere H&E (Hematoksilen-

eozin), PAS, Masson Trikrom boyamasi, TUNEL ve Ki67 boyamalariyla boyandi.

3.7. Hemotoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Kesitler etiivde 30 dk deparafinize edildi. Daha sonra 2’ser dk ksilol I ve
ksilol II’de tutuldu. Ksilolden ¢ikarilan kesitler 1’er dk olmak tizere absolii alkol I ve
absolii alkol II’de tutuldu. Bu islemin ardindan kesitler musluk suyunda yikandi.
Daha sonra 5 dk hemotoksilen (Harris hemotoksilen (BESLAB, Referans No:BS-
002) boyasinda tutuldu. Boyadan ¢ikarilan kesitler musluk suyunda yikandi. Bu
islemden sonra 2 kez asit alkole daldirilip ¢ikarildi. Musluk suyundan alinan kesitler
10 sn. amonyakli suda bekletildi. Kesitler daha sonra musluk suyunda yikandi.
Yikanan kesitler 2 dk %80’lik alkolde bekletildi. Daha sonra kesitler alkolden
alinarak 1dk. eozin (Merck ) boyasinda bekletidi. Eozinden alinan kesitler artan
dereceli alkol serilerinden ( 2’ser dk 2 ayr1 %96’lik alkol , 2’ser dk. 2 ayr1 absolii
alkol) gegirilerek ksilol I ve ksilol I’ de 2’ser dk bekletildi. Daha sonra {izerlerine

entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

28



3.8. PAS ( Periodic acid Schiff) Boyasinin Hazirlanis1 ve Boyama Protokolii

3.8.1. Coeleman’s Schiff hazirlamisi

1 gr bazik fuksin, 200 ml 60 °C distile su ile karistirildi. Bu karisim kaynama
noktasina kadar 1sitildi ve sogumasi beklendi. Soguduktan sonra lizerine 2 gr
potasyum metabisiilfit, 10 ml 1 N HCI ilave edildi. 24 Saat beklenildikten sonra 0.5
gr aktif karbon ilave edildi. 1 dk ¢alkalandi. Karisim seffaflasana kadar filtre edildi.

Kullanilmak tizere buzdolabinda ve karanlikta saklandi.

3.8.2. Periyodik asit hazirlanisi

0.5 gr periyodik asit 100 ml distile su ile karistirildi.

3.8.3. Boyama protokolii

Kesitler 30 dk etiivde bekletildi. Daha sonra 2’ser dk ksilol I ve ksilol II’de
bekletildi. Ksilolden alinan kesitler azalan dereceli alkol serilerinden gegirildi
(absolii alkolde 2 dk, %95’ lik alkolde 2 dk, %70’lik alkolde 2 dk). Alkol
serilerinden alinan kesitler distile suda yikandi. Bu islemden sonra kesitler % 0.5 ‘lik
periyodik asitte 7 dk bekletildi. Periyodik asitten alinan kesitler hazirlanmis olan
Colemans Schiffte 35 dk bekletildi. Kesitler bu iglem bittikten sonra musluk suyunda
yikandi. Musluk suyundan alinan kesitler 30 sn Mayers hemotoksilenle muamele
edildi. Kesitler daha sonra musluk suyuyla yikandi. Bu islemin ardindan kesitler
artan dereceli alkol serilerinden gegirildi ( %95°lik alkolde 2 dk, absolii alkolde 2
dk). Daha sonra ksilol I ve ksilol II’ de 2’ser dk bekletildi. Ksilolden alinan kesitler
entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

3.9. Masson Trikrom Boyama Protokolii

Masson trikrom boyamasi i¢in Australian Biostain markali (Kod: RRSK20-
100) hazir boya kitleri kullanildi. Kesitler etiivde 30 dk bekletildi. Etiivden alinan
kesitler ksilol I ve ksilol II” de 2’ser dk bekletildi. Ksilollerden alinan kesitler azalan
dereceli alkol serilerinden gegcirildi. Daha sonra musluk suyunda yikandi. Miktarca
yeterli olacak sekilde hematoksilen A ve hematoksilen B esit hacimlerde karistirildi.
Karigim kesitlerin iizerine damlatilarak 20 dk beklendi. Siire bitiminden sonra
kesitler musluk suyunda yikandi. Kesitler daha sonra alinarak 2 kez %]1’lik asit

alkole batirilip ¢ikarildi. Bu islemden sonra kesitler tekrar musluk suyunda yikandi.
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Kesitler sudan alinarak 5 dk Ponceau Fuksin soliisyonunda bekletildi. Daha sonra
kesitler deiyonize suda yikandi. Sudan alinan kesitler 10 dk fosfotungustik asitle
muamele edildi. Bu islemden sonra kesitlere metilen mavisi damlatilip 5 dk beklendi.
Daha sonra kesitler artan dereceli alkol serilerinden gegirildi. Alkol serilerinden
alinan kesitler ksilol I ve ksilol I1I’de 2’ser dk bekletildi. Bu islemden sonra entellan

damlatilarak lamelle kapatildu.

3.10. TUNEL Boyama Protokolii

Bu boyamada Merck Millipore markali ApopTag Peroxidase In Situ Cell
Detection Kit (S7100) kullanildi. Kesitler 60°C” deki etiivde 2 saat bekletildi. Daha
sonra ksilol I, ksilol II ve ksilol III’te 5’er dk bekletildi. Bu islemin ardindan azalan
alkol serilerinden gegcirildi. Alkol serilerinden alinan kesitler distile su ile 25 kat
sulandirilmis olan Thermo Scientific markali PBS (Phosphate Buffered Saline)
soliisyonunda 5 dk bekletildi. PBS’den alinan kesitlerin {izerine 20 pl proteinaz K
damlatilip 15 dk oda sicakliginda beklendi. Bu islemden sonra distile su I ve distile
su II’ de 2’ser dk yikandi. Sudan alinan kesitlerin etrafi Pap pen ile ¢izildi. Kesitler
daha sonra 5 dk hidrojen peroksitle muamele edildi. Daha sonra 2’ser kere PBS ile
yikandi. PBS’den alinan kesitler silkelenerek kesitlerin tlizerindeki fazla sivilar
giderildi. Bu islemin ardindan her bir kesite 75 ul/5 cm? olacak sekilde dengeleyici
buffer damlatildi. 10 sn oda sicakliginda beklendi. Daha sonra her bir kesite 55 pl/5
cm? olacak sekilde TdT (Terminal deoxynuclotidyl Transferase) enzimi (33 ul Tdt
enzimi stok soliisyonu ile 77pl reaksiyon tampon soliisyonu karigtirilarak elde
edildi.) damlatildi. Kesitlerin tizeri parafilmle kaplandi. 1 saat 37°C’de bekletildi. Bu
sirada durdurucu yikayici buffer (stop wash buffer) hazirlandi. Bu islemin ardindan
kesitler 3 kere PBS soliisyonu ile yikandi. Yikama isleminden sonra silkelenerek
kurutulan kesitlerin iizerine 65 ul/Sem? olacak sekilde antiqoxigenin konjugati
damlatilarak 30 dk oda sicakliginda beklendi. Daha sonra 4 defa PBS ile yikandi.
DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojenden (Scytek Laboratories, Referans No:
ACKI125) 50 ul ve DAB substrattan (Scytek Laboratories, Referans No: ACC125) 1
ml alinarak hazirlanan DAB soliisyonundan her bir kesite 50 pl damlatildi ve 5 dk
beklendi. Bu islemin ardindan kesitler distile su ile yikandi. Yikanan kesitlerin
tizerine dokuyu ortecek kadar sulandirilmis Mayer’s hematoksilen (Abcam , katalog
no: ab128990) damlatildi. 40 sn bekletildi. Daha sonra kesitler distile su ile yikandi.
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Bu islemin ardindan kesitler 30’ar sn artan dereceli alkol serilerinden gegirildi. Alkol
serilerinden alinan kesitler ksilol I ve ksilol II’ de 1’er dk bekletildi. Ardindan

entellan damlatilip lamelle kapatildi.

3.11. Ki67 Boyama Protokolii

Kesitler 1 gece 37°C etiivde bekletildi. Etiivden alinan kesitler ksilol I,
ksilol II ve ksilol III’de 5’er dk bekletildi. Daha sonra 5’er dk azalan dereceli alkol
serilerinden gegirildi. Alkol serilerinden alinan kesitler distile su ile yikandi. Daha
sonra PBS ile yikandi. Kesitler sitrat buffer (Thermo Scientific) dolu kaba dizilerek
mikrodalgada 360 watta 3 kere 4 dk kaynatildi. Daha sonra kesitler mikrodalgadan
cikarilarak sogumasi beklendi. Kesitler soguduktan sonra etrafi Pap pen ile ¢izildi.
Bu islemin ardindan kesitlere iizerlerini Ortecek kadar peroksit blok damlatildi. 10
dk. oda sicakliginda beklendi. Kesitler daha sonra PBS ile yikandi. Uzerlerindeki
fazla siv1 silkelenerek UV block damlatildi. Oda sicakliginda 5 dk beklendi. Daha
sonra Thermo Scientific markali seyretilmis Ki 67 primer antikoru (Katalog No: RB-
9043-R7) kesitlerin tlizeri kaplanacak sekile damlatildi. Kesitlerin tizeri parafilm ile
ortiildii. +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra kesitler
PBS ile yikandi. Daha sonra kesitlere Thermo scientific markali sekonder antikor Kiti
(Ref: TP-060-HL LOT: PHL100413) kullanilarak boyama islemine devam edildi.
Sekonder antikor (biotinylated-goat anti-polyvalent) damlatildi. 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan kesitler PBS ile yikandi. Yikama
isleminden sonra kesitlere HRP (Horseradish peroxidase) enzimi damlatilarak 15 dk
beklendi. Bu sirada DAB kromojen hazirlandi. Boyanin 151ga maruz kalmamasina
0zen gosterildi. Siire dolduktan sonra kesitler PBS ile yikandi. Her bir kesite 50 ul
DAB boyast damlatildi. 5 dk beklendi. Daha sonra kesitler distile su ile yikandi. Bu
islemden sonra mayer ‘s hemotoksilen seyreltilerek kesitlerin tizeri ortiilecek sekilde
damlatildi. 40 sn beklendi. Daha sonra kesitler distile su ile yikandi. Sudan alinan
kesitler her birinde 30’ar saniye bekletilmek iizere artan dereceli alkol serilerinden
gecirildi. Alkol serilerinden alinan kesitler ksilol I ve ksilol 11’ de 1’er dk bekletildi.

Bu islemden sonra kesitlere entellan damlatilarak lamelle kapatildi.
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3.12. Anilin Mavisi Hazirlanis1 ve Boyama Protokolii

Once PBS soliisyonu hazirlandi. Anilin mavisinden (Carlo Erba Reagent) 5 gr
tartilarak 100 ml PBS soliisyonuna konuldu. Karisim kaynayincaya kadar 1sitildi.
Daha sonra sogumaya birakildi. Karisim soguduktan sonra filtre kagidi ile siiziildii.
Daha sonra karigimin pH*1 3.5 olacak sekilde % 100’lik asetik asitle titre edildi.

% 3’liik gluteraldehitte fikse edilmis sperm ornekleri 7 dk hazirlanan anilin

mavisinde bekletildi. Daha sonra PBS ile yikandi.
3.13. Sonuglarin Degerlendirilmesi

3.13.1. Histolojik degerlendirme

Olympus CX21 markali 151k mikroskobuyla histolojik degerlendirme yapildi.
Seminifer tiibiil yapilari, bag dokusu yapisi ve damar yapilar incelendi. inceleme
sonunda her bir deney grubundan NIS elements D goriintiileme sistemi ve Nikon

Eclipse 80i dijital kamerali mikroskop kullanilarak gorintiiler elde edildi.
3.13.2. Morfolojik degerlendirme

3.13.2.1. Sperm sayim

Epididimisin kaudasinin pargalanmasiyla elde edilen spermlerden alinan
ornekler Makler lami ile 100 karede sayildi. Elde edilen veriler istatiksel analiz i¢in

kullanildi.

3.13.2.2. Spermatogonyum sayimi

Her bir ornekten rastgele 10’ar adet seminifer tiibiil secilerek TUNEL ve
Ki67 boyamalariyla  immunohistokimyasal olarak isaretlenen  apoptotik
spermatogonyum hiicreleri ve proliferatif spermatogonyum hiicreleri sayildi. Elde

edilen veriler istatistiksel analizlerde kullanilmak tizere kaydedildi.
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3.13.3. Istatiksel degerlendirme

Calismamizda elde edilen veriler IBM SPSS statistics version 20 programiyla
degerlendirildi. Verilerin dagilimi Sharpio-Wilk normalite testi ile degerlendirildi.
Gruplarin normal dagilim gosterdigi verilere tek yonlii varyans analizi ve t test
yapildi. Tek yonli varyans analizi yapilirken varyanslarin homojen dagilip
dagilmamasina bakildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile oOlgiildi.
Varyanslarin homojen oldugu durumda Tukey HSD post hoc testi, homojen olmadigi
durumda Tampane’s T2 post hoc testi yapildi. Verilerin normal dagilim gostermedigi
durumlarda ise Kruskal Wallis testi ve Mann-Whitney U testi yapildi.

Test sonuglart degerlendirilirken p degerinin 0.05’ten kiigiik ve esit oldugu

durumlarda gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edildi.
3.13.4. Biyokimyasal degerlendirme

3.13.4.1. Antioksidan analizi

Biovision’ un lipid peroxidation (MDA) colorimetric/ fluorometric assay Kiti
(katalog no:K739-100), Bioassay systems’in EnzyChrom™ superoxide dismutase
assay kiti (ESOD-100) ve Genteur’un EnzyChrom™ catalase assay kiti (ECAT-100)
kullanilarak protokole uygun bir sekilde testis dokularinda MDA, CAT ve SOD
degerleri olgiildii. Olgiimler Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda yapildi.
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3.13.4.1.1. MDA analizi

Calisma icin alman doku o6rnekleri firma Onerileri dogrultusunda homojenize
edildi. Siipernatantlar elde edildi. Calismaya baslamadan once kitler/tiim reaktifler
oda sicakligina getirildi. Reaktifler homojen olmalar1 i¢in vortekslendikten sonra
calismada kullanildi. Testin degerlendirilmesinde kullanilacak olan standartlar,
enzimler {retici firma Onerileri dogrultusunda diliie edildi. Test sonuglar
standartlarin 532 nm’de Olgiilen optik densitelerine/yogunluklarina gore ¢izilen
grafik dikkat alinarak degerlendirildi. Kitler/reaktifler oda sicakligina geldikten
sonra; 96’lik bos plate’e siras1 ile 200 pL 6rnekler pipetlendi. Reaktifler ¢alisilacak
ornek sayisina gore hazirlandi. Tiim reaktifler hazirlandiktan sonra 600 uL TBA
(Thiobarbituric acid) standartlar dahil tim kuyucuklara pipetlendi ve 95 °C’de 60
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda plate nazikce calkalandi. Hig
bekletilmeden 532 nm’de (ODs32nm) Okutuldu.

3.13.4.1.2. CAT analizi

Calisma icin alinan doku 6rnekleri firma Onerileri dogrultusunda homojenize
edildi. Siipernatantlar elde edildi. Caligmaya baslamadan once kitler/tlim reaktifler
oda sicakligina getirildi. Reaktifler homojen olmalar1 icin vortekslendikten sonra
caligmada kullanildi. Testin degerlendirilmesinde kullanilacak olan standartlar,
Enzimler iretici firma Onerileri dogrultusunda diliie edildi. Test sonuglar
standartlarm 570 nm (550 ile 585 nm aras1)) de Olglilen optik
densitelerine/yogunluklarina gore ¢izilen grafik dikkat alinarak degerlendirildi.
Kitler/reaktifler oda sicakligina geldikten sonra; 96 lik bos plate’in ilk kuyucuguna
“Blank/Bos kuyucuk” olarak degerlendirilmek iizere sadece 10 puL Assay buffer
pipetlendi. Ardindan siras1 ile 10 pL 6rnekler pipetlendi. Reaktifler calisilacak 6rnek
sayisina gore hazirlandi. Tim kuyucuklara 90 pL substrat ekelenerek katalaz
reaksiyonu baslatildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra
kit igerisinde bulunan Dye Reagent ve HRP (Horse Radish Peroksidase) Enzimi
pipetlenerek yine oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan
Detection Reagent standartlar dahil tim kuyucuklara eklendi. Oda sicakliginda 10
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda plate nazikce calkalandi. Hig
bekletilmeden 570 nm’de (ODs7onm) Okutuldu. Bu deger ODs7onm Olarak kabul edildi.
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3.13.4.1.3. SOD analizi

Calisma icin alman doku o6rnekleri firma Onerileri dogrultusunda homojenize
edildi. Siipernatantlar elde edildi. Calismaya baslamadan once kitler/tiim reaktifler
oda sicakligia getirildi. Xantine reaktifi/reagent bulanik olabileceginden kisa siireli
vortekslendi. Enzimler vortekslendikten sonra caligmada kullanilincaya kadar buz
tizerinde bekletildi. Testin degerlendirilmesinde kullanilacak olan standartlar firma
onerileri dogrultusunda diliie edildi. Sirasiyla 3.0, 2.4, 1.8, 1.2, 0.54, 0.24, 0.12 ve
0.0 (U/mL) olacak sekilde seri standartlar elde edildi. Test sonuglar1 standartlarin 440
nm de oOlgiilen optik densitelerine/yogunluklarina gore cizilen grafik dikkat alinarak
degerlendirildi. Kitler/reaktifler oda sicakligina geldikten sonra; 96 lik bos plate’e 20
pnL SOD standartlar1 ve ardindan sirasi ile 6rnekler pipetlendi. Reaktifler calisilacak
ornek sayisina gore hazirlandi. Her bir kuyucuga 160 pL Assay buffer, 5 pL
Xanthine ve 5 nL. WST-1 pipetlendi. Hemen ardindan multihanel/gok kanall1 pipet
yardimi ile 20 pL. XO enzim pipetlendi. (Enzim pipetlenmesi ¢cok hizli ve seri olmasi
gerektigi icin ¢ok kanalli pipet tercih edildi. Plate nazik¢e calkalandi. Hig
bekletilmeden 440 nm’de (ODggonm) Okutuldu. Bu deger ODy olarak kabul edildi.
Daha sonra plate oda sicakliginda 60 dakika inkiibasyona birakildi. Plate 440 nm’de
yeniden okutuldu (OD440nm).

3.13.4.2. Hormon analizi

Serumdaki testesteron ve FSH degerleri ElabScience’n elisa kitleri (Katalog
No: E-EL0072 ve Katalog No: E-ELR0391) kullanilarak Abant Izzet Baysal
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda 6lgiidii.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhiklar

Akrilamid grubu (G1), akrilamid+kurt tiziimii grubu (G2) ve kurt {iziimii
grubu (G4) deneklerinin, deney oOncesi ve deney sonrasi agirliklart
karsilagtirildiginda, biitiin gruplarda azalis gozlendi (Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil
4.3). Gozlenen bu azalis karsilagtirilmali t testi ile istatiksel olarak degerlendirildi
(Tablo 4.1). G1°deki deneklerin ve G2°‘deki deneklerin deney oOncesi ve deney
sonrast agirliklarindaki azalis arasinda anlamli bir fark bulunurken (G1 i¢in p=0,018,
G2 i¢in p=0,013), G4’teki deneklerin agirliklarindaki azalis arasinda anlamli bir fark
gbzlenmedi (G4 i¢in p=0,070).

350

300
250
200

150 B G1 Deney Oncesi

100 G1 Deney Sonrasi

Viicut agirhiklari (gr)

a1
o

1 2 3 4 5 6

Denek numarasi

Sekil 4.1. Akrilamid grubunun deney oncesi ve deney sonrasi viicut agirhklari.
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150 - ® G2 Deney Oncesi

100 - " G2 Deney Sonrast

Viicut agirhiklar: (gr)

1 2 3 4 5 6
Denek numarasi

Sekil 4.2. Akrilamid+Kurt iiziimii grubunun deney 6ncesi ve deney sonrasi agirhklari.
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150 ® G4 Deney Oncesi

100 - 2G4 Deney Sonrasi

Viicut agirhklar (gr)

a1
o
I

1 2 3 4 5 6

Denek numarasi

Sekil 4.3. Kurt iiziimii grubunun deney oncesi ve deney sonrasi agirhiklari.
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Tablo 4.1. Gruplarin viicut agirhiklarimin tanimlayici istatistik degerleri (gr).

Tammlayici Istatistik Degerleri

Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median p Degeri

Sapma
Gl 6nce 270,0 19,5 256,0 308,0 262,5 p=0,018"
G1 sonra 256,5 16,02 235,0 280,0 252,5
G2 6nce 276,3 37,8 237,0 327,0 262,0 p=0,013*
G2 sonra 248,5 36,2 200,0 299 243,0
G3 235,6 31,6 275,0 195,0 241,5
G4 once 246,5 39,2 201,00 300,0 245 p=0,070
G4 sonra 243 40,3 200 298 240

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular
4.2.1. Sperm morfolojisi ve sayisi

Gruplarin spermleri incelendiginde morfolojik olarak normal olduklari
gorildii. Sperm DNA biitiinliigiinii incelemek iizere yapilan anilin mavisi
boyamasinda agik mavi boyananlar (-), koyu mavi boyananlar (+) olarak
degerlendirildi. Tiim gruplarda sperm DNA biitlinligiiniin korundugu goriiliip,

gruplar arasinda fark goriilmedi (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Sekil 4.4. Akrilamid grubuna ait sperm yaymasi (20X).

50 pm

Sekil 4.5. Akrilamid+Kurt Uziimii grubuna ait sperm yaymasi (20X).

39



Sekil 4.6. Kontrol grubuna ait sperm yaymasi (20X).

Sekil 4.7. Kurt Uziimii grubuna ait sperm yaymasi (20X).
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Gruplarin sperm sayilart karsilastirildiginda akrilamid uygulanmis gruplarda
azalma olmasina karsin, istatiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmamistir. Gruplarin
ortalama sperm sayisi Sekil 4.8’de, tanimlayici istatistik degerleri Tablo 4.2’de

gosterildi.

Gruplarin Ortalama Sperm
Sayisi (x10°)

25
24
23
22
21
20

Gl G2 G3 G4

Sekil 4.8. Gruplarin ortalama sperm sayisi.

Tablo 4.2. Gruplarin sperm sayilarinin tammlayicr istatistik degerleri (x10°).

Tammlayici Istatistik Degerleri
Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median p degeri
Sapma
Gl 22,00 5,05 15,00 30,00 23,00
G2 23,1 9,43 11,00 37,00 21,00 0,925
G3 25 9,78 13,00 35,00 26,00
G4 241 8,4 11,00 40,00 23,5
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4.2.2. Hematoksilen- Eozin, Masson Trikrom ve PAS boyamalari

4.2.2.1. Kontrol grubu

Bu gruptaki deneklerin hemotoksilen-eozin ile boyanmis testis kesitleri
incelendiginde spermatogenik seri hiicrelerinin biitiinligiiniin korundugu ve normal
yapida olduklar1 gézlendi. intertisyal dokuda homojen olarak dagilan seminifer tiibiil
yapilar1 diizgiin olarak gozlendi. Seminifer tiibiillerde Sertoli hiicreleri ve intertisyal
alanda Leydig hiicreleri gézlendi (Sekil 4.9). Bag dokuyu gézlemlemek igin Masson
trikrom ile boyanmis testis kesitleri incelendigide, intertisyal alanda gevsek bag
doku, lenf ve kan damarlar1 gézlendi (Sekil 4.10). Bazal membrani gozlemlemek i¢in
PAS ile boyanan testis kesitleri incelendiginde diizgiin bir yapida oldugu goriildii
(Sekil 4.11).

Bu gruptaki deneklerin hemotoksilen-eozin ile boyanmis epididimis kesitleri
incelendiginde, epididimis kanallarin1 doseyen, diizgiin dizilmis yalanci ¢ok kath
streosilyal1 epitel, epitelin bazaline yerlesen esas hiicreler ve kanallarin i¢inde
hareket kazanmakta olan sperm hiicreleri goriildii. Epididimis kanallarinin etrafini
saran ince bir diiz kas tabakas1 gozlendi (Sekil 4.12). Bag dokuyu gézlemlemek igin
yapilan Masson trikrom ile boyanmis epididimis kesitleri incelendiginde, epididimis
kanallarint gevreleyen gevsek bag dokusu ve kan damarlart gozlendi (Sekil 4.13).
Bazal membran1 gozlemlemek {izere PAS ile boyanan epididimis kesitleri

incelendiginde diizgiin bir yapida olduklari gézlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.10. Kontrol grubuna ait normal yapidaki seminifer tiibiiller (20X).
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Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait normal yapidaki seminifer tiibiiller (4X).
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Sekil 4.12. Kontrol grubuna ait normal yapidaki epididimis kanallar: (4X).
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Sekil 4.14. Kontrol grubuna ait normal yapidaki epididimis kanallari (4X).
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4.2.2.2. Akrilamid grubu

Bu gruptaki oOrneklerin testis dokusu hematoksilen-eozin boyamasiyla
incelendiginde ¢ok sayida seminifer tiibiil limeninde hiicre dokiintiileri (Sekil 4.15)
ve baz tiibiillerde rezidual cisimcikler (Sekil 4.16) gozlendi. Bazi tiibiillerde mayoz
boliinme asamalar ayirt edildi. Bunlara ek olarak, bazi seminifer tiibiillerde vakuol
yapilarina rastlandi (Sekil 4.17). Seminifer tiibiillerde agir dejenerasyon gozlenmedi.
Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri normal bir sekilde gozlendi (Sekil 4.18).
Masson trikom boyamasiyla boyanmis kesitler incelendiginde, ara bag dokuda artis
gozlenmedi (Sekil 4.19). PAS boyamasiyla boyanan kesitler incelendiginde, bazal
membranda herhangi bir kalinlagsma gozlenmedi (Sekil 4.20).

Bu grubun epididimis kesitleri incelendiginde, epididimis kanallarinda, kanal
cevreleyen dokularda ve sperm rezervlerinde herhangi bir degisiklik gozlenmedi
(Sekil 4.21). Ara bag doku artis1 (Sekil 4.22) ve bazal membran yapisinda bir
degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.16. Akrilamid grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.17. Akrilamid grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.18. Akrilamid grubuna ait seminifer tiibiiller (20X).
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Sekil 4.19. Akrilamid grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).

Sekil 4.20. Akrilamid grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.21. Akrilamid grubuna ait epididimis kanallar1 (4X).

Sekil 4.22. Akrilamid grubuna ait epididimis kanallar1 (4X).
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Sekil 4.23. Akrilamid grubuna ait epididimis kanallar1 (4X) .

4.2.2.3. Akrilamid+Kurt Uziimii grubu

Bu gruptaki deneklerin hemotoksilen-eozin ile boyanan testis kesitleri
incelendiginde bazi tiibiillerde vakuol yapisi gozlendi (Sekil 4.24). Akrilamid
grubunda oldugu gibi rezidual cisimciklere ve tiibiil liimeninde hiicre dokiintiilerine
rastlanmadi (Sekil 4.25). Spermatogenik hiicre serileri normal olarak gozlendi.
Sertoli hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde bir degisiklik gozlenmedi. Bag dokuyu
incelemek tizere yapilan Masson trikrom boyamasiyla boyanan testis kesitleri
incelendiginde, bag dokuda kalinlasma goriilmedi (Sekil 4.26). Bazal memrabrani
incelemek icin PAS boyamasiyla boyanan kesitler incelendiginde, normal oldugu

gozlendi (Sekil 4.27).

Bu gruptaki deneklerin hematoksilen-eozin ile boyanan epididimis kesitleri
incelendiginde, epididimis kanalin1 ddseyen epitel, kanali ¢cevreleyen doku ve sperm
rezervlerinin normal oldugu gozlendi (Sekil 4.28). Epididimis kesitlerinin bag
dokusunu gozlemlemek i¢in Masson trikromla boyanan kesitler incelendiginde, bag
dokuda kalinlasma gozlenmedi (Sekil 4.29). Epididimis kanallarinin bazal
membranlarin1 gézlemlemek i¢in PAS boyamasiyla boyanan kesitler incelendiginde

bir degisiklige rastlanmadi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.24. Akrilamid+Kurt iiziimii grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).

Sekil 4.25. Akrilamid+Kurt iiziimii grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.27. Akrilamid+Kurt iiziimii grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.28. Akrilamid+Kurt iiziimii grubuna ait epididimis kanallari (4X).

Sekil 4.29. Akrilamid+Kurt Uziimii grubuna ait epididimis kanallar1 (4X).
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500 pm

Sekil 4.30. Akrilamid+Kaurt iiziimii grubuna ait epididimis kanallar: (4X).
4.2.2.4. Kurt iiziimii grubu

Bu gruptaki deneklerin hemotoksilen-eozin ile boyanmis, Masson trikrom ile
boyanmis ve PAS boyamasiyla boyanmus testis kesitleri (Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil
4.33) ile epididimis kesitleri (Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36) incelendiginde,

kontrol grubuyla benzer sonuglar gozlendi.
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Sekil 4.31. Kurt Uziimii grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.32. Kurt Uziimii grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.33. Kurt Uziimii grubuna ait seminifer tiibiiller (10X).
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Sekil 4.34. Kurt Uziimii grubuna ait epididimis kanallar1 (4X).



Sekil 4.36. Kurt Uziimii grubuna ait epididimis kanallar1 (4X).
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4.2.3. immunohistokimyasal bulgular

4.2.3.1. TUNEL boyamasi

Apoptotik spermatogonyumlart tespit etmek amaciyla yapilan TUNEL
boyamasi degerlendirildiginde; akrilamid grubu (G1) ( Sekil 4.37) ve akrilamid+kurt
tizimii grubundaki (G2) (Sekil 4.38) TUNEL (+) spermatogonyumlarin, kontrol
grubu(G3) (Sekil 4.39) ve kurt iizimi (G4) (Sekil 4.40) grubuna gore daha fazla
oldugu saptandi.

100 um

Sekil 4.37. Akrilamid grubuna ait TUNEL (+) boyanan spermotogonyumlar (10X).
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Sekil 4.38. Akrilamid+Kurt Uziimii grubuna ait TUNEL (+) boyanan spermatogonyumlar
(10X).

Sekil 4.39. Kontrol grubuna ait TUNEL (+) boyanan spermotogonyumlar (10X).



Sekil 4.40. Kurt Uziimii grubuna ait TUNEL (+) boyanan spermotogonyumlar (10X).

Gruplar arast TUNEL (+) spermatogonyum sayilarini istatiksel olarak
degerlendirmek igin, 1s1tk mikroskobunun 40X’lik biiylitmesiyle 10 farkli tiibiilde
TUNEL (+) boyanan spermatogonyumlar sayildi. Gruplarin tanimlayici istatistik
degerleri Tablo 4.3’te, ortalama TUNEL (+) spermotogonyum sayisi aralarindaki
iliski Sekil 4.41°de gosterilmektedir.

TUNEL (+) spermotogonyum sayilari istatiksel olarak degerlendirildiginde;
Gl ile diger gruplar arasinda (G1-G2 i¢in p =0,025, G1-G3 i¢in p=0,002, G1-G4 i¢in
p=0,002), G2 ile G3 arasinda (p=0,011), G2 ile G4 arasinda (p=0,005) ve tiim
gruplar arasinda (p=0.000) anlamli bir fark saptanirken; G3 ile G4 arasinda
(p=0,748) anlaml1 bir fark saptanmadi.
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Tablo 4.3. Gruplarin TUNEL (+) spermotogonyum sayilarmin tanimlayic istatistik degerleri.

Tamimlayici Istatistik Degerleri
Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma
Gl 25,3 8,57 16,00 37,0 22,0
G2 14,00 6,07 7,0 22,0 13,0
G3 5,00 2,2 2,00 8,00 4,5
G4 4,33 1,21 3,00 6,00 4,5

Gruplarin Ortalama TUNEL (+)
Spermotogonyum Sayisi

30
25
20
15
10

Gl G2 G3 G4

Sekil 4.41. Gruplarin ortalama TUNEL (+) spermatogonyum sayilari.

4.2.3.2. Ki67 boyamasi

Spermatogonyumlarin proliferasyonunu tespit etmek amaciyla yapilan Ki67
boyamasi 151k mikroskobuyla gozlemsel olarak degerlendirildiginde; akrilamid grubu
(G1) (Sekil 4.42) ve akrilamid+kurt {iziimii grubundaki (G2) (Sekil 4.43) Ki67(+)
spermatogonyumlarin, kontrol grubu (G3) (Sekil 4.44) ve kurt tizimii grubuna (G4)
(Sekil 4.45) gore daha az oldugu goriildi.
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Sekil 4.42. Akrilamid grubuna ait Ki67 (+) spermatogonyumlar (20X).

Sekil 4.43. Akrilamid+Kurt iiziimii grubuna ait Ki67 (+) spermotogonyumlar (20X).
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Sekil 4.44. Kontrol grubuna ait Ki67 (+) spermatogonyumlar (20X).

Sekil 4.45. Kurt Uziimii grubuna ait Ki67 (+) spermatogonyumlar (40X).
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Gruplar arast Ki67 (+) spermotogonyum sayilarini istatiksel olarak
degerlendirmek icin, 151k mikroskobunun 40X’lik biiyiitmesiyle 10 farkli tiibiil
sayildi. Gruplarin tanimlayici istatistik degerleri Tablo 4.4’te, ortalama Ki67 (+)

spermotogonyum sayilar1 arasindaki iliski Sekil 4.46°da gosterilmektedir.

Ki67 (+) spermatogonyum sayilar istatiksel olarak degerlendirildiginde; G1
ile G2 arasinda (p=0,016) anlamli bir fark bulunurken, diger gruplar arasinda (G1-G3
icin p=0,166, G1-G4 i¢in p=0,118, G2-G3 i¢in p=0,359, G2-G4 i¢in p=0,451, G3-G4
icin p=0,677 ve G1-G2-G3-G4 i¢in p=0,12) anlaml1 bir fark bulunmada.

Tablo 4.4. Gruplarin Ki67 (+) spermatogonyum sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri.

Tammlayici Istatistik Degerleri

Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma

Gl 4,5 1,38 3,0 6,0 4,5

G2 6,5 0,84 6,0 8,0 6,0

G3 6,33 2,50 4,0 11,0 5,5

G4 7,0 3,16 50 13,0 9,5

65



Gruplarin Ortalama Ki67 (+) Hiicre Sayisi

o P N W b~ 00 O N

Gl G2 G3 G4

Sekil 4.46. Gruplarin ortalama Ki67 (+) spermatogonyum sayisi.

4.3. Biyokimyasal Bulgular
4.3.1. Antioksidan analizi

4.3.1.1. MDA analizi

Gruplardaki deneklerin testis dokularindaki MDA diizeyleri 6l¢iildii. Olgiim
sonuglar1 istatiksel olarak degerlendirildi. Gruplarin testis dokularindaki MDA
diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadig: saptandi. (G1-G2 i¢in p=0,522, G1-G3
icin p=0,574,G1-G4 i¢in p=0,423, G2-G3 icin p=1,0, G2-G4 icin p=0,337, G3-G4
i¢cin p=0,630 ve G1-G2-G3-G4 i¢in p=0,76). Gruplarin tanimlayici istatistik degerleri
Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Gruplarin MDA diizeylerinin tanimlayici istatistik degerleri (nmol).

Tammlayici Istatistik Degerleri
Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma
Gl 70,76 57,42 34,68 184,46 47,07
G2 66,89 27,96 35,14 106,98 62,38
G3 1114 136 34,68 387,6 60,5
G4 89,1 40,50 31,76 134,68 98,9

4.3.1.2. CAT analizi

Gruplardaki deneklerin testis dokusundaki CAT diizeyleri &lgiildii. Olgiim
sonuglar1 istatiksel olarak degerlendirildi. Sadece kurt liziimii uygulanan grubun
testis dokularinin CAT diizeyi arttirmis olsa da, gruplar arasinda anlamli bir fark
olmadig1 bulundu. (G1-G2 i¢in p=0,522, G1-G3 i¢in p=0,423, G1-G4 i¢in p=0,150,
G2-G3 i¢in p=0,936, G2-G4 i¢in p=0,200, G3-G4 i¢in p=1,0 ve G1-G2-G3-G4 i¢in
p=0,354). Gruplarin tanimlayici istatistik degerleri Tablo 4.6” da gésterilmistir.
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Tablo 4.6. Gruplarin CAT diizeylerinin tamimlayici istatistik degerleri (u/l).

Tammlayici Istatistik Degerleri

Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma

Gl 8,56 5,93 5,04 20,51 6,10

G2 8,13 3,42 5,65 14,76 6,74

G3 10,21 6,60 5,50 21,22 6,49

G4 16,36 13,80 6,06 42,04 11,5

4.3.1.3. SOD analizi

sonuglar1 istatiksel olarak degerlendirildi. Gruplarin testis dokularindaki SOD
diizeyleri bakimindan aralarinda anlamli bir fark olmadigi bulundu (G1-G2 igin
p=0,294, G1-G3 ig¢in p=0,551, G1-G4 i¢in p=0,471, G2-G3 i¢in p=0,182, G2-G4
icin p=0,159, G3-G4 i¢in p=0,915 ve G1-G2-G3-G4 i¢in p=0,288). Gruplarin

tanimlayici istatistik degerleri Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. Gruplarin SOD diizeylerinin tanimlayici istatistik degerleri (u/ml).

Tammlayici Istatistik Degerleri

Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma

Gl 42,91 4,65 35,21 48,75 43,44

G2 47,94 10,097 40,21 67,08 44,46

G3 40,87 6,650 32,52 48,96 41,35

G4 40,45 6,58 31,25 50,83 41,15

4.3.2. Hormon analizleri

4.3.2.1. Testesteron analizi

istatiksel olarak degerlendirildiginde; akrilamid grubu (G1) ile akrilamid+kurt tiztimi
grubu (G2) arasinda ve akrilamid grubu (G1) ile kurt tiziimii grubu (G4) arasinda
anlamh bir fark bulunurken (G1-G2 igin p=0,031, G1-G4 i¢in p=0,049), diger
gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (G1-G3 igin p=0,072, G2-G3 igin
p=0,891, G2-G4 i¢in p=0,779, G3-G4 icin p=0,901 ve G1-G2-G3-G4 i¢in p=0,143).

Gruplarin tanimlayici istatistik degerleri Tablo 4.8’de, ortalama testesteron diizeyleri

arasindaki iligki Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Gruplarin testesteron diizeylerinin tamimlayici istatistik degerleri (ng/ml).

Tanmimlayicr Istatistik Degerleri
Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma
Gl 3,93 2,094 1,11 5,99 4,08
G2 9,58 511 2,58 16,23 10,4
G3 10,05 6,55 3,07 18,20 8,95
G4 10,52 6,26 5,12 19,20 7,49
Gruplarin Ortalama Testesteron
Diizeyleri (ng/ml)
12
10
8
6
4
2
0
Gl G2 G3 G4

Sekil 4.47. Gruplarin ortalama testesteron diizeyleri.
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4.3.2.2. FSH analizi

Gruplardaki deneklerin serum FSH diizeyleri olgiildii. Olgiim sonuglari
istatiksel olarak degerlendirildiginde; akrilamid grubu (G1) ve kontrol grubu (G3)
arasinda anlaml bir fark bulunurken (G1-G3 i¢in p=0,007), diger gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmadi (G1-G2 igin p=0,249, G1-G4 i¢in p=0,056, G2-G4 icin
p=0,340, G2-G3 i¢in p=0,207, G3-G4 i¢in p=0,986 ve G1-G2-G3-G4 i¢in p=0,093).
Gruplarin tanimlayict istatistik degerleri Tablo 4.9°da, ortalama FSH degerleri
arasindaki iliski Sekil 4.48°de gosterilmistir.

Tablo 4.9. Gruplarin FSH diizeylerinin tamimlayici istatistik degerleri (ng/ml).

Tanimlayici Istatistik Degerleri
Gruplar Ortalama Standart | Minimum | Maksimum | Median
Sapma
Gl 5,39 4,24 0,25 11,40 4,16
G2 10,18 8,60 0,55 26,23 8,72
G3 16,06 6,36 4,75 22,73 17,21
G4 15,972 11,24 6,54 36,13 12,9
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Gruplarin Ortalama FSH Diizeyleri
(ng/ml)
20
15
10
5
0
G1 G2 G3 G4

Sekil 4.48. Gruplarin ortalama FSH diizeyleri.
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5. TARTISMA

Akrilamid (ACR); polar fonksiyonel gruplar iceren ve suda ¢oziinebilen
monomer bir molekiildiir (4). Akrilamid polimerleri kagit iiretimi, su aritimi ve yag
tiretimi gibi birgok endiistriyel alanda ve biyomolekiiler laboratuarlarda kullanilan
elektroforez jeli gibi malzemelerin iiretiminde kullanilmaktadir (49). Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2002 yilinda birgok besindeki akrilamid miktarini agiklamasiyla beraber
kanserojen olusundan &tiirii halkin ve bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmistir. Ozellikle
karbonhidrat ve protein iceren gidalarin 1sitilmasi sonucunda asparajin gibi
aminoasitler ile glikoz gibi indirgenen sekerlerin etkisimi ile olusan Maillard
reaksiyonu sonucunda agiga ¢iktigi bilinmektedir (37, 38). Arastirmalar akrilamidin
pek ¢cok mekanizmayla, sinir sisteminde, iskelet-kas sisteminde ve iireme sisteminde

hasara yol agtigin1 géstermektedir (4, 39).

Bu galismada geng erkek ratlara uygulanan akrilamidin testislerdeki toksik
etkileri ve giiclii antioksidan 6zelligi olan kurt tiziimii ekstraktinin toksik etkiye karsi

koruyuculugu 151k mikroskobik ve biyokimyasal olarak incelenmistir.

Akrilamidin testislerdeki toksik dozu 45-60 mg/kg olup, calismamizda 50
mg/kg doz kullanilmistir (6, 50).

Hayvanlarin deney Oncesi ve deney sonrasi viicut agirliklar: dl¢tilmiis; G1,G2
ve G4’teki ratlarin viicut agirhiginda azalma goriilmistiir. Bu azalma G1 ve G2 igin
istatiksel olarak anlamli iken, G4 i¢in anlamh bir fark tespit edilmemistir. Artan
dozlarda (5-15-30-45-60 mg/kg) akrilamid verilen c¢alismalarda, akrilamid
uygulamas1 Oncesi ve sonrast viicut agirliklart karsilagtirildiginda istatiksel olarak
anlamhi bir sekilde azaldigi bildirilmistir (4, 6). Tyl ve ark. (4) calismalarinda
akrilamidin yol actig1 viicut agirligi kaybinin ve ndrotoksik bulgularin uygulama
bittikten sonraki 2. ve 3. haftalarda etkisini kaybettigini belirtmislerdir. Norotoksik
etki sonucunda ratlarda olusan uyusukluk ve huzursuzluk sonucunda ortaya g¢ikan
beslenme yetersizliginin viicut agirhik kaybina neden olabilecegi seklinde
yorumlanmiglardir. Amagese ve Farnsworth (44)’in 2011 yilinda yayinlanan
derleme makalesinde kurt {iziimiiniin metabolizmayr hizlandirdig1 belirtilmistir.
Calismamizda sadece kurt lizimii uygulanan G4’teki deneklerin deney sonunda

viicut agirliklarinin azalmasi, metabolizmalarinin hizlanmasi sonucu olabilir. Bu
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gruptaki hayvanlarin oral gavaj uygulamasi sonucunda strese maruz kalmasi deney

sonrasi gozlenen viicut agirligi kaybinin bir diger nedeni olabilir.

Akrilamid; sperm hiicrelerinin DNA biitlinliigtinii ve mobilitesini etkilemekte,

sperm rezervlerini diisiirmektedir (4, 42, 43).

Calismamizda deney sonunda sakrifiye edilen ratlarin sag epididimislerinin
kauda kismi alinarak PBS’ye konulmus ve sperm sayimmi yapilmistir. Sayilan
spermler degerlendirildiginde, G1 ve G2‘nin G3 ve G4’e gore daha az sayida sperm
rezevlerinin oldugu fakat bunun istatiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur.
Ancak Yang ve ark. (6) yaptiklari ¢alismada sperm rezervlerinin uygulanan tiim
dozlardaki akrilamidden etkilenip istatiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini
belirtmektedirler. Diger bir yandan, Tyl ve ark. (4) 2000 yilinda yapmis olduklari
caligmada akrilamid uygulanip sakrifiye edilen ratlarin epididimal sperm
konsantrasyonu ile kontrol grubununun epididimal sperm konsantrasyonu arasinda

istatiksel anlamda fark olmadigi belirtilmistir.

Calismamizda sperm DNA biitiinliigiinii incelemek {izere anilin mavisi
boyanan ornekler incelendiginde, 4 grup arasinda bir fark olmadig1 ve tiim gruplarda
sperm DNA biitiinligiiniin korundugu gozlendi. Pourentezari ve ark. (42) 2014
yilinda yaptiklar1 c¢alismada, fareler 2 gruba ayrilmis; bir grup 35 giin boyunca
normal bir sekilde beslenmis, diger gruba 35 giin siire ile igme sularina 10 mg/kg
akrilamid katmak suretiyle, akrilamid uygulanmis, siire bitiminde sakrifiye edilen
hayvanlardan elde edilen spermlere anilin mavisi boyamasi yapilmigtir. Akrilamid
grubundaki anilin mavisi (+) boyanan sperm sayilari ile kontrol grubundaki anilin
mavisi (+) boyanan sperm sayilar1 karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark
bulunmustur. Bu bulgular ile ¢alismamizin bulgulart kiyaslandiginda, akrilamidin
yiiksek dozdaki akut etkisi sperm DNA biitiinliiglinii etkilememekte, ancak diisiik
dozdaki kronik etkisi sperm DNA biitiinliigiinii bozmaktadir.

Akrilamidin verilen doz ve siireye bagli olarak testis dokusunda hasara yol
act1g1 yapilan galigsmalarda bildirilmistir (6, 50). Calismamizda deney sonras1 G1 ve
G2‘deki hayvanlarin testis dokusu ile G3 ve G4’teki hayvanlarin testis dokusu
karsilastirildiginda, G1 ve G2’de bir takim yapisal degisiklikler oldugu gdzlenmistir.
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G1’°deki hayvanlarin seminifer tiibiil liimeninde hiicre dokiintiileri, bazi tiibiillerde

rezidua cisimcikler ve vakuol yapilar1 tespit edilmistir.

Camacho ve ark. (51) yaptiklar1 c¢alismada, ratlarin igme suyuna 14 giin
boyunca artan dozlarda (2, 5, 10, 50 mg/kg) akrilamid eklemislerdir. Hayvanlar
sakrifiye edildikten sonra 50 mg/kg akrilamid uygulanan ratlarin testislerinde esey
hiicrelerinin azalmasi ve tahribati gézlenmis, seminifer tiibiil liimenlerinde hiicre
dokiintiilerine rastlanmustir. Ayrica, Lebda ve arkadaslarmin (43) 2014 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmada ratlar 2 gruba ayrilmis; 21 giin boyunca bir grubun igme sulari
%0,05’lik akrilamid icerecek sekilde hazirlanmis, diger gruba ayni sekilde akrilamid
verilmis; ancak buna ek olarak besin takviyesi seklinde %]1°lik a-lipoik asit
verilmistir. Hayvanlarin testis dokulari incelendiginde seminifer tiibiillerinde
spermatogonyum ve Sertoli hiicrelerinde vakuol olusumu, germinal epitelyum
hiicrelerinin dejenere olmasi, ¢ok ¢ekirdekli dev hiicre varligi goézlenmistir. Bu
sonuclar akrilamid uyguladigimiz ratlarin testis dokularindaki degisiklikler ile uyum
gostermektedir. Creasy ve ark. (52) 2012’de yayimnlanan makalesinde, rezidual
cisimciklerin normalde sperm maturasyonu sirasinda Sertoli hiicreleri tarafindan
temizlenen sitoplazma artiklarinin temizlenmemesinin bir sonucu olarak ortaya
ciktigini belirtmektedir. Yine ayni1 makalede Sertoli hiicreleri ve esey hiicreleri
arasindaki baglantilarin bozulmasindan dolayi, esey hiicrelerinin Sertoli hiicrelerine
tutunmasiin engellendigi ve bu sekilde hiicre dokiintiilerinin ortaya ¢iktigi
sOylenmektedir. Sertoli hiicresi ve esey hiicreleri arasindaki baglantinin bozulmasinin
nedenini ise Sertoli hiicresinin toksik bir etkiye maruz kalmasinin bir sonucu olarak
aciklamaktadirlar. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada akut uygulanan akrilamidin
Sertoli hiicrelerinde 151k mikroskobik olarak dejenerasyona neden olmadigi
goriilmiistiir. Ancak molekiiler diizeyde toksik bir etkisinin olabilecegi diisiiniilebilir.
Zhang ve arkadaslarinin (46) 2013 yilinda yaptiklar ¢alismada, bisfenol A’nin toksik
etkisi ile olusturulan testis hasarina kurt iiziimiiniin koruyucu etkisi arastirilmas,
bunun i¢in birbirini takip eden 7 giin boyunca deney grubuna 20 mg/kg bisfenol A
gavaj yoluyla verilmistir. Tedavi gruplarina ise bisfenol A ve oral gavaj yoluyla artan
dozlarda (50, 100, 200 mg/kg) kurt iizimii polisakkaritleri verilmistir. Deney
sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin testisleri incelendiginde, kurt {iziimii
polisakkaritlerinin bisfenol A’nin toksik etkisi sonucu olusan testis hasarina karsi

koruyucu bir etkisinin oldugu gozlenmistir. Ayrica, Dursun ve arkadaslarinin (45)
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2015 yilinda yayinlanan ¢aligmasinda, ratlara testis torsiyonu yapilarak olusturulan
iskemi reperflizyon hasarina kurt {iziimiiniin koruyucu etkisi arastirilmis; bunun i¢in
tedavi grubuna torsiyon yapildiktan sonra 7 giin boyunca 100 mg/kg kurt {iziimii
ekstrakt: intraperitonal enjeksiyonla verimistir. Deney sonunda kurt {iziimiiniin testis
dokusunda olusan iskemi reperflizyon hasarina karsi koruyucu bir etkisinin oldugu
gozlenmistir. Akrilamidin toksik etkisine karst uyguladigimiz kurt {iziimi

ekstraktinin seminifer tiibiillerdeki yapisal etkilenmeleri azalttig1 tespit edilmistir.

Calismamizda spermatogonyumlarda olusan apoptozu tespit etmek amaciyla
TUNEL boyamasi yapilmig; G1 ve G2’deki ratlarin testislerinde G3 ve G4’deki
ratlarin testislerine kiyasla daha ¢ok TUNEL (+) spermatogonyum goriilmiis ve bu
fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu bulgulara gore, yiiksek dozdaki akut
ACR uygulamasi apoptozu arttirmaktadir. G1 ve G2 TUNEL (+) spermatogonyum
sayist bakimindan karsilastirildiklarinda  G1’de daha fazla TUNEL (+)
spermatogonyum oldugu ve bu farkin istatiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur.
Bu durumda kurt iiziimiiniin antioksidan o&zelligi sayesinde testis dokusunda
koruyucu bir 6zelligi oldugu sdylenebilir. Camacho ve arkadaslarinin (51) yaptiklar
calismada da, 14 giin boyunca uygulanan 50 mg/kg akrilamidin esey hiicrelerinde
apoptoza yol agtigi bulunmustur. Yapilan calismalarda akrilamid ve akrilamidin
yiikseltgenmesi sonucu olusan glisidamidin bir¢cok mekanizmayla DNA hasarma yol
acabilecegi sOylenmistir. Glisidamidin veya akrilamidin glutatyon ile birleserek,
hiicrenin glutatyon seviyesini diisiirdiigii ve bunun bir sonucu olarak reaktif oksijen
tiirevlerinin DNA hasarina yol agabilecegi belirtilmistir. Ayn1 zamanda akrilamidin
glisidamide doniismesinde rol alan CYP2E1 enziminin dogrudan DNA’ya
baglanarak hasara yol agtigi ve bu enzimin aktivitesinin serbest radikal ve reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna neden olup DNA hasarina neden olabilecegi
belirtilmistir (49, 53). Camacho ve ark. (51) akrilamidin caspase 3 ve Fas gibi
proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirdigin1 ve bunun esey hiicrelerindeki
apoptozu indiikledigini belirtmislerdir. Katen ve arkadaslarmin (53) 2016’da
yayinlanan makalesinde, akrilamidin kronik olarak uygulanmasi sonucu olusan
sperm DNA hasarina gii¢lii bir antioksidan olan resveratroliin koruyucu etkisi
aragtirtlmistir. Farelerin igme sularina 0,18mg/kg akrilamid karistirilarak bir gruba 3
ay, bir gruba 6 ay akrilamid uygulanmigtir. Tedavi gruplarina ise akrilamid

uygulanirken bir yandan haftada 1 kere olmak suretiyle 100 pl/kg resveratrol
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intraperitonal olarak uygulanmistir. Calismanin sonunda akrilamidin diisiik dozda
kronik etkisinin apoptoza yol agmadig1 ancak DNA hasar1 olusturdugu bulunmustur.
Resveratroliin ise DNA hasarina kars1 koruyucu bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Yine bu c¢alismada akrilamidin glisidamide doniismesinde rol alan CYP2E1l
enziminin resveratrol tarafindan inhibe edildigi ve resveratroliin koruyucu etki

mekanizmasinin bu mekanizma olabilecegi belirtilmistir.

Calismamizda yiiksek doz ve akut olarak uygulanan akrilamidin
spermatogonyumlarin hiicre proliferasyonunu etkileyip etkilemedigini tespit etmek
amaciyla Ki67 boyamasi yapilmistir. Elde edilen sonuglarda G1 ve G2’de Ki67 (+)
spermatogonyum sayisinin diger gruplara gore az oldugu; Gl ile G2 arasinda Ki67
(+) spermatogonyum sayisi bakimindan istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu ve
G2’de daha fazla Ki67 (+) spermatogonyum oldugu bulunmustur. Bu sonuglar bize
akrilamidin hiicre proliferasyonunu azalttigini, kurt iiziimiiniin bu etkiye karsi
koruyucu oldugunu gostermektedir. Tyl ve ark. (4) 2000 yilinda yayinladiklar
makalede, akrilamidin kinezin bagimli motor proteinleri etkiledigini ve bu
proteinlerin mitoz ve mayozun anafaz evresinde kromozomlarin ayrilmasinda gorev
aldigin1 belirtmiglerdir. Buna ek olarak, Yang ve arkadaslarinin (6) 2005 yilinda
yayinladiklar1 makalede akrilamidin hiicre dongiisii ve hiicre proliferasyonuyla

baglantili olan genlerin ekspresyonunun diizenini bozdugu belirtilmistir.

Calismamizda deneklerin testis dokularindaki antioksidan miktarlarini
6lcmek amaciyla MDA, CAT ve SOD diizeyleri 6l¢iilmiis; olgiilen veriler istatiksel
olarak kiyaslandiginda anlamli bir fark goriilmemistir. Lebda ve ark. (43) 2014
yilinda yaptiklar1 ¢alismada, testis dokularindaki MDA seviyesini dlgmiis,
akrilamidin MDA seviyesini arttirdigini tespit etmislerdir. Elghaffar ve ark. (39)
2015 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, ratlar 3 gruba ayrilmis; 28 giin boyunca 1.gruba
normal igme suyu verilmis, 2.gruba 25 mg/kg akrilamid iceren igme suyu verilmis,
3.gruba 2. gruba verildigi gibi akrilamid verilmis ardindan 4 hafta boyunca haftada 2
kez olmak suretiyle 50 mg/kg sarimsak yagi verilmistir. Hayvanlar 7., 14., 21.,ve 28.
giinlerde sakrifiye edilmistir. Deney sonunda CAT aktiviteleri olgiildiigiinde;
akrilamid uygulanan ratlarda 7.,14. ve 2l.giinde sakrifiye edilenlerde azaldigi,
28.giinde sakrifiye edilenlerde arttig1 goriilmiistiir. SOD aktivitesi Ol¢iildiigiinde; 7.
ve 21.giinde sakrifiye edilen hayvanlarda azaldigi, 14. ve 28.giinde sakrifiye edilen
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hayvanlarda arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar antioksidan seviyelerinin, akut veya

kronik akrilamid uygulanmasina gore degisebilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda hayvanlarin serumlarindaki testesteron diizeyleri tespit edimis,
Gl’in testesteron diizeyinin diger gruplara oranla disik oldugu goriilmiistiir.
Camacho ve ark. (51) yaptiklari ¢alismada, akrilamid uygulanan hayvanlarin
testesteron diizeylerinin azaldig1 goriilmiistiir. Calismamizda hayvanlarin testesteron
diizeyleri istatiksel olarak degerlendirildiginde, G1 ile G2 arasinda ve G1 ile G4
arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Bu sonuglara gore, akrilamid uygulamasi
testesteron seviyesini dislirmekte ve kurt {iziimiiniin buna karst koruyucu bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Camacho ve ark. (51) calismasinda akrilamidin
hiicre iskeletini olusturan proteinlere etki ettigi belirtilmektedir. Yine bu ¢alismada
akrilamidin toksik hasarina bagli olarak hiicre iskeleletinin fonksiyonunu
kaybetmesi; Leydig hiicre membranindaki LH reseptorlerine, LH sentezine ve
tasinmasina etki edip, dolayli olarak testesteron seviyesinin diismesine neden
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. Ayrica hiicre iskeletinin hasara ugramasi
kolestroliin azalmasina neden olup, sonu¢ olarak testesteron sentezinin azalmasina

yol agabilecegi belirtilmistir.

Caligmamizda hayvanlarin serumlarindaki FSH diizeyleri 6l¢iilmis, G1 ve
G2’nin FSH diizeylerinin diisiik oldugu goriilmiistiir. FSH seviyeleri istatiksel olarak
degerlendirildiginde, sadece G1 ve G3 arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Bu
bulgulara gore akrilamidin yiiksek dozdaki akut uygulamasi, FSH seviyesini
diistirmektedir. Ayrica G2’nin FSH seviyesinin, G3’lin FSH seviyesine yaklastig
goriilmekte ve kurt liziimiiniin akrilamidin yol agtig1 toksik etkiden FSH seviyesini
korumada etkili oldugu anlasilmaktadir. Camacho ve arkadaslarinin (51) daha once
bahsedilen ¢aligmasinda 14 giin boyunca 50 mg/kg uygulanan akrilamidin FSH
seviyesini disiirdigii gorilmistiir. Camacho ve arkadaglarinin (51) calismasi

calismamizin bulgularimi desteklemektedir.

Calismamizin sonunda gruplarin epididimis dokular1 degerlendirilmis,
akrilamid verilen gruplarin kontrol grubuyla aralarinda bir fark olmadigi
gozlemlenmistir. Lebda ve ark. (43) 2014 yilinda yaptiklari ¢alismada, akrilamid
uygulanan hayvanlarin epididimislerinin kauda kisminda 6dem, kaput kisminda ise
epitelyum hiicre diizeninde bozulmalar goriilmiistiir. Lebda ve arkadaslarinin (43)
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bulgulari ile ¢alismamizin bulgular kiyaslandiginda, kronik akrilamid uygulamasinin
epididimis dokusunun morfolojik diizenine etki ettigini ancak akut uygulamasinda

bir degisiklige yol agmadigini goriilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonug¢

Calismamizda akrilamid ve akrilamid+kurt iiziimii uygulanan gruplarin deney
Oncesi ve deney sonrast viicut agirliklart karsilastirildiginda, viicut agirliklarinin
istatiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi tespit edildi. Bu da akrilamidin
metabolizmayi etkiledigini gostermektedir.

Akrilamid uygulanan ratlarin seminifer tiibiillerinde belirgin olarak hiicre
dokiintlisii ve bazi seminifer tiibiillerde rezidual cisimcikler goriildi. Ayrica,
akrilamid grubu ve akrilamid+tkurt iiziimii grubuna ait bazi seminifer tiibiillerde
vakuol yapilari gozlendi. Bu bulgular yiiksek dozda akut siire ile akrilamid
uygulamasinin testis dokusunda yapisal degisimlere neden oldugunu gostermektedir.

Calismamizda apoptotik spermatogonyumlarin tespiti icin TUNEL boyamasi
yapildi. Akrilamid grubu ve akrilamid+kurt i{iziimii grubunun TUNEL (+)
spermatogonyum sayisinin diger gruplara gore daha fazla oldugu ve bu farkin
istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii. Ayrica, akrilamid grubunun TUNEL (+)
spermatogonyum sayisinin akrilamid+kurt {iziimiine gore daha fazla oldugu ve bu
farkin istatiksel olarak anlamli oldugu bulundu.

Calismamizda proliferatif spermatogonyumlarin tespiti igin Ki67 boyamasi
yapildi. Ki67 (+) hiicre sayisinin akrilamid ve akrilamid+kurt {iziimii uygulanan
gruplarda azaldigi tespit edildi. Ayrica akrilamid grubunda akrilamid-+kurt iiziimiine
gore daha az Ki67 (+) spermatogonyum oldugu ve bu azalisin istatiksel olarak
anlamli oldugu tespit edildi.

Gruplarin testis dokularindaki antioksidan degerleri (MDA, CAT, SOD)
Olctildii ve gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmad.

Gruplarin  serum testesteron diizeyleri Olglildii. Akrilamid grubu ve
akrilamid+ kurt {iziimi grubu ile akrilamid grubu ve kurt {iziimii grubu arasinda
anlamli bir fark bulundu.

Gruplarin serum FSH diizeyleri 6l¢iildii ve akrilamid grubu ile akrilamid+kurt
lizlimii grubunda FSH diizeyinin azaldig goriidii. Ayrica, akrilamid grubu ile kontrol

grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi.
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Bu sonuglar yiiksek dozdaki akut akrilamid uygulamasinin testis dokusunda
yapisal degisimlere neden oldugunu, FSH ve testesteron seviyesini diislirdiigiinii ve

kurt iiziimiiniin ise kismen koruma sagladigini géstermektedir.

6.2. Oneriler

Calismamizda Sertoli hiicrelerinde bir degisim gozlenmemistir. Ancak
akrilamid ve akrilamid+kurt tiziimii uygulanan gruplarda Sertoli hiicreleriyle ilgili
fonksiyonel ve molekiiler diizeyde olusan hasarlarla iliskilendirilen seminifer
tibiillerin ~ limenlerinde olusan reziduel cisimcikler ve hiicre dokiintiileri
gozlenmigstir. Bunlara ek olarak bu gruplarda FSH seviyesinin diistiigii tespit
edilmistir. Calismamizda Leydig hiicrelerinde bir degisim gozlenmemistir. Ancak
akrilamid grubu ve akrilamid+kurt tiziimii grubunda testesteron seviyesi azalmistir.
Bu yiizden akrilamidin Sertoli ve Leydig hiicrelerinde molekiiler diizeyde
degisikliklere neden olabilecegi ve konu ile ilgili yapilacak molekiiler ¢alismalarda
daha detayli bilgi elde edilmesi i¢in arastirilmalarinin yararli olacagr ve diger
calismalara kaynak olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayn1 dozda uygulanan akrilamidin testis dokusundaki kronik etkileri

incelebilir ve akut sonuglar ile karsilastirilabilir.
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