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OZET

ANABOLIK ANDROJENIK STEROID UYGULANMIS ERKEK SICANLARDA
ERITROPOIETININ TESTIS UZERINE KORUYUCU ETKIiLERININ
INCELENMESI

Isilay Sezen ERMIS
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji Embriyoloji Anabilimdal.
AMAC

Bu c¢alismada; anabolik androjenik steroid hormon olan nandrolone decanoate (ND)
uygulanmis erkek siganlarda giiglii bir antioksidan olan eritropoietinin (EPO) testis dokusu
tizerine etkilerinin histolojik, ultrastriiktiirel, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak

arastirilmasi hedeflenmistir.

YONTEM

Deneysel modelimizde Wistar susu erkek sicanlar 5 gruba (n=7) ayrildi. I. grup, kontrol
grubu; I1. grup, sham grubu; I11. grup, 10 mg/kg/hafta Nandrolone decanoate (ND) verilen
deney grubu, IV. grup, 10mg/kg/hafta ND ve Diisiik doz (100 1U/kg) Eritropoietin (EPO)
verilen deney grubu, V. grup, 10mg/kg/hafta ND ve Yiiksek doz (500 IU/kg) EPO verilen
deney grubu. Isik mikroskobik incelemeler igin kesitler Hematoksilen&Eozin (H&E),
Periyodik Asit Schiff (PAS) ile boyandi. Immiinohistokimyasal olarak apoptoz belirlenmesi
icin ise terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end labeling
(TUNEL) ve Kaspaz-3 boyamalari yapildi. Biyokimyasal incelemer i¢in aliman dokularda
glutathion peroxidase (GPx) ve melondialdehit (MDA) diizeyleri incelendi.

BULGULAR

Yapilan calismalar sonucunda kontrol ve sham gruplarinda normal testis yapisi
gozlendi. ND grubunda spermatogenik seriye ait hiicre diziliminde diizensizlik, germ hiicre
kayiplari, seminifer tiibiillerde vakuolizasyon, tiiblil liimeninde spermiyum hiicrelerinin
azalmasi, bazilarinda goriilmemesi gibi bulgular goézlendi. Ayrica bazal membranda
kalinlasma gozlendi. Epo gruplarinda ise kontrol grubuna yakin sonuglar elde edildi.
Immiinohistokimyasal incelemelerde ND gurubu testis dokusunda kontrol grubuna gére
anlamli oranda immiinpozitif hiicre artis1 gozlenirken Epo tedavi gruplarinda kontrole yakin

degerler gozlendi. Biyokimyasal olarak kontrol ve sham gruplariyla ND grubu



kiyaslandiginda MDA diizeylerinde anlamli artig, GPx diizeylerinde ise anlamli olarak azalma
gozlendi. Tedavi gruplarinda ise ND grubuna kiyasla MDA diizeylerinde anlamli azalis, GPx

diizeylerinde ise anlamli artig saptandi.
SONUC

Elde ettigimiz verilere dayanarak ND’ nin testis dokusunda oksidatif stresi ve apoptozu
arttirdigl, doku hasar1 olusturdugu fakat Epo’ nun olusan doku hasarin1 ve biyokimyasal
degisiklikleri azalttigin1 gozlemledik.

Anahtar Kelimeler: Anabolik androjenik steroid, nandrolone decanoate, Epo,
testis, apoptoz.



SUMMARY

Isilay Sezen ERMIS

Dokuz Eyliil University Medical Sciences Institude Histology and Embryology

Department.

PURPOSE
In this study, we aimed to study the protective effects of Erythropoietin, a strong
antioxidant, against possible negative effects of anabolic androgenic steroid, testes of male

rats histologically, ultrastructural, imunohistochemically and biochemically.

METHOD

35 Wistar albino rats were divided into 5 groups (n=7). Group I|. Control; Group II.
Sham; Group IIl. 10 mg/kg/week Nandrolone decanoate; Group IV. 10 mg/kg/week
Nandrolone decanoate and low dose (100 1U/kg) EPO; Group V. 10 mg/kg/week Nandrolone
decanoate and high dose (500 1U/kg) EPO were applied every Wednesday of each week for
two months by intramuscular. Epo applied every day for two months by intraperitoneal. Testis
tissue slides were stained with hematoxylene&eosine (H&E) and Periodic Acid Schiff (PAS)
for light microscopy. Immunohistochemical TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP-biotin nick-end labeling) and active caspase-3 were performed to determine
apoptosis. Glutathion peroxidase (GPx) and Malondialdehyde (MDA) levels were evaluated
biochemically. Also ultrastructural observations were used.
RESULTS

Investigations of our study showed that on control and sham group’s seminiferous
tubules were normal. In ND group, irregular sequencing of spermatogenic cell series, lack of
germ cell, vacuolization in seminiferious tubules, reduction of spermiums in lumen or lack of
spermiums were observed. Also basal membrane of seminiferious tubules was thickened. No
significant changes were seen in Epo groups. After immunohistochemical investigations,
number of immunpositive cells were significantly increased in ND group in comparison with
control group. In Epo groups immunpositive cells were found significantly decreased
compared with ND group. According to biochemical results MDA and GPx levels
evaluations; MDA levels were found significantly higher and GPx levels were found



significantly lower in ND group than control and sham groups. MDA levels were significantly
lower; GPx levels were significantly higher in Epo groups than ND group.
CONCLUSION

According to our results; we consider that AAS increases apoptosis and oxidative stress,
causes tissue damages and biochemical changes in testis. In conclusion we assume that
Erythropoietin can minimize the histological damage and biochemical differences
significantly.

Key Words: Anabolic Androgenic Steroid, Nandrolone decanoate, Erythropoietin,

testis, apoptosis



1.GiRIiS VE AMAC

Anabolik androjenik steroidler (AAS)’ ler sporcular arasinda atletik performansi
arttirmak i¢in doping amagli ya da kas kitlesini arttirmak i¢in kullanilirlar (1). Anabolik-
androjenik steroid (AAS) bilesenleri testosteronun sentetik analoglaridir ve gesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar (2). Atletler tarafindan kullanilan bu bilesenlerin dozlar
ve kombinasyonlar1 tedavi edici dozlarindan ¢ok daha yiiksek dozlardadir. Bu bilesenlerin
yiiksek dozlar1 insanlarin ve hayvanlarin seksiiel davranislarinda, fizyolojilerinde ve sperm
kalitelerinde degisiklikler meydana getirdikleri kanitlanmis (1,3), ancak testis dokusundaki
degisikliklere daha az odaklanilmistir (4,5). AAS’ler hipotalamik-hipofizer eksende
gonadotropin salinmasin1 olumsuz geri besleme (negatif feedback) mekanizmasi yolu ile
inhibe ederek LH ve FSH hormon kan diizeylerinde diismeye yol agarlar (6). Sonugta endojen
testosteron ve Ostrodiol diizeyleri azalir. Gonadotropin baskilanmasi tamamlandiginda
spermatogenez bloke olur. Androjenler kas, kemik, prostat ve sag¢ folikiilleri gibi pek ¢ok
dokuda anabolik aktivite gosterir (7). Steroid analoglart 6zellikle adolesan doénemdeki
kisilerde bu etkileri gosterir.

Anabolik androjenik steroid olan ND’ 1n testis iizerine yapmis oldugu etkileri 151k
mikroskobik ve biyokimyasal diizeyde inceleyen ¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu
nedenle biz deneysel modelimizde ND’ 1n testis {izerine yapmis oldugu olumsuz etkileri

histolojik, biyokimyasal ve ultrastriiktiirel olarak incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis
2.1.1. Testisin Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi bir kismi1 otozomal olan ¢ok sayida genin rol aldigi1 kompleks bir

stirectir (8).

Her ne kadar embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu délleyen sperm
cesidi ile fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da; erkek ve disi morfolojik karakteristikleri
embriyonik 7. haftaya kadar gelisime baslamaz. Genital sistem gelisirken donemde her iki
cinste de birbirine benzer (9).

Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki anahtar, kisa kolunda “testis belirleyici faktér” (TDF)
genini tagiyan Y kromozomudur. Bu faktoriin varligi veya yoklugu gonadal farklanmayi
dogrudan etkiler ve Y kromozomunda yerlesmis olan birgok genin rudimenter cinsiyet

organlarinin kaderini tayin etmek i¢in harekete gegmesini saglar (8)

Gonadal gelisimin ilk safhalari 5. haftada ortaya g¢ikar. Mezonefrozun medialinde,
mezotelde bir kalinlagsma olusur ve epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu sonucu
mezonefrozun medialinde bir kabariklik meydana gelir. Bu kabariklik “gonadal kabarti
(siskinlik)” admi alir. Parmak seklindeki epitelial kordonlar (gonodal kordonlar) altindaki
mezensim igerisine dogru kisa siirede biiyiirler. Farklanmamis gonad dista yer alan bir korteks
ve icte yer alan bir medulladan olusur. Eger embriyo XX seks kromozomuna sahip ise
farklanmamis gonadin korteksi overe differensiye olur, medullasi geriler. Embriyo XY
kromozom kompleksini iceriyorsa, medulla testise farklanir, korteks bir takim kalintilari

disinda geriler, dejenere olur (9).

2.1.2. Testisin Anatomisi

Testis, yanlardan biraz basik oval bigimde, bir ¢ift organ olup skrotum denen bir kese
icinde asili bulunan bir ¢ift organdir ve birbirinden bir bolme ile (septum scroti) ayrilmistir.
Sol testis sag testise gore biraz daha asagi konumdadir (10). Erkek tireme hiicreleri olan

spermatozoon’lar ve erkek seks hormonlar1 olan androjenleri tiretir (11).



Testisler 3 cm kalinliginda, 10-14 gr agirhiinda, 2-3 cm genisliginde ve yaklasik 4 cm
uzunlugundadir. Bir testisin iki yiizii (facies lateralis ve medialis), iki ucu (extremitas superior

ve inferior) ve iki kenar1 (margo anterior ve posterior) bulunur (12).

Testis icerisinde yerlesik olarak bulunan tubuli rekti ve rete testis ile testis disinda
yerlesik olarak bulunan duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakiilatoryus kanallar
genital kanal sistemini olusturur. Bu kanal sistemi ve bununla iligkili olan vesikula seminalis,
prostat bezi, bulboiiretral bezler ve cinsel birlesme organi olan penis erkek iireme sistemini

olusturur (12).

Erken fotal donemde, karin boslugunda bobreklere yakin olarak yer alan testisler, fetiis
gelistikce asagiya dogru hareket ederek dogumdan hemen Once inguinal kanal araciligi ile
skrotuma inerler. Testislerin normal fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in karin boslugundan

skrotuma inmeleri zorunludur (11).

Testisin en disinda bulunan skrotum deri fibroz kilif ve kas liflerinden olusur. Skrotum
icten disa dogru; peritoneumun lamina periatealisi (periorchium), fascia spermatika interna,
m. Cremaster, m. Obliquus, fascia spermatika externa, m. Obliquus, tunika dartos ve en dista
cutis (deri) den olusur. Ayrica skrotum igerisinde testis, epididimis, duktus deferensin bir

kismi1 ve bu organlara gelen kan damarlari ile sinirler bulunur (11).

2.1.3. Testis Histolojisi
Testislerin karin boslugunun disinda yerlesimi viicut 1sisinda 2-3°C diisiik bir 1sida

olmalarini saglar. Normal spermatogenez igin 34°C ila 35°C gereklidir (13).

Olgun testisin posteriyor yiizii epididimis ile iligkilidir. Hem testis hem de epididimis
skrotal kese igerisinde vaza deferens, spermatik arter, vendéz ve lenfatik pleksuslari igeren

spermatik kordon ile asilidir (13).

Testis rete testisin yer aldigi yerde kalinlasarak mediastinumu olusturan tunika
albuginea ile cevrelenir (Sekil 1). Mediastinumda testikiiler kitleye dogru uzanan fibroz
septumlar dokuyu 250-300 lopguga boler. Herbir lopguk bir ila dort seminifer tiibiili igerir
(13).



Tunika albuginea
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Sekil 1: Testis yapisi (81).

Herbir seminifer tiibiil yaklasik 150 mikrometre ¢apta ve 80 cm uzunluktadir; iki ucu U
seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir. Rete testis, seminifer epitelyumun fiiriinlerini

(testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir (13).

Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre popiilsyonunu icerem 6zellesmis seminifer epitelyum
ile doseli merkezi bir limenden olusur: 1- Somatik Sertoli Hiicreleri 2- Spermatogenik

hiicreler(spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler) (13).

Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid
hiicrelerden olusan bir duvarla g¢evrelenmistir. Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete
testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal kanaldan

gectikten sonra ileri motilite 6zelliklerini kazanirlar.

Seminifer tiibiil arasindaki bosluk kan damarlar, lenfatik kanallar veya sintizoidler,

makrofajlar ve androjen tireten Leydig hiicre gruplar tarafindan doldurulmustur.

Her bir testis skrotumun altinda, 3 tabakali bir kapsiil ile sarilidir. Bu yapiya testikiiler

kapsiil denir ve tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza tabakalarindan olusur

(14).



Testis en dista mezotelyal hiicrelerden olusan, 2 yaprakli, periton kdkenli serdz bir kese
olan tunica vaginalis tabakasi ile ortiiliidiir. Tunika vaginalisin visseral yaprag testisin 6n ve
yan ylizlerini ¢evreler, pariyetal yapragi ise skrotum iizerinde uzanmaktadir. Bu tabakanin
altinda tunika vaginalisin visseral yapragi olan ve tunika vaginalisten bazal lamina ile ayrilan,
tunika albuginea tabakasi bulunmaktadir. En igte bulunan tunika vaskiiloza tabakasi ise

gevsek bag dokusundan olusur ve kan damarlarini igermektedir (15).

Tunica albuginea histolojik kesitlerde en belirgin gozlenen, siki, diizensiz bag
dokusundan olusan yogun bir tabakadir. Bu tabaka testisin posterior ylizeyi boyunca liggen
seklinde bir kalinlasma meydana getirir ve mediastinum testis yapisin1 olusturarak organin
parankimas: igerisine sokulur. Mediastinum testis yapisina, tipki hilum yapisina oldugu gibi,
genital bosaltma kanallari, kan ve lenf damarlar1 ve sinirler baglanir. Buradan 1sinsal olarak
¢ikan sik1 bag dokusu yapisindaki, ince fibroz bolmeler (septula testis) testisi insanda yaklasik
olarak 250 lobiile ayirir. Piramit seklindeki lobiillerin tavanlari mediastium testise, tabanlari
ise testisin dig yiizlinline bakar. Lobiillerin birbirleriyle iliskide olmalarim1 saglayan
bolmelerin tam olmamasidir. Her bir lobiil, 1-4 arasinda degisen sayida seminifer tiibiil igerir.
Seminifer tiibiillerin arasi tunika vaskiilozanin testis i¢ine uzanarak olusturdugu interstisyel
doku ile doldurulmustur. Burada kan ve lenf damarlari, makrofajlar, fibrobastlar ve androjen

salgilayan Leydig hiicre gruplar1 yer almaktadir (13) (16).

Testis tiibiilleri mediastinum bolgesi yakininda sonlanir. Sonlanan tiibiillerin liimenleri
daralir, diizlesir ve tubuli rekti (tubulus seminiferi rekti ) denilen bir testis i¢i bosaltim yolunu
olusturur. Bu yap1 seminifer tiibiilleri dar kanallardan olusan bir ag yapisinda olan rete testise
baglar. Rete testis mediastinum testis bdlgesinde anastomozlasmistir. Tubuli rektinin rete
testis ile iligkili bolimii ve rete testis genelde tek bir silia igeren ve kisa mikrovilluslu kiibik
epitelle doselidir, tubuli rektinin seminifer tiibiil ile iliskili olan boliimiinde ise sadece sertoli

hiicreleri yer alir (17).

Kivrimli yapiya sahip olan duktuli efferentes kanallar1 birleserek spermiyumlarin
toplandig1 ve depolandigi, en uzun, olduk¢a kivrintili, katlantili ve tek bir kanal olan duktus
epididimisi olustururlar. Duktus epididimisin epiteli; epitel hiicrelerinin bir bazal lamina
tizerine oturdugu, kisa bazal hiicreler ile uzun sterosilyali prizmatik hiicrelerin yer aldigi
sterosilyal1 yalanci ¢ok katli epiteldir. Bazal laminanin altinda ince bir lamina popria bulunur.

Lamina proprianinda altinda ince diiz kas katmani yer alir (15).



Duktus epididimisin kuyruk kismindan sonra kanal duvari birden bire kalinlagir ve diiz
bir kanala doniisiir. Bu kanala duktus deferens denir ve kanal duvarinda kalin bir diiz kas
tabakasini igerir. Duktus deferensin salgilama islevine de sahip epiteli, sterosilyali yalanci ¢ok
katli prizmatik epiteldir. Epitel distalde ise degisici epiteldir. Duktus deferensin prostat bezine
girmeden oOnceki kisminin geniglemesiyle ampulla bolgesi olusur. Vezikula seminalis
kanallar1 duktus deferense ampulla bolgesinden sonra katilirlar. Sonra duktus deferens prostat

bezine girer ve duktus ejakulatoryus kanalini olusturur. Sonrasinda ise tiretraya agilir (13)
(18).

Tubuli Seminiferi Kontorti (Seminifer tiibiil) yapist

Seminifer tiibiiller yogun kapiller ag ile ¢evrili, ikili-li¢lii anastomozlar yapan, oldukga
kivriml yapidadirlar. Caplari yaklasik 150-250 mikrometre (um), uzunluklar: 30-70 (cm) dir
ve testisin % 92’sini olustururlar. Lobiiliin tepesine dogru kivrimlarini kaybederek diiz tiip bir
halini alan (tubuli rekti) ve rete testis ile devam eden tiibiiller her iki testiste yaklasik olarak

1000 adettir, uzunluklari ise yaklasik 0,5 km’dir (19) (13).

Seminifer tiibiillerin duvarinda en icte kalin bir seminifer epitel tabakasi bulunur.
Seminifer epitel, 6zellesmis cok katli epiteldir, sertoli hiicrelerini ve farkli olgunlagsma
asamalarindaki bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini dolduran 4 - 8 katli spermatogenik
hiicreleri icerir. Tiibiil duvarinin orta kisminda bir bazal lamina, en diginda ise lamina propria
denilen ortalama kalinlig1 8 -10 um olan, fibroblastlarca zengin, ¢ok katli, silindir bi¢imli, tip
I kollajen lif bantlarindan olusan bag doku tabakasi bulunmaktadir. Bu bolgeye peritiibiiler
doku yada membrana propria da denilmektedir. Membrana propria ince bir bazal lamina
lizerine oturan seminifer epiteli distan saran 6zellesmis fibroz bir dokudur ve 4 alt tabakadan

olusur. Distan ice dogru;
1) D1s Hiicresel Tabaka: Fibroblastlardan olusur.
2) Dis Hiicresel Olmayan Tabaka: Ince bir bazal laminadir ve glikoprotein yapisindadir.

3) I¢ Hiicresel Tabaka: Ince, uzun hiicresel sekle ve sitoplazmalarida lipid
damlaciklarina, mikropinositotik vezikiillere ve miyoflamanlara sahip, bol miktarda da
graniiler endoplazmik retikulum ve her iki yiizlerinde kii¢iik invaginasyonlar igeren miyoid

hiicrelerden olusmustur. Kasilabilme 6zelligine sahip olan myoid hiicreler, seminifer tiibiiliin
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capint degistirerek spermatozoonlarin tiibiil icerisindeki hareketini saglarlar. Myoid hiicre

tabakasi insanlarda ve bazi tiirlerde 3-5 tabakali iken, kemiricilerde tek tabakalidir.

4) i¢ Hiicresel Olmayan Tabaka: Bol miktarda glikoprotein, hyaliironik asit ve kollajen

lif iceren tabakadir.

Tiibiiller aras1 gevsek bag dokusunda ise kan damarlar1 ve sinirler, ince kollajen ve
retikiiler lifler, fibroblastlar, intertisyel hiicreler olarak da adlandirilan Leydig hiicre kiimeleri,
bulunur (17) (16) (19).

Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri, bir bazal membran iizerine oturan ve buradan seminifer tiibiil epiteline
kadar uzanan, uzun piramidal sekilli, ¢cevresi 7- 9 nm’lik fibréz elemanlar ile kusatilmis,
bazale yerlesmis oluklu bir iki ¢entikli oval heterokromatid ¢ekirdek ile merkezi yerlesimli bir
biiylik ¢ekirdekcige ve apikal yan yiiz farklanmalarina sahip, yan yiiz zarlarinin olusturdugu
karmasik i¢e katlanmalar sonucunda da hiicre sinirlarimin 151k mikroskobu ile ayirt
edilemedigi hiicrelerdir (Sekil 2). Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiil limene bakan apikal
yiiz membranlar1 da katlanmalar ve kriptalar meydana getirerek yeni olusan spermiyumlarin

limene birakilma zamanina kadar spermatidlere yerlesebilecekleri bir alan saglamis olurlar

(16) (15).

Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelinin yaklasik %10'unu sertoli hiicreleri olusturur.
Buradan da anlasilacagi gibi sertoli hiicreleri spermatozoonlarin desteklenmesinde ve

olgunlagmasinda biiyiik rol oynarlar (13).

11



Cytoplasmlc bndges

Late spermiogenesis

Early spermatids

Initial spermiogenesis ¥
p g ? L) ..f é: a1k Sertoh ‘\ A\ Secondary spermatocytes
\ & cell y
Meiosis 7 % ) el ,.t' --\ \
X g . % \’e

Interstitial cells

Sekil 2: Sertoli hiicresi ve spermatogenik seri hiicreleri (82).

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmas1 ¢ok iyi gelismis aktin filamanlarnt ag ile
mikrotiibiillerle ara filamanlardan olusan gelismekte olan cins hiicrelerine destek gorevi goren
geliskin bir hiicre iskeletinin yan1 sira, iyi gelismis bir golgi kompleksi, bol miktarda yassi
mitokondri, graniilsiiz (diiz) endoplazmik retikulum, endolizozomlarin olusturdugu lipofuskin
bulunduran ¢ok sayidaki vezikiiller, lipid damlaciklari, vimentin, diisiik molekiil agirlikli
sitokeratin 18 ve 19 igerirken, az miktarda graniillii endoplazmik retikulum igerir.
Sitoplazmada ayrica igerigi ve islevi heniiz tanimlanmamis Charcot-Bottcher kristaloidleri
denilen inkliizyon cisimcikleri ve ¢gekirdekgik ile birlikte ¢ekirdek zar1 altinda kiimelenmis iki
belirgin kromatin yogunlagmasi olan 6zel bir goriiniime sahip ti¢lii gorliniis bulunmaktadir

(15) (17).

Sertoli hiicreleri, taban ve yan yiizlerindeki siki baglanti kompleksleriyle (zonula
okludens) birbirlerine tutunurlar. Burada diger siki baglantilardan farkli olarak bazal
membrana en yakin konumlu (seminifer epitelin 1/3 bazalinde ) olarak bulunur ve seminifer
tiibiil epitelini bazal ve adluminal kompartman olarak 2 kompartmana ayirir. Bazal
kompartman daha dardir, siki baglantinin bazalinde yer alir adluminal kompartmani ¢evreler
ve spermatogonyumlar ile primer spermatositleri icerir. Adluminal kompartman ise daha
genistir, liimene yakindir ve sekonder spermatositler ile spermatidleri igerir.

Spermatogonyumlar farklilasirken sperme 6zgili proteinler ortaya ¢ikar ve spermatogenezis
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immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire sonra olaylandigi i¢in farklilasmakta olan
germ hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve onlar1 yok edecek olan bir immiin yanitin
olusmasina neden olabilir. Iste spermatogenezis icin mikro bir cevre saglayan bu
kompartmanlarin olusturdugu kan-testis bariyeri, en yukaridaki sekonder spermatositler ve
spermatidleri en alttaki spermatogonyumlar ve primer spermatositlerden ayirir ve sekonder
spermatositler ile spermatidleri dolagim sistemindeki antijenlerden, otoimmun bagisiklik
reaksiyonlarindan ve kanda bulunan maddelerden korur (13) (19) (14). Sertoli hiicreleri ayrica
gap junction denilen baglantilarla hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisini saglayarak
seminifer epitel siklusunun koordinasyonunda onemli rol oynar (38). Sertoli hiicrelerinin
puberteden sonra postmitotik 06zellik kazanmasi nedeniyle eriskin testisinde sertoli

hiicrelerinde mitotik hiicre boliinmesine rastlanmaz (15) (18).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari sunlardir:

1) Protein ve iyonlarca zengin bir sivinin seminifer tiibiil liimenine salinmasi,

2) Birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanan spermatogenik hiicrelerin fiziksel olarak
desteklenmesi, kan-testis bariyeri nedeniyle kan desteginden izole edilen sekonder
spermatositler, spermatidler ve spermiyumlara besin maddesi ve metabolitlerin saglanmasi ve
yine kan-testis bariyeri sayesinde gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin immiinolojik
reaksiyonlardan korunmasi (13),

3) Seminifer tiibiil icerisinde spermatogenezin gerceklesebilmesi i¢in gerekli olan
testosteronun yogunlasmasini saglayan androjen baglayici protein (ABP)’nin Folikiil stimiile
edici hormonun (FSH) ve testosteron kontrolii altinda sentezlenmesi,

4) Spermiyogenez sirasinda rezidiiel cisimcikler olarak atilan fazla spermatid
sitoplazmasinin fagosite edilerek sertoli hiicre lizozomlar1 tarafindan yikilmasi,

5) Olgun spermatidlerin spermiasyon siirecinde seminifer tiibiil liimenine salinimini
kolaylagtirmak amaciyla aktin aracili kasilmalarin yapilmasi,

6) Hipofiz bezinin anterior kismindan salgilanan FSH’1n sentez ve salinmasini dnleyen
inhibin ve uyaran aktivin ad1 verilen peptid yapidaki hormonlarin salgilanmasi,

7) Embriyonik gelisim sirasinda erkek fetusta Miiller (Paramezonefrik) kanallarin
gerilemesini ve Mezonefroz kanallarinin olugmasini saglayanan glikoprotein yapidaki Anti-

Miillerian Hormon (AMH)’nun iiretilmesidir (16) (20) (19).
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Spermatogenik hiicreler ve spermatogenezis

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinin biiylik cogunlugunu olusturan ¢esitli
olgunlagsma asamalarinda bulunan ve diizenli olarak boliinerek olgun spermlere farklanan,
bazal lamina ve tiibiil llimeni arasini1 dolduracak sekilde 4-8 tabakali hiicrelerdir. Liimenden
bazale dogru farklilasmanin ve olgunlasmanin degisik evrelerindeki hiicre tipleri sirast ile;
spermiumlar,  spermatidler, sekonder spermatositler, primer spermatositler ve

spermatogonyumlardir (19).

Spermatogonyumlar
Spermatogonyumlar, sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda
kaldig1 i¢in bazal kompartmanda yer alirlar bazal lamina ile iligkidedirler ve kan-testis

bariyerinin disinda kalirlar. 3 farkli tipi bulunur (16).

Tip A spermatogonyumlar; oval ¢ekirdekli, yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli
seminifer epitelin kok hiicreleridir. Puberteden itibaren mitoz gecirirler ve soluk boyanan,
oval cekirdekli, ince graniiler kromatinli tip A agik spermatogonyumlar ile tip A koyu
spermatogonyumlari meydana getirirler. Tip A agik spermatogonyumlar mitoz gecirerek
¢ekirdekeik ¢evresinde ve ¢ekirdek kilifi boyunca yogunlasma gosteren ¢ekirdek kromatinine
ve merkezi yerlesimli ¢ekirdekgige sahip sferikal ¢ekirdek iceren tip B spermatogonyumlari

olustururlar (15).

Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar mitoz gegirerek primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler, DNA (deoksiriboniikleik asit) sentezini tamamladiktan sonra mayoz
boliinmenin profaz sathasinin biitiin fazlarimi gecirirler. Profaz evresi yaklasik 22 giin siirer ve
cekirdeklerindeki sinaptonemal kompleksin varligi ile karakterize edilen, spermatogenik
serinin en biiyiik ve histolojik kesitlerde en ¢ok karsilagilan hiicreler de primer
spermatositlerdir. Profaz evresinden sonra kardes kromatidler sirasiyla metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerini gecirerek 2n DNA ve 23 kromozom ( 22+X veya 22+Y ) iceren sekonder
spermatositleri meydana getirirler. Sekonder spermatositler Kisa siiren bir interfaz evresi
gecirdikleri ve hizla ikinci mayoz bodlinmeye girdikleri igin histolojik kesitlerde ¢ok zor

goriiliirler (16) (13).
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Spermatidler

Sekonder spermatositler; ikinci mayoz boliinmeyi tamamlayarak seminifer tiibiil liimeni
yakinlarinda sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik c¢okiintiilerine yerlesmis, 7-8 pum capa,
yogunlasmis kromatin bolgeleri tagiyan merkezi yerlesimli ¢ekirdege, iyi geliimis bir Golgi
kompleksine, ¢ok sayida mitokondri ve bir ¢ift sentriyole sahip olan spermatidleri
olustururlar. Spermatidler sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda spermiyogenez
denilen ve sirasiyla golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi olmak lizere 3 asamadan
olusan bir farklilagsma siireci gecirerek olgun spermiyumu olustururlar. Olgun spermium da
spermiasyon denilen olayla seminifer tiibiil liimenine salinir. Sonug¢ olarak ise bir

spermatogonyumdan 4 olgun spermium olusur (13) (16).
Spermiyumlar

Insanlarda bir spermatogonyumdan olgun bir spermiyum spermatogenezis olay1 ile
yaklagik olarak 64 glinde meydana gelir ve olgun bir spermiyum bas, boyun ve kuyruk
bolgelerinden olusur (14). Bas bolgesinde yasst bigimli, yogun kromatin i¢eren bir ¢ekirdek
ve ¢ekirdegin anterior yarisini Orten, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom
bulunur. Akrozom hyaluronidaz, noraminidaz, asit fosfataz ve en 6nemlisi akrozin denilen
tripsin benzeri proteazlar gibi hidrolitik enzimleri icerir (15). Boyun bdlgesi bas ile kuyruk
arasindaki baglantiy1 saglayan dar bir par¢adir ve sperm kuyrugunun merkezi parcast olan
aksonemi olusturan proksimal sentriol ile distal sentriol olmak {izere bir ¢ift sentriol
bulundurur (13). Kuyruk bolgesi ise orta parga, esas par¢a ve son par¢a olmak iizere ig
kisimdan olusur. Kuyrugun orta parcasinda sarmal olarak dizilmis mitokondriler, 9+2
mikrotiibiiler yapidaki aksonem ve sperm boynundaki baglant1 par¢asindan kuyruk boyunca
uzanan dokuz adet dis yogun fibrillerden olusmustur. Esas par¢a kuyrugun en uzun pargasidir
ve spermin One hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet
olusturan yedi adet dis yogun fibrille sarili merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur.
Kuyrugun en kisa pargast olan son par¢ada ise yalnizca aksonem bulunur, dis yogun fibriller

ve fibroz kilif bulunmaz (18) (16).

15



Insanlarda spermatogenezisin her seminifer tiibiilde es zamanli olarak gerceklesmemesi
ve bazi limende serbest spermiyumlara rastlanirken bazilarinda yanlizca spermatidlerin
gozlenmesi seminifer tlibiillerde diizensiz bir goriiniime yol agar. Sicanlarda ise her seminifer
tiibiilde spermatogenezis es zamanli olarak gerceklesir. Ayrica spermatogenezis evrelerinin
sayis1 hayvan tiirlerine gore farkliliklar gosterir. Insanlarda 6, farede 12, sicanda 14 adet

spermatogenezis evresi goriiliir (18) (13).
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Sekil 3: Spermin yapisi (83).

Spermatogenezis bir spermatogonyumdan olgun spermiyum olusurken meydana gelen

cogalma, biiylime, olgunlasma ve bagkalasim evrelerini iceren bir sliregtir ve {li¢ fazda

gergeklesir (14).

® Spermatogonal evre (Spermatositogenesz):
Spermatogonyumlarin ~ boliinerek  spermatositleri  olusturduklar1  bu  evre

Spermatositogenez (Yun. Sperma; tohum + kytos; hiicre + genesis; iiretim) olarak adlandirilir
(19).
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e Spermatosit evresi (mayoz boliinme):
Spermatositlerin ardarda iki mayoz boliinme gegirerek spermatidleri olusturduklar1 ve
kromozom sayilar1 ile DNA miktari her hiicrede esit olarak yariya diisiirdiikleri bu evre

Mayoz Béliinme olarak adlandirilir (19).

e Spermatid evresi (Spermiyogenesiz)
Spermatidlerin  bir dizi hiicre farklilagmas1 siireci gegirerek spermiyumlari

olusturduklart bu evre Spermiyogenezis olarak adlandirilir (16).

Spermatogenezis

Spermatogenez, bazal lamina tizerine yerlesmis, yaklasik olarak 12 um ¢apta, ¢ekirdegi
soluk boyanan kromatin igeren, diploid, ilkel bir germ hiicresi olan spermatogonyum ile
baslar. Spermatogonyumlar testosteron hormonunun etkisiyle pubertede mitoz boliinmeler
gecirerek  diger  spermatogonyumlart ve  primer  spermatositleri  olustururlar.
Spermatogonyumlarin kii¢lik, 12 um capinda, yuvarlak sekilli, bol heterokromatin igeren oval
cekirdege sahip Tip A Koyu Spermatogonyumlar, Tip A A¢ik Spermatogonyumlar ve Tip B
Spermatogonyumlar olmak tizere 3 tipi vardir. Tip A Koyu Spermatogonyumlar yedek
hiicrelerdir ve mitozla boliinerek diger Tip A Koyu Spermatogonyumlar: ve Tip A Agik
Spermatogonyumlari olustururlar. Tip A A¢ik Spermatogonyumlar da mitozla boliinerek Tip
B Spermatogonyumlari, onlarda primer spermatositlere farklilasarak birinci mayoz
bolinmenin profazina girerler ve yaklasik 22 giin siiren bu asamadan sonra hizla birinci
mayoz bdoliinmelerini tamamlayarak yalnizca 23 kromozom igeren, daha kiiciik yapidaki ve
eksik DNA miktarina sahip daha az sayidaki sekonder spermatositleri olustururlar. Histolojik
kesitlerde interfazda kisa siire kalan ve hizli bir sekilde ikinci mayotik boliinmeye giren,
ortalama 8 saatlik bir yasam siiresine sahip sekonder spermatositlerin gézlenmesi zordur.
Sekonder spermatositlerin de kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit bir miktarda kalmasini
saglayan mayoz boliinmeyi tamamlamasiyla 23 kromozoma sahip, yuvarlak sekilli, yaklasik 8
um ¢apinda, fertilizasyonla normal diploid yapiya donen haploid yapidaki spermatidler olugur
(17)(19). Bir adet Tip A Acik Spermatogonyumdan gelisen ve bol miktarda graniillii
endoplazmik retikulum, mitokondri, 1yi gelismis golgi kompleksi iceren tiim spermatidler
birbirlerine sitoplazmik kopriiciiklerle baghdirlar ve bunlar hidrolitik enzim depolayarak,

organellerinin miktarin1 azaltarak, sitoplazmalarinin bir kismi dokerek, filagellum ve ilgili
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iskelet yapisini sekillendirerek spermiumlara doniisiirler. Bu siire¢ Spermiyogenezis olarak

adlandirilir ve ti¢ fazdan olusur (18) (17).

1) Golgi Fazi: Spermatid sitoplazmasinda, diiz endoplazmik retikulum, ¢ekirdegin
yakininda belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol ve serbest ribozomlar
bulunur. PAS pozitif boyanan, kiigiik yapidaki proakrozomal graniiller golgi kompleksinde
biriktikten sonra birleserek tek bir akrozomal graniilii membranla sinirlanmis bir akrozomal
vezikiiliin i¢inde olustururlar. Sentriyoller de akrozomun olustugu boélgenin kars1 kutbuna go¢
ederek hiicre ylizeyine yakin bir konuma gelirler ve flagellar aksonemi olusturmaya baglarlar.
Sonrasinda niikleusa dogru geri donerken hareket etmelerinin sonucunda aksonem

komponentlerini ¢evrelerine sararlar (19) (17).

2) Akrozomal Faz: Yogunlasan ¢ekirdegin 6n yarisin1 akrozomal vezikiil ile graniiller
kaplar ve bu asamadan sonra da korona radiata hiicrelerini tubal mukozal enzimler ile birlikte
birbirinden ayiran hyaluronidaz, zona pellusiday: eriten esteraz, ndraminidaz, asit fosfataz ve
etkisi tripsine benzeyen proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igeren, lizozomun 6zellesmis bir
tipi gibi is goren akrozom adinmi alirlar. Akrozomal faz evresinde hiicrenin akrozom iceren 6n
kutbunun seminifer tiibiil tabanina dogru yonelmesine ek olarak niikleus uzar daha yogun bir
hal alir, sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu oluGturur, mitokondriler
spermiyumlarin hareketlerinin kaynagini aldigi yer olan orta parca adi verilen kalinlagmis
bolgeyi flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak olustururlar. Flagellumun hareketi
ise dynein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin, ATP’nin ve mikrotiibiillerin

etkilesmesi sonucu olusur (13).

3) Matiirasyon Fazi: Olusan spermiyumlar seminifer tiibiil liimenine dogru salinirlar ve
geriye  kalan artik  sitoplazma  Sertoli  hiicreleri  tarafindan  fagosite  edilir.
Spermatogonyumlarin béliinmesiyle ve sonraki asamalarda olusan hiicrelerin tamamen
ayrilmayip birbirlerine sitoplazmik kopriilerle bagl kalmalari, yaklasik 70 giin siiren, tek bir
spermatogonyumdan olusan primer ve sekonder spermatositlerle spermatidler arasindaki
iletisimin devamliligin1 saglar. Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda
spermiyogenezis asamasini gegiren spermatid olgun spermiyuma doniisiir ve spermiasyon

olayiyla seminifer tiibiil limenine salinir (16) (13).

18



Interstisyel Bag Dokusu

Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen ve tiibiillerin arasindaki bosluklart dolduran, lamina
propriya da denilen gevsek bag doku yapisindaki interstisyel bag dokusunda Leydig hiicreleri,
fibroblastlar, mast hiicreleri, sitoplazmasinda aktin filamentlerini igeren, diiz kas hiicrelerine
benzetilen ve hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma hareketlerinden sorumlu
olan myoid hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreleri), kollajen lifler, Leydig hiicrelerine
dontisebilen farkilasmamis mezenkimal kokenli hiicreler, bag doku elemanlari, sinirler, kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbest¢ce gegmesine olanak saglayan pencereli tipteki

testikiiler kapillerler, kan damarlar1 ve lenfatik damarlar bulunmaktadir (13).
Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri seminifer tiibiillerin arasindaki gevsek bag dokusunda c¢ogunlukla
pencereli tip kapiller ve kiiciik lenf damarlarina yakin konumda tek tek ya da kiigiik gruplar
halinde yerlesen, yaklasik olarak 15 pum ¢apinda poligonal sekilli, eozinofilik, ¢cok sayida
mikrovillus tek nukleus ve periferde yer alan 1-2 nukleolus igeren biiyiik hiicrelerdir (17).
Leydig hiicre sitoplazmasinda insanlara 6zgii Reinke kristalleri olarak adlandirilan kristalize
proteinler, steroid hormon iireten hiicrelerin tipik 6zelligi olan tiibiiler kristali mitokondriler,
sik1 paketlenmis bol graniilsiiz endoplazmik retikulum (AGER), ¢ekirdegin hemen yaninda
biiyiik ve iyi gelismis bir golgi kompleksi ve ¢ok sayida yuvarlak lipid damlaciklari bulunur.
Daha az sayida ribozom, graniillii endoplazmik retikulum (GER), lizozom, peroksizom ve bol
lipid damlaciklar1 bulunurken salg1 vezikiilleri bulunmaz. Leydig hiicre sayis1 ve aktivitesi
hormonal uyarilara baghdir ve tiirlere gore degiskenlik gosterir. Gebelik sirasinda iiretilen
plasental gonadotropik hormon maternal kandan fetusa gegerek leydig hiicrelerini uyarir. Bu
hiicrelerde mitokondri ve AGER’lerinde bulunan enzimlerce erkek genital organlarinin
farklanmasi ve sekonder seks karekterlerinin gelisiminden sorumlu hormon olan testosteronu
sentezlerler (16) (19).

Kan-testis bariyeri

Kan-testis bariyeri, seminifer tiibiiller ile interstisyel kan damarlar1 arasinda yer alan ve
seminifer tiibiillere immiinoglobiilinlerin gegmesini dnleyerek germ hiicrelerinin kandan gelen
zararli ajanlara kars1 korunmasini saglayan, sertoli hiicrelerinin kurdugu siki baglantilar ile

olusan bariyerdir (19). Seksiiel olgunlasmanin immunolojik yetenegin gelismesinden sonra
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meydana gelmesi sebebiyle spermatogenez sirasinda ortaya c¢ikan birtakim proteinler
farklilagmakta olan sperm hiicrelerinin yabanci olarak algilanmasina ve yok edilmesine sebep
olabilecek bir immiin yanit1 tetikledikleri i¢in, kan-testis bariyeri gelisen spermler ve immiin

sistem arasinda olusabilecek her tiirlii etkilesimi ortadan kaldirir (13).
2.1.4. Testis Fizyolojisi

Testisler iki temel isleve sahiptir. Bunlar erkek germ hiicresi olan spermiumlarin
iiretilmesi ve seks hormonu testosteronun sentezlenmesi, depolanmasi ve salgilanmasidir.
Testisin bu islevi puberte doneminde baslar ve hipotalamo-hipofizer sistemin kontroli
altindadir. Hipotalamustan salgilanan gonodotropin serbestlestirici hormon (GnRH) hipofiz
bezinin 6n lobundan luteinize edici (LH) hormonun salgilanmasini uyarir. LH ise Leydig
hiicrelerinde bulunan reseptorlere baglanarak bu hiicrelerde kolesterolden baslica testosteron
olmak {iizere Ostrojen dahil diger hormonlarin sentezlenmesini saglar. Diger bir hipofiz 6n
lobu hormonu olan follikiil uyaric1 hormon (FSH) ise yine hipotalamustan GnRH hormonu
araciligi ile salgilanir ve Sertoli hiicrelerinde androjen baglayict proteinin (ABP) sentezini ve
salinimini uyarir. ABP testosteronu baglayarak onun seminifer tiibiillerde yliksek yogunlukta
kalmasii saglar. Bu sekilde bolgesel olarak ortamda yiiksek yogunlukta bulunan testosteron
FSH’ nin etkisiyle spermatogenezin normal olarak gerceklesmesine olanak tanir. Testisler

giinde holokrin tip salgilama ile yaklasik 200.000.000 spermiumun olusumunu saglar (21).

Hormonal Kontrol

Beyinden salgilanan néropeptitler ve norotransmitterler (dopamin, norepinefrin, asetil
kolin, serotonin) hipotalamusta gonadotropin salgilayici hormonun (GnRH) salgilanmasini
uyarir. GnRH hipofizden glikoprotein yapisinda folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve
luteinize edici hormon (LH) salgilanmasini saglar. LH spermatogenezisi dolayli olarak
uyarirken, endojen testosteron {iretimini de aktive eder. FSH"nin hedefi ise spesifik
reseptOrleri olan Sertoli hiicreleridir. Bu nedenle testosteron ve FSH, seminifer tiibiil epiteline
etki eder. Androjen baglayan protein (ABP) bir Sertoli hiicresi {irliniidiir. Testosteron LH’nin
birincil inhibitoriidiir ve potent etkili dihidrotestosterona ya da potent etkili dstradiole (E2)
dontigebilir. Testosteron hipotalamik, dstrojen ise hipofizer yolla inhibitdr etki yapar. FSH’nin

inhibisyonu sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin adli nonsteroid bir maddeyle olmaktadir
(22; 21).
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Hormonal Control of Testicular Function
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Sekil 4: Testisin hormonal kontrolu (84).

Inhibin

Sertoli hiicrelerinde iiretilen ve hipofiz bezinden FSH salinimini inhibe eden protein
yapidaki bir hormon olan inhibinin siirekli salgilanmasi durumuna FSH iiretimi baskilanirken
spermium sayisi azaldiginda FSH miktari artar (23).

Spermatogenez

Spermatogenez, 46 kromozomlu spermatogonyanin 23 kromozomlu spermatozoalara
dontigiim  siirecidir. Testis kitlesinin  %85-90’1n1 olusturan seminifer tiibiillerde Sertoli
hiicreleri ve degisik evrelerde germ hiicreleri bulunur. Sertoli hiicreleri sabit sayida,
cogalmayan hiicrelerdir. Seminifer tiibil bazal membraninda birbirlerine siki sekilde
baglanarak kan-testis bariyerini olustururlar. Bu bariyer, germ hiicrelerinin immiin sistemle
karsilasmasin1 ve infertilite olusmasini engeller. Sertoli hiicreleri bir taraftan gelisen germ

hiicrelerini beslerken, bozulanlar1 ve diger yabanci artiklar1 fagosite eder. Ayrica ABP, FSH
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reseptorleri ve inhibin iiretimiyle androjen ve dstrojen yikilimini saglar. Spermatogonya ve
geng spermatositler seminifer tubuluslarin bazal tabakasinda bulunurken, olgun spermatositler
ve spermatidler adliiminal tabakada yer alirlar. Bazal tabakadan adliiminal tabakaya geciste
kan-testis bariyeri bozulmaz. Germinal hiicreler bazal membrandan liimene dogru farklilasma
sirasina gore dizilirler. Primitif spermatogonyadan ya yeni spermatogonya ya da spermatosite
doniisecek hiicreler olusur. Primer spermatositten sekonder spermatosit olusurken kromozom
sayis1 yaritya, yani 23’e iner. Bunlar spermiogeneze ugrayarak spermatid ve olgun
spermatozoa seklini alir. Tiim bu asamalar i¢in gerekli siire 64-74 giindiir. Spermatogenezin
baslamasi i¢in FSH, siirdiiriilmesi ig¢in ise testosteron gereklidir. Testikiiler spermler
hareketsizdir; ovumu fertilize edemez. Spermatozoa bu yetenegi ancak epididimden gegerken
kazanir. Spermlerin epididimden gegis siiresi yaklasik iki glindiir. Rete testis sivisiyla duktus
deferense gelen spermler, bu hiicrelerin su reabsorbe etmesiyle olusan basing farki, epitel
hiicrelerinin siliyer hareketleri ve en Onemlisi de miyoid hiicrelerin kasilmasi ile tasinir.
Sperm, epididim i¢inde ilerledik¢ce motilite kazanir ve ovumu doélleyebilme 6zelligi kazanir.
Epididim fonksiyonu, androjene 6zellikle dihidrotestosterona baglidir. Epididim kanalindaki
epitel hiicrelerinden salgilanan maddelerin tiimii sperm olgunlagmasinda etkilidir. Duktus
deferens spontan motiliteye sahip bir organdir. Diizensiz kiigiik kasilmalarla stirekli sperm
tasir. Cinsel uyarilarla bu tasima hizlanir. Ejakiilat ortalama 3-3,5 ml’dir, seminal plazma ve
spermatozoadan olusur. Total voliimiin %1’inden az1 spermatozoadir. Ortalama 3,5 ml
ejakiilatin 1,5-2 ml’si vezikiiloseminalisten, 0,5 ml’si prostattan, 0,1-0,2 ml’si Cowper ve
Littre bezlerinden gelir. Ejakiilatin ilk bolimii duktus deferensin ampullasindaki spermleri ve
prostat salgisini icermediginden spermden zengindir. Daha sonraki kisimlar ¢ogunlukla
vezikiiloseminalis salgisindan olusur. Normalde ejakiilatin her mililitresinde 60-120 milyon
spermatozoa bulunur. Ovumu asilayabilmesi i¢in bu sayinin en az 20 milyon olmasi ve ayrica
spermlerin en az yaridan fazlasinin hareketli, yine %60’ nin morfolojik a¢idan normal olmasi
gerekir. Spermatozoa, 50-60 mikron uzunlugunda kiigiik, hareketli ve atipik bir hiicredir.
Kadin iireme organlarinda yasama siiresi ortalama 48-72 saattir. Cinsel uyarinin ¢ok yiiksek
oldugu, ejakiilasyona yakin zamanda duktus deferensin ampullasindaki spermler, prostat ve
vezikiilo seminalis salgilar1 arka iiretrada toplanir. Mesane boynu ve i¢ sfinkter kapanir,
cizgili dis sfinkter acilir. Perineal ve bulbokaverndz kaslarin kasilmasi ile ejakiilat ritmik

hareketler seklinde disart atilir (21; 24).
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2.2. Noroendokrin Sistem

2.2.1. Hipotalamohipofiziyal sistemin ana hatlari

Hipotalamus ve hipofiz bezi (pituitar bez), hipotalamohipofiziyal sistem olarak

adlandirilan, birbiri ile biitiinlesmis néroendokrin bir ag olustururlar.

Hipotalamohipofiziyal sistem iki ana kisimdan olusur; 1- hipotalamik adenohipofiziyal
sistem, hipotalamusu anteriyor hipofize baglar, 2- hipotalamik norohipofiziyal sistem,

hipotalamusu posteriyor hipofize baglanmaktadir.

Hipotalamus diyensefalon tabaninda yer alir ve 3. Ventrikiil duvarinin da bir kismini
olusturur, igerisinde bazilar1 hormon salgilayan, nukleus adi verilen ndéron topluluklarina
sahiptir. Noroendokrin hiicreler, kan-beyin bariyerinin arkasinda yerlesmislerdir ancak salgi

iriinleri kan-beyin bariyerinin disinda salgilanmaktadir.

Hipotalamusun noéroendokrin hiicreleri, peptid yapisinda, tetikleyici(releaisng) ve
inhibitér hormonlar veya faktorler ile hipofiz bezi iizerinde pozitif veya negatif etkiler
gosterirler; tetikleyici ve inhibitdr hormonlar, aksonlar ile norohipofize iletilen

norotransmitter maddelere gore, ¢cok kisa bir siire cevap olustururlar.

Noroendokrin hiicrelerin norohipofiz igerisinde yer alan akson terminallerinde nérofizin
ad1 verilen tastyici proteinlere bagli peptit hormonlar iceren bol miktarda depo salgi graniilii
bulunur. Noral uyarilarin kontroliinde, hormon ve tasiyici proteinlerin her ikisi de, eksositoz

ile, hemen yakin ¢evredeki pencereli tip kapillerler i¢erisinde salgilanirlar.

Anteriyor hipofiz kan damarlarindan zengindir. Hipotalamusun alt kisminda veya
hipofiz sapinda, pencereli tip kapiller pleksusa (primer pleksus adi verilir) sahiptir. Primer
pleksus, portal venlerile, hipofiz bezi anteriyor lobunda bulunan sekonder pleksussa

baglanarak hipotalamohipofiziyal portal sirkiilasyon olusturulur.

Anteriyor hipofizdeki epitelyal hiicreler tarafindan salgilanan hormonlar, graniillerde
depo edilirler ve tastyict bir proteine sahip degildirler, endokrin uyarilar sonucu, sekonder

kapiller pleksus igerisine, siklik, ritmik veya pulsatil(nabiz seklinde) olarak salgilanirlar.

Anteriyor hipofizin epitelyal hiicrelerinden salgilanan hormonlar, uzun bir cevap

olusturma siiresine sahiptir; bu siire, bir giin hatta bir ay kadar kalic1 olabilir.
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Hipofiz

Hipofiz embriyolojik olarak iki farkli kdkene sahip iki dokudan olusmustur: 1-

adenohipofiz, epitelyal bez kismi1 2- nérohipofiz, noral kisim.

Adenohipofiz ii¢ alt bolim olusmustur: 1- Pars distalis veya anteriyor lob, bezin esas
kismidir 2- Pars tuberalis noral kisim olan infundibular sapt kismen veya biitliniiyle yaka

tarzinda sarmaktadir. Hep beraber hipofiz sapini olustururlar.
Pars distalis histolojisi

Pars distalis li¢ elemandan olusur: 1-epitelyal hiicre kordonlari, 2-az miktardaki bag

dokusu stromas1 ve 3- pencereli tip kapillerler.

Kordonlar seklinde diizenlenen epitel hiicreleri, hipotalamustan kan getiren pencereli tip
kapiller ile sarilmistir. Salgilanan hormonlar kapiller ag icerisine gecer, buradan da venoz

stinuslara agilan hipofiziyal venlere bosalir.

Anterior hipofizde ii¢ ayri tipte endokrin hiicre bulunur : asidofiller, bezin yan

taraflarinda yaygindir; bazofiller, bezin orta kisminda ¢ogunluktadirlar ve kromofoblar.

Asidofiller iki esas peptid hormon salgilamaktadir: biiylime hormonu ve prolaktin.
Bazofiller glikoprotein hormonlari salgilarlar: gonadotropin folikiil stimiilan hormon (FSH),
luteinlestirici hormon (LH), tiroid stimulan hormon (TSH) ve adrenokortikotropik hormon
(ACTH). Kromofoblar hormon igeriklerini bosaltan ve bu nedenle tipik asidofil ve bazofil

boyanma afinitesini kaybeden hiicrelerdir.
Bazofiller tarafindan salgilanan hormonlar: Gonadotropinler, TSH ve ACTH

Gonadotropinler (FSH ve LH) ve TSH ortak ozelliklere sahiptir: 1) Glikoprotein
yapidadirlar ve 2) iki zincir igerirler. a zinciri, bir glikoproteindir ve FSH, LH ve TSH icin
ortaktir ancak [ zinciri her bir hormon i¢in 6zgilindiir. Bundan dolay: B zinciri her bir hormona

ayr bir 6zellik kazandirmaktadir.
Gonadotropinler: FSH ve LH

Gonadotropinler, FSH ve LH hormonlarinin her ikisini de salgilamaktadirlar.

Gonadotroplar, anteriyor hipofiz hiicrelerinin yaklasik %10’unu olustururlar.
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Gonadotrpinlerin salgilanmasi, hipotalamusun arkuat ve preoptik alanlarinda iiretilen bir
dekapeptid olan gonadotropin tetikleyici hormon (GnRH) tarafindan stimiile edilir. GnRH,
anteriyor hipofizdeki dige hormonlar gibi nabiz tarzinda salgilanir. FSH ve LH 1n her ikisinin

sentez ve salgilanmasi tek bir bazofil hiicre tarafindan yapilmaktadir.

FSH disilerde folikiilogenezis adi verilen siirecte ovaryan folikiillerinin gelisimini
stimiile eder, erkeklerde ise testiste yer alan Sertoli hiicreleri iizerine etki ederek
androjenlerden Ostrojenlerin aromatizasyonunu stimiile eder ve testosteronla baglantili olarak

androjen baglayici proteinin liretimini saglar.

LH disilerde korpus Iuteum ve ovaryan folikiillerde steroidogenezisi uyarirken,
erkeklerde ise testiste yer alan Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron hormonunun

sentezini kontrol etmektedir (31).
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2.3. Apoptoz

2.3.1. Apoptoz’un Tanim Ve Tarihcesi

Organizma yeni hiicreler sentezlerken, var olan hiicrelerin bir kismini hiicre 6liimi ile
ortadan kaldirarak kendi dengesini korumaktadir. Hiicre Oliimii iki farkli mekanizma ile
gerceklesir: apoptoz ve nekroz. Apoptozda ve nekrozda diizenli olarak birbirini izleyen
biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucunda hiicre oliimii gergeklesir (41). Apoptoz
programli, aktif RNA ve protein sentezi ile gergeklesen; enerji gerektiren bir Oliimdiir.
Genetik ve biyokimyasal olaylar dizisidir (42), (43), (44).
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Sekil 5: Apoptoz ve nekroz (48).

Hiicrelerin normal gelisimleri siirecinde meydana gelen 6liim ilk olarak 1842 yilinda
Vogt tarafindan tanimlanmistir. Programlanmis hiicre 6liimii terimi ilk olarak 1965 yilinda
kullanilmistir. Apoptoz terimi ise ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaglari tarafindan
kullanilmistir. Yunanca bir kelime olan apoptoz; apo (ayrilan) ve ptosis (diigen) kelimelerinin
birlesiminden olusur ve “agagtan diisen yapraklar “ olarak tarif edilmistir. Kerr, fizyolojik
olarak oOlen hiicrelerin c¢ekirdeklerinde yogunlasmis kromatin parcalari gozlemlemis ve

organellerin iyi korundugunu gézlemleyerek bu olay1 biiziisme nekrozu olarak adlandirmistir.
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1983 yilinda Duke ve arkadaslari, jel elektroforezi ile apoptoz endoniikleazlarin aktive olarak
merdiven basamagi denen karakteristik DNA kiriklarina neden oldugunu gostermistir.
Boylece apoptotik hiicre Oliimiiniin ilk biyokimyasal kaniti elde edilmis ve apoptozisin
genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile olan bir 6liim oldugu ortaya
konulmustur (45).

Apoptotik hiicre membrani saglamdir ve {izerinde kiiglik cepgikler olusur (46), (47).

Nekrotik hiicre lizise ugrarken apoptotik hiicre kii¢iik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
cisimcikler membranla c¢evrilidir, nukleus ve diger organellerini ve pargalarini igerir.
Apoptotik cisimcikler inflamasyona neden olmazken fagosititk hiicreler tarafindan sindirilirler
(49).

2.3.2. Apoptozun Goriildiigii Olaylar

Apoptotik hiicreler organizmanin bazi1 dokularinda siirekli olarak olugmaktadir ve bu
yasam boyunca devamlidir. Boylece 6liim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda
doku homeostazisini olusturan dinamik bir denge halindedir. Giinde yaklasik bir milyon hiicre
apoptoza ugrarken yerine yeni hiicrelerin yapimi devam etmektedir.

Apoptoz fizyolojik ve patolojik olaylar sonucunda gozlenir.

Fizyolojik Olaylar

e Embriyogenez ve metamorfozda (Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu, kalp gibi
i¢i bosluklu organlarin liimen olusumu)

e Vertebralarin noron gelisimi sirasinda (barsak kriptalar1 gibi siirekli prolifere olan
hiicre gruplarinin hiicre sayisinin dengelenmesinde)

e Uterusta endometriumun dokiilmesinde (menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun
kesilmesinden sonra meme bezlerinin gerilemesi gibi olaylarda)

oT lenfositlerin kontroliinde (T lenfositlerde dogru antijen kazanimi saglayamayan
hiicrelerin ortadan kaldirilmast )

¢ Epidermisin en iist tabakasi olan stratum korneumun siirekli dokiiliip yenilenmesinde
gortliir.

Patolojik Olaylar

e Her tiirlii neoplazide (sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hipoksi gibi
fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda)

e Hormon bagimli dokularin patolojik atrofisinde, otoimmiin hastaliklarda sitotoksik T

hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimiinde
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e Pankreasta ve bobrekte duktus tikanmasi sonrasi goriilen patolojik atrofide apoptoz

goriilmektedir. (50), (51).

2.3.2.1. Morfolojik Degisiklikler
Yiizey Organellerinin Kaybi
Apoptotik hiicre komsu hiicrelerle baglantisim  koparir, yiizey farklilagsmalar

(mikrovilliis gibi) yok olur ve hiicre yiizeyi yuvarlaklasir (52), (53).

Kromatin Yogunlasmasi

Cekirdek apoptozda odak noktadir. Hiicreden hiicreye degisiklik gostermekle birlikte
apoptozda c¢ekirdek genellikle biiziisiir. Kromatin yogunlasir ve parcalar halinde bir araya
toplanir. Cekirdek porlarin1 kaybeder, sekil olarak diizensizlesir ve ileri evrede kiiclik
¢ekirdek parcalarina boliiniir. Cekirdek¢ik genisler, graniilleri kaba hal alir ve dagilir (53),
(54).

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmasi

Hiicre once disa dogru tomurcuklanir. Bu tomurcuklar sitoplazma parcaciklart iceren,
sik1 paketli organeller igeren zarla sarili apoptotik cisimciklere doniisiir (52), (53).

Tiim bu morfolojik degisimler gerceklesirken agiga fosfatidilserin ¢ikar. Saglikli
hiicrelerinin plazma membraninda bulunan fosfatidilserin, apoptotik hiicrelerde plazma

membraninin dis yiiziinde bulunur ve fagositik hiicreler i¢in sinyal olusturur (55).

2.3.2.2. Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu

Hedef proteinlerden olan DNA, endoniikleaz ile ¢apraz bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirir. Cekirdek igine giren Ca+2 Mg+2
bagimli endoniikleaz, DNA kiriklar1 olusturur. 180 baz cifti ve katlar1 seklinde kiriklar olusur

ve merdiven basamagi adiyla karakterizedir.

Hiicre Iskeletinin Yikilmast
Kaspazlar aktini yikan bir proteini aktiflestirerek hiicrenin normal seklini kaybetmesine
neden olur (56).
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Membran Degisiklikleri

Kaspazlarin etkisiyle yikilan aktin proteinleri hiicrenin seklini bozar. Yine kaspazlarin
etkisiyle hiicre zar1 asimetrisi bozulur, hiicre membraninin i¢ yiiziindeki fosfatidilserin yer
degistirerek zarm dismna yerlesir. Ayrica bazi apoptotik hiicreler hiicre zarlarinda
thrompospandin adli adhezif bir glioprotein ve bazi hiicrelerin adhezyon molekiillerini (ICAM
3) igerirler. Bu membran degisiklikleri apoptotik hiicrelerin ¢evre fagositler tarafindan fark
edilip fagositoz edilmesini saglarken, transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde
olusan capraz baglanmalar membranlarin pargalanip apoptotik cisimleri olusturmasini saglar.
Hiicreler 6zellesmis yapilarint ve diger hiicrelerle olan temas yiizeylerini kaybederler. Su
kaybederek kiigiiliirler ve biiziisiirler. Sitoplazmanin yogunlastigi ve organallerin birbirine

yaklagtig1 gozlenir (57).

Fagositoz
Apoptotik cisimler c¢evredeki parankima hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite

edilerek dokulardan uzaklastirilir (57).

2.3.3. Apoptoz Mekanizmasi
Apoptoz ekstrensek yolla hiicre membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasiyla,
genlerin DNA hasarina intrensek yanitiyla veya proteolitik enzimlerin dogrudan hiicreye

girisiyle (Perforin- Granzim) ile gelisebilir.

2.3.3.1. Ekstrensek / Reseptor Aracili Yol

Hiicre disindan kaynaklanan ve hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas
(APO-1 ve CD95) ve timor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) uyarilmasi ile diizenlenen
apoptozdur (50).

TNF-a, TNF ile iliskili apoptozis uyarict ligantlar (TRAIL) ve Fas ligantlari, baz
malign ve normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek 6liime neden olurlar.
Bu proteinlerin hiicre digt kisimlari ligant baglanmasi i¢in Onemlidir. Sitoplazmik
kisimlarinda kismen korunmus bir 6liim bolgesi (DD- Death Domain) bulunur. Bu bolgeler
sitoplazmik sinyal proteinlerine baglanarak apoptozu baslatir. TNFR-1 ile iliskili 6lim
bolgeleri TRADD, Fas ile iliskili 6liim bolgelerine FADD denir. Bu 6lim bélgeleri ile
prokaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskat seklinde geligsen aktivasyonlarini baslatir (51).
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2.3.3.2. Intrensek / Mitokondrial Yol

Apoptozun yaygin yolu olan intrensek yol hiicrenin kendi i¢inden, sitotoksik ilaglar gibi
hasar yapici ajanlarla baslar. I¢ sinyallerle olusan apoptozda mitokondri énemli rol oynar.
Apoptozu baslatan yollarin kavsak noktasinin mitokondri oldugu gorilmistir. Dis zar
gecirgenligindeki artis sonucunda mitokondri zar potansiyelinin bozulmasi dig zarda hizla bir
sismeyle izlenir ve iki zar arasinda bulunan gesitli proteinlerin hiicre sitoplazmasina
¢ikmasina neden olur. Temel olarak mitokondride solunum zincirinde yer alan bir enzim olan
sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim
sitoplazmaya salinir. Sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi geri doniigiimsiiz
bir noktadir. Sitokrom c’nin salinmasinda en dnemli faktor Bel-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik
hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin mitokondri tizerindeki etkileriyle hem sitokrom
C’nin sitoplazmaya salinmasi gergeklesir hem de bu salinim baskilanir. Sitokrom c,
sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden
faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu saglar. Apoptozom
kaspaz 9’u aktiflestirmek tizere keser, kaspaz 9 diger kaspazlarin proteolitik bir zincir halinde

aktifleserek apoptozun gergeklesmesini saglar (50), (58).

2.3.4. Apoptoz Regiilatorleri

Apoptoz ¢ok sayida genler (c-myc), molekiiller (seramid), iyonlar (kalsiyum), proteinler
(p53) ve hatta organeller gibi mediatorlerle diizenlenir. Apoptozu diizenleyen genler cmyc,
p53 ve Bcl-2’dir ve iirettikleri proteinler ayni adi alir. P53, Bcel-2 ailesi, inhibitér apoptoz

proteinleri (IAP), kaspazlar gibi protein aileleri apoptoz regiilatorleridir (50), (59).

Bcl-2 Ailesi

Mitokondride dis zar potansiyelinin degismesinden Bcl-2 ailesi adi verilen protein
grubu sorumludur.

Antiapoptotik aile tiyeleri olan Bcl-2, Bcl-XL yine ayni aileden Bad, Bim, Bmf, Bid ve
BH-3 only adi verilen proapoptotik proteinler tarafindan baskilanir. Proapoptotik iiyeler
normal Gartlarda inaktiftir bu nedenle mitokondrial zar gegirgenligi Bcl-2 ve Bcl-x sayesinde
degismeden kalir. Ancak cesitli uyarilar (biiylime faktoriiniin uzaklastirilmast Bad’in,
kalsiyum artist Bim’in, UV 151n Bmf’nin) proapoptotik grubun aktiflesmesine yol acarlar,

sonugta Bcl-2, proapoptotik aile tiiyeleri tarafindan baskilanir, Bcl-2 tarafindan inaktif
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durumda tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek mitokondri dig
zarinda permeability transition porlarin olusumuna, zar potansiyelinin degisimine yol acar. Bu
da uygulamaci kaspazlarin aktivasyonu ve apoptozla sonuglanir. Kaspazlar inhibitér apoptoz

proteinleri (IAP) denen bir grup protein tarafindan baskilanir.

P53 Geni

p53, DNA gardiyani da denen ve bu giine dek iizerinde en ¢ok ¢alisilan timor siipresor
proteinlerden biridir. P53 sitoplazmada bulunan ve DNA’nin ya da hiicrenin agir bigimde
hasar gormesi durumunda, DNA da belli genlerin aktivasyonuna, bdylece yapimlarinin
artmasma (Bax, Apaf-1, Fas) belli genlerin de baskilanmasina (Bcl-2, Bcl-X) yol agarak
apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin
aktivasyonu, siirekli yapilan ama ubikitinleyici bir protein (mdm?2) tarafindan belli bir hizda
yikilan p53 iin fosforillenmesine, fosforillenme ubkitinlenmenin bozulmasina yol agar.
Miktar1 artan p53 cekirdege gecerek ilgili genlerin ifade edilmelerini degistirerek hiicreyi
apoptoza sokar (60).

IAP Ailesi Proteinleri
IAP’lar; antiapoptotik etkilerinin direkt kaspazlara baglanarak, kaspaz inhibisyonu ile
gosteren proteinlerdir. Apoptozun negatif diizenleyicileridir. Kaspazlart 6liim reseptorleri ve

mitokondrial yol ile inhibe ederler (61).

Kaspazlar

Kaspazlar sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle homolog biiyiik
bir protein ailesidir. Kaspazlar proteolitik yariklanmayla aktiflesen negatif graniiller olarak
tiretilir. Bu giine dek yaklagik 100 kaspaz substrati rapor edilmistir.

Insanda yapi1 ve fonksiyonlarina gére on bir degisik kaspaz tarif edilmistir:

e Baslica lenfokin yapiminda bulunan Kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE), -4, -5, -11,-12, -13, -
14

e Sonuglandirici (effektor) Kaspazlar: Kaspaz-3 (CPP32/Yama), -6,-7

¢ Baglatici (initiator) Kaspazlar: Kaspaz-2, -8 (FLICE/MACH),-9,-10 (62), (63).

Oliim reseptorleri hiicre zar1 i¢ine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre igine

bakan, hiicre i¢i tarafinda prokaspaz 8’in aktiflenmesini saglayan bir 6liim bolgesi (death
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domain) bulunan reseptorlerdir. Hiicre zarinda bulunan kendileri i¢in 6zgiin reseptorlere
baglanan ligandlar reseptoriin trimerik (ii¢ bilesenden olusan) bir yapiya doniismesine yol
acarlar ve hiicre i¢inde adaptér molekiiller ad1 verilen bir dizi molekiille etkileserek prokaspaz
8’1 iki farkli biiyiikliikte pargaya boler. Baslatici kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif
durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7°nin bir zincir bigiminde
aktiflenmesine yol acar. Aktiflenen tiim kaspazlar hiicre makromolekiillerini pargalayarak
tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol agarlar. Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi
proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik olarak aktiflesmesine yol acar. Bid,
mitokondriden sitokrom c, bazi bagka proteinlerin (SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine
yol acgar. Boylece oliim reseptorleri yolu mitokondriyal yolu da aktiflemis olur. Hiicreye
sitotoksik T reseptorleri yoluyla ulagsan Fas ligandi, ya da TNF alfa, hiicre yiizeyinde bulunan
kendine 0zgli reseptorlerine baglanarak apoptozu uyarabilir. Fas reseptoriiniin ligandi
aktiflenmis T lenfositlerde ayrica dalak, testis, karaciger ve bobrek hiicrelerinin yiizeyinde
ifade edilir. Cesitli viriislerle enfekte hiicrelerde ya da p53 iin aktiflenmesi sonucu Fas
reseptOriiniin ifadesi, o hiicrenin sitotoksik T lenfositler tarafindan 6ldiiriilmesini saglar. FAS
ve TNF alfa disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de hiicre icinde benzer yollarla dliimii
yaratabilir. TRAIL reseptorlerinin FAS reseptoriinden farkli olarak karaciger, néronlar,
miyositler, kolon, brons epiteli, Leydig hiicreleri gibi dokularda yapisal bigimde ifade edildigi
ve TRAIL’in de bu dokularda bulundugu gosterilmistir. Hiicre disindan gelen sinyallerin
hiicre i¢inde apoptotik makinay1 ¢aligtirmasina aracilik eden yollardan biri de sfingolipid
yoludur. Sfingomiyelin, hiicre zarinin yapitaslarindan biridir. Radyasyon ve kemoterapinin
yan1 sira Olim reseptorleri araciligiyla da aktiflenebilen bir enzim olan sfingomiyelinaz
tarafindan seramid’e doniistiiriiliir. Seramid, ayrica serin palmitol transferaz tarafindan da
sentezlenebilir. Seramidaz enzimiyle seramidden olusturulan sfingozin, Bid yapimini degisik
yollarla artirarak mitokondriyal yol tizerinden apoptozu tetikler (60).

Kaspazlar i¢in substrat olan poly ADP-Riboz polimeraz DNA zincir kiriklarina baglanip
nuklear protinleri modifiye etme gorevini istlenir. PARP molekiiliiniin DNA’y1 onarmasi

kaspaz-3 ile pargalanmasini takiben 6nlenir (60).
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2.3.5. Spermatogeneziste Apoptozun Rolii

Doku canliliginda ve devaminda enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal
fizyolojik ortamin korunmasinda etkin olan apoptoz, testikiiler dokuda da sik saptanan bir
fenomendir. Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik boliinmeler
sonucu hiicre farklilagmasia ilave olarak germ hiicre Oliimii de goriilir ve bu sperm
olusumunda kritik rol oynar (32,33). Apoptoz, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyada programli hiicre 6liimiine yol acar (34). Germ hiicrelerindeki bu 6lim
spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir (35). Kerr tarafindan yapilan bir
calismada testiste devamli olarak spontan apoptoz gerceklestigi bildirilmistir (36). Testiste
defektif germ hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin %75’1
apoptoza maruz kalir (32). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik hiicre
eliminasyonu, olgunlagsmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal
orant saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (33,34). Androjen
eksikliginde, azospermik ya da oligospermik hastalarda deneysel kriptorsidizm olusturulan
hayvanlarda, 1s1 artisinin oldugu olgularda testislerde olusan programli hiicre 6liimlerinde
artma bulunabilir (37,38). Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozunun hormonal
kontrol altinda gergeklestigi bildirilmistir (39,40). Hipofizektomize immature ratlarda hem
germinal hem de somatik hiicrelerde yaygin apoptoz ortaya ¢iktigi ve bu olgularda FSH ya da

hCG tedavileri ile bu yogun programlanmis hiicre 6liimiiniin engellenebildigi gosterilmistir.
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2.4. Anabolik Androjenik Steroidler (AAS)

Anabolik androjenik steroidler kisaca anabolik ajanlar sinifina ait olan doping
maddeleridir. Anabolik ajanlar smifi igerisine Beta-2 Agonistler, Idrar Soktiiriiciiler (
Diiiretikler), Peptid Hormon Ve Analoglari, Anti-Ostrojenik Aktivite Gosteren Maddeler ve
Siliciler de dahildir. (25).

Kelime anlami itibariyle "yapict", "insaa edici" hormon anlamina gelen anabolik
steroidler, dogal erkeklik hormonu olan testosteronun kimyasal modifikasyonu sonucu sentez
edilmis maddelerdir. Hem anabolik, hem de androjenik etkileri vardir. Bu nedenle sporcular
tarafindan en ¢ok kullanilan doping maddelerindendir. Viicut kas kitlesini artirict
ozelliklerinden dolayi, en fazla viicut gelistiriciler, halterciler ve diger kas giicliniin 6n plana
ciktigi (kuvvet ve siirat sporlar1) spor dallarinda kullanilirlar. Gerek testosteron, gerekse
sentetik androjenik-anabolik steroidler viicutta enzim sistemlerini etkileme, primer cinsiyet
karakterleri olan cinsiyet organlarin biliylimesini uyarma (testislerde, peniste, skrotumda
gelisme, sperm yapimini uyarma), sekonder cinsiyet karakterleri olan ses tellerinin
kalinlagsmasi, viicut killanmasinda artis, kas kitlesinde artis, deri yag bezlerinden salgi artisi,
boy uzamasi, protein yapimini artirma ve protein yikimimi azaltma, cinsel istek ve
saldirganlikta artig, kan yapiminda artis gibi etkilerde bulunur. Anabolik steroid kullanan
sporcularda sportif performansta yarar yerine zarara neden olabilmektedir. Kas Kitlesini
artirict etkileri normal tedavi dozlarmin cok {izerindeki dozlarla miimkiindiir. Dogal ya da
sentetik tiim anabolik steroidlerin sporcular tarafindan kullanimi yasaklanmistir (26).

Anabolik - androjenik steroidler hemen hemen viicuttaki tiim organlarda yan etkiler
olusturabilir. Odem, kalbin is yiikiinde, kan basincinda, kolesterol diizeyinde, kalp damar
hastaliklar1 riskinde, kalp krizi riskinde ve yag bezleri salgisinda artis, kas kramplari, tendon
zedelenmeleri ya da kopmalari, karaciger fonksiyon bozukluklari, kan glukoz seviyesinde
artis, tiimor olusumu riski, tiimor biiylimesini uyarma, bobrek fonksiyon bozukluklari, kan
pihtilagsma faktorlerinde bozukluk, tiroid fonksiyonlar1 bozuklugu ve psikolojik bozukluklar
gibi yan etkileri vardir (27).

Anabolik steroidlerin puberte 6ncesi kullanilmasi kikirdaklarin erken kemiklesmesine
ve boy kisaligina neden olur. Anabolik steroidler erkeklerde; Sa¢ dokiilmesi, meme
dokusunda biiyiime, Hipofizde LH ve FSH salinimini baski altinda tutarak, testis dokusunda
kiiciilme, dogal erkeklik hormonlarinin iiretiminin azalmasina dolayisiyla, sperm tiretiminde

azalma, kisirlik, cinsel istekte azalma, prostat biiylimesi ve prostat kanseri riskinde artig gibi
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yan etkilere neden olurlar. Bayanlarda; erkek tipi killanma, sa¢ dokiilmesi, meme dokusunda
kiiglilme, ses kalinlagsmasi, cinsel istegin asir1 artmasi, klitoris biiyiimesi, adet diizensizligi
veya adetin tamamen durmasi gibi yan etkileri vardir (28).

Androstendiol, androstendion, dehidroepiandrosteron (DHEA), dihidrotestosteron,
testosteron,  fluoksimesteron, klostebol, metandienon, metenolon, nandrolon, 19
norandrostendiol, 19-norandrostendion, oksandrolon, stanozolol ve benzer bilesikler bu
grupta yer almaktadir (29).

Idrar analizlerinde Testesteron (T)/Epitestesteron (E) orani onemlidir. Testosteron
salmmmi1 giin boyunca viicutta farkliliklar gosterir. Disaridan alinan testosteronun
belirlenebilmesi i¢in viicuttaki miktar1 degismeyen epitestosteron ile orani dikkate alinir. Bu
oranin 6'nin lizerinde olmasi doping olarak kabul edilmektedir (diistik epitestosteron endojen
tiretimi, androjen lreten timor, enzim eksikligi gibi fizyolojik ve patolojik kosullar ispat
edilmedigi siirece, sporcunun idrarinda T/E oraninin 6'dan biiyiik bulunmasi doping sayilir).
T/E' nin 6'dan biiyiik bulundugu durumlarda, ilgili tibbi kurullarin, sonucun pozitif olarak ilan
edilmesinden Once bir arastirma yapmasi zorunludur (Ketakanazol testi uygulanir.
Ketakanazol antifungal olmasina ragmen dogal testosteronun salinimini inhibe ettiginden
viicuttan atilan sadece eksojen testosterondur. Teste ragmen oran yine 6'dan yiiksekse,
testosteron digaridan alinmistir (30).

2.5. Antioksidanlar

Serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerini ortadan kaldirmak igin antioksidanlar adi
verilen ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Serbest radikaller ve antioksidanlar
arasindaki hassas denge korunmadiginda hiicre hasari ve oliimiiyle sonuglanan pek c¢ok
patolojik durum gozlenir (67,64). Yiiksek oksijen tiikketimine sahip karaciger, beyin, bobrek
gibi organlar yiiksek antioksidan enzim aktivitesine sahiptir (68). Serbest radikaller ve
reaksiyon lriinleri biyomolekiiller, fagositler ve myofibroblastlarin aktivitelerini artirirlar.
Membran yapisindaki lipitleri peroksidasyona karsi koruduklar: i¢in lipit peroksidasyonunu
engelleyen molekiiller olarak tanimlanmiglardir. Antioksidanlar lipid peroksidasyonunu
engellemeleri yaninda protein, niikleik asitler ve karbonhidratlarin korunmasimi saglarlar
(68,64). Lipid peroksidasyonu ve lipid peroksidasyon iriinleri ile olusturulan fibrozun, bazi
hayvan modellerinde antioksidanlarin kullanimi ile azaldigi gosterilmistir (65). Satellit
hiicrelerin aktivasyonlarinin antioksidan etkisiyle bloke edildigi gosterilmistir. Hiicre kiiltiirii

ortaminda, sigan stellat ve kuppfer hiicreleri fonksyonlarina antioksidanlarin etkileri
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arastirilmis ve bu iki hiicrenin diizenleyici fonksyonlar1 ayn1 zamanda karaciger hasarindan da
sorumlu tutulmaktadir (66).

2.6. Eritropoietin

Ik kez 1906 yilinda Carnot ve Deflandre (69) arteryel hipoksinin bir hiimoral faktorle
kirmizi hiicre tiretimini arttirdigini bildirmisler ve adin1 hematopoietin olarak belirlemislerdir.
1952 yilinda, Stohlman ve arkadaslar1 (70) viicudun siyanotik alanlarindaki kemik iliginden
yapilan Orneklemelerinde, normal boélgelerle karsilastirildiginda eritroid  hiperplazi
gozlemlemislerdir. 1953 yilinda da bu hormonun ismi eritropoietin (EPO) olarak
degistirilmistir. 1957 yilinda EPO iiretiminin bobreklerde oldugu, bilateral nefrektomili deney
hayvanlarinda anemi gelismesiyle saptanmistir. Fetal eritropoezisinde EPO araciligiyla
diizenlendigi ilk olarak 1963 yilinda tanimlanmistir. 1977 yilinda saf EPO insan idrarindan
izole edilerek aminoasit yapisi kismen tespit edilmis, 1985 yilinda da EPO geninin izolasyonu
ve klonlanmasi gerceklesmistir (thEPO). En son 2005 yilinda Fisher tarafindan yapisi
incelenmistir (70,71).

EPO, esas olarak eriskin bobreklerindeki interstisiel fibroblastlarda fetusta ise
hepatositlerde tiretilen bir glikoproteindir. Yapisi 1stya dayanikli alfa globulindir. Yedinci
kromozomda bulunan tek kopya gen olan insan EPO geni bes ekzon ve dort introndan
olusmaktadir. Son iiriinii yaklasik 30 kDal molekiil agirliginda, 165 aminoasitli bir peptiddir
ve yaklasik % 40°lik boliimii karbonhidrattan meydana gelmektedir. Dort tane glikolize olmus
zincire sahiptir, bunlardan 3 tanesi N-bagli, bir tanesi de O-bagh asidik oligosakkarit yan
zincirlerdir. Glikolize bu zincirler EPO’ nun biolojik aktivitesi agisindan Onemlidir ve
EPO’nun protein yapisini oksijen radikallerinden korumaktadir. Ayrica, N ve O bagli zincirler
olgun EPO {iretimi ve salgilanmasi i¢in gereklidir. EPO’nun biyolojik aktivitesi, pozisyon 7
ve 160 ile pozisyon 29 ve 33’de bulunan sistein baglari arasinda kurulan iki disiilfid bagina
baglidir. EPO Neuraminidaz tarafindan da yikilmaktadir ve saglikli insanlarda ortalama serum
degeri 8.1 mlIU/ml (3.7-15.2) olarak 6l¢iilmektedir (71,73,74).

Temel islevini gergeklestirmek igin EPO hiicrelerdeki bir yilizey reseptoriine (EPO
reseptor) baglanir ve reseptore EPO’ nun baglanmasi ile reseptdor homodimerize olarak
aktiflesir. EPO-R ile iligkili Janus tirozin kinaz -2 (JAK-2) otofosforile olur. JAK-2, protein
kinaz B (Akt) ve diger alt basamaklarini aktive etmektedir. Bu alt basamaklar, FOXO3a,
GSK-3B (glikojen sentetaz kinaz), Bad, PI3K (Fosfoinozitol 3-fosfat), Bcl-xL, NF-xB
(Niikleer faktor xB), APAF-1 (Apopitotik proteazi aktive eden faktdr-1), mitokondrial
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membran gegirgenligi ve kaspazlardir. Sonugta hedef dokudaki EPO-R uyarimimin net etkisi;

proliferasyon, apopitozun inhibisyonu ve hiicrelerin farklilasmasidir (74).
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EPO reseptori
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Sekil 6: EPO ve EPO reseptoriiniin hiicresel mekanizmasi (74).

EPO reseptorii araciligiyla, apopitozu saglayan bad, bcl, kaspazlar gibi molekiillerin
aktivitesini azaltarak ve Bcl-2, NF-xB gibi antiapopitotik molekiillerin aktivitesini arttirarak
apopitozu onlemeye calisir (74) (Sekil 6).

Oksijen tasima kapasitesi veya oksijen saturasyonunda azalma, doku hipoksisine neden
olmakta ve EPO gen ekspresyonu meydana gelmektedir. Kandaki EPO konsantrasyonunun
artmasi, kemik iligindeki eritropoezi uyarir ve sonunda oksijen temininde artis meydana gelir.
Oksijen diizeyindeki artisin sonucunda, negatif bir etki ile aktif olan EPO geninin aktivasyonu

azalmaktadir. EPO oksijen bagimli yolla diizenlenen genlere 6énemli bir 6rnek olmaktadir.

37



Cevre dokularda oksijen gereksinimine gore eritrosit iretimini dengede tutan feedback
mekanizma Sekil 7°de agiklanmaktadir (72,73).
KEMIK ILiGi
KOK HUCRELERi ———=_=- ERITROID DOKU

I I

ERITROPOIETIN KIRMIZI HUCRE
KITLESI /3 ATMOSFERIK OKSiJEN
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H £ KAH VOLUMUD
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TUKETIMI BOBREK
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Sekil 7: Eritropoietin ile oksijen ve eritrosit iiretimi arasindaki iliskinin

mekanizmasi (73).

Derin anemi ve hipokside EPO’nun plazma diizeyi, normalin 10000 katina kadar
yiikselebilir. Diizeyinin azalmasinin en 6nemli nedeni kronik bobrek yetmezligidir. Ayrica
kemik iliginin toksinlerle inhibisyonu, kanama, eritrosit Omriiniin kisalmasi ve
malniitrisyonda da EPO diizeyinin azaldig1 gorilmektedir. Adrenerjik agonistler, IGF-1, tiroid
hormonlari, androjenler heniiz tam agiklanamamis mekanizmalarla EPO salinimini arttirirlar.
Hipokside ve bazi tiiméorlerde (bobrek tiimortii, karaciger tiimort, serebellar hemanjioblastom)
de arttig1 gozlemlenmistir (73).

Insan fetal plazma EPO diizeyleri dogumda kordosentez ile alnan umblikal kord
kaninda ve amniotik sivida Olgiilebilir. Eritropoietin, insan fetusunda 19.gebelik haftasindan
itibaren saptanmaktadir. Bazi arastiricilar 18-37. gebelik haftalar1 arasindaki saglikli
fetuslardan kordosentez ile EPO diizeylerini 6lgmiisler ve degerlerin gebelik boyunca disiik
diizeylerde oldugunu tesbit etmislerdir. Ancak zit olarak bazi arastiricilarda 19. haftadan
itibaren doguma kadar diizeylerin, 2-4 katina kadar arttigin1 bulmuslardir. Son ¢aligmalarda

EPO’nun transplasental gecisinin olmadigi ve gebelik boyunca, fetal gelisim sirasinda major
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olarak bobrek disi organlarda iiretilmekte oldugu tespit edilmistir. Hepatik yogunluklu olan
EPO iiretimi, dogum sonrast donemde hemen azalmaktadir (75,76,77).

Umblikal kordonda saptanan EPO diizeylerinin fetusun dogum eylemi esnasinda,
oksijenasyonunu yansittigi tesbit edilmistir (77).

Insan eritropoietini ilk defa 1985°de Lin ve arkadaslar1 (79) tarafindan klonlanmis ve
tiretilmistir. Kullanim i¢in FDA (Food and Drug Administration) tarafindan konulan ilk
endikasyon, son donem bdbrek yetmezligi hastalarinda transfiizyon ihtiyacini azaltmak ig¢in
verilmistir. FDA’nin 6nerdigi mevcut endikasyonlar ise ;

1-Kronik bobrek yetmezligine bagli anemi,

2-AIDS hastalarindaki zidovudin kullanimina bagli gelisen anemi,

3-Non-myeloid ldsemili hastalarda kemoterapiye bagl gelisen anemi,

4-Kan transflizyonu ihtiyacini azaltmak i¢in kardiak nedenler disinda elektif cerrahiye
alinan ve perioperatif ciddi kan kayb1 beklenen hastalarin tedavisinde kullanilmasidir (78).

Eritropoietin bu sayilan klinik durumlarin disinda kanserle veya kemoterapi ile iligkili
anemide, kemik iligi transplantasyonunda, kronik hastalik anemisi, orak hiicre anemisi gibi
durumlarda da kullanim alani bulmustur (78).

EPO aneminin diizeltilmesinde etkili ve iyi tolere edilebilir bir ila¢ olsada bazi yan
etkilere neden olmaktadir. Klinik olarak anlamli en yaygin yan etki hipertansiyondur.
Ozellikle son dénem bdbrek hastalarinda hipertansif ensefalopati, epileptik nobetler ve
tromboembolik hadiseler nadirde olsa bildirilmistir (78). Olumlu birgok etkilerinden dolay1

yeni kullanim alanlar1 agisindan ¢aligmalar devam etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Biriminden (DETFAB)
temin edilen Wistar susu toplam 35 erkek sican (170-200g) 19/2011 protokol no'lu etik kurul
onayt alnarak kullanildi. Dokuz Eyliill Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir
ve cins segilmistir. Tim denekler ¢alisma sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda
barindirildi. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile ad-libitum
beslendi.

Bes ¢alisma grubu olusturuldu. Deney gruplari asagidaki sekilde diizenlendi:

I. grup: Kontrol grubu: Normal ad-libitum beslenen grup (n=7)

Il. grup: Sham grubu: Yer fistig1 yagi ve serum fizyolojik verilen grup (n=7). Yer
fistig1 yag1 intramuskular enjeksiyonla 8 hafta boyunca haftada 1 kez uygulanmistir. Serum

fizyolojik ise 8 hafta boyunca hergiin intraperitonal enjeksiyon yardimi ile uygulanmustir.

I11. grup: 10 mg/kg/hafta Nandrolone decanoate (ND) verilen deney grubu (n=7). ND 8
hafta boyunca haftada 1 kez intramuskular enjeksiyonla uygulanmistir. 4 ml. ND ; 6 ml. yer

fistig1 yagi icerisinde ¢ozilindiiriilerek kullanilmigtir.

IV. grup: 10mg/kg/hafta ND ve Diisiik doz (100 1U/kg) Eritropoietin (EPO) verilen
deney grubu (n=7). 100 IU/kg EPO 8 hafta boyunca hergiin serum fizyolojik igerisinde

¢oziindiiriilerek intraperitonal enjeksiyon yardimiyla uygulanmistir.

V. grup: 10mg/kg/hafta ND ve Yiiksek doz (500 IU/kg) EPO verilen deney grubu
(n=7). 500 IU/kg EPO 8 hafta boyunca hergiin serum fizyolojik igerisinde ¢oziindiiriilerek

intraperitonal enjeksiyon yardimiyla uygulanmistir.

Nandrolone Decanoate (ND) (25mg/ml) , Iran hormon sirketi (Tahran,iran)’dan elde
edilmistir. Nandrolone Deecanoate uygulamasi yaklasik 8 hafta siire ile yer fistig1 yagi i¢inde
¢ozdiiriilerek intramuskular enjeksiyon yontemiyle verildi. Eritropoietin (EPO) Neurocormon,
Roche 2000 IU/kg elde edildi. EPO serum fizyolojik i¢inde ¢oziindiiriilerek yiiksek ve diistik
dozlar elde edildi. EPO uygulamasi yine 8 hafta siire ile hergiin intraperitoneal enjeksiyon

yontemi ile verildi.
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Bu siire i¢inde herhangi bir nedenle deneye devam edemeyen ya da deney bitmeden
yasami sonlanan denekler, grup sayilar1 korunarak deney ve istatistik kapsamindan ¢ikarildi.
Deney sonunda eter anestezisi uygulanarak hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye isleminden
sonra testis dokusu ¢ikarildi. Dokularin bir kismi biyokimyasal analiz igin ayrildi. Histolojik
incelemeler i¢in alinan dokular %10’luk tamponlanmis formaldehit i¢inde fikse edildi.

Elektron mikroskobu i¢cinse 1mm?*’liikk dokular Karnovsky fiksatifi i¢cine alind.

Sakrafikasyondan sonra hayvanlar ve ortaya ¢ikan atiklar, tibb1 atik torbalarina alinarak
deney hayvanlar1 multidisiplin laboratuvari tarafindan hastanenin imha bdoliimiine

gonderilerek kurallara uygun kosullarda yok edildi.

3.1 Arastirmanin Tipi

Arastirma deneysel bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmanin deneysel ayag1 Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. Arastirmanin  histoloji ve immiinohistokimyasal
degerlendirmeleri ise Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuarlari’nda gergeklestirilmistir. Aragtirma 29 Eylil 2011 tarihinde baglamis ve 18
Mayis 2012 tarihinde sonlanmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

I. grup: Kontrol grubu: Normal ad-libitum beslenen grup (n=7)

Il. grup: Sham grubu: Yer fistig1 yagi ve serum fizyolojik verilen grup (n=7). Yer
fistig1 yag1 intramuskular enjeksiyonla 8 hafta boyunca haftada 1 kez uygulanmistir. Serum

fizyolojik ise 8 hafta boyunca hergiin intraperitonal enjeksiyon yardimi ile uygulanmistir.

I11. grup: 10 mg/kg/hafta Nandrolone decanoate (ND) verilen deney grubu (n=7). ND 8
hafta boyunca haftada 1 kez intramuskular enjeksiyonla uygulanmistir. 4 ml. ND ; 6 ml. yer

fistig1 yagi icerisinde ¢oziindiiriilerek kullanilmistir.
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IV. grup: 10mg/kg/hafta ND ve Diisiik doz (100 1U/kg) Eritropoietin (EPO) verilen
deney grubu (n=7). 100 IU/kg EPO 8 hafta boyunca hergiin serum fizyolojik icerisinde

¢Oziindiiriilerek intraperitonal enjeksiyon yardimiyla uygulanmistir.

V. grup: 10mg/kg/hafta ND ve Yiiksek doz (500 IU/kg) EPO verilen deney grubu
(n=7). 500 IU/kg EPO 8 hafta boyunca hergiin serum fizyolojik icerisinde ¢oziindiiriilerek

intraperitonal enjeksiyon yardimiyla uygulanmistir.
3.4. Calisma Materyali

Bu calismada Wistar susu toplam 35 erkek sican (170-200g) kullanildi. Dokuz Eyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve
literatlir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir ve cins se¢ilmistir. Tiim denekler caligma
sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik
periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda barindirildi. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve

standart pellet yem ile ad-libitum beslendi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmada kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmamaistir. Diger deney gruplari
ise Grup 2, Grup 3, Grup 4 ve Grup 5° dir. Grup 3 , Grup 4 ve Grup 5’e ayn1 doz ND
intramuskular enjeksiyon yardimiyla uygulanmistir. Grup 4 ve Grup 5’e serum fizyolojik
igerisinde ¢oziindiriilmiis EPO intraperitonal enjeksiyon yardimiyla uygulanmistir. Grup 2

serum fizyolojik ve yer fistig1 yagi uygulanmistir. Grup 3 ise sadece ND’ ye maruz kalmistir.
3.6. Veri Toplama Araglari
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler
Aragtirmada deneklerin agirliklarin1 6lgmek i¢in hassas terazi; deneklerden elde edilen
dokularin doku takibinde etiiv, incelenmesinde kesit almak icin mikrotom, boyamalarda

kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal incelemeler igin

nemli chamber ve otomatik mikropipetler kullanilmistir.
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3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Arastirmada oncelikle kontrol ve sham gruplar1 disindaki gruplara ND uygulanmistir.

Deney sonunda elde edilen doku 6rnekleri rutin doku takip prosediiriine maruz kalmais,
histolojik inceleme i¢in takibi yapilan dokularin ince kesitleri alinms ve c¢esitli histolojik ve
immiinohistokimyasal boyamalara tabi tutulmustur.

Aragtirmada histolojik degisiklikler Mayer’s Hematoksilen&Eozin, PAS boyasi,
immiinohistokimyasal olarak apoptozun gosterilmesi aktif kaspaz 3 ve DNA

fragmantasyonunun gosterilmesi TUNEL ile yapilmistir.
Modelin Olusturulmas
Nandrolone decanoate hazirlanisi

Ticari olarak 1 ml’lik ampuller satin alinmistir. Her ampul 25 mg/ml Nandrolone
decanoate icermekteydi. Kg basina 10 mg olarak uygulayabilmek i¢in 4 ml. Nandrolone
decanoate ticari ampulii 6 ml. yer fistig1 yag1 i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Intramuskular olarak

uygulanmustir.
EPO’nun hazirlanist

ROCHE neurocormonun 2000 IU/kg 6 adet hazir siringa seklinde satin alinan EPO
diisiik doz i¢in 21 pl alinip 7 ml. serum fizyolojik i¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. 100 IU/kg olarak
intraperitonal uygulanmistir. Yiiksek doz i¢inse 105 pl alimip 7 ml. serum fizyolojik i¢inde

¢oziindiirilmiustiir. 500 [U/kg olarak intraperitonal uygulanmistir.
Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Deney siiresi biten siganlarin agirliklart sakrifiye edilmeden Once hassas terazi ile
tartildi. Eter anestezisi altinda sakrifiye edilen sicanlarin sol testisleri ¢ikarildi, ikiye
boliinerek yarisi elektron mikroskobik takip icin Karnovsky fiksatifi i¢ine alindi, diger yarist
biyokimyasal analizler i¢in alinarak homojenatlar1 hazirlanip -80’e kaldirildi. Daha sonra sag
testis dokular1 rutin doku takibi icin %10’luk tamponlu formaldehit soliisyonuna alindi. Iki
giin %10’luk tamponlu formaldehitte bekleyen testis dokular1 rutin histolojik doku takibi

prosediiriine gore takip edildi.
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3.6.2.1. Isik Mikroskobik incelemeler

Alman testisler %10’luk formaldehit soliisyonunda 24-48 saat fikse edildi. Daha sonra
fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla
sirastyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton
serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30’sar dakika iki farkli ksilene tabi
tutuldu. 1’er saatlik 2 kez parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar
icerisine gomiildii (Tablo 1). Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligr ile Sp’luk parafin

kesitler alindi.

Tablo 1: Doku takip protokolii.

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk Formaldehit 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-96’11k alkol 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Xylol 1-2 30’ar dakika

Parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Parafin

3.6.2.1.1.Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dakika 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in 5 degisim absolii alkol %70’¢ azalan alkol serilerinden
gecirildi, kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklagtirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2
dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile
boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolii alkolden gegirilen
kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika ti¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan
(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 2).
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Tablo 2: Hematoksilen-Eozin boyama protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etlivde 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etlivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda 1sisinda) 10 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (Oda 1s1sinda) 10 Dakika
Rehidratasyon %100’ Lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ Lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %9611k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 10 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Yikama %70-80-96-100-100’1liikk Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.1.2. Peryodik Asit Schiff Boyamasi (PAS)

Alman parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.

Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha

sonra rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol

serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 3-5 dakika peryodik asit ile

boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 1-2 dakika

akarsuda yikanan kesitler, 20-23 dakika schiff boyas: ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dk

akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon iglemi i¢in sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri

Absolii alkol serilerinden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim

ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

(Tablo 3).
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Tablo 3: Peryodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etlivde) 1 Saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-701ik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Peryodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-23 Dakika
Yikama Akarsu 1-2 Dakika
Boyama Hematoksilen 1-2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Dehidratasyon %60-70-80-96-100’liik Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.2. Morfometrik Degerlendirmeler

3.6.2.2.1. Johnson Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Deney gruplarindaki her bir hayvan igin ayri ayr1 20 adet tiibiil degerlendirilerek her bir

tiibiile Johnsen Testikiiler Biyopsi

Skorlamasi

yapildu.

Gruplar arasi

istatistiksel

karsilastirmalar i¢in One Way ANOVA testi kullanildi. Istatistiksel olarak p>0.05 degeri

anlamli kabul edildi.

Tablo 4: Jonhson testikiiler biyopsi skorlamasi (80).

Skor

Histolojik Bulgular

(=Y
o

Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

Birgok spermatozoa var, germinal epitelyum bozuk ve liimen Oblitere

Yalniz birkag spermatozoa var (<5-10)

Spermatozoa yok, bircok spermatid var

Spermatozoa yok, yalnizca birkag spermatid var (<5-10)

Spermatozoa/spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var

Yalnizca birkag¢ spermatosit var (<5), spermatid/spermatozoa yok

Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

Tiibiiller igerisinde germ hiicresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut

Rl N W B~ O] OO N| 00| ©

Tibiiller igerisinde hiicre yok
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3.6.2.2.2. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinhg Ol¢iimii

PAS ile boyanan kesitlerden deney gruplarindaki her bir hayvan i¢in ayr1 ayr1 20 adet
tiibiil degerlendirilerek 100x’lik biiylitmeyle her bir tiibiilde Image Tool (UTHSCA Image
Tool Version 3,0 USA) goriintii analiz programi kullanilarak 6l¢im yapildi. Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmalar icin One Way ANOVA testi kullanild. Istatistiksel olarak p>0.05

degeri anlamli kabul edildi.
3.6.2.3. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in DNA fragmantasyonu immiinolojik yontemlerle
gosterildi. Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. Agiga ¢ikan DNA
pargaciklarinin serbest 3'-OH ugclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) aracilig ile
biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile
isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine, isaretlenmis Ornek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde
cOziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili veya hematoksilen ile ters boyama yapilarak

islem sonlandirilir.

3.6.2.3.1. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine
Triphosphate DNA Nick-End Labelling (TUNEL) Boyamasi

DNA fragmentasyonu ROCHE Apoptag kiti kullanilarak gosterildi. Alinan kesitler
oncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin 1sitk mikroskobik
deparafinizasyon siirecinden gegirildi. Seffaflastirma amaciyla 15'er dakika ti¢ degisim ksilole
tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol serilerinden gecirilip hidratasyon
saglanarak 5’er dakika iki degisim distile suda bekletildi. Distile su asamasina getirilen
kesitler oncelikle nemli ¢embere yerlestirilmis ve fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile bes
dakika muamele edildi. Boyanacak alanin etrafi PapPen ile ¢izilerek alan kisitlandi. Kurutma
kagidi ile iizerindeki PBS emdirilen dokulara Proteinaz K soliisyonu ile 15 dakika oda
1s1isinda muamele edildi. Daha sonra dokular 2 kez PBS ile yikandi. Taze hazirlanmis %3 1iik
H,0; (hidrojen peroksit) ile 5 dakika oda 1sisinda bekletilen dokuda endojen peroksidaz
aktivitesi inhibe edildi ve tekrar PBS ile 2 defa yikandi. Kesitlerdeki su kurutma kagidi ile

emdirildi ve dokular kitin igerisinde mevcut kullanima hazir bulunan dengeleme soliisyonu
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(Equilibration buffer) ile 10 dakika muamele edildi. Doku iizerindeki fazla sivi kurutma
kagidi ile emdirildi ve kit igerisinde reaksiyon soliisyonu ve TdT enzim soliisyonu seklinde
ayr1 ayr1 bulunup kullanimdan 6nce ikisinin karistirllmasiyla taze bir sekilde hazirlanan TdT
enzim karisimi (%70 reaksiyon soliisyonu + %30 TdT enzim soliisyonu) ile muamele edilen
kesitler 37 °C’de 1 saat nemli ¢emberde inkiibe edildi. Etiivden ¢ikarilan kesitler 1 ml
Reaksiyonu durdurma ve yikama soliisyonunun 34 ml distile su igerisinde diliie edilmesiyle
hazirlanan soliisyonla 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan 3 kez PBS ile
yikama yapildi. Kesitler Anti-Digoxigenin soliisyonu ile otuz dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. PBS ile 2 kez yikama yapildiktan sonra reaksiyonun goriiniirliigiinii saglamak amaciyla
diaminobenzidine (DAB) kromojeniyle muamele edilen kesitler distile su ile iyice ¢alkalandi.
Mayer’s hematoksilen ile art alan boyamas1 yapildi ve 3 degisim ksilol ile seffaflastirilan

kesitler entellan ile kapatildiktan sonra mikroskopta goriintiilendi.

3.6.2.3.2. Active Caspase-3

Alinan kesitler oncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin 1s1k
mikroskobik deparafinizasyon siirecinden gecirildi. Seffaflagtirma amaciyla 15'er dakika ii¢
degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol serilerinden gegirilip
hidratasyon saglanarak 5’er dakika iki degisim distile suda bekletildi. Distile su kurutma
kagidi yardimiyla uzaklastirilarak dokularin etrafi PapPen ile ¢izildi. 3 kez 5’er dakika PBS
ile yikanan kesitler 2 kez 5’er dk sitrat (Bio-Optica) ile kaynatildi. Ikinci kaynatmaya
gegmeden Once sitratin sogumasi beklenildi. 3 kez 5’er dk PBS ile yikanan kesitler 10 dk
H,0; ile oda 1s1sinda muamele edildi. Tekrar 3 kez 5’er dk PBS ile yikama yapildi. Sekonder
antikor kitin i¢inde bulunan ’Blocking Soliisyonu’’ (A soliisyonu) ile 15 dk bekletildikten
sonra yikama yapilmadan 1/100 oraninda PBS ile dnceden hazirlanan primer antikor (active
Caspase 3) koyulup 1 gece overnight’a birakildi. Ertesi giin PBS ile 3 kez 5’er dk yapilan
yikamadan sonra ‘‘Sekond Antibody’’ (B Soliisyonu) ile 10 dk muamele edildi. PBS ile
yikama yapilarak “HRP-Streptavidin’’ (C soliisyonu)’nda 10 dk bekletilip PBS ile yikama
gerceklestirildi. Sirasiyla DAB ve Mayer’s Hematoksilen uygulanan kesitler 3 degisim
ksilolde seffaflagtirildiktan sonra entellan ile kapatildi. Mikroskop altinda incelemeler
kaydedildi.
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3.6.2.4. Ultrastriiktiirel incelemeler
3.6.2.4.1. Elektron Mikroskobu Doku Takibi

Karnovsky soliisyonuna (pH 7.4) konulan dokular 4°C’de bir gece birakilir.. 0,1 M
sodiumphosphate buffer ve 0,1 M sucrose karisiminda 3 kez 15 dk bekletildi. %2
sodiumphosphate buffered osmium tetraoxide (pH 7.4) soliisyonu ile 90 dk post fiksasyon
icin muamele edildi. 0,1M sodiumphosphate buffer (pH 7.4) ile 3 kez 15 dk. yikandi. %50
oraninda hazirlamis aseton ile 2 kez 15 dk. dehidratasyonu yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5
uranylasetate ve %1 phosphotungstic acid karisimi ile 4°C’de kontrast amagh overnight’a
birakildi. Sirasiyla %80,90 ve 96’11k aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen dokular %100°liik
asetonda 2 kez 20 dk tutuldu. Propilen oksitte 2 kez 15 dk bekletilen dokular sirasiyla 30 dk
2:1, 1:1 ve 1.2 oraninda hazirlanan propilen oksit:epon karisimlarinda bekletildi. Epon
soliisyonunda 4°C’de bir gece birakildi. 3.giin hazirlanan yeni epon soliisyonunda 48 saat

65°C’ye polimerizasyon i¢in birakildi.
3.6.2.5. Biyokimyasal Analizler

Sag testisin bir kismi alinarak biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Doku 6rnekleri 2
ml soguk distile su i¢inde ultrasonik homojenizatorde 1 dk siireyle homojenize edildi.
Homojenizasyon islemleri sirasinda 6rnekler buz iistiinde tutuldu. Homojenat +4°C’de ve 10
000 g devirde 15 dk santrifiij edildi ve siipernatantdan enzim ve protein Sl¢iimii yapildi.

Ornekler 6l¢iim yapilana kadar - 70°C’de saklandu.

Oksidatif stres gostergesi olan lipid peroksidasyon diizeyi (MDA) saptandi.
Spektrofotometrik yontemle antioksidan savunma sisteminin gostergesi olan GPx enzim

aktiviteleri Olctildii.
Homojenat Hazirlanmasi

Testis dokusunun bir kismi alinarak biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Doku
ornekleri 2 ml soguk distile su iginde ultrasonik homojenizatérde 1 dk siireyle homojenize
edildi. Homojenizasyon islemleri sirasinda 6rnekler buz tistiinde tutuldu. Homojenat +4°C’de
ve 10 000 g devirde 15 dk santrifiij edildi ve siipernatanttan enzim ve protein dl¢iimii yapildi.

Ornekler dl¢iim yapilana kadar - 70°C’de saklandu.
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3.6.2.5.1. Malondialdehit (MDA) Diizey Ol¢iimii
MDA degerleri MDA ticari kiti ile (Bioxytech, MDA-586, Oxis international, Inc.)

spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii. Doku homojenatlari kit prosediiriine gore hazirlandiktan

sonra, 486 nm'de absorbanslar1 6l¢iildii.

MDA degerlerinin saptanmast:

>

>

>

>

Daha 6nceden —80 °C’deki doku homojenatlar1 10 dakika oda 1sisinda ¢oziildii.

200 pl’lik 6rnekler tiiplere konuldu.

Her tiipe 10’ar pl probukol eklendi. (Bioxytech, Oxis Research, MDA 586®)

Her tiipe 640 ul R1 soliisyonundan eklendi.

Dikkatlice vortekslendi.

Her tiipe 150 pl R2 soliisyonundan eklendi.

Dikkatlice vortekslendi.

45°C de 60 dakika inkiibe edildi.

Temiz bir siipernatan i¢in drnekler santrifiij edildi (6r. 10,000 X g 10 dakika),

Temiz siipernatan kisim Olglim kiivetine konularak spektrofotometre ile 586 nm’de

absorbans 6l¢iildii (HACH-LANGE DR 5000®).

» Kit prosediiriine gore hesaplama yapildi.

3.6.2.5.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Diizey Olciimii
GPx degerleri, GPx ticari kiti ile (Bioxytech, GPx-340, Oxis international, Inc.),

spektrofotometrik yontemle 6lgilildii. Doku Homojenatlar1 kit prosediiriine gore hazirlandiktan

sonra HACH-LANGE DR 5000 cihaziyla spektrofotometrik olarak &lgiildii. Olgiim yontemi:

» Distile su ile cihaz 340 nm’de sifirlandi.
» 350 pL buffer, 350 uLNADPH ve 70 pL 6rnek 6l¢iim kiivetine konuldu.
» Karigim sperktrofotometre igerisine konuldu.

» Karigima 350 pL tert-butil hidroperoksit eklenerek pipetle karistirildi.
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» 3 dakika boyunca absorbans degisikligi kaydedildi.

» Kit prosediiriine gore hesaplama yapildi.
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3.7. Arastirmanin Plam1 ve Takvimi

Tezin Hazirlanmasi

Haziran 2010-Mart 2011

o =

Etik Kurul ve Yonetim Kurul Onayi

Nisan 2011-Mayis 2011

.

Deneysel ¢calisma

Eyliil 2011-Kasim 2011

\.|/

Deneysel materyallerin toplanmasi ve analizi

Kasim 2011-Subat 2011

-

BAP satinalimlarinin beklenmesi

Kasim 2011-Mayis 2012

.

Laboratuar Calismalar:

Ocak 2012-Nisan 2012

\.|/

Tez Yazim

Kasim 2011-Mayis 2012
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3.8. Verilerin Degerlendirmesi

Deneyden elde edilen degerler Windows i¢in SPSS 15,0 istatistik programi kullanilarak
analiz edildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindaki farklar
one-way ANOVA posthoc LSD testi ile degerlendirildi. P<0.05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhihiklar:
Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, malzeme satin alimlarindaki aksakliklar
disinda herhangi bir aksaklikla karsilagilmamistir.

Arastirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya ¢ikmamastir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 05/08/2011 toplanti no, 15 Nisan 2011 toplanti tarinde 19/2011 Protokol no ile etik
acidan uygun bulunmustur.

Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Testis’in Histolojik Degerlendirmesi

Testis dokusunun histolojik a¢idan degerlendirilmesi i¢in H&E, PAS boyamalari
yapilarak degerlendirildi.

Testis’e ait histolojik kesitleri incelendiginde Kontrol grubunda; seminifer tiibiiller,
intersisyel alanda Leydig hiicreleri ve intertisyel bag dokusundan olusmaktaydi. Intertisyel
bag dokusunda kan ve lenf damarlar1 bulunuyordu. Kapillerler etrafinda toplanmis Leydig
hiicreleri diizensiz poligonal bigimli, eozinofilik sitoplazmali, biiyiik eksantrik yerlesim
gosteren cekirdege sahipti. Leydig hiicreleri arasinda yass1 ¢ekirdekli bag dokusu hiicreleri de
izlenmekteydi. Seminifer tiibiiller genis intertisyel doku iginde heterojen bir yapi
gostermekteydi. Tiibiilleri ¢evreleyen miyoid hiicreler yassit ve uzun ¢ekirdekleri ile ayirt
ediliyordu.  Seminifer tiiblillerin duvarinda bazal membran lizerine oturmus
spermatogoniyumlar, spermatositler ve spermatidler izlendi. Bunlarin arasinda yer yer Sertoli
hiicreleri bulunmaktaydi. Tibiillerin merkezinde gelismis ve gelismekte olan spermatidler
mevcuttu. Bazi tiibiillerde ise spermatogoniyumlar, spermatositler, spermatidler ve Sertoli
hiicreleri izlenirken gelismekte olan spermiyuma rastlanmadi. intertisyel dokuda makrofaj
veya mast hiicresi saptanmadi. Tunika mukozada lamina epitelyalisin transizyonel epitelden
meydana geldigi ve lamina proprianin gevsek bag dokusundan olustugu goriildii. PAS

boyamasinda bazal laminanin korundugu gézlendi.
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Sekil 8: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Kirmiz1 ok: bazal membran, mavi ok:

spermatogonia, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, sar1 ok: kan damari, H&E.

Sekil 9: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Kirmiz1 ok: bazal membran, mavi ok:

spermatogonia, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, PAS.

Sham grubu incelendiginde kontrolle benzer bulgular gézlendi.
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Sekil 10: Sham grubuna ait testis dokusu. Mavi ok: spermatogonia, kirmz ok:

bazal membran, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, sar1 ok: kan damari, H&E.

Sekil 11: Sham grubuna ait testis dokusu. mavi ok: spermatogonia, kirmiz1 ok:

bazal membran, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, PAS.

Nandrolone Decanoate (ND) grubu incelendiginde seminifer tiibiillerde yogun
dejenerasyonlar gozlendi. Birka¢ tiibiilde atrofi, tiibiil liimeninde diizensizlik, limende
spermium hiicresinin olmamasi, seminifer tiibiil duvarindaki epitelde bozulma, spermatogenik

seriye ait hiicrelerde diizensizlikler, sayilarinda belirgin azalmalar ve yine bu hiicrelerde bazal
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laminadan ayrilmalar, tiibiilin karekteristik yuvarlak yapisinda bozulmalar ve tiibiil

liimeninde tikanikliklar saptanmaistir.

Sekil 12: ND grubu testis dokusu. Kirmiz1 Yildiz(*): atrofiye seminifer tiibiil, mavi

ok: spermatogonia, kirmizi ok: bazal membran, H&E.

Sekil 13: ND grubu testis dokusu. Kirmiz1 Yildiz(*): atrofiye seminifer tiibiil, mavi

ok: spermatogonia, kirmizi ok: bazal membran, PAS.

Epo diisiik doz grubu incelendiginde ¢ok sayida tiibiiliin normale yakin morfolojiye

sahip oldugu, spermatogenik seri hiicrelerinin sayilarinda artis oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 14: Epo DD grubu testis dokusu. Mavi ok: spermatogonia, kirmiz1 ok: bazal

membran, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, H&E.

Sekil 15: Epo DD grubu testis dokusu. Mavi ok: spermatogonia, kirmizi ok: bazal

membran, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, PAS.

Epo yiiksek doz grubu incelendiginde kontrol grubuna yakin sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 16: Epo YD grubu testis dokusu. Mavi ok: spermatogonia, kirmiz1 ok: bazal

membran, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, H&E.

Sekil 17: Epo YD grubu testis dokusu. Mavi ok: spermatogonia, kirmizi ok: bazal

membran, beyaz ok: spermatosit, yesil ok: spermium, PAS.

4.2. Morfometrik Bulgular

4.2.1. Johnson Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Testis dokusunda gruplar arasindaki tiibil hasarim1 belirlemek icin morfometrik
Ol¢limler yapildi. Bunun igin jonhson testikiiler biyopsi skorlamasi yontemi kullanildi.
Gruplar arasinda jonhson testikuler biopsi skorlama diizeyleri ortalamalari; kontrol grubu
9,675+0,06, sham grubu 9,225+0,66, ND grubu 3,858+0,54, Epo DD grubu 7,775+0,45, Epo
YD grubu 8,6+0,57 olarak bulundu. Kontrol grubu ile sham grubu kiyaslandiginda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. (p=0,75). Kontrol grubu ile ND grubu, Epo DD
grubu, Epo YD grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(p=0,004). ND grubu ile Epo DD grubu ve Epo YD gruplan kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0,004).

Johnson Testikiiler Biyopsi Skorlamasi
9,675 9,225
8,6
7,775
3,858333333 i
kontrol sham ND Epo DD Epo YD

Sekil 35: Johnson Testikiiler Biyopsi Skorlamasi.

4.2.2. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalnhg Ol¢iimii

Testis dokusunda gruplar arasindaki tiibiil hasarini belirlemek i¢in germinal epitel
kalinliklar1 Image Tool programi (UTHSCA Image Tool Version 3,0 USA) kullanilarak
Ol¢iildii. Gruplar arasinda bazal membran kalinlig1 ortalamalari; kontrol grubu 1,595+0,68,
sham grubu 1,758+0,57, ND grubu 6,495+2,13, Epo DD grubu 2,399+0,66, Epo YD grubu
1,812+0,66 olarak bulundu. Kontrol grubu ile sham grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. (p=0,49). Kontrol grubu ile ND grubu, Epo DD grubu, Epo YD
grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0,000, p=0,000,
p=0,057). ND grubu ile Epo DD grubu ve Epo YD gruplar kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0,000).
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Seminifer Tuibul Bazal Membran
Kalinhigi Ortalamasi
10
&
6
4
5 T T i T
N -
Kontrol Sham ND Epo DD Epo YD

Sekil 36: Seminifer Tiibiill Bazal Membran Kalinhig1 Ortalamas.

4.3. immunohistokimyasal Bulgular

4.3.1. TUNEL Boyama Degerlendirmesi

Spermatogenik seriye ait hiicrelerin DNA fragmantasyonlarinin degerlendirilmesi igin
TUNEL boyamasi yapildi. Her gruptaki deneklerin testis doku kesitlerinde X20 objektif
biiylitmesi ile 10 ayri alanda her alandan 100 hiicrenin TUNEL pozitif boyananlari sayilarak
ortalamalar1 alind1.

Testis dokusuna ait histolojik kesitlerde ortalama TUNEL pozitif boyanan hiicre
sayilari, Kontrol grubu 6,75 £ 0,85; Sham grubunda 7,25 + 0,48; ND grubunda 30,5 + 2,75;
Epo DD grubunda 12 + 1,87; Epo YD grubunda 11 + 0,65 olarak bulundu.

Istatistiksel olarak kiyaslandiginda; kontrol ve sham gruplari ile ND grubu arasinda
anlaml fark saptandi. ND grubunda anlamli olarak artis saptandi. (p=0,0001, p=0,0001). ND
grubu ile Epo DD ve Epo YD grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmistir. ND grubunda Epo DD ve Epo YD grubuna kiyasla anlamli artis saptanmustir.
(p=0,0001, p=0,0001).
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Tunel Degerlendirmesi
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Sekil 38: Tunel pozitif hiicre degerlendirme tablosu.
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Sekil 18: Kontrol grubu testis dokusu. Siyah ok: TUNEL pozitif hiicreler, kirnmzi

ok: TUNEL negatif hiicreler, TUNEL.
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Sekil 19: Sham grubu testis dokusu. Siyah ok: TUNEL pozitif hiicreler, kirmizi ok:
TUNEL negatif hiicreler, TUNEL.

Sekil 20: ND grubu testis dokusu. Siyah ok: TUNEL pozitif hiicreler, kirmizi ok:
TUNEL negatif hiicreler, TUNEL.
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Sekil 21: Epo diisiik doz tedavi grubu testis dokusu. Siyah ok: TUNEL pozitif
hiicreler, kirmizi1 ok: TUNEL negatif hiicreler, TUNEL.

Sekil 22: Epo yiiksek doz tedavi grubu testis dokusu. Siyah ok: TUNEL pozitif
hiicreler, kirmizi ok: TUNEL negatif hiicreler, TUNEL.

4.3.2. Aktif Kaspaz 3 boyama degerlendirmesi
Spermatogenik seriye ait hiicrelerde apoptozu belirlemek icin aktif kaspaz 3 boyamasi
yapildi. Her gruptaki deneklerin testis doku kesitlerinde X20 objektif biiyiitmesi ile 10 ayri

alanda her alandan 100 hiicrenin immiinpozitif boyananlari sayilarak ortalamalar alindu.
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Testis dokusuna ait histolojik kesitlerde ortalama pozitif boyanan hiicre sayilari,
Kontrol grubuna ait kesitlerde 11,75 + 0,85; Sham grubunda 13 + 1,08; ND grubunda 45 +
2,95; Epo DD grubunda 15 + 1,82; Epo YD grubunda 14,0 + 0,91 olarak bulundu.

Istatistiksel olarak karsilastirildiginda, kontrol ve sham gruplari ile ND grubu arasinda
anlamli fark saptanmistir. (p=0,0001, p=0,0001). ND grubu ile Epo DD ve Epo YD gruplari
kiyaslandiginda gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli ve ND grubunda anlamli

olarak artig saptandi. (p=0,0001, p=0,0001).

Aktif Kaspaz 3 Degerlendirmesi
60
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0
Kontrol Sham Epo DD Epo YD

Sekil 37: Aktif kaspaz 3 pozitif hiicre degerlendirme tablosu.

T, C 87

Sekil 23: Kontrol grubu testis dokusu. Siyah ok: Aktif kaspaz 3 immiinoreaktivite

gosteren hiicreler.
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Sekil 24: Sham grubu testis dokusu. Siyah ok: Aktif kaspaz 3 immiinoreaktivite

gosteren hiicreler.

Sekil 25: ND grubu testis dokusu. Siyah ok: Aktif kaspaz 3 immiinoreaktivite

gosteren hiicreler.
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Sekil 26: Epo diisiik doz tedavi grubu testis dokusu. Siyah ok: Aktif kaspaz 3

immiinoreaktivite gosteren hiicreler

Sekil 27: Epo yiiksek doz tedavi grubu testis dokusu. Siyah ok: Aktif kaspaz 3

immiinoreaktivite gosteren hiicreler

4.5. Biyokimyasal Bulgular

4.5.1. MDA Diizey Degerlendirmesi

MDA diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 6,82+0,33 uM, Sham grubunda
6,36+0,27 uM, ND grubunda 8,11+0,17 uM, Epo DD grubunda 6,92+0,21 uM ve Epo YD
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tedavi grubunda 5,87+0,18 uM olarak saptandi. Kontrol grubu ile sham grubu kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=1,00). Kontrol grubu ile ND grubu
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0,012). ND grubu ile Epo
DD grubu ve Epo YD gruplar1 kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(p=0,033, p=0,00).

MDA \ p0012 | p=000 l l p=0.033 \ p=0.00
9 s
5 .
7 4 '
6 4
= 91
= 4 4
3 4
2 4
14
o 3
kontrol sham ND EPO.D EPO-Y

Sekil 28: Gruplarin MDA diizey ortalamalari.
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4.5.2. GPx Diizey Degerlendirmesi

GPx diizeyleri ortalamalari; Kontrol grubunda 660,59+48,64 U/mg protein, Sham
grubunda 636,82+29,12 U/mg protein, ND grubunda 378,55+53,65 U/mg protein, Epo DD
grubunda 613,37+45,04 U/mg protein ve Epo YD tedavi grubunda 629,23+85,20 olarak
saptandi. Kontrol grubu ile sham grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. (p=1,00). Kontrol grubu ile ND grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bir fark tespit edildi (p=0,016). ND grubu ile Epo DD grubu kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi. (p= 0,090). ND grubu ile Epo YD gruplar1 kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (p=0,043).

GPx

lp=0.016 p=0.043
p=0.034
800 -
700 -
600 -
& 500 -
2 400
5 300
200 -
100

kontrol sham ND EPO-D EPO-Y

Sekil 29: Gruplarin GPx diizey ortalamalari.
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4.6. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubunda bazal lamina iizerinde spermatogonyumlar ve sertoli hiicreleri
bulunmaktaydi. Bazal membranda epitelyum ve myoid hiicreler bulunmaktaydi. Sertoli
hiicreleri stoplazmasinda bazale yakin ¢ekirdek goriilmekteydi. Golgi kompleksi, lizozomlar,
AGER, GER ve mitokondriler diizglin yapidaydi. Sertoli hiicrelerinde lipit damlaciklari
goriilmekteydi. Normal morfolojideki spermatogenik seri hiicreleri, hiicreler arasindaki siki
baglantilar diizgiin yapida goriilmekteydi. Normal bazal membran ve normal yapidaki leydig

hiicreleri goriilmekteydi.

Sekil 30: Kontrol grubuna ait kesit
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Sham grubunda kontrol grubu ile uyumlu sonuglar gozlenmistir. Bazal membranin

normal kalinlikta oldugu, sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreleri iceren germinal epitel

hiicrelerinin normal stoplazmik yapida olduklar1 gézlenmistir.

Sekil 31: Sham grubuna ait kesit.

ND grubunda spermatogenik hiicre yapilarinda bozulma, hiicre baglantilarinda
dejenerasyon, sitoplazmada lipid damlaciklar1 ve vezikiiller gézlendi. Spermatid hiicrelerinin
stoplazmasinda yogun cisimcikler goriilmiistiir. Sertoli hiicrelerinde bos vakuolar alanlar,
lipid damlaciklari ve mitokondrilerde vakuolizasyon goriilmiistiir. Diizensiz ve kalinlagsmis

bazal lamina, ayrica leydig hiicrelerinde stoplazmik vakuolizasyon goriilmiistiir.

Sekil 32: ND grubuna ait kesit
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Epo diisiik doz tedavi grubunda bazal membranin normal kalinlikta oldugu, hiicreler
arasindaki bosluklarin azaldigi goriildii. Sertoli hiicrelerinde vakuolar alanlarin azaldigi

gbzlenmistir.

Sekil 33: Epo diisiik doz tedavi grubuna ait kesit.

Epo yiiksek doz tedavi grubunda kontrol ve sham gruplariyla benzer sonuglar
goriilmiistiir. Normal bazal membran ve normal yapidaki leydig hiicreleri goriilmekteydi.

Normal morfolojideki spermatogenik seri hiicreleri, hiicreler arasindaki siki baglantilar

diizgiin yapidaydi.

45t : "gx\‘v \ ;4; 4 1990 ny V;‘I\rvln’, })’(

Sekil 34: Epo yiiksek doz tedavi grubuna ait kesit. |
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5. TARTISMA

Insanoglu yeryiiziinde var olmaya basladig1 zamanlardan giiniimiize kadar hicbir zaman
akil ve fiziki siirlarini kabullenmemis, ruhsal ve bedensel sinirlarini asmaya ¢alismis, bazen
de giiciinii Ust diizeylere ¢ikarabilmek, beceri ve yeteneklerini gelistirmek i¢in bazi maddeler
kullanmiglardir (85). Biitiin bunlan gerceklestirirken her zaman bir takim takviye edici
maddeler kullanmislardir. Ornegin MO 300 yiizyillda Yunanistan’da sporcularm mantar
yedikleri Gliney Amerika yerlilerinin koka yapragi ¢ignedikleri, kendir ve kava (karabiberden
elde edilen bir madde) gibi maddeler kullandiklar1 kaynaklarda belirtilmektedir (86).
Giliniimiizde de sporcularda rekabet ve fiziksel performansi arttirmak icin doping amagh
ergojenik madde kullanilma oran1 da artmaktadir (87).

Diinyada spor tarihi boyunca 6zellikle atletizm, halter ve viicut gelistirme sporu ile
ugrasan geng yastaki bir ¢ok sporcunun doping amaciyla “Anabolik Androjenik Steroid”
(AAS)’leri yogun olarak kullandigi bilinmektedir. Giiniimiizde ¢6ziim bekleyen bu durum
maalesef halen bir problemdir. Bu maddeler atletik performansi arttirmak igin doping amach
ya da kas kitlesini arttirmak i¢in kullanilirlar (1).

Daha once yapilan bir arastirmada sporculari doping kullanimlarindaki birincil amag
performansi artirmak ve fiziksel goriiniimii giizellestirmek oldugu belirtilmistir (88).

Bir aragtirmada, steroid kullananlarin en az kokain kullananlar kadar yaygin oldugunu,
hatta steroidlerin haliisinojenik haplardan daha ¢ok kullanildigini ortaya c¢ikartmistir.
Arastirmalar, steroidlerin tedavi dis1 kullanim hizinin giin gectikge arttigini gostermektedir
(89).

Sporcular, anabolik steroid grubu maddeleri almakta israr etmektedirler. Gengler ise
anabolik steroidleri, sportif performanslarinin ¢ogaltilmasinin disinda fiziksel goriiniislerinin
de daha iyi olmasi amaciyla kullanmaktadir. Ayrica bu olay yetiskinlerde de goriilmektedir
(88).

Anabolik-androjenik steroid (AAS) bilesenleri testosteronun sentetik analoglaridir ve
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar (2). Atletler tarafindan kullanilan bu bilesenlerin
dozlar1 ve kombinasyonlart tedavi edici dozlarindan ¢ok daha yiiksek dozlardadir. Bu
bilesenlerin yiiksek dozlar1 insanlarin ve hayvanlarin seksiiel davranislarinda, fizyolojilerinde
ve sperm kalitelerinde degisiklikler meydana getirdikleri kanitlanmis (1,3), ancak testis

dokusundaki degisikliklere daha az odaklanilmistir (4,5).
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Biz de calismamizda bir anabolik androjenik steroid olan Nandrolone decanoate’nin
testis dokusuna verdigi zarar1 151k mikroskobik, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal olarak

calismay1 amacladik.

Takahashi ve ark. AAS kombinasyonlar1 ile yaptiklari c¢alismada seminifer tiibiil
limeninde skar dokusu, sertoli hiicresi ve leydig hiicrelerinin sayisinda azalma ayrica leydig
hiicrelerini atrofik olarak gézlemlemislerdir. Spermatogenik seri hiicrelerinin bazal tabakadan
ayrildigi da gozlenmistir (90). Bizim ¢alismamizda da AAS grubunda seminifer tiibiillerde
yogun dejenerasyonlar, birkag tiibiilde atrofi, tiibiil limeninde diizensizlik, limende spermium
hiicresinin olmamasi, seminifer tiibiil duvarindaki epitelde bozulma, spermatogenik seriye ait
hiicrelerde diizensizlikler, sayilarinda belirgin azalmalar ve yine bu hiicrelerde bazal
laminadan ayrilmalar, tiibiilin karekteristik yuvarlak yapisinda bozulmalar ve tiibiil
limeninde tikanikliklar saptadik.

Shokri ve ark. 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 170-200 gr. agirhginda Wistar albino
cinsi ratlar1 kontrol, sham, ND, egzersiz ve ND-+egzersiz grubu olmak iizere 5 gruba
ayirmiglardir. ND grubuna 8 hafta boyunca 10 mg/kg/hafta ND uygulanmuis, egzersiz grubuna
ise glinde 1 saat haftanin 5 glinii egzersiz yaptirilmistir. Caligmanin amaci testis dokusunda
egzersizle birlikte ND uygulanan grupta immiinpozitif hiicrelerin artis gosterip gostermedigini
gozlemlemektir. Apoptozu belirlemek i¢in TUNEL ve aktif kaspaz 3 boyamalar1 yapilmis
ayrica elektron mikroskobik olarak da ¢alisilmistir. Sonugta ND+egzersiz grubu, kontrol,
sham ve ND gruplariyla kiyaslandiginda; ND+egzersiz grubunda germ hiicrelerinde
immiinpozitif hiicrelerin artis gosterdigi gozlemlenmistir. ND grubuyla kontrol ve sham
gruplart kiyaslandiginda; ND grubunda immiinpozitif hiicre sayilarinda anlamli artig
saptanmustir. (91). Bizde ¢alismamizda TUNEL ve aktif kaspaz 3 boyamalarinda kontrol,
sham ve epo gruplariyla kiyaslandiginda ND grubunda immiinpozitif hiicre sayilarinda

anlamli artig saptadik.

Mesbah ve ark. yaptigi calismada sprague-dawley ratlara 3 mg/kg/hafta ve 10
mg/kg/hafta olmak tizere iki farkli doz ND 14 hafta boyunca uygulanmis ve testis dokusu
lizerine etkileri ultrastriiktiirel olarak calisilmugtir. Intertisyal alandaki hiicrelerin dejenere
oldugu, bazal membranin kalinlastig1 ve seminifer tiibiil capinin azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica
sertoli hiicrelerinde dejenerasyon ve apoptotik germ hiicreleri gézlenmistir (92). Bizde

calismamizda bu caligmayla benzer olarak ND grubunda spermatogenik hiicre yapilarinda
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bozulma, hiicre baglantilarinda dejenerasyon, sitoplazmada lipid damlaciklar1 ve vezikiiller,
spermatid hiicrelerinin stoplazmasinda yogun cisimcikler, sertoli hiicrelerinde bos vakuolar
alanlar, lipid damlaciklar1 ve mitokondrilerde vakuolizasyon gozledik. Ayrica diizensiz ve

kalinlagmis bazal lamina, leydig hiicrelerinde stoplazmik vakuolizasyon goriilmiistiir.

Michele ve ark. daha once yaptiklari ¢alismada yine bir anabolik androjenik steroid olan
Testosterone propionate uygulanan ratlarda sadece leydig hiicrelerindeki apoptozu gostermeyi

basarmiglardir (93).

Chaves ve ark. yaptiklar1 calismada ND’ nin antioksidan enzim sistemlerini de
etkiledigini gostermislerdir. 8 hafta boyunca 10 mg/kg/hafta ND uygulanan ratlarin kalp
dokularinda SOD ve GPx diizeylerinde kontrol grubuna goére anlamli sonuglar bulunmustur.
(94). Bizde yaptigimiz ¢alismada bu ¢alismayla paralel sonuglar elde ettik. Calismamizda epo
uygulanan gruplarin uygulanmayan gruplara kiyasla MDA diizeylerinin anlamli derecede

diisiik , GPx diizeylerinin ise anlamli derecede yiiksek oldugunu gozlemledik.

Naraghi ve ark. yaptiklari elektron mikroskobik bir ¢alismada intertisyel alanda bulunan
leydig hiicrelerinin sayisinda azalma ve stoplazmik vakuolizasyonlar, seminifer tiibiil bazal
membraninda kalinlasma ve diizensiz dalgalanmalar goriilmustiir. Sertoli hiicrelerinin
sroplazmasinda vakuolizasyon,  lipid damlaciklart ve mitokondrilerde vakuolizasyon
goriilmiistiir. Ayrica birkag apoptotik germ hiicresi gozlenmistir (95).

Son donemlerde antioksidan Ozellige sahip maddelerin serbest radikallerin neden
oldugu hiicre hasarina kars1 gosterdikleri antiapoptotik etkileri pek ¢ok arastirici tarafindan
calisilmaktadir. Bu maddelerden biri de epo’ dur.

EPO, esas olarak erigskin bobreklerindeki interstisiel fibroblastlarda fetusta ise
hepatositlerde iiretilen bir glikoproteindir. Yapist 1siya dayanikli alfa globulindir. Yedinci
kromozomda bulunan tek kopya gen olan insan EPO geni bes ekzon ve dort introndan
olusmaktadir. Son {irlinli yaklasik 30 kDal molekiil agirliginda, 165 aminoasitli bir peptiddir
ve yaklasik % 40’11k boliimii karbonhidrattan meydana gelmektedir. Dort tane glikolize olmus
zincire sahiptir, bunlardan 3 tanesi N-bagli, bir tanesi de O-bagl asidik oligosakkarit yan
zincirlerdir. Glikolize bu zincirler EPO’ nun biolojik aktivitesi agisindan Onemlidir ve
EPO’nun protein yapisin1 oksijen radikallerinden korumaktadir. Ayrica, N ve O bagl zincirler

olgun EPO {iretimi ve salgilanmas1 i¢in gereklidir.
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EPO reseptorii aracilifiyla, apopitozu saglayan bad, bcl, kaspazlar gibi molekiillerin
aktivitesini azaltarak apopitozu 6nlemeye calisir.

Oksijen tasima kapasitesi veya oksijen saturasyonunda azalma, doku hipoksisine neden
olmakta ve EPO gen ekspresyonu meydana gelmektedir. Kandaki EPO konsantrasyonunun
artmasi, kemik iligindeki eritropoezi uyarir ve sonunda oksijen temininde artis meydana gelir.
Oksijen diizeyindeki artisin sonucunda, negatif bir etki ile aktif olan EPO geninin aktivasyonu
azalmaktadir. EPO oksijen bagimli yolla diizenlenen genlere 6nemli bir 6rnek olmaktadir. Bu
durum da ROS temizlenmesi i¢in énemli bir adimdir. Daha 6nce yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuglara gore EPO sigan dokularindaki MDA seviyelerindeki artisi inhibe ettigi ve
antioksidan savunma mekanizmasini arttirmak suretiyle hiicreleri hasara kars1 korumaktadir
(96). Bizde ¢alismamizda EPO uygulanan gruplarin uygulanmayan gruplara kiyasla MDA
diizeylerinin diisiik, GPx diizeylerinin yiiksek oldugunu gézlemledik.

Spermatozoa testis igcerisindeyken immobil ve infertildir. Postgonadal degisim epididim
icerisinde olur yani burada hareketlilik kazanir ve fertil hale gelir. Kobayash1 ve ark. 2002
yilinda yapmis olduklar1 c¢aligmada kiiltiiri yapilan fare epididimisinin epo iirettigini
bulmuslardir (97). Yamamoto ve ark. yaptigi ¢alismada epo’ nun leydig hiicre fonksiyonunu
iyilestirdigini, epididimal sperm maturasyonunu ve sperm fertilizasyon kapasitesini
arttirdigini belirtmislerdir. (98).

Koseoglu ve ark. 2008 yilinda yaptiklart ¢alismada 720° testis torsiyonundan sonra
haftada 3 kez enjekte edilen 1000 IU/kg epo’nun testis torsiyonundan sonra olmasi gereken
histopatolojik degisiklikleri engelledigini gérmiiglerdir (99).

Ergiir ve ark. daha once yapmis olduklari galigmalarinda testiste 2 saat torsiyondan
sonra intraperitonal olarak 500 IU/kg EPO’ nun olmasi gereken histopatolojik degisiklikleri
engelledigini belirtmislerdir. Testis spermatogenik seri hiicrelerinde apoptozu belirlemek i¢in
TUNEL ve aktif kaspaz 3 yontemini kullanmislardir. Ayrica SOD ve GPx diizeylerine
bakilmistir. Morfometrik olarak germinal epitelyum kalinliklar1 Olclilmiis ve  testikiiler
biyopsi skorlamasi yapilmistir. Sonuglar bizim ¢alismamizla uyumludur. TUNEL ve aktif
kaspaz 3 boyamada torsiyon grubuyla epo tedavi grubu arasindaki immiinpozitif hiicreler
kiyaslandiginda hiicre sayilarinda anlamli azalis bulunmustur. Bizde ¢alismamizda epo tedavi
gruplarinda ND grubuna kiyasla immiinpozitif hiicre sayilarinda anlamli derecede azalma
gozlemledik. SOD ve GPx diizeylerinde de yine ayni sekilde torsiyon grubuyla epo tedavi

grubu kiyaslandiginda epo tedavi grubunun SOD ve GPx diizeylerinin anlamli derecede
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yiiksek oldugu goézlenmistir. Biz de g¢alismamizda GPx diizeylerinin ep0 uygulanan tedavi
gruplarinda ND grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu gozlemledik.
Morfometrik olarak Ol¢iilen germinal epitelyum kalinliklarinda epo tedavi grubu torsiyon
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulgular elde edilmistir. Bizde
calismamizda germinal epitelyum kalinlik dlglimiinde ND grubunda anlamli derecede artig

oldugunu saptadik. (100).
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7. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen verilere gore kas kitlesini arttirmak i¢in kullanilan AAS’lerin

testisde doku hasar1 olusturdugu, apoptozu ve oksidatif stresi arttirdig1 sonucuna varilmistir.

Literatirde Epo’nun ND’ nin yaratti§i hasara karst koruyucu etkisini gosteren bir

calisma bulunmamaktadir. Bu agidan ¢alismamiz literatiirdeki boslugu dolduracaktir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizin AAS hasarina karsi koruyucu onlemlerin alinmasi

konusunda yol gosterici olacagi kanisindayiz.
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