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ABP: Androjen Baglayici Protein
aER: Graniilsiiz Endoplazmik Retikulum
AIF: Apoptoz indiikleyici Faktor
APAF-1: Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor
CAD: Kaspazla—Aktiflesen Deoksiriboniikleaz
CAT: Katalaz
DHT: Dihidrotestosteron
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit
FSH: Folikiil Uyarict Hormon

GDNF: Gliyal Hiicre Hatt1 Tiirevli Norotrofik Faktor/Glial Cell Line-Derived

Neurotrophic Factor

gER: Graniillii Endoplazmik Retikulum

Gn-RH: Gonadotropin-Serbestletici Hormon

GPx: Glutatyon Peroksidaz

GR: Glutatyon Rediiktaz

H-E: Hematoksilen-Eozin

HSP70/ISP70: Heat Shock Protein 70/Is1 Sok Protein 70
ICAD: Kaspazla—Aktiflesen Deoksiriboniikleaz Inhibitorii
kDa: Kilodalton

LH/ICSH: Luteinizan Hormon—Luteinlestirici Hormon /Insterstisyel Hiicre Uyarici

Hormon
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MDA: Malondialdehit

MIF: Miillerian-Inhibe Edici Faktor
MOLE: Moringa Oleifera Lam Ekstrakti
nm: Nanometre

nmol/mg: Nanomol/Milligram

PAS: Periyodik Asit - Schiff

PBS: Fosfat Tamponlu Soliisyonu

RNS/RNT: Reactive Nitrogen Species/Reaktif Nitrojen Tiirleri

ROS/ROT: Reactive Oxygen Species/Reaktif Oksijen Tiirleri

rpm: Rotations Per Minute/Dakikadaki Devir Sayisi
SCF: Kok Hiicre Faktorii/Stem Cell Factor

SOD: Siiperoksit Dismutaz

SRY: Sex-Determining Region/Cinsiyet-Belirleyici Bolge
TAI: Testis Agirlik indeksi

TDF: Testis Belirleyici Faktor

TP: Total Protein

TRI: Masson's Trikrom

u/g: Unit/Gram

u/mg: Unit/Milligram

pg/mL: Mikrogram/Mililitre
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OZET

DENEYSEL KRIiPTORSIDIZM OLUSTURULMUS SICANLARDA MORINGA
OLEIiFERA LAM EKSTRAKTININ (MOLE) TESTIS UZERINDEKI ETKIiSI.

Muhammetnur TEKAYEV
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji - Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Damigmant: Yrd. Dog. Dr. Nuray BOSTANCIERI
fkinci Tez Danismant: Yrd. Doc. Dr. Abu Shameem MD. Saadat KHANDAKAR
Subat 2018, 124 sayfa

Moringa Oleifera Lam Ekstrakti (MOLE) Moringaceae ailesine ait antioksidan
acisindan ¢ok zengin bir bitkidir. Ayrica bu bitki antimikrobiyal, antidiyabetik,
antikanserojenik, hepatoprotektif, hipotansif ve kardiyoprotektif etkilerinin yani sira
bitkinin cinsel potansiyeli arttirdigi da bilinmektedir. Kriptorsidizm sonucu ROS'un
tiretilmesiyle ve oksidatif stresin artmasiyla beraber sperm DNA bozuklugu ve germ
hiicre apoptozisi ile sonuglanarak infertiliteye neden olmaktadir. Hiicreyi stresin zararl
etkilerine kars1 korumak i¢in bir¢ok yolaklar vardir. Bunlardan biri de protein ailesi olan
Is1 Sok Proteinlerin (ISP/HSP) sentezidir. HSP sentezi, 1s1 soku, kimyasal toksisite,
cevresel ve fizyopatolojik streslerden etkilenen hiicrelerde artmaktadir. Ayrica
kriptorsidizm sonucu HSP70 protein diizeyinin arttig1 da bilinmektedir. Bu ¢alismada,
deneysel kriptorsidizm olusturulmus sigan testislerinde Moringa Oleifera Lam
Ekstraktinin (MOLE) iki farkli dozda antioksidan etkileri arastirildi.

Calismamizda 15-17 giinliik 42 adet erkek Sprague Dawley cinsi si¢an 4 gruba ayrildi.
Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE.
Siganlar 15. giin sakrifiye edildi. Alinan testis dokularinda 1sik mikroskopik
incelemelerin yani sira SOD, MDA ve TP biyokimyasal parametrelerine bakildi. Ayrica
Western Blot yontemi ile HSP70 konsantrasyonuna ve immiinohistokimya yontemi ile
apoptozise bakildi.

Calismamizin sonucunda elde edilen bulgular kriptorsidizm sonrasinda insterstisyel
alandan kopma, germ hiicrelerin bazal membrandan ayrilmasi, germ hiicrelerin liimene
dokiilmesi, perivaskiiler fibrozis, 6dem, HSP70 ve apopitozisin arttigini1 gosterdi ancak
tedavi amacli verdigimiz Kripto + 800mg/kg MOLE grubunda ise bu patolojik
hasarlarin azaldig1 gozlendi.

Anahtar kelimeler: Kriptorsidizm, Moringa Oleifera, HSP70, Caspase 3



ABSTRACT

EFFECTS OF MORINGA OLEIFERA LAM EXTRACT (MOLE) IN
EXPERIMENTALLY INDUCED CRYPTORCHIDISM RAT TESTIS.

Muhammetnur TEKAYEV
Master of Science Thesis, Department of Histology - Embryology
Supervisor: Asis. Prof. Dr. Nuray BOSTANCIERI
Second Supervisor: Asis. Prof. Dr. Abu Shameem MD. Saadat KHANDAKAR
February 2018, 124 pages

Moringa Oleifera Lam Extract (MOLE) is a member of Moringaceae family. Also the
plant known as to have a high antioxidant potency and have included like antimicrobial,
antidiabetic, hypocholesterolemic, anticancer, hepatoprotective, hypotensive and
cardioprotective activities. It has been also known that the plant increases a sexual
potential. Reactive Oxygen Species (ROS) were increased in cryptorchidism and
therefore cause infertility by damaging sperm DNA and germ cell apoptosis. There are
several pathways to protect cells against the deleterious effects of cellular stress. One of
them is the synthesis of a protein family called by Heat Shock Proteins (HSP). HSP
synthesis is increased in cells, which is affected by heat shock, chemical toxicity,
environmental and pathophysiological stress. Additionally, it is also known that HSP70
protein levels are increased due to cryptorchidism. In the present study was
investigated the antioxidant effects of two different doses of Moringa Oleifera Lam
Extract (MOLE) on experimental induced cryptorchit testes of rats.

In our study 15-17 days old 42 Sprague Dawley male rats were used and seperated into
the 4 groups. Control, Crypto Control, Crypto + 400mg/kg MOLE, Crypto + 800mg/kg
MOLE. Rats were sacrificed in 15'th day. Beside the light microscopic examinations we
analysed the SOD, MDA and TP biochemical parameters. Also we analysed the
concentration of the HSP70 with Western Blot and for apoptosis with
immunohistochemistry technique.

The result of the our study are show that after the cryptorchidism there is ruptures from
intestitial spaces, seperation of the germ cells from basal membrane, falls of the germ
cells to the lumen of tubule, perivascular fibrosis, oedema, increasing of the HSP70 and
apoptosis. Also in the Crypto + 800mg/kg MOLE treated group we investigated that all
the patologic damages were decreased.

Key Words: Cryptorchidism, Moringa Oleifera, HSP70, Caspase 3



1. GIRIS VE AMAC

Kriptorsidizm, testislerin dogumda skrotuma inmemesi ile karakterize olan konjenital
bir defekt olup genellikle infertilite sorunu ile birlikte seyretmektedir. Kriptorsidizm
sonucu sperm konsantrasyonunda ve motilitesinde azalma oldugu; ve "Reactive Oxygen
Species / Reaktif Oksijen Tiirlerinin" (ROS) iiretilmesi ve buna bagli oksidatif stresin

artmasiyla beraber germ hiicre apoptozisi ile sonuglandigi bildirilmistir (1, 2).

Hiicresel stresin zararli etkilerine karsi hiicreyi korumak igin birgok siire¢ vardir.
Bunlardan biri de protein ailesi olan "Heat Shock Proteins/Is1 Sok Proteinlerin" (HSP)
sentezidir. HSP, sitoplazmada, mitokondride ve endoplazmik retikulumda lokalizedir.
HSP sentezi, 1s1 soku, kimyasal toksisitesi, gevresel ve fizyopatolojik streslerden
etkilenen hiicrelerde artmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, kriptorsidizm sonucu HSP70

protein diizeyinin arttig1 gosterilmektedir (3).

Giliniimiizde bitkilerin tip alaninda tedavi amacli kullanilmas: ile ilgili bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Moringaceae ailesine ait Moringa Oleifera Lam bitkisi ¢ogunlukla
tropikal ve subtropikal bolgelerde yetismekte olan degerli bir bitki tiirii olup Tayland'da
yaygin olarak tiiketilen bir bitkidir. Yapraklari son derece besleyici ve [B-karoten,
riboflavin, nikotinik asit, folik asit, piridoksin, protein, vitamin A, B, C ve E, amino
asitler, cesitli fenolik bilesikler ve mineraller agisindan zengin bir kaynaktir (4, 5).
Yiiksek antioksidan potansiyeli olan bu bitki diger in vivo ¢alismalarda antimikrobiyal,
antidiyabetik, antikanserojenik, hepatoprotektif, hipotansif ve kardiyoprotektif etkiler
gosterdigi bildirilmistir (2, 5-7). Ayrica bu bitkinin cinsel potansiyeli arttirdigi da
bildirilmistir (4).

Bu calismada, deneysel yontemle olusturdugumuz tek tarafli kriptorsidizmin testiste
olusturdugu hasara karsi iki farkli dozdaki Moringa Oleifera Lam Ekstraktinin (MOLE),
HSP70 ekspresyonu ve germ hiicre apoptozisi tiizerindeki antioksidan etkileri

histopatolojik, biyokimyasal ve Western Blot yontemleri ile arastirilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2. 1. Testis Anatomisi

Yetiskin bir erkekte her bir testis 4-5 cm uzunlukta, 2-3 cm genislikte, 3-4 cm
(anteroposterior) 6n-arka ¢apinda ve 12-20 g. araliginda degisen agirlikta ovoid sekle
sahip, sperm ve testosteron iretilmesinden sorumlu bir organdir. Testisler skrotumda
spermatik kord araciligiyla asili vaziyette bulunmaktadir. Sol testis genellikle sag testise
gore daha asagida yerlesmektedir ve testislerin giindelik aktiviteleri esnasinda

carpigmasint onlemektedir (8, 9).

Testislerin skrotumda yerlesimi skrotal derinin ozellikleri ile iliskilidir. Yani sira
testikiiler pampiniform pleksusun karsi-akim 1s1 degistirme/ters yonde 1s1 degisim
(termoregiilasyon) mekanizmasi, testisleri 2-3 °C viicut sicakliginin altinda tutmaktadir

(10).
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Sekil 2. 1. Erkek tireme sistemi (8).
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Testislerin gevresi li¢ kat siki kapsiil ile sarilidir: en igte tunika vaskiiloza, ortada tunika
albuginea ve en dista tunika vajinalis. Testisin arka kismi epididimis ile baglanti
yapmaktadir ve bu nedenle sadece kismen Seroza ile kaplidir. Burada tunika albuginea
mediastinum testis olusturmak icin igeriye girinti yapmaktadir ve tunika vajinalis
epididimisi sarmak i¢in disar1 dogru ¢ikinti yapmaktadir. Kan damarlari, lenf damarlar
ve genital bosaltim kanallar testise mediastinumun i¢inden giris ve ¢ikis yapmaktadir.
Skrotum igerisinde testisler, fibroz medyan septumlar ile yaklasik 250 adet piramidal
bdolmeye ayrilmaktadir. Bu piramidal bélmelere lobiil ad1 verilmektedir ve her bir lobiil,
kivrimli birka¢ seminifer tiibiillerden olusmaktadir. Her bir testiste toplamda uzunlugu

280 - 400 m. arasinda olan 600-1200 seminifer tiibiil bulunmaktadir. (8, 10, 11).

duktuli efferentes

duktus
deferens
seminifer tibol
epic!idimisin septum
govdesi
mediastinum

testis tunika albuginea

rete testis

tunika vajinalis

Sekil 2. 2. Testisin anatomik yapis1 (10).



2. 2. Testis Embriyolojisi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, fertilizasyon (déllenme) ile belirlenir. X kromozomu
tastyan ovumun X veya Y kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine baghdir. X veya
Y kromozomu tasiyan sperm fertilizasyonu sonucunda XX veya XY cinsiyet
kromozomu kompleksi tasiyan embriyolar gelisir. Gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar
morfolojik olarak farklilagsmazlar. Yedinci haftaya kadar gonadlarin goriiniimii her iKi
cinste de benzer izlenmektedirler ve bu nedenle gonadlar farklanmamis gonodlar olarak
adlandirilir (12, 13).

Cinsiyetin belirlenmesi ve erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomu son derece
onemlidir. Y kromozomunun kisa kolundaki "Cinsiyet Belirleme Bolgesi"nde (Sex-
Determining Region) bulunan SRY geni Testis Belirleyici Faktor (TDF-Testis
Determining Factor) i¢in son derece dnemlidir. SRY geni tarafindan kodlanan Testis
Belirleyici Faktor (TDF) testis gelisiminden ve farklilasmasindan sorumludur. Bu
diizenleyici  faktoriin  etkisi altinda, gonodal kordonlar seminifer tiibiil
primordiyumlarina farklilagir. Cinsiyet belirlenmesinde Y kromozomunun yoklugu over

gelisimi ile sonuglanir (12).

Testisler abdominal kavitenin posterior duvarinda retroperitoneal olarak {iriner sistem

ile yakin iligki halinde gelisirler. Gonadlar gelisirken li¢ kaynaktan koken alirlar:

e Ara mezoderm (mezenkimal doku), posterior abdominal duvardaki iirogenital
kabartilar1 olusturur, Leydig ve Miyoid hiicrelerinin kdken aldig: yerdir.

e Mezodermal epitel (mezotel), posterior abdominal duvardaki tirogenital
kabartilar1 doser; Sertoli hiicrelerin kdken aldig: yerdir.

e Primordial germ hiicreleri (en erken donemdeki farklanmamis cinsiyet
hiicreleri), umbilikal keseden gelismekte olan gonadlara gog ederler ve burada

boliinerek spermatogonyumlara farklilagirlar (10, 12).

Yuvarlak primitif cinsiyet hiicreleri 3. haftanin sonlar1 ve 4. haftanin baslar1 arasinda
umbilikal kese duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler
arasinda ortaya ¢ikarlar. Embriyonun katlanmasi sirasinda, umbilikal kesesinin dorsal
parcast embriyo igerisine dahil olur. Bu sirada, primordiyal germ hiicreleri, arka

barsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara go¢ ederler. 6. haftada
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primordiyal germ hiicreleri gonodal kabarti mezensimi igerisine girerler ve gonodal

kordonlara dahil olurlar (12).

Gonadal gelisimin baslangi¢ safhalar1 5. haftada mezonefrozun medialinde mezotelyal
kalinlasmanin gelisiminden sonra ortaya cikar. Bu epitelin ve altindaki mezenkimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir gonadal kabarti meydana gelir.
Mezodermal epitelden gelisen parmak seklindeki epitelyal kordonlar yani gonadal
kordonlar, alttaki mezenkim igerisine dogru biiyiirler. Farklilasmamis gonad artik, dista

yer alan korteks ve igte yer alan medulla'dan olusmaktadir (12).
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Sekil 2. 3. Erkek (D, F) ve disi (C, E) embriyonun 6. Haftadaki gonadal gelisimi (8)

Embriyo genetik olarak erkekse, Testis Belirleyici Faktorii kodlayan Y kromozomunun
kisa kolundaki SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlar1 testis ve meduller

kordonlar1 saglamak amaciyla ¢ogalmaya devam ederek medullanin i¢ kisimlarina



dogru ilerlerler. Bu kordonlar bezin hilusuna dogru, daha sonra rete testis tiibiillerini
olusturacak olan kiigiik hiicre siralar1 halinde bir ag olusturarak dagilirlar. Gelisimin
ileri evrelerinde yogun bir bag dokusu tabakasi, yani tunika albuginea testis

kordonlarini yiizey epitelinden ayirir (12, 13).

Gelisimin 4. ayinda, testis kordonlar1 atnali seklini alir ve bu nalin acik uglar1 rete
testisle devam ederek testis kordonlari artik primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey

epitelinden gelisen sertoli destek hiicreleri meydana gelir (12, 13).

Gonadal sirtin mezenkiminden kdken alan interstisyel hiicreler (Leydig hiicreleri) testis
kordonlarinin arasinda bulunurlar. Bu kordonlarin farklanmaya baglamasindan sonra
gelismeye baglarlar. Gestasyonun 8. haftasinda, Leydig hiicreleri artik testosteron
iiretmeye baslarlar. Testisler bu sathadan sonra genital kanal ve dis genital organlarin

cinsiyetini etkileyecek hale gelirler (12, 13).

Testis kordonlar1 puberteye kadar sabit kalmaktadir ve pubertede liimenleri agilarak
seminifer tiibiillere doniisiirler. Seminifer tiibililler kanalize olduktan sonra rete testis
tibiilleriyle birleserek duktuli eferenteslere girerler. Bu eferent duktuslar mezonefrik
sisteme ait bosaltim tiibiillerinin kalan parcalaridir. Bu duktuslar rete testis ile, daha
sonra duktus deferens adini alacak olan mezonefrik veya wolffian kanallar1 baglarlar

(12, 13).

Mezonefroz gerilirken, epigenital tiibiiller ad1 verilen birka¢ bosaltim kanali rete testis
kordonu ile baglanti kurarak duktuli efferentesleri olustururlar. Testisin kaudal
kutbundaki bulunan bosaltim kanallari, paragenital tiibiiller, rete testis kordonlar ile
birlesmezler. Bunlarin kalintilart topluca paradidimis olarak bilinir. Mezonefrik kanallar
appendiks epididim adiyla bilinen en kranial parcasi disinda devamlilik gostererek ana
genital kanallart olustururlar. Mezonefrik kanallar efferent duktuslarin giris yerinin
hemen altindan uzayip karmasik kivrintili hal alarak (duktus) epididimisi olusturur.
Mezonefrik kanal epididimisin kuyrugundan vesika seminalise kadar kalin bir kas
tabakas ile sarilarak duktus deferensi olusturur. Duktus deferensin vesika seminalisten
sonraki boliimiine ejakulatuar kanal denir. Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan anti-
miillerian hormon (AMH) etkisi altinda paramezonefrik kanallar erkeklerde kranial

uclarindaki kiigiik bir kisim disinda (appendiks testis) dejenere olurlar (12, 13).



Erkek dis genital organlarin gelisimi, fetal testisler tarafindan salgilanan androjenlerin
etkisi altindadir ve artik fallus olarak adlandirilan genital tiiberkiiliin hizl1 uzamasi ile
karakterizedir. Bu uzama esnasinda, fallus tiretral katlantilari ileri dogru ¢ekerek iiretral
olugun lateral duvarlarini olustururlar. Bu oluk, uzayan fallusun kaudal kismina kadar
uzanir anacak glansa ulasamaz. Endodermden koken alan olugun epitel tabakasi {iretral

plagi olusturur (12, 13).

Ugiincii ayin sonunda iki iiretral kivrimlar iiretral plak iizerinde kapanarak penil {iretray1
olustururlar. Bu kanal fallusun ucuna kadar uzanmaz. Uretranin en distal kismi1 4. ayda
glansin ucundaki ektodermal hiicrelerin iceri dogru penetre olarak, kisa bir epitelyal
kordon olusturmasiyla tamamlanir. Bu kordonun daha sonra liiminalize olmasiyla

eksternal uretral meatus olusur (12, 13).

Erkeklerde skrotal kabariklik olarak bilinen genital kabarikliklar, 6nce inguinal bolgede
yerlesmistir. Gelisimin ileri sathasinda kaudal yonde ilerleyerek her bir kabariklik kendi
tarafindaki hemiskrotumu olusturur. Bu iki hemiskrotum birbirinden skrotal septum ile

ayrilmistir (12, 13).

Inguinal kanallar, testislerin intraabdominal yerlesim bolgelerinden, anterior karin
duvar1 boyunca skrotuma kadar olan inislerinde bir yol olusturmaktadir. Inguinal
kanallar, seksiiel gelisimin morfolojik olarak farklagmamis sathasi nedeniyle her iki
cinste de gelisirler. Mezonefrozun dejenere olmasi ile beraber, abdomenin her iki
tarafinda, gubernakulum adi verilen bir ligament, gonadlarin inferior kisimlarindan
asagl dogru uzanir. (Gubernakulum kizlarda da olusur ancak rudimenter kalir).
Gubernakulum, anterior abdominal duvarin, gelecekte inguinal kanali olusturacak
bolgesinden oblik olarak geger. Gubernakulum daha sonra kaudal bolgede, labioskrotal

kabarikliklarin (skrotumun gelecekteki yarimlari) i¢ yiizeylerine yapisir (12).
Testislerin inisi asagidaki faktorler ile iligkilidir:

e Testislerin biiylimesi ve mezonefrik bobreklerin atrofisi, testislerin posterior
abdominal duvar boyunca kaudal yonde hareket etmesine miisaade etmektedir.

e MIS (Miillerian inhibitér madde) ile uyarilan paramezonefrik kanallarin atrofisi,
testislerin transabdominal olarak derin inguinal halkaya dogru hareketini

saglamaktadir.



e Prosessus vajinalisin biiylimesi, testislerin inguinal kanal boyunca skrotuma

ilerlemelerinde rehberlik etmektedir (12).

26. haftada, testisler superior abdominal bdlgeden retroperitoneal olarak yani peritonun
disinda posterior abdominal duvara, derin inguinal halkaya dogru inerler. Testislerdeki
bu pozisyon degisikligi fetal pelvisin genislemesi ve embriyonun boyutlarinda uzama
ile beraber olmaktadir. Testislerin transabdominal hareketleri biiyiik oranda rolatif bir
harekettir ve abdomenin kraniyal kisminin biiyiiyerek kaudal kismindan uzaklasmasina
baghdir (12).

Testislerin inguinal kanallardan skrotuma inmeleri fetal testislerde salgilanan
androjenlerle kontrol edilmektedir. Gubernakulum, prosessus vajinalisin inguinal
kanallar1 olusturmalar1 sirasinda, prosessus vajinalise, anterior karin duvari boyunca bir
yol olusturur. Gubernakulum ayni zamanda testisleri skrotuma baglar ve testislerin
skrotuma inisinde rehberlik eder. Testislerin inguinal kanallara inmelerinde ayni
zamanda, karin i¢i organlarin biiyiimesine bagli olarak intraabdominal basing artigsinin

da etkisi oldugu diistiniilmektedir (12).

Testislerin inguinal kanallardan skrotuma inisi genellikle 26. haftada gergeklesmektedir
ve bu inis baz1 fetuslarda 2-3 giin devam eder. Testisler genelde 32. haftada skrotum
icine inmis vaziyette bulunurlar. Testisler, periton ve prosessus vajinalis disindan
gecerler. Testisler skrotuma indikten sonra, inguinal kanallar spermatik kord etrafina
kasilir. Genelde bebeklerin %97'den fazlasinda testisler skrotum igine yerlesmis

bulunurlar. Dogumdan sonra ilk 3 ay icerisinde, inmemis testislerin cogu skrotuma iner

(12).

Testisler skrotuma inisi esnasinda, ana bosaltic1 kanallar1 olan duktus deferensi ve
damarlar1 da beraberinde tasirlar. Testisler ve duktus deferens asagi indiklerinde,
abdomen duvarmin fasyal uzantilar1 ile ortiliidiirler. Transvers fasyanin uzantisi,
internal spermatik fasyayi; internal oblik kas ve fasya uzantilari, kremasterik kasi ve

fasyay1 ve eksternal oblik aponevroz uzantilari, eksternal spermatik fasyay: olusturur
(12).

Skrotum igerisinde testisler, presessus vajinalisin distal ucu igerisine dogru uzanir.
Perinatal siiregte vajinal prosesin baglayici sap1 genellikle oblitere olarak, testis ile

iliskili izole bir peritoneal kese olan tunika vajinalis olarak kalir (12).
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Testislerin skrotum igerisindeki sicakligi viicut sicakligin 2°C - 3°C altindadir. Bu
diistik sicaklik spermatogenez icin dnemlidir. Eger testisler yiiksek sicaklikta kalirlarsa
ya da skrotuma inmezlerse yiiksek sicaklifa maruz kaldiklar i¢in sperm iiretimi

gerceklesemez (10, 12).

——Derin inguinal kanal
— Y {zeysel inguinal kanal

Periton 7
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Obligus internus kasi
Obligus eksternus kasi
8. Hafta
Prosesus vaginalis.
= @ ‘_:,ﬁng
12. Hafta
8. Ay
Derin inguinal e—
kanal seviyesi -» ‘
9. Ay

Yizeysel inguinal
kanal seviyesi

Sekil 2. 4. Testisin inig basamaklari (14).
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2. 3. Testis Histolojisi

Testisler viicut boslugu disinda skrotum igerisinde yerlesmis bir ¢ift oval sekilli
organdir. Testisler anteriyor abdominal duvarin tabakalariyla devamlilik gosteren ve
skrotum igerisine uzanan bir muskulofasiyal kesenin ucunda asili vaziyette
bulunmaktadir. Testisler spermatik kordonlar araciligiyla abdominal duvara baglidirlar

ve skrotal ligamentler ile skrotuma baglanmislardir (8, 10).

Testisler, olduk¢a kalin bag dokusu yapisindaki kapsiil olan tunika albuginea ile
cevrilidir. Tunika albugineanin i¢ kismi kan damarlarindan zengin gevsek lifli bir bag
dokusu olan tunika vaskiiloza bulunmaktadir. Her bir testis, bu kapsiilden uzanan bag
dokusu yapisindaki septumlar ile yaklasik 250 adet piramidal bolmeye (lobiillere)
ayrilmaktadir. Testisin posterior yiizeyi boyunca tunika albuginea kalinlasarak igeriye
dogru mediastinum testis olarak uzanir. Genital bosaltim kanallar1 ile kan ve lenf

damarlart testise giris ve ¢ikista mediastinumun i¢inden geger (8, 10, 11).

Her bir lobiil i¢inde sperm diiretilen 1-4 seminifer tiibiilden ve testosteron salgilayan
leydig (interstisyel) hiicrelerini igeren bag dokusu yapisindaki stromadan meydana
gelmektedir. Lobiiliin igindeki her bir tiibiil bir halka yapar ve uzun olmasi sebebiyle
olduk¢a kivrimlhidir ve lobiil i¢inde kendi lizerine katlamir. Halkanin uglar1 testisin
mediastinumuna yakindir ve burada kisa, diiz bir seyir izler. Seminifer tiibiiliin bu
bolimii tubulus rektus ya da diiz tiibiil olarak adlandirilmaktadir. Bu bolim,
mediastinumun i¢inde anastomozlasan kanallar sistemi olan rete testis ile birleserek
sayist 10-20 olan duktuli efferentesi olusturur ve epididimisin proksimal boliimiine
baglanir. Bu kanallar testis sivisini ve spermatozoonlari epididimisin proksimal

bolimiine aktarir (10, 15).
2. 3. 1. Seminifer tiibiil epitel

Seminifer tiibiiller, tunika propriya ile ¢evrelenmis bir seminifer epitelden meydana
gelmektedirler. Her bir testiste yaklasik olarak 250-1000 seminifer tiibiil bulunmaktadir
ve her bir seminifer tiibiil yaklasik 30-50 cm uzunlukta ve 150-250 pm capindadir.
Seminifer tiibiil epiteli iki temel hiicre grubundan olusan kompleks, ¢ok katli, sira dis

bir epiteldir. Epiteli olusturan hiicreler:
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Sertoli hiicreleri, ¢ogalma Ozelligine sahip olmayan destek hiicreleri ya da
sustentakiiler hiicreler olarak da bilinmektedirler. Bu hiicreler puberte sonrasi
cogalmazlar. Sertoli hiicreleri, komsu spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve
onlarin arasindaki bosluklar1 dolduran yaygin apikal ve lateral uzantilara sahip
prizmatik hiicrelerdir. Bununla beraber, Sertoli hiicrelerinin bu karmagik
diizenlenmeleri rutin hematoksilen-eozin (H-E) preparatlarinda net olarak
gozlenemez. Sertoli hiicreleri, seminifer epitelin tiim kalinlig1 boyunca uzanarak
tiibiillere yapisal diizen verirler.

Spermatogenik hiicreler, germ hiicreler olarak da bilinmektedirler. Bu hiicreler
diizenli olarak ¢ogalan ve olgun sperme farklilasan hiicrelerdir. Bu hiicreler
testisin erken gelisim evresinde gonadal yolk kesesinden koken alan ve gonadal
kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden gelisirler.
Spermatogenik hiicreler Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici gelisim
sergileyen ve belirgin olmayan tabakalar seklinde diizenlenmislerdir.
Spermatogonyumlar yani olgunlagsmamis spermatogenik hiicreler bazal
laminanin tizerinde uzanirlar. Spermatidler, yani olgun hiicreler ise Sertoli
hiicresinin apikal boliimiine tutunmuslardir ve seminifer tiibiil liimeninin sinirini

olustururlar (10).

geg spermatid

erken spermatid
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peritibiler {(miyoid) hiicreler

Sekil 2. 5. Seminifer tiibiil epitel yapis1 (10).
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2. 3. 1. 1. Miyoid hiicreler

Seminifer tiibiiller tunika ya da lamina propriya denilen seminifer bir epitelden meydana
gelmektedirler. Peritiibiiller doku olarak da adlandirilan tunika propriya insanda
seminifer tiibiiliin bazal laminasinin disinda 3-5 tabaka miyoid hiicreden ve bol
miktarda kollajen fibrillerinden olusmaktadir. Miyoid hiicreler olduk¢a ince yapiya
sahip diizeyde bazal lamina ve bol miktarda aktin filamentleri igermeleriyle diiz kas
hiicrelerine benzer oOzellik gosterirler. Bu hiicreler, belirgin miktarda graniillii
endoplazmik retikulum (gER) icermeleri sayesinde tipik fibroblastlarin yoklugunda kollajen

sentezinde gorev almaktadirlar (10).

Miyoid hiicrelerin ritmik kasilmalari sonucu olusan peristatik dalgalanmalar sayesinde
spermatozoa ve testikiiler sivi seminifer tiibiillerden bosaltim kanal sistemine iletilirler.
Miyoid hiicrelerin bulundugu tabakanin disinda Leydig hiicreleri, kan damarlar1 ve yaygin

lenf damarlart bulunmaktadir (10).
2. 3. 1. 2. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiillerin gercek epitelini olusturan hiicrelerdir.
Sustentakiiler hiicreler olarak da adlandirilan bu hiicreler uzun, prizmatik, replike
olmayan ve seminifer tiibiil epitelin ¢ok tabakali bazal laminasi iizerinde uzanmis
sekildedir. Sertoli hiicreleri gelismekte olan spermlerin mayozdan sonra yiizeyine
tutunduklar1 destek hiicreleridir. Sertoli hiicresinin 6kromatik niikleusu genellikle oval

ya da tiggen sekilli olup ve hiicrenin bazal kismina yakin uzanabilir (10, 11).

Sitoplazmada mikrotiibiiller ve ara filamentlerden olusan gelismis bir hiicre iskeletinin
yani sira, yasst mitokondriyumlar, ¢ok belirgin olmayan bir diiz endoplazmik retikulum,
cok sayida lipid damlacigi ve lipofuskin igeren lizozomlar bulunmaktadir. Bitisik
hiicreler apikal ve lateral yiizlerindeki siki baglanti kompleksleriyle birbirine
tutunmaktadir. Bu tutunma kompleksleri epiteli bazal epitelyal kompartman ve luminal
kompartman olmak iizere iki kompartmana ayirmaktadir. Buna bagli olarak olusan kan-
testis bariyeri spermatogonyumlarla primer spermatositleri daha tepedeki sekonder
spermatositler ve spermatidlerden ayirmaktadir. Seminifer tiibiil limeninin i¢indeki
yapilar dolagim sistemindeki antijenlerden yalitilir, dolayisiyla spermatositler ve
spermatidler otoimmiin bagigiklik reaksiyonlarindan ve kanda bulunan maddelerden
korunmaktadir (10, 11).
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Sekil 2. 6. Sertoli hiicresinin ve komgu spermatogenik hiicreler (10).

Sertoli hiicreleri, spermatogonyumlarin spermatozoaya basarili bir sekilde ilerlemesinde

de 6nemli rol distlenir (10).

Sertoli hiicreleri spermatid artiklarini fagosite eder ve spermin yasamasi i¢in dnemli
olan androjen baglayici protein (ABP) gibi pek ¢ok maddeyi ve siviy1 salgilamaktadir.
ABP, gelismekte olan spermlerin normal olgunlagmalart i¢in miithim olan testosteronu

seminifer tiibiillerin luminal kompartmaninda yogunlastirir (10, 11).

Sertoli hiicrelerinde FSH ve testosteron reseptorleri bulunmaktadir. Boylece bu
hiicrelerin salgilama fonksiyonlart hem FSH hem de testosteron tarafindan diizenlenir.
Sertoli hiicreleri inhibin gibi baz1 endokrin maddeleri de salgilar. Bunun yaninda sertoli
hiicreleri, Miillerian-inhibe edici faktor (MIF), kok hiicre faktorii/stem cell factor (SCF)
ve gliyal hiicre hatti tiirevli norotrofik faktor/glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF) gibi biiyiime faktorleri ya da parakrin faktorler olarak fonksiyon goéren diger
glikoproteinleri de salgilamaktadirlar (10).
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2. 3. 1. 3. Spermatogonyumlar

Spermatogenik hiicreler; germ hiicreler olarak da bilinmekte olan bu spermatogonyal
kok hiicreler diizenli olarak cogalan ve olgun sperme farklilasan hiicrelerdir. Bu
hiicreler testisin erken gelisim evresinde gonadal yolk kesesinden koken alan ve gonadal
kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden gelisirler. Spermatogenik
hiicreler Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici gelisim sergileyen ve belirgin olmayan
tabakalar seklinde diizenlenmislerdir (10). Spermatogonyumlar yani olgunlasmamis
spermatogenik hiicreler 12 um ¢apinda, bazal laminanin hemen iistiinde yer alan kiigiik
hiicrelerdir. Puberte sonrasi spermatogonyumlar mitoz boliinme ile gogalirlar ve yeni
hiicreleri olusturur. Spermatogonyumlar rutin histolojik preparatlarda niikleuslarin

goriiniimii temel alinarak 3 tip olarak siiflandirilir:

e Tip A koyu/Type A dark spermatogonyumlar, ince graniillii kromatinli, yogun
bazofilik oval niikleuslara sahiptirler. Tip A koyu spermatogonyumlarin
seminifer epitelin kok hiicreleri oldugu diistintilmektedir. Diizensiz araliklarla
boliinerek ya kok hiicre olarak kalan bir ¢ift Tip A koyu spermatogonyum ya da
bir ¢ift Tip A agik spermatogonyum olusturur (10).

e Tip A ack/Type A pale spermatogonyumlar, agik renk boyanan ince graniillii
kromatinli oval niikleuslara sahiptirler. Tip A agik spermatogonyumlar spermi
tireten farklilagma siirecine yonlendirilmislerdir. Ardisik birkag mitotik boliinme
gecirerek sayilarini arttirirlar (10).

e Tip B spermatogonyumlar, genel olarak niiklear zarf boyunca ve merkezi bir
niikleolusun c¢evresinde genis kiimeler olusturacak sekilde yogunlasmis

kromatini bulunan yuvarlak niikleuslara sahiptirler (10).

Birkag¢ bolinmeden sonra, Tip A spermatogonyumlar Tip B spermatogonyumlara

farklilasirlar. Tip B spermatogonyumlarin goriiniimii spermatogonal fazdaki son olay1

ifade eder (10, 15).
2. 3. 1. 4. Primer ve sekonder spermatositler

Tip B spermatogonyumlarin mitotik boliinmesi sonucunda yuvarlak ve Okromatik
¢ekirdekli primer spermatositleri olusturur. Primer spermatositler 46 kromozom
(44+XY) ve 4N DNA igerir. Birinci mayoz boéliinmeden sonra sekonder spermatositler

olarak adlandirilan ve yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha kiigiik
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hiicreler olusur. Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gézlenmesi zordur, ¢iinkii
bunlar interfazda ¢ok kisa siire kalan ve hemen ikinci mayoz boliinmeye giren kisa

omiirlii hiicrelerdir (15).
2. 3. 1. 5. Spermatidler

Sekonder spermatositlerin boliinmesi sonucunda 23 kromozom igeren, iki spermatid
hiicre olusur. Olusan bu haploid spermatidler Sertoli hiicre sitoplazma kriptalar1 i¢inde
gomiilii, 7-8 pum ¢aplik kiiclik boyutlariyla seminifer tiibiil liimenine yakin adluminal

kompartmaninda yerlesmislerdir (15).

geg spermatid

erken spermatid

pakitendeki
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badlanti kompleksi

bazal lamina

Sertoli hiicresi Tip A acik peritibller (miyoid) hiicreler

Tip A koyu spermatogonyumlar Tip B

Sekil 2. 7. Spermatidlerin lokalizasyonu (10).

2. 3. 2. Interstisyel alan

Testislerde seminifer tiibiillerin arasindaki boslugu dolduran interstisyel doku androjen
iretimi agisindan olduk¢a ©nemli bir alandir. Bu alanlarda bag dokusu, sinirler,

kapillerler ve lenf damarlar1 bulunur (10).
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2.3. 2. 1. interstisyel bag dokusu

Testisin interstisyel bag dokusunda fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri,
mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sonrasinda baska bir tip hiicre daha
fonksiyonel olarak belirgin hale gelir. Bu hiicreler interstisyel ya da Leydig hiicreleri
olarak adlandirilir (10, 15).

2. 3. 2. 2. Leydig hiicreleri

Leydig hiicreleri, bliyiik yuvarlak ya da poligonal, eozinofilik hiicrelerdir ve tipik lipid
damlaciklar1 igerirler. Bu hiicrelerde lipofuskin pigmenti ve ¢ubuk sekilli ayirt edilen
sitoplazmik kristaller olan Reinke kristalleri bulunmaktadir. Rutin histolojik
preparatlarda bu kristaller refraktildirler ve yaklasik 3x20 um boyutlarindadir. Bu
kristallerin kesin yapilar1 ve fonksiyonlar1 bilinmemekle beraber hiicrenin bir protein
iriinii oldugu diisiiniilmektedir. Diger steroid salgilayici hiicrelerde oldugu gibi Leydig
hiicrelerinde de bol miktarda graniilsiiz endoplazmik retikulum (aER) bulunmaktadir.
Steroid salgilayan hiicrelerin bir diger karakteristigi olan tiibiilovezikiiler kristali
mitokondriyonlar, Leydig hiicrelerinde de bulunmaktadir. Leydig hiicreleri erken fetal
yasam sirasinda farklilasarak testosteron salgilarlar. Leydig hiicreleri erkek fetusun
erken farklilagmasinda aktiftirler ve daha sonra fetal hayatin yaklagik 5. aymndan
baglayarak inaktif olduklari bir evreye girerler. Leydig hiicreleri puberte sonrasi
gonadotropik stimiilasyona maruz kaldiklarinda, yeniden androjen salgilayan hiicreler

olurlar ve yasam boyunca aktif kalirlar (10).
2. 3. 3. Spermatogenez

Spermatogonyum hiicrelerinden sperm hiicrelerinin tiretildigi slire¢ olan spermatogenez
oldukga karmasik bir siirectir. Puberteden kisa bir siire 6nce hipofiz bezinden salgilanan

gonadotropin hormon seviyesinin artmasi sonucu baslayarak yasam boyunca devam

eder (10).
Spermatogenez siireci asamali olarak ii¢ fazda gozlenir:

e Spermatogonyal faz (Spermatositogenez)
e Spermatosit faz (Mayoz)

e Spermatid faz (Spermiyogenez)
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Sekil 2. 8. Spermatogenik hiicre serisini gosteren diyagram (10).

2. 3. 3. 1. Spermatositogenez

Spermatogonyal fazda spermatogonyumlar mitoz ile boliinerek primer spermatositlere
farklilagirlar. Bu farklilasma beraberinde tip A ve tip B spermatogonyumlarini meydana
getirir (10, 15). Spermatojenik serisinin kok hiicreleri olan Tip A spermatogonyumlar
bir ya da daha fazla mitotik bolinmeden sonra Tip B spermatogonyumlari olustururlar.
Sertoli hiicresinin bariyerinden gegen Tip B spermatogonyumlar biiyiliyerek daha biiyiik
ve yuvarlak olan primer spermatositlere doniisiirler. Tip B spermatogonyumdan olusan

primer spermatositler birinci mayozun profazina girerler (15).
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2. 3. 3. 2. Mayoz béliinme

Spermatosit fazda primer spermatositler 2 mayotik bolinmeye ugrayarak kromozom

sayllarin1 ve DNA miktarlarini azaltirlar ve spermatid adi verilen haploid hiicreleri

olustururlar (10, 15).

2. 3. 3. 3. Spermiyogenez

Ikinci mayotik boliinme sonrasinda olusan her spermatid DNA icerigi olarak haploiddir.

Haploid spermatidler, matiir yani olgun spermi olusturan bir farklilasma siirecine

girerler. Spermatidlerin sperme farlilasmasi esnasinda spermatidler fiziksel olarak

Sertoli hiicresinin plazma membranina dzel baglantilarla tutunmus haldedir (10, 15).

Spermatid hiicresinin olgun bir sperme farklilagsmasi dort fazdan olugsmaktadir:

Golgi fazinda; proakrozomal graniiller olarak adlandirilan Periyodik Asit -
Schiff (PAS) pozitif kiigiik graniillerin Golgi cisimciginde birikir. Biriken bu
icerik daha sonra birleserek zarla simirli bir akrozom vezikiiliiniin i¢inde lokalize
olan tek bir akrozom graniilii olusturur. Sentriyoller go¢ ederek akrozomun
olustugu bolgenin karsi tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma gelirler.
Sentriyol, flagellum yani sperm kuyrugunun aksonemini olusturan dokuz
periferik mikrotiibiil ¢iftinin ve iki merkezi mikrotiibiiliin pargalarinin bir araya
gelmesini baglatir.

Kep fazinda; akrozomal vezikiil ¢ekirdegin 6n kisminin yarisindan fazlasim
sarar. Bu yeniden sekillenmis yapiya akrozomal kep adi verilmektedir. Cekirdek
etrafin1 saran akrozomal kep kalinlasirken niiklear igerik de yogunlasir.
Akrozom fazinda; spermatid hiicresi kendisini yeniden diizenleyerek basini
Sertoli hiicresinin igerisine dogru gémiili bir sekilde tutunur. Bu esnada
gelismekte olan flagellum da da seminifer tiibiil limenine uzanir. Spermatidin
yogunlasan ¢ekirdegi yassilasip uzayarak akrozom hiicre zarmin 6n kismina
yonelir. Sitoplazmik mikrotiibiiller organize olarak silindir haline gelirler.
Niikleusu c¢evreleyen bu yapi spermatidin arka kismina dogru ilerlerler.
Sentriyollerden biri geliserek flagellum olusumunu tamamlar. Hiicre zar1 gelisen
flagellumu da sarar. Mitokondriler de flagellumun proksimal parcas: etrafinda
toplanarak baglant1 pargasi adi verilen kalinlasmis bolgeyi olusturur. Bu bolge

spermatozoonlarin hareketlerinin kaynagini aldig1 kisimdir.
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e Olgunlagsma (maturasyon) fazinda; spermatidin yeniden olusumunun bu son
fazinda flagellum etrafindaki fazla sitoplazma azaltilarak olgun yani matiir
spermatozoon olusur. Olgun insan spermi yaklasik olarak 60 pm uzunluktadir.
Sperm basi yassi, sivri ve 4,5 um uzunlukta, 3 pum genislikte ve 1 um
kalinliktadir (10, 15).

2. 4. Testis Histofizyolojisi
Erkeklerde iireme fonksiyonu 3 biiyiik alt grubta siralanabilir:

e Spermatogenez (sperm olusumu)
e Erkek cinsel davraniglarinin gergeklestirilmesi

e Birgok hormonlar ile erkek tireme fonksiyonunun diizenlenmesi

Bu iireme fonksiyonlari, erkek cinsiyet hormonlarinin yardimci seks organlari, hiicre

metabolizmasi, biiyiime ve viicudun diger fonksiyonlar1 tizerindeki etkileri ile de iliskisi

vardir (16).

Testisler, testosteron, dihidrotestosteron (DHT) ve androstenedion gibi genelde
adrojenler olarak tanimlanan pek ¢ok erkek cinsiyet hormonlar1 salgilar. Testosteron
diger androjenlere gore daha fazla miktarda salgilandigindan en 6nemli testis hormonu
olarak kabul edilir. Ancak testosteronun biiyiik bir kismi, hedef dokularda daha aktif

olan dihidrotestosterona doniisiir (16).

Testosteron, testis seminifer tiibiilleri arasinda yani interstisyel alanlarda bulunan
Leydig hiicrelerinden salgilanir. Leydig hiicreleri erigkin testis kitlesinin %20 kismim
olustururlar. Leydig hiicreleri testislerin testosteron salgilamadigi ¢ocukluk déneminde
hemen hemen hi¢ goriilmezler. Yani sira, yeni dogan erkek ¢ocuklarda yasamin ilk
aylarinda ve puberte sonrasi eriskin donemde bol miktarda testosteron salgilarlar.
Ayrica testis tiimorlerinin gelistigi durumlarda da interstisyel Leydig hiicrelerinden bol
miktarda testosteron salgilanir. X 1smlanyla tedavi sirasinda ya da asirt sicaklik
nedeniyle testisin germinal epiteli hasar gérmesine ragmen, kolay haraplanmayan

Leydig hiicreleri, testosteron salgilamaya devam ederer (16).

Testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenlerin hepsi steroid yapida bilesiklerdir.
Androjenler testislerde sentezlendigi gibi adrenal bezlerde kolesterolden ya da dogrudan

asetil koenzim A'dan sentezlenirler. Testosteron testislerde salgilandiktan sonra %97'lik
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kism1 zayif baglarla plazma albumini ya da daha siki bir sekilde, seks hormonu
baglayan globulin olarak bilinen bir beta globulin ile baglanirlar. Bagli hormonun
dolasim sistemde kalis siiresi 30 dakika, 1 saat ya da bazen daha uzun siire kalabilir. Bu
siire sonunda testosteron dokularda fikse olurlar ya da inaktif {iriinlere doniiserek

viicuttan atilirlar (16).

Dokularda fikse olan testosteronun ¢ogunluk kismi hiicre iginde dihidrotestosterona
dontigiir. Bu olayin gergeklestigi hedef organlar ise erigkin kisilerde 6zellikle prostat

bezi ve erkek fetiiste dis genital organlardir (16).

Dokularda fikse olmayan testosteron genelde karacigerde androsteron ve
dehidroepiandrosterona doniisiir. Ayn1 zamanda siilfatlara ve 6zellikle glukuronidlerele
birleserek bagli hale getirilir. Bunlarda karaciger safrasi i¢inde sindirim kanali yolu ile

ya da bobreklerden idrar araciligi ile atilirlar (16).

Erkeklerde testosterona ek olarak, az miktarda Ostorojen de sentezlenmektedir. Bu
miktar, gebe olmayan bir kadindaki miktarinin yaklasik 1/5'lik kismi kadardir.
Erkeklerin idrarinda 6l¢iilebilir miktarda Ostrojenler bulunur. Erkeklerde Gstrojenlerin
gercek kaynagi tam olarak bilinmemektedir. Ancak seminifer tiibiil sivilarinda oldukca
yiilksek konsantrasyonda 0Ostrojen bulunmaktadir ve olasilikla bu hormonlarin
spermatogenezde onemli rolii bulunmaktadir. Ostrojenin  Sertoli hiicrelerinde
testosteronun Ostradiole donistiiriilmesiyle olusturuldugu disiintilmektedir. Ancak
viicudumuzdaki diger organlarin dokularinda da, 6zellikle karacigerde testosteron ve
androstanediol'den olusan Ostrojen yiiksek miktarda sentezlenir. Bu organlardan
sentezlenen Ostrojenler erkekteki toplam Ostrojen miktarinin  %80'lik  kismini

olusturmaktadir (16).

Testosteron, viicuttaki belirgin erkek ozelliklerinin gelismesinden sorumludur. Fetal
yasamda, testisler plasentada olusan koryonik gonadotropinler araciligi ile uyarilarak,
orta diizeyde testosteron salgilarlar. Bu hormon fetal gelisim doneminde ve dogumdan
sonra 10 ya da daha fazla hafta viicutta bulunur. Daha sonra ¢ocukluk doneminde
yaklasik 10-13 yasina kadar testosteron iiretimi olmaz. Puberte donemine girilmesi ile
adenohipofizden salinan gonadotropik hormonlarin uyarisi ile testosteron iiretimi hizla
artar ve yasamin devami boyunca testosteron iliretimi devam eder. 50 yasin sonrasinda
testosteron iiretimi hizla diismeye baslar ve 80 yasin sonrasinda en {ist diizeye gore

%20-50 oraninda azalir (16).
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Sekil 2. 9. Farkli yas donemlerinde testosteron ve sperm konsantrasyonu (16).

Testosteron embriyonik donemin yaklasik 7. haftasinda erkek fetiis testislerinde
islenmeye baglar. Erkek ve kadin seks kromozomu arasinda Onemli islevsel
farkliliklarin biri, erkek kromozomunda bulunan SRY genidir. SRY geni, testis
belirleyici faktor (TDF ya da SRY proteini olarak da bilinir) olarak adlandirilan proteini
kodlar. TDF genital ¢ikintt hiicrelerinin testosteron salgilayan hiicrelerle ve sonrasinda

da testislere farklilagmasina neden olan gen aktivasyon zincirini baslatir (16).

Testisler genelde gebeligin son 2-3 ayinda testosteron diizeyinin yeterli salgilanmasiyla
skrotuma inerler. Eger yeni dogan bebeklerin testisleri normal oldugu halde skrotuma
inmemisse, testosteron verilerek testisler skrotuma indirilebilir. Ancak testislerin

skrotuma inebilmeleri i¢in inguinal kanallarin yeterince genis olmalar1 gereklidir (16).

Yeni dogmus c¢ocuklara gonadotropik hormonlarin uygulanmasi, testislerin Leydig
hiicrelerini uyararak testosteron iretimini saglar ve bu da, testislerin skrotuma

inmelerini saglayabilir. Bu nedenlerle, testislerin inmesini uyaran faktoriin testosteron
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olmasi, testosteronun fetal yasam doneminde, erkekte seksiiel gelisme ig¢in 6nemli bir

hormon oldugunu géstermektedir (16).

Puberte sonrasinda, testosteron salgt miktarinin artmasi sonucu penis, skrotum ve
testislerde 20 yasindan once yaklasik 8 kat biiylime goriiliir. Ayn1 zamanda testosteron
erkege Ozgli sekonder erkek cinsiyet 6zelliklerinin yani killanma, sakal-biyik, erkege
0zgl ses, kemiklerin biliylimesi ve kaslt viicut sekli gibi 6zelliklerin gelismesinden de

sorumludur (16).

Cinsel islevlerin kontrolii biiyiikk oranda hipotalamustan gonadotropin-serbestletici
hormon (Gn-RH) salgisiyla baslar. Gn-RH adenohipofiz bezini uyararak gonadotropik
hormonlar olarak adlandirilan Luteinizan Hormon/Insterstisyel Hiicre Uyarict Hormon
(LH/ICSH) ve Folikiil Uyarict Hormon (FSH) hormonlarinin salgilanmasina neden olur.
Testislerde interstisyel Leydig hiicrelerinden testosteronun salgilanmasi, hipofiz
bezinden salgilanan LH hormonun uyarisi sonucu gerceklesir. FSH hormonu ise
ozellikle seminifer tiibiillerde, 6zgiil FSH reseptorleri ile Sertoli hiicrelerine baglanir.
Bu da hiicrelerin biiylimesine ve ¢esitli spermatogenik maddelerin salgilanmasina neden
olur. Ayn1 zamanda, interstisyel Leydig hiicrelerinden seminifer tiibiillere difiize olan
testosteron ve dihidrotestosteron spermatogenez iizerinde giiglii bir etkiye sahiptir.

Dolayisiyla spermatogenezin baslamasi i¢in, FSH ve testosteron ikisi de gereklidir (16).

Seminifer tiibiillerde sperm iiretiminin azalmasi durumunda, adenohipofizden FSH
salgist belirgin bir sekilde artar. Aksine sperm {iretiminin artmasi durumunda FSH
salgist azalir. Adenohipofiz tizerindeki bu negatif geri bildirim etkisinin sebebi, Sertoli
hiicrelerinden  salgilanan, inhibin olarak adlandirilan bir hormon oldugu
diigiiniilmektedir. Bu hormon adenohipofiz iizerinde, FSH salgisini baskilayan bir etkiye
sahiptir. 10.000-30.000 molekiil agirligr arasinda degisiklik gosteren inhibin, LH ve
FSH gibi glikoprotein yapisinda bir hormondur. Adenohipofiz iizerindeki baskilayici
etkisi, spermatogenezin kontroliinde 6nemli bir negatif geribildirim mekanizmayi
olusturur. Buna es zamanl olarak testosteron salgisinin diizenlenmesinde de yardim

etmektedir (16).

24



MSS

Davramgsal /> ~/
etkiler &
— > L \ \ r"
" 4 ‘7- ) \
& \.\
e 53
(S
\
S -1 Hipotalamus
Or—’ PO
1
GnRH
@4
Adenohipofiz. 3
g (=) '
= - R - - - ]
Q) Ae -~ o . .
7~ ]
( \ '
LH FSH
:f)l l:;)
Testis
st |nhibin
Leydia 4 . :
¥ Hikresi J’/‘ ::grtoll_
| Hucresi
Testosteron - ‘

S >
® '®

Erkeklegtiren Etkiler Spermatogenez

Sekil 2. 10. Erkekte hipotalamus - hipofiz - testis ekseninde geri bildirim
diizenlenmeleri (16).

2. 5. Kriptorsidizm

Kriptorsidizm, Yunanca "cryptos" (sakli, gizli) ve "orchis" (testis, gonad) kelimelerinin
birlesmesinden olusan bir kelimedir. Kriptorsidizm, testislerden birinin ya da her
ikisinin de embriyonik hayatta olustugu abdomen boslugundan skrotum i¢ine inmemesi
ile karakterize (Resim 2. 1.) bir defekt olup genellikle infertilite sorunu ile birlikte
seyreder (2, 17).
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Resim 2. 1. Tek tarafli kriptorsidizm (18).

Insanlarda testislerin skrotuma inisi, normalde gebeligin 28. haftasinda baslamaktadir ve
bu nedenle kriptorsidizm vakalarinin ¢ogunlugu dogumda veya erken ¢ocukluk ¢aginda
tespit edilebilinmektedir. Kriptorsidizm vakalarinin %85'1 "unilateral" yani tek tarafli
seyretmektedir. Testislerin skrotuma inisi diger biyolojik siirecler gibi zaman agisindan
farkliliklar gosterebilmektedir. Bu nedenle kriptorsit sorunu ile dogmus bebeklerin
yaklagik olarak %50'si dogumdan sonra yaklasik ilk 3 ay igerisinde kendiliginden
skrotuma inmektedir. Prematiire dogumlar da hesaba katilirsa, kriptorsidizm yeni dogan
erkek ¢ocuklarin yaklasik %4-5'lik kismini etkileyen, en ¢ok rastlanan rahatsizliktir.
Testislerin skrotuma inisi dogumdan &nce gergeklestiginden dolayr prematiire
bebeklerde kriptorsidizm goriilme sikligi miyadinda dogmus bebeklere nazaran daha
yiiksektir. Normal dogumdan 12 hafta sonra bebeklerin %1-2'sinde hala kriptorsidizm

goriilmektedir. Bunlar skrotuma go¢ fazini tamamlayamamis gonadlardir ve konjenital

kriptorsidizm olarak adlandirilmaktadir (1, 19-24).

Kriptorsidizm vakalarinin bir diger grubu daha tanimlanmaktadir ve daha ¢ok 5-10 yas
aras1 ¢ocuklarda goriilmektedir. Cocukluk ¢ag1 boyunca viicut biiyiikliigiiniin énemli
Olclide artmasiyla beraber ayni zamanda inguinoskrotal bolgede de gelisim 6nemli
olgiide artmaktadir. Inguinal halka ile skrotum arasindaki mesafe ¢ocukluk ¢ag

boyunca biiyiimektedir ve bebeklerde 5 cm biiyiikliikte iken 10 yasindaki ¢cocuklarda 10
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cm' ye kadar ulagmaktadir. Bu durum spermatik kordonun da ayni sekilde dogumdan
sonraki 10 yil iginde iki kat1 kadar biiylimesini gerektirmektedir ve spermatik kordonun
bu uzamasi yetersiz oldugu durumlarda kriptorsidizm ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (1,
19, 25).

2. 5. 1. Kriptorsidizmin infertilite ile iliskisi

Infertilite bircok faktdre bagli olarak gelisebilmektedir. Bu faktorler, %35 kadima bagh
faktorler, %35 erkege bagl faktorler, %15°lik oranda hem kadina hem erkege bagh
faktorler olarak siralanmaktadir. Ureme ¢agindaki ciftlerin yaklasik %15’ infertiliteye
maruz kalmakta ve goriilme siklig1 gitgide artmaktadir. Erkek infertilitesinin %42,6
oraninda varikosel, kriptorsidizm ya da hipogonadizm gibi nedenlerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Ancak etiyolojisi ve patogenezisi hala tam olarak anlasilmamakta ve bu
vakalar idiyopatik infertilite olarak adlandirilmaktadir. idiyopatik erkek infertilitesi igin
deneysel tedaviler uygulanmakta ve cesitli farmakolojik ajanlar kullanilmaktadir. Baz1
caligmalarda, reaktif oksijen tiirlerin (ROT/ROS); sperm hareketliligini azaltarak, sperm
mebrarnin1 bozarak, direk sperm DNA hasarimi olusturarak infertiliteye yol actif
bildirilmigtir. Cesitli besin takviyeleri ve bitkisel ilaglarin antioksidan aktiviteleri

kanitlanmis ve sperm fonksiyonu tizerindeki faydali etkileri tespit edilmistir (26, 27).

Kriptorsidizm ve varikosel gibi durumlarin germ hiicre 6limii ile sonuglandigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Kriptosidizm sperm {retimini etkileyerek sperm

konsantrasyonunun diisiisiine neden olur ve infertilite ile sonuglanmaktadir (27, 28).

2. 5. 2. Kriptorsidizmin testis kanseri ile iliskisi

Kriptorsit testislerdeki yiiksek sicaklilik reaktif oksijen tiirlerinin (ROT/ROS)
iiretimiyle beraber testislerde superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin azalmasina neden
olur. Kriptorsit testislerdeki yiiksek ROS konsantrasyonu testis tiimérlerinin olusumu ve
gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Is1 sok proteini (ISP/HSP), 1s1 stresine maruz

kalan dokularda bol miktarda sentezlenir ve bazi tiimorlerin gelisimine neden olur (27,
29).
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2. 6. Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda siirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma
mekanizmas1 tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Serbest
radikallerin olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi tarafindan bu serbest
radikallerin kaldirilmasi arasinda bir denge s6z konusudur ve bu dengeye oksidatif
denge adi verilir. Oksidatif denge devam ettigi miiddet¢e organizmalar serbest
radikallerin zararli etkilerine maruz kalmazlar. Serbest radikallerin artmasi sonucu ya da
antioksidan savunma mekanizmasinin eksik kalmasi sonucunda oksidatif stres ortaya
cikar (30, 31). Serbest radikallerin artmasi sonucunda olusan oksidatif stres ile hiicre
yapisinin bozulmasina, niikleik asit, lipid, protein, enzim ve DNA'nin degismesine ve

zarar gérmesine neden olur (32).

Hiicre igerisinde serbest radikallerin artmasiyla yada antioksidanlarin inhibe edilmesiyle
beraber oksidatif stres ortaya c¢ikar. Serbest radikaller organizmada siirekli artar ve
antioksidan savunma mekanizmasi tarafindan ortadan kaldirilir (33).

Serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROS/ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNS/ROS)
ve diger reaktifler olmak iizere ii¢ gruba boliiniir ve bunlarin igerisinden en énemli olan
serbest radikaller oksijenden olusan reaktif oksijen tiirleridir (34). Reaktif oksijen tiirleri
(ROT/ROS); hidroksil radikali, superoksit anyonu, peroksil radikali ve radikal olmayan
hidrojen peroksit gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli nedenlerini
olustururlar (35, 36).

2. 7. Serbest Radikaller

Yapilarinda bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron igeren atom veya
molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir (37). Hiicreler enerji tiretmek igin
oksijen kullanirken, serbest radikaller mitokondriyumdan ATP'nin (adenozin trifosfat)
iretimi sonucu olusur. Bu yan friinler genellikle hiicresel redoks isleminden
kaynaklanan Reaktif Oksijen Tirleri (ROT/ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleridir
(RNT/RNS). Bu tiirler hem toksik hem de faydali bilesenler olarak ikili bir rol
oynamaktadirlar. Reaktif Oksijen Tiirler1 (ROT/ROS) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri
(RNT/RNS) diisiik ya da orta seviyelerde hiicresel yanitlar ve bagisiklik fonksiyonu
tizerinde faydali etkiler gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda, oksidatif stres {iretirler ve

tiim hiicre yapilarina zarar verirler (35, 37-41).
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Organizmada serbest radikallerin kaynaklar1 biyolojik ve intraselliiler kaynaklar
seklinde iki grupta toplanabilir (42, 43).

Biyolojik kaynaklar: Aktiflesmis fagositozlar, antineoplastik ilaglar (bleomisin,
doxurobisin gibi kanser ilaclar1), radyasyon, bagimlilik yapan maddeler (alkol,
uyusturucu), cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasallar, pestisitler, sigara
dumani), yliksek sicaklik ve stres (stres sonucu artan katekolaminlerin oksidasyonu),
bunlara 6rnek olarak verilebilir (42, 43).

Intraselliiler Kaynaklar: Kiiciik molekiillerin oksidasyonu (tiyoller, hidrokarbonlar,
katekolaminler, flavinler), enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofan
dehidrojenaz, hemoglobin), mitokondriyal elektron transport zinciri, endoplazmik
retikulum (ER) ve niikleer membran transport sistemi (sitokrom P450, sitokrom b5),
peroksizomlar (oksidazlar, flavoproteinler), plazma membrani (lipid peroksidasyonu,
fagositlerde NADPH oksidaz), oksidatif stres olusturan durumlar (iskemi, travma)

bunlara ornek olarak verilebilir (42, 43).

2. 8. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT/ROS)

Oksijen, canli organizmayi teskil eden molekiillerin yapisina yerlesmesi ve besin
kaynagi olan maddelerde temel element olmasi, aecrobik organizmalardaki oksidasyon
rediiksiyon reaksiyonlar1 ve solunumda 6nemli rol oynamasi nedeniyle ¢ok 6nemlidir.
Reaktif oksijen tiirleri (ROT/ROS) oksidatif etkisi olan hem oksijen tiirlerini hem de
bazi non-radikal bilesikleri ifade eden terimdir. Tiim oksijen radikalleri reaktif oksijen
tiriidiir (ROT/ROS) ancak tiim ROT'lar oksijen radikali degildir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROT/ROS), normal oksijen metabolizmasi1 sirasinda az miktarda olusan superoksit
radikali (O, ), peroksil radikali (ROO"), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali
(OH")'dir (35, 42-44).

ROT’larin iiretimi genellikle hiicrelerin mitokondri ve peroksizomlarinda meydana
gelir. Viicuttaki molekiiller, oksijenin biiyiik kismin1 enzimatik yollarla suya cevirir ve
geri kalan kismi elektron eklenmesinden sonra hiicre i¢i organellerin yapilarint ve
fonksiyonlarint bozan yada degistiren, membranda oksidatif yikima sebep olan reaktif
oksijen tiirlerini olusturur. Hiicre i¢i miktarlart arttik¢a hiicrelerin lipit, protein,
karbohidrat ve DNA gibi yapilarina zarar verirler ayrica hiicresel hasarlara,
mutagenezise, karsinogenezise ve koroner kalp hastaliklar1 gibi bir¢cok hastaliga neden

olmaktadir (35, 42-44).
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2. 9. Apoptozis

Viicudumuzdaki biitiin hiicreler belli bir slire yasamina devam eder ve zamani
geldiginde oOliir. Hiicre 6liimiiyle hiicre proliferasyonu (¢ogalmasi) arasinda kontrollii
bir denge vardir. Hiicre 6liimii tiplerinden biri olan apoptozis, organizmanin ihtiyag
duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis ya da fonksiyonunu yitirmis hiicrelerin, fazla
tiretilmis ya da diizensiz olarak gelismis hiicrelerin giivenli bir sekilde ortadan

kaldirilmasin1 saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli bir hiicre oliimii

tipidir (45-47).

Apopitozis ya da Apoptoz, Yunanca apo (ayrilarak) ve ptozis (diismek) kelimelerinden
tireyen ve ilk olarak 1972 yillarda Kerr, Wyllie ve Currie adli patologlar tarafindan
kullanilmaya baslanmig bir terimdir (45, 47).

Apoptotik hiicreler viicudumuzun bazi dokularinda siirekli olarak olusur ve bu olusum
omiir boyu devam eder. Boylece apoptozis ve mitozis dokularda doku homeostazisi

olusturmak {izere siirekli bir denge halindedir (47-49).

Apoptozis mekanizmas1 karmasik bir durumdur. Yapilan ¢alismalar sonucunda

apoptozis mekanizmasi iki temel yolla diizenlendigini gostermektedir:
1) Hiicre disindan (ekstrinsik) kaynaklanan 6liim reseptdrleri ile diizenlenen apoptozis

2) Hiicre i¢inden (intrinsik) kaynaklanan mitokondriyal yolla diizenlenen apoptozis
(48).

Ekstrinsik 6liim reseptorleri Tiimor Nekrozis Faktor Reseptor (TNFR) siiper ailesine ait
proteinlerinin tiyesidir. Bu reseptorler ekstrinsik bolgelerde sistein agisindan zengin
bolgelerde yerlesirler. Oliim bolgesi (death domain), hiicre digindan hiicre icine &liim

sinyalini iletmekte 6nemli bir rol alir (48).

Mitokondrinin aktivasyonu ile sitokrom-c'nin disar1 saliverilmesi sonucunda apoptozis
geri doniisiimsiliz bir sekilde baslatilir. Mitokondrinin aktivasyonuna neden olan en
onemli faktor Bel-2 ailesidir. Mitokondriler, hiicrelerdeki apoptotik siirecin kontroliinde
onemli bir rol istlenir. Apoptozis siireciinde gorev alan baslica molekiiller: Bcl-2, Bax

ve Bcl-X molekiilleridir. Bel-2 ailesi:

Proapoptotik (Bax, Bak, Bad, Bik, Bim, Bid, Bcl-Xs, Noxa) iiyelerini igerir.
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Antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, Al, Nr-13, Ced-9) iiyelerini igerir (48).

Sitokrom-c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ile beraber mitokondriden sitoplazmaya
salinir ve sitoplazmik bir protein olan apoptotik proteaz aktive edici faktor (APAF-1)'e
baglanarak aktif olur. ATP'nin de katilimiyla beraber 'Apoptozom' olarak bilinen bir
kompleks olusur. Bu kompleks inaktif prokaspaz-9'un aktif kaspaz-9'a dontismesini
saglar ve aktif kaspaz-9 da kaspaz-3'i aktive eder. Aktif olan kaspaz-3, kaspaz ile
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii (ICAD) inaktfif hale getirir. ICAD"in baglandig1
kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbest hale gelir ve kromatin

kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna sebep olur (48-51).

Canli organizmada hiicre Oliimii, uyaranin tiiriine ya da uyaranin derecesine gore
apopitoz ya da nekroz ile gerceklesir. Diisiik dozlarda 1si, radyasyon, hipoksi ve
sitotoksik antikanser ajanlar1 gibi zararli uyaranlar sonucu apoptozis indiiklenir ancak

ayni uyaranlar yiiksek dozlarda oldugunda nekroz ile sonuglanir (48).

NORMAL NORMAL
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Reversibl ')
| Kurtarma
hasar
Py T
Kromatin
yogunlagmasi
Endoplazmik retikulum ve Membran
blepleri
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Miyelin
figur
Membran blepleri
Hucresel pargalanma

llerlemis hasar

Miyelin ) APOPTOZIiS
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O x ey € Plazma membraninin,
D) ~) g & organellerin ve gekirdegin vy
(‘:\ oy > . pargalanmasi; igerigin sizintist /
‘ : £y
< O o e @ =2 . .
inflamasyon e\ = i ) ] =, D
Y N 3@ P JUM- . -
e AP 4 ) O N : A = /
’ ( ,M > _- ¥ O Fagosit —( ) f:'/' /" Apoptotik hiicrelerin ve
NSO N - @ Mitokondriyumdaki amorf 5 fragmanlarin fagositozu
o S ot yogunluklar /

Sekil 2. 11. Nekroz ve Apoptozis arasindaki farklar (52).
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Tablo 2. 1. Nekroz ve Apoptozisin karsilastirilmasi (48, 53).

OZELLIKLER NEKROZIS APOPTOLZIS
Biiylime faktorii (GF) eksikligi
Iskemi Hiicre yaglanmasi
Hipertermi HIV
Hipoksi Kanser ilaglari
Nedenler Litik viral enfeksiyon Radyasyon
Toksik maddeler Yiiksek doz glukokortikoid
Agir metaller Sitotoksik T lenfositler
Siddetli oksidatif stres Cok siddetli olmayan oksidatif
Yiiksek 1s1 stres
Is1
Hiicre membran biitiinliigii
kaybolur
Hiicre siser Hiicre biiziistir
Organeller pargalanir Organeller biitiindiir
.. Hiicrede biiyiik vakuoller Kromatin niikleer membran
Morfolojik . <
Ozellikler olusur _ _ 01Yar1nda toplanir ve yo gunlagir
Endoplazmik retikulum Hiicre zarinda cepgikler olusur
(ER) dilatasyonu Hiicre membrani intakttir
Hiicre membran biitiinliigli | Apoptotik cisimciklerin olusur
kaybolur
Hiicre lizisi
Iyon dengesi bozulur Programlidir
Biyokimyasal | ATP gerekmez ATP gerektirir
Ozellikler DNA rastgele parcalanir DNA kiriklarit merdiven seklini
(smear) alir (ladder)
Hiicreler tek tek yada birkaci bir
Hiicreler gruplar halinde arada oliir
oliir Fizyolojik sartlarda da
Diger Patolojik etkiler sonucu gerceklesebilir
Ozellikler gergeklesir Komsu hiicreler ya da
Lizozomal enzimler salinir | makrofajlar tarafindan fagosite
Inflamasyon goriiliir edilirler
Inflamasyon gériilmez

2. 10. Is1 Sok Protein (ISP/HSP)

1962 yilinda Ferruccio Ritossa adli bilim adami yaptigi calismada Drosophila

melanogaster’in tiikiiriik salgisinda yiiksek 1siya bagli bir protein grubunun
sentezlendigini gézlemlemis ve bu proteinleri "Is1 Sok Proteinleri/Heat Shock Proteins™

(ISP/HSP) olarak tanimlamistir (54).

32



Hiicresel stresin zararli etkilerine karsi hiicreyi korumak igin bir¢ok siire¢ vardir.
Bunlardan biri de protein ailesi olan "ls1 Sok Proteinlerin/Heat Shock Proteins
(ISP/HSP) sentezidir (55).

HSP'lerin molekiiler agirliklar: 7 ile 110 kDa arasindadir ve sitoplazmada, mitokondride
ve endoplazmik retikulumda lokalizedir. Asir1 1s1, kimyasal toksisite, ¢evresel ve
fizyopatolojik stres gibi pek cok stres faktorleri biitliin hiicrelerde HSP'nin artmasina
neden olur ve bu nedenle bu proteinler “stres proteinleri” olarak da adlandirilmaktadir
(55-60).

HSP'lerin bazilar1 hiicrede siirekli olarak sentezlenirken, bazilar: stres etkisi sonucunda

sentezlenir (60, 61).

HSP'ler ayrica stres veya hasar sonucunda olusan hasarlar1 ve stresi azaltir ya da yapisi

bozulmus proteinleri onarir. Bu fonksiyonundan dolay1 "molekiiler saperonlar" olarak

da adlandirilir (59).

HSP proteinleri molekiiler agirliklarina gore isimlendirilmektedir ve 70-kDa molekiiler
agirlikta olan HSP70 proteinin kriptorsidizm sonucu ya da gelismekte olan timorlii

hiicrelerde fazla sentezlenir (26, 62, 63).

2. 11. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT/ROS) olusturdugu hasarlar1 6nlemek ve
detoksifikasyonu saglamak iizere gdrev yapan savunma sistemi "antioksidan savunma

sistemi" yada "antioksidanlar" olarak adlandirilir (64, 65).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusturdugu hasarlari temizleyebilen ve hiicreleri

koruyabilen maddelerdir. Antioksidanlar hem eksojen hem de endojen olabilir (66).
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Tablo 2. 2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (67).

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR
NON-ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

ANfilf)Zég%ﬁleli AR METABOLIK BESLEYICIi
ANTIOKSIDANLAR | ANTIOKSIDANLAR
(Ssl’l ge[;? ksit dismutaz Glutatyon Selenyum
Katalaz (CAT) Melatonin Vitamin E
Glutatyon peroksidaz Urik asit Vitamin C
(GPx)
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Karotenoidler
Lipoid asit Cinko
Transferrin Omega-3
Koenzim Qo Omega-6

EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

VITAMIN EKSOJEN ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum
kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclar)
B-karoten (Vitamin A) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Askorbik asit (Vitamin C) Demir redoks .dt')ngiisii inhibitdrleri

(desferroksamin)
Folik asit (Vitamin B9) Notrofil adezyon inhibitorleri
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)
Flavonoid Trolox-C (vitamin E analogu)
Lutein Barbitiiratlar
Demir selatorleri
Sitokinler (TNF ve IL-1)

a-tokoferol (Vitamin E)

Proantosiyanidin

2. 12. Moringa Oleifera

Moringa Oleifera ¢esitli kullanim olanaklar1 olan besleyici bir sebze agacidir. Moringa
Oleifera, gesitli dillerde farkli sekilde adlandirilan genellikle "Hayat Agaci" veya
"Mucize Agag" olarak adlandirilan bir bitki olup, Moringaceae ailesine ait en ¢ok
yetistirilen ve bilinen tiiriidiir. Bunun sebebi ise tohumundan kokiine, yapraklarina
kadar bitkinin her parcasindan yararlanilmasi ve hemen hemen her parcasinin ayr1 bir

degerinin olmasidir (68, 69).
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Resim 2. 2. Moringa Oleifera bitkisi ve yapragi

Moringa Oleifera bircok Giineydogu Asya iilkelerinde yaygin olarak 6zellikle Tayland,
Hindistan, Filipinler ve Pakistan iilkelerinde yetistirilmektedir (70).

Bitki Afrika geleneksel tipta kabizlik, bas agrisi, romatizma, diyabet, iiriner sistem
hastaliklarinda, hipertansiyon, solunum yolu hastaliklarinda ve diger tlkelerde (Filipin)
metabolik ve endokrin sistem hastaliklarinda kullanilmaktadir. Ayrica dogum sonrasi
laktasyonu indiikklemek i¢in ve bagisiklik sistemini giiclendirmek igin de
kullanilmaktadir. Yapraklariin ise afrodizyak fonksiyonu oldugu ve cinsel potansiyeli
arttirdi@r bildirilmistir (4, 71-73).

Yapraklar1 son derece besleyici ve B-karoten, riboflavin, nikotinik asit, folik asit,
piridoksin, protein, vitamin A, B, C ve E, amino asitler, cesitli fenolik bilesikler ve

mineraller agisindan zengin bir kaynaktir (4, 74-76).

Moringa Oleifera agacinin yapraklar1 ve tohumlar1 antioksidanlardan ¢ok zengin
mitkemmel bir kaynak olarak bilinmektedir ve diger in vivo ¢alismalarda Moringa'nin
antimikrobiyal, antidiiiretik, antidiyabetik, hepatoprotektif, hipotansif, kardiyoprotektif,
antiepileptik ve antikanserojenik gibi etkiler gosterdigi bildirilmistir (2, 4, 6, 7, 75, 77).
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Arastirmanin Amaci

Bu c¢alismada, deneysel tek tarafli kriptorsidizm olusturulmus siganlarin testislerinde
olusan hasarlar ve bu hasarlara karsi Moringa Oleifera bitkisinden hazirlanan iki farkli
dozdaki ekstraktinin etkilerinin histopatolojik, immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve

western blot yontemleri ile arastiritlmasi amaglanmaistir.
3. 2. Deney Hayvanlar

Calismamizda Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi'nden
(GAUN-DAM) elde edilen 42 adet 15-17 giinliik erkek Sprague Dawley cinsi siganlar
kullanildi. Siganlar ortam 15181in 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ayarlandig1 ve ortam
isisinin 21+1°C’ye sabitlendigi odalardaki tel kafeslerde barindirildi. Deney siiresi
boyunca tiim siganlarin ad libitum beslenmeleri saglandi. Tiim siganlar calisma
baslangicindan ¢aligmanin bitimine kadar tartilarak agirlhiklar1 kayit altina alindi.
Calismamizda yapilan tiim islemler Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 05.12.2016 tarihli ve 2016/16 sayili karari ile
onaylandi. Proje Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

(BAPYB) tarafindan (BAP No: TF.YLT.17.10) desteklendi.

Deneyde kullanilan Voonka Moringa Green adli Moringa Olefirea Lam Ekstrakti

Eczacibasindan temin edilmistir.

Resim 3. 1. Calismada kullanilan si¢anlardan 6rnekler.
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3. 3. Gruplarin Olusturulmasi

Bu ¢alismada, yapilan gii¢ analizine gore toplamda 42 adet 15-17 giinliik erkek Sprague

Dawley si¢anlar kullanildi.

Sicanlar, kontrol grubunda 9 diger deney gruplarinda 11 adet olmak {izere Kontrol,
Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE grubu olarak
toplam 4 gruba boliindii (Tablo 3. 1.).

Grup I. Kontrol grubu (n=9): Bu gruptaki siganlara higbir operasyon yapilmadan
MOLE ¢oziiciisii po olarak 2 hafta boyunca verildi.

Grup 1. Kripto Kontrol grubu (n=11): Bu gruptaki siganlara tek tarafli kriptorsidizm
uygulanarak MOLE ¢6ziiciisii po olarak 2 hafta boyunca verildi.

Grup Ill. Kripto + 400mg/kg MOLE grubu (n=11): Bu gruptaki si¢anlara tek tarafli
kriptorsidizm uygulanarak MOLE 400mg/kg/po 2 hafta boyunca verildi.

Grup IV. Kripto + 800mg/kg MOLE grubu (n=11): Bu gruptaki si¢anlara tek tarafli
kriptorsidizm uygulanarak MOLE 800mg/kg/po 2 hafta boyunca verildi.

Tablo 3. 1. Siganlara MOLE Uygulama Programi

Gruplar 1 - 14. giinler arasi 15. giin

Kontrol MOLE ¢éziiciisii (dH20) KESIM

Kripto Kontrol MOLE ¢oziiciisii (dH20) KESIM
Kripto + 400mg/kg MOLE MOLE 400mg/kg/po KESIM
Kripto + 800mg/kg MOLE MOLE 800mg/kg/po KESIM

3. 4. Viicut Agirhiklarimin Olgiimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklar1 uygulanacak MOLE dozlarim
belirlemek {izere giinliik olarak tartildi ve kaydedildi. Ayrica deney sonunda da sicanlar

sakrifiye edilmeden 6nce agirliklar tartilarak kaydedildi.
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3. 5. Cerrahi Yontem

Tek tarafli kriptorsidizm modeli uygulanacak siganlar oncelikle, intraperitonal olarak
uygulanan ketamin hidrokloriir (Ketalar, 50 mg/ml) ve xylazine hidrokloriir (Rompun,
100 mg/ml) karisimi ile genel anesteziye alindi. Anestezi 10 ml steril tiip i¢inde 5.75 ml
distile su, 3.75 ml Ketalar (50 mg/ml) ve 0.5 ml Rompun (100 mg/ml) iyice karistirildi
ve bu karisimdan her bir hayvan i¢in 0.2 ml/100 gr IP olarak kullanildi. Hayvanlarin
anestezi etkisinin altinda olup olmadiklarini arka ayaklarinin pensetle sikigtirilmasina
verdikleri tepki ile test edildi. Anestezi etkisi altina alindiktan sonra hayvanlarin
inguino-skrotal bdlgesi povidon iyotla temizlendi. Inguinal bolgede yapilan yiizeysel
kesi ile deri acild1 ve kiint diseksiyonla sol gubernakuluma ulasildi (Sekil 3. 2.). Bitisik
dokulardan izole edilen sol gubernakulum kendi igine ters-yiiz edilerek eksternal
inguinal halkadan abdominal bosluk igine geri itildi (Sekil 3. 3.) ve ardindan sol
gubernakulum eksternal inguinal halka ile birlikte, absorbe olmayan 7/0 ipek iplikle
dikis atilarak sabitlendi (Sekil 3. 4.). Daha sonra deri 5/0 absorbe olabilen iplikle
dikilerek kapatildi (Sekil 3. 5.). Her bir operasyon yaklagik 15-20 dakika siirdii.

Operasyon sonrasinda yavru siganlar heniiz siit emme déneminde olduklarindan dolay1

annelerinin yanina birakildi (Resim 3. 7.).

Resim 3. 2. Deride kesi yapildiktan sonra ortaya ¢ikan gubernakulum.

(»): Gubernakulum, (OK): Penis
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Resim 3. 3. Izole edilen gubernakulum.

(*): Gubernakulum, (OK): Penis

Resim 3. 4. Gubernakulumun abdominal kavite igine ters-yiiz edilip itildikten sonraki
goruntimu.

(»): Gubernakulum, (OK): Penis
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Resim 3. 5. Gubernakulum dikildikten sonraki goriiniim.

(*): Gubernakulum, (OK): Penis

Resim 3. 6. Inguinal bdlgedeki kesi kapatildiktan sonraki goriiniim.
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Resim 3. 7. “Inguinoskrotal yontemle” olusturulmus tek tarafli kriptorsidizm modeli
sonrasinda annesinin yanina birakilmig yavru siganlar.
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Resim 3. 8. “Inguinoskrotal yontemle” olusturulmus kriptorsidizm modelinde sag
testisin inmis goriiniimii. (Tam ¢ekim)

(»): Bos olan sol skrotum, (Ok): Sag inmis testis
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Resim 3. 9. “Inguinoskrotal yontemle” olusturulmus kriptorsidizm modelinde sag
testisin inmis goriiniimil. (Testise odaklanmis ¢ekim)

(*): Bos olan sol skrotum, (Ok): Sag inmis testis

3. 6. Dokularin Alinmasi

15. glin biyokimyasal incelemeler i¢in kullanilacak deney hayvanlar tartildi ve ardindan
intraperitonal yolla (Ketalar, 50 mg/ml) ve xylazine hidrokloriir (Rompun, 100 mg/ml)
karisimi ile genel anesteziye alindi. Daha sonra Serum Total Protein (TP) 6lgiimii igin
kalplerinden kan alindi ve SOD, MDA, TP ol¢iimii ve Western Blot calismasi i¢in
testisleri cikartildi. Testis dokular1 ve kan ornekleri -80 °C dondurucuda muhafaza
edildi.

Histopatolojik incelemeler i¢in kullanilacak deney hayvanlarina ise yine ayni anestezik
yontem kullanildiktan sonra doku fiksasyonu i¢in perfiizyon fiksasyonu uygulanip testis
dokulart ¢ikartildi. Bu hayvanlar diseksiyon masasinda sirtiistii yatirilarak gogiis kafesi
acilip sabitlendi. Perfiizyon setinin ignesi sol ventrikiile yerlestirilerek ucu pens

yardimiyla sabitlendi ve sag atrium pargalandiktan sonra perflizyon pompasi ¢alistirildi.

Damarlardaki kanin temizlenmesi icin laktatli ringer ¢ozeltisi ile perfiizyona baslandi.
Kanin uzaklastirilmasindan sonra formalin ¢ozeltisi ile perfiizyon fiksasyonu islemine

gecildi.
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Perflizyon fiksasyonu tamamlanmasindan sonra sicanlarin testisleri epididimleri ile

beraber alindi. Epididimlerinden ayrilan testislerin agirliklart tartilda.
Daha sonra biitiin dokular nétral tamponlanmis %10'luk formalin fiksatifi i¢ine konuldu.

3. 7. Testis Agirliklarinin Ol¢iimii

Deney sonunda g¢evre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri RADWAG AS
220.R2 marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklar1 her sigan igin ayr1 ayr1 sol ve

sag olmak tizere tartilarak kaydedildi.
3. 8. Testis Agirlik indeksinin Hesaplanmasi

Deneyin sonunda olgiilen viicut agirliklart ile ayni sicanlara ait sag ve sol testis
agirliklarinin toplami asagidaki formiile gore hesaplanarak her bir sican i¢in Testis

Agirlik Indeksi (TAI) degerleri belirlendi.

TAI: [(sag + sol testis agirliklar toplami) / viicut agirhgi] x 100
3. 9. Biyokimyasal Analizler

Testislerden alman doku parcalar1 0,20 g olacak sekilde tartildi. Uzerine 10 kat1 kadar
serum fizyolojik eklendi. Daha sonra dokular homojenizator yardimi ile parcalandi.
Parcalanan dokular santrifiije edildi ve supernatant kisimlari almarak -20 °C'de
muhafaza edildi. Enzim aktivite tayini i¢in kullanilacagi zaman dondurulmus dokular

oda sicakliginda ¢oziilerek SOD, MDA ve TP tayinleri yapildi.

Ayrica siganlardan alinan kanlar ise 15000 rpm'de 15 dakika 4 °C'de santrifiije edilerek
serum kisimlari alindi ve gerekli islemlerden gegirilerek Total Protein (TP) degerlerine
bakildi.

3. 9. 1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini
Reaktifler

e 0,3 mmol/L Ksantin: 9,13 mg ksantin bir miktar dH,O'da ¢6ziilerek son hacim
200 mL'ye tamamlandi.
e 0,6 mmol/L EDTA: 25 mg EDTA bir miktar dH,O'da ¢6ziilerek son hacim 100

mL'ye tamamlandi.
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e 150 mmol/L Nitrobluetetrazoltum (NBT): 12,3 mg NBT bir miktar dH,O'da
¢oziilerek son hacim 100 mL'ye tamamlandi.

e 400 mmol/L Na,COs: 2,54 g Na,COg3 bir miktar dH,O'da ¢oziilerek son hacim
60 mL'ye tamamlandi.

e | g Bovin Serum Albumin (BSA): 30 mg BSA {izerine yaklasik 15 mL dH,0
ilave edildi. Koplirme onlenecek sekilde alt iist edilerek karistirildi. Son hacim

distile su ile 30 mL'ye tamamlandu. Isik gecirmeyen sisede +4 °C' de saklandh.

Ik bes ¢dzeltinin yukarda belirlenen miktarlar1 karistirilarak Slgiim reaktifi hazirland.

Hazirlanan karisim +4 °C' de koyu renkli sisede saklandh.

o 2 mol/L (NH4)2S04: 2,64g (NH4),SO4 alinip 10 mL dH,0'da ¢oziildii.

e 167 U/L Ksantin Oksidaz (XO): 10 uL XO alinip tizerine 2 mol/L'lik (NH4),SO4
¢ozeltisinden 1 mL eklendi. Tiip birka¢ kez altiist edilerek karistirildi. (Enzim
¢ozeltisi caligsma esnasinda hazirlandi)

e 0,8 mmol/L CuCl,: 10,8 mg CuCl, bir miktar dH,0 iginde ¢oziildiikten sonra

son hacim 100 mL'ye tamamlandi.
Islemler

2,5 ml doku numuneleri iizerine 2,5 mL reaktif ve 1 mL'lik enzim ¢ozeltisi eklenip

absorbanslar 560 nm' de spektrofotometre cihazinda okutuldu.
SOD aktivitesini hesaplamak i¢in agsagidaki formiiller kullanildi:
% Inhibisyon= [(A s - A numune)! A ks:] % 100

A - KOr Absorbansi, A numune: Numune Absorbansi

Unite: %50'lik NBT inhibisyonuna 1 U diyoruz

Aktivite (U/mL) = [% inhibisyon / 50 x Diliisyon Faktorii ]

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = [U/mg/ml protein]
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3. 9. 2. Malondialdehit (MDA) aktivite tayini

Lipid peroksidasyonunun {iriinii olan MDA’ ’nin Tiobarbiitirik Asit (TBA) ile verdigi
reaksiyonun sonucunda olusan rengin 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans

vermesi esasina dayanir.
Reaktifler

e Fosfat tamponu ile tamponlanmis serum fizyolojik: 8,1 g NaCl, 2,302 g
Na;HPOQO, tartilip dH,O'da eritildikten sonra son hacim 1 L'ye tamamlandi ve pH
7,4 olacak seklinde ayarlandi.

e BHT ¢ozeltisi (%0.88): 88 mg BHT tartilip, 10 mL absoliit alkol iginde eritildi.

o TCA gozeltisi (%30): 30 g TCA tartilip bir miktar dH,O'da eritilerek 100 mL'ye
tamamlandi.

e EDTA c¢ozeltisi (0,1 M): 37,224 g EDTA-NayH,0 tartilip dH,O ile 1 L'ye
tamamlandi.

e TBA ¢ozeltisi (%1): 1 g Tiyobarbitiirik Asit tartilip, 100 mL 0,05 N NaOH
igcinde ¢oziildii.

e NaOH ¢ozeltisi (0,05 N): 2 g NaOH tartilip bir miktar dH,O'da ¢6ziilerek hacim

1 L'ye tamamlandi.
islemler

0,2 mL numune tizerine 0,8 mL PBS (Fosfat Tamponlu Soliisyonu), 0,025 mL BHT ve
0,5 mL TCA eklendi. Tiipler vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra 2 saat buzda
bekletildi. Daha sonra 2000 rpm/dk da 15 dk santrifiije edildi. Supernatanttan 1 mL
alinarak yeni tiiplere aktarildi. Uzerine 0,075 mL EDTA ve 0,25 mL TBA eklendi.
Tiipler karistirilip kaynar su banyosunda 15 dk bekletildi. Oda 1sisina sogutulduktan
sonra absorbanslar spektrofotometrede 532 nm'de okutuldu.

Hesaplamalar absorbans degerlerinin molar ekstinksiyon katsayisiyla (1.56x10° cm ™)
carpilarak nmol/L degerler elde edildi. Daha sonra bu degerler 107 ile carpilarak doku

agirhigina (mg) boliindii. Degerler nmol/mg olarak ifade edildi.
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3. 9. 3. Total protein (TP) aktivite tayini
Protein Tayini

Testis dokusunda protein tayini Bradford yontemiyle yapildi. Standart egri i¢in BSA
(S1gir Serum Albumini) igeren, 25-300 pg’lik seri ¢ozeltiler hazirlandi. 0,1 mL ¢ozelti,
5 mL Coomassie Blue boya reaktifine eklendi. 5 dk bekletildikten sonra absorbanslar
spektrofotometrede 595 nm’de okutuldu.

Coomassie Blue boya reaktifi

100 mg Coomassie Blue G alindi, 50 mL %95’lik etil alkol i¢inde ¢oziildi. Bu
soliisyona 100 mL (% 85°1lik) fosforik asit (H3PO,) ilave edildi ve toplam hacim distile

su 1L’ye tamamlandi.

Hesaplamalar standart egriye gore yapildi ve degerler pg/mL olarak ifade edildi.

3. 10. Histopatalojik incelemeler
3. 10. 1. Bouin ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Testis dokular1 notral tamponlanmig %10'luk formalin fiksatifi ile tespit edildiginden
dolay1r Masson's Trikrom boyama yonteminde kesitler Boin'de 56 °C'de 1 saat bekletildi
(Tablo 3. 5.). Bouin fiksatifi asagidaki sekilde hazirlandz;

e Doymus pikrik asit: 75 mL
e Formaldehit (%40): 25 mL

e Glasiyal asetik asit: 5 mL

Molekiil agirligr kadar tartilan pikrik asit (12,2 g) 1000 mL saf su igerisinde ¢oziildii.
Iyice ¢ozdiiriilmesine dikkat edilerek gerekli miktarda pikrik asit kullanildi. Cozelti
kullanilmadan once siiziildii. Bouin fiksatifini hazirlamak i¢in 6nce doymus pikrik asit
cozeltisi ile formaldehit karistirildi, daha sonra ise ilizerine yavagga glasiyal asetik asit

eklenerek ¢ozelti karistirildi.

46



3. 10. 2. Isik mikroskobu i¢in dokularin hazirlanmasi

Isik mikroskobu c¢alismalarinin yapilacagi zamana kadar testis dokulart %10'luk
formaldehit ¢ozeltisi i¢inde fikse edildi. Fikse olup sertlesen testis dokulari enine olacak
sekilde once ortadan iki esit parcaya boliindli ve daha sonra bu parcalar uygun boyutlara
getirilerek kasetlere alindiktan sonra kodlandi. Doku takip asamasi Leica TP 1010 doku
takip cihazi kullanarak gergeklestirildi (Tablo 3. 2.). Cihazdan alinan dokular parafin

bloklara gomiildii.

Tablo 3. 2. Doku takibi cihazinin protokolii

ISLEM VE KIMYASAL SURESI
Akar su 1 gece
%60' ik Alkol 1 saat
%70' lik Alkol 1 saat
%80’ lik Alkol 1 saat
%96' lik Alkol 1 saat
%100' Lik Alkol 1 saat
Ksilen | 1 saat
Ksilen 11 1 saat
Parafin | 1 saat
Parafin Il 1 saat

GOmme

47



3. 10. 3. Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi

Leica RM 2245 mikrotomunda parafin bloklardan 4-5um kalinliginda kesitler alindi.

Alman kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra Hematoksilen - Eozin / H-E (Tablo 3.

3.) ve Masson's Trikrom / TRI (Tablo 3. 4. - Tablo 3. 5.) boyama yontemleri uygulandi.

Tablo 3. 3. Hematoksilen - Eosin (H-E) Protokolii

ISLEM VE KIMYASAL SURESI
Ksilen 30 dk - 1 saat
Azalan alkol serileri (%100, %90, %80, %70) | 5'er dakika
Distile suyu 3 dakika
Hematoksilen 20 dakika
Akar ¢esme suyu 15 dakika
Asit - Alkol 1-2 kere batir ¢ikar
Cesme suyu Calkala

Akar ¢esme suyu 15 dakika
Distile suyu 2 dakika
Eozin 7 saniye
Distile suyu Calkala
Artan alkol serileri (%90, %96, %100) 2'er dakika
Ksilen 1 saat
Kapatma

Tablo 3. 4. Masson's Trikrom (TRI) Boya Soliisyonu

A Soliisyonu

Asit Fuksin: 0,59
Xylidine Ponceau: 0,5 g
Distile Su: 99 mL

Glasiyal Asetik Asit: 1 mL

B Soliisyonu

Fosfomolibdik Asit: 1 g
Distile Su: 100 mL

C Soliisyonu

Light Green SF Yellowish: 400 mg
Distile Su: 100 mL
Glasiyal Asetik Asit: 0,2 mL

D1 - D2 Soliisyonlar

Asetik Asit: 1 mL
Distile Su: 99 mL
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Tablo 3. 5. Masson's Trikrom (TRI) Protokolii

ISLEM VE KIMYASAL SURESI

Etiiv 1 gece

Ksilen 1 saat

Azalan alkol serileri (%100, %90, %70, %50) | 3'er dakika

Distile suyu Calkala

(Eger Boin disindaki fiksatifler ile fikse 1 saat

edildiyse) Boin'de 56 °C'de

Musluk suyu Sar1 rengi gidene kadar yika
Distile suyu Calkala

Demirli Hematoksilen 1 - 2 saat

Akar ¢esme suyu 20 dakika

%71 hidroklorik asit + %70 etanol Batir ¢ikar

Akar ¢esme suyu 20 dakika

Distile suyu Batir ¢ikar

A Soliisyonu 5 - 10 dakika
Distile suyu Batir ¢ikar

B Soliisyonu 5 - 15 dakika

D1 Soliisyonu Birkag kere calkala
C Soliisyonu 5 - 10 dakika

D2 Soliisyonu 1 dakika ¢alkala
Distile suyu Birkag kere ¢alkala
Alkol serileri (%50, %70) 2'er dakika

Alkol serileri (%90, %96) 1'er dakika

Ksilen 1 saat

Kapatma

3. 11. immiinhistokimyasal incelemeler
3. 11. 1. Apoptozisin degerlendirilmesi

Testis dokusunda apoptotik hiicreleri saptamak i¢in bloklanmis dokulardan Leica RM
2245 (Almanya) mikrotomunda 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak pozitif sarjli
lamlara yerlestirildi ve bir gece 60 °C etiivde bekletildi. Lamlar 2x5 dk ksilende
bekletildikten sonra azalan alkol serilerinden gegirildi. Bu agamada antijen kurtarma
basamagi icin Caspase-3 uygulanacak olan lamlar %10 sitratli tampon ¢ozeltisi ile 700
watta 7 dk ve 400 watta 7 dk olmak iizere 2 defa kaynatildi. Tiim lamlar ayni
soliisyonlar igerisinde 15 dk sogutuldu daha sonra 3x2 dk PBS ile yikandi. Yikama
sonrasi dokular Pap Pen ile ¢ergevelendi. Sonra %3 H,O, (Hidrojen Peroksit)'te 20 dk
bekletildi. Ardindan tekrar 3x2 dk PBS ile yikand1 sonra 5 dk UV (Ultra Vision) blokta
birakildt ve 1/100 sulandirilmis primer antikorla (Anti-Phospo-CASPASE 3,
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SAB4504123, Lot: 110835 PSER150) 2 saat sicak su dolu kiivette inkiibe edildi.
Ardindan yine 3x2 dk PBS ile yikandi ve 10-20 dk (ortalama 15 dk) biyotinlenmis
sekonder antikor uygulandi, sonrasinda yine 3x2 dk PBS ile yikandi ve 15 dk 100 pL
streptavidine maruz birakildi. Yikama sonrasi (3x2 dk PBS) lamlardaki dokular 5-10 dk
(ortalama 5 dk) 100 uL DAB kromojen (kahverengi renk goriilene kadar) ile boyandi.
Daha sonra lamlar musluk suyunda yikandi ve 10 saniye Mayers Hematoksilen ile
boyandi. Ardindan lamlar tekrar musluk suyu ile yikandi ve artan alkol serilerinden
gecirildi ve ksilende birakilip kapama islemleri yapildi. Antikor i¢in negatif ve pozitif
kontrol boyamas1 da yapildu.

(Caspase 3 antikor i¢in pozitif kontrol doku: Tonsil, negatif kontrol i¢in ise PBS
kullanild1.)

Tim gruplara ait deney hayvanlarinin testis doku kesitlerinde apoptozisin
degerlendirilmesi, Leica DM 750 marka 151k mikroskobunda 20x biiyiitmede rastgele
secilen 10 alanda H Skorlamasi yapildi.

3. 12. Western Blot

Sicanlar sakrifiye edildikten sonra testis dokulari ¢ikartildi. Daha sonra 15 mL falkon
tiiplere konuldu ve 3 kez soguk PBS ile yikandiktan sonra -80 °C'de muhafaza edildi.

Protein izolasyonu

Testis dokulart 15 mL cam tiiplere alind1 ve iizerine %1 protein inhibitdr kokteyl ile 2
mL soguk PBS eklendi ve homojenizatdr yardimi ile parcalandi. Parcalanan dokular
14000 rpm +4°C’de 15 dk santrifiije edildi ve supernatant kisimlar1 eppendorf tiiplere
almarak -80 °C' de muhafaza edildi.

Protein Olciimii

Protein konsantrasyonlarin 6l¢iimii i¢in NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer cihazi

kullanild1 (Resim 3. 10.).
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Resim 3. 10. NanoDrop

Protein Denatiirasyonu (Denaturation)

cihazi.

Jele yiiklenecek her protein 6rneginin yogunlugu 20 pg olacak sekilde ayarlandi. 25

pL’lik toplam hacim; 5 puL %5 B-merkaptoetanollii Laemmli / Sample Buffer (Tablo 3.

6.) ile tamamlandi. Hazirlanan o6rnekler yiiklenmeden once SensoQuest Labcycler
cihazinda (Resim 3. 11.) 95°C’de 5 dk bekletildi ve her kuyucuga 25 uL 6rnek yiikleme

yapildi.

Tablo 3. 6. Sample Buffer

Sample Buffer

1 M Tris-HCI (ph=6.8) 2,4 mL
SDS 0,89
Bromophenol blue 40 mg
H,0O 3,1mL
Glycerol 4 mL
Muhafaza Oda sicaklig1
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Resim 3. 11. SensoQuest Labcycler cihazi.

Jele Proteinlerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Proteinlerin yiiriitiilmesi i¢in %7,5 Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free" hazir jeller

kullanildi. Protein denatiirasyonu igin SensoQuest Labcycler cihazinda 95°C’de 5 dk

bekletilen protein ornekleri buz iizerine alindi ve jele yiiklendi. Daha sonra Running
Buffer / Yiriitme Solusyonu (Tablo 3. 7.) tanka dokiildii ve 50 V’da yaklasik 5-6 saat

yiritildid (Resim 3. 12.).

Tablo 3. 7. Running Buffer (ph 8,3)

Running Buffer (ph 8,3) 10X 1X
Tris-Base 25 mM 303 ¢ 303 ¢
Glycin 192 mM 144.1 ¢ 1441 ¢
SDS %0.1 10 g lg

Mubhafaza: 4°C

Distile su ile 1L’ye tamamlanir
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Resim 3. 12. Proteinlerin yiiriitiilmesi.

Jeldeki Proteinlerin PVDF (polyvinylidenedifluoride) membrana Aktarilmasi
(Blotting)

Membran jel boyutunda kesildi ve 1 dk metanolde bekletildi. Daha sonra metanol
dokiildii ve distile suyu ile yikandi. Distile suyu ile yikandiktan sonra membran Transfer
Buffer'da bekletildi. Sandvi¢ metoduyla jel ve membran iist {iste getirildi, siinger ile
2'ser filtre kagitlar1 arasinda sikistirildi ve kaset kapatildi. Kaset elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra Transfer Buffer (Tablo 3. 8.) eklendi. 23 V’da 4°C’de 1 gece
aktarma (transfer) yapildi (Resim 3. 13.).

Tablo 3. 8. Transfer Buffer

Transfer Buffer (10X) Transfer Buffer (1X)
10X TowbinBuffer 100 mL
Tris 25 Mm 303 ¢g
Methanol 200 mL
Glycin 195 mM 1463 g
H,0O 700 mL
Distile suile 1L’ye Toplam hacim IL
Toplam hacim
tamamlanir
Muhafaza 4°C Muhafaza 4°C
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Resim 3. 13. Jeldeki proteinlerin PVDF (polyvinylidenedifluoride) membrana
aktarilmasi (transferi).
PVDF membrandaki Proteinlerin Kapatilmasi (Blocking with dry milk)

%35’lik yagsiz siit tozu (Tablo 3. 10.) membrani kaplayacak miktarda hazirlandi.
Membranin iizerine eklendikten sonra 1,5 saat oda sicakliginda calkalayicida birakildi.

Daha sonra membran 3 kez 5’er dk TBST (Tablo 3. 9.) ile yikandi.

Tablo 3. 9. 10X TBS - TBST

Tris-Buffered Saline (10X TBS) Tris Buffered Saline Tween (TBST)

10X TBS 200 mL
NaCl 1753 g
_ H,O 1800 mL
Tris-Base 48,5 g
10% Tween-20 10 mL

Distile su ile
Toplam hacim Toplam hacim 2L
2L’ye tamamlanir

Muhafaza Oda sicakligi Muhafaza Oda sicaklig1
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Tablo 3. 10. Blocking Buffer

Blocking Buffer (%5)
Yagsiz Siit Tozu 5¢
TBST 100 mL
Muhafaza 4°C

Membranin Birincil Antikora Maruziyeti

HSP70 primer antikoru (Santa Cruz: sc-32239) 1/200 oraninda, sekonder antikor 1/2000
oraninda, kontrol amagl kullanilacak Anti-GAPDH antikoru (abcam: ab70699) 1/2000
oraninda TBST/Blocking Buffer iginde hazirlandi. HSP70 ve GAPDH antikorlar1 ayri-
ayr1 kesilmis olan membranlar iizerine eklendi ve oda sicakliginda 1 saat calkalayicida

maruz birakildi.

Membranlarin ikincil Antikora Maruziyeti

HSP70 i¢in Goat Anti-Mouse 1gG H&L Horse Radish Peroxidase (HRP) ikincil
antikoru (abcam: ab97023) 1/2000 oraninda, Anti-GAPDH i¢in Goat Anti-Rabbit IgG
H&L Horse Radish Peroxidase (HRP) ikincil antikoru (abcam: ab97051) 1/2000
oraninda TBST/Blocking Buffer i¢inde hazirlandi. Hazirlanan antikorlar ayri-ayri
kesilmis membranlarin iizerine eklendi ve 1 saat oda sicakliginda calkalayicida maruz
birakildi. Sonra mebranlarin tizerindeki antikor ¢ozeltileri alind1 ve 3 kez 5’er dk TBST

ile yikandi.
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Goriintiileme

Yikanan membranlardaki TBST uzaklastirildi. Clarity™ Western ECL Substrate
(Thermo Scientific™ Cat. NO: 32106) soliisyonlart 1:1 oraninda karistirildi.
Membranim iizerine eklendi ve 5 dk sonrasinda Fusion FX VIBER LOURMAT

cihazinda goriintii alind1 (Resim 3. 14.).

Resim 3. 14. Fusion FX VIBER LOURMAT cihazi.
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3. 13. Tiibiil Cap1 (TC) ve Tiibiil Epitel Kahnhgmn (TEK) Ol¢iimii

Seminifer tiibiil ¢ap1 ve germinal epitel kalinligi ImageJ 1.51K Analiz Program1 yardimi1
ile ve Leica DM 750 1sik mikroskobu ile incelenerek olgiildii. Her grupta 10x
biiylitmede, her bir hayvan basina 10 seminifer tiibiiliin ¢api, tiibiiliin basina 2 6l¢iim
yapilarak ve ayni tiibiiliin 4 farkli bolgesinden germinal epitel kalinligi ol¢iiliip

ortalamalari alinarak morfometrik dlgiimler yapildi (Resim 3. 15.).

Resim 3. 15. ImageJ 1.51K Analiz Programi.

3. 14. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler IBM SPSS 22.0 Statistics (Statistical Package for Social
Sciences) paket programi kullanilarak analiz edildi. Sayisal verilerin normal dagilima
uygunlugu Shaphiro Wilk testi ile test edildi. Normal dagilima uyan degiskenlerin
gruplar arasinda farklilik olup olmadigim1 karsilastirmak icin ANOVA ve LSD testleri
kullanildi. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik ¢ikan parametrelerde hangi gruplar
arasinda farklilik oldugunu degerlendirmek igin ise post-hoc testi yapildi. Sonuglar
%95'lik giiven araliginda, P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1. Isitk Mikroskobu Bulgulari

Calismada Kontrol ve Deney gruplarini olusturan sigan testislerinin 151k mikroskobik
goriiniimlerini degerlendirmek i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Masson's Trikrom

(TRI) boyama yontemleri kullanilmistir.

Kontrol Grubu; sigcan sol ve sag testis drneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde,
interstisyel alan ve seminifer tiibiiller normal histolojik yapida izlendi. Seminifer
tiibiiller biitiinliiglinlii korumus, germinatif epitel bazal membran {lizerinde ve seminifer
tiibiil epitel kalinlig1 (38,64 + 1,40; 38,47 + 1,53), seminifer tiibiil ¢ap1 (141,37 + 5,57;
142,98 + 4,64) degerlerde bulundu (Resim 4. 1., Resim 4. 2., Tablo 4. 14., Tablo 4. 16.).

Kripto Kontrol Grubu; sigan sol kriptorsidizm olusturulmus testis 6rneklerinin 151k
mikroskobik incelemesinde, seminifer tiibiil epitel kalinliginda (p=0,001) ve seminifer
tiibiil caplarinda (p=0,001) azalma, germinatif epitelin bazal membrandan ayrilmasi,
limene hiicre dokiilmesi ve hiicreler arasi vakuolizasyon, interstisyel alanda tiibiillerin
birbirinden ayrilmasi, 6dem (Resim 4. 3., Resim 4. 4.), perivaskiiler fibrozis (p=0,001)
artis1 ve konjesyon tespit edildi (Resim 4. 5., Tablo 4. 15., Tablo 4. 17., Tablo 4. 19.).

Ayn1 grubun inmis sag testis orneklerinde sol kriptorsit olusturulmus testis 6rneklerine
gore daha az olmakla birlikte benzer bulgulara rastlandi. Sag seminifer tiibiil epitel
kalinlig1 (p=0,001) ve tiibiil ¢ap1 (p=0,001) artmis (Resim 4. 6.), perivaskiiler fibrozis
(p=0,001) azalmis bulundu (Resim 4. 7., Tablo 4. 15., Tablo 4. 17., Tablo 4. 19.).

Kripto +400mg/kg MOLE Grubu; sigan sol kriptorsidizm olusturulmus testis
orneklerininde, Kripto Kontrol grubuna gore seminifer tiibiil epitel kalinliginda ve
seminifer tiibiil caplarinda artis gozlendi ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,001, p=0,001). Kontrol grubuna gore ise bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,001). Perivaskiiler fibroziste kontrol grubuna gore azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,001). Kripto Kontrol grubuna gore ise
perivaskiiler fibroziste azalma tespit edildi ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi (p=0,001). Interstisyel alanda tiibiiller aras1 ayrilma gézlenmezken 6demin
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artarak devam ettigi izlendi (Resim 4. 8., Resim 4. 9., Tablo 4. 15., Tablo 4. 17., Tablo
4.19.).

Ayni grubun inmis sag testis orneklerinde sol kriptorsit olusturulmus testis orneklerine
gore interstisyel alandaki 6demde azalma goriildii. Seminifer tiibiil epitel kalinlig
(p=0,001) ve tiibiil ¢ap1 (p=0,001) artmust1 (Resim 4. 10.). Perivaskiiler fibrozis de
(p=0,191) ise azalma tespit edildi (Resim 4. 11., Tablo 4. 15., Tablo 4. 17., Tablo 4.
19.).

Kripto + 800mg/kg MOLE Grubu; sigan sol kriptorsidizm olusturulmus testis
orneklerininde, Kripto Kontrol grubuna goére seminifer tiibiil epitel kalinliginda
(p=0,998) ve seminifer tiibiil ¢aplarinda (p=0,999) istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlendi. Perivaskiiler fibroziste Kripto Kontrol grubuna gére azalma (p=0,001) izlendi.
Interstisyel alanda tiibiiller aras1 ayrilma ve ddem gozlemlenmedi (Resim 4. 12., Resim
4.13., Tablo 4. 15., Tablo 4. 17., Tablo 4. 19.).

Ayn1 grubun inmis sag testis ornekleri Kontrole benzer histolojik yapida izlendi. Sag
seminifer tiiblil epitel kalinhig (p=0,987) ve tiibiil ¢ap1 (p=0,568) Kripto Kontrol
grubuna gore artmisti, perivaskiiler fibroziste (p=0,001) ise azalma tespit edildi (Resim
4.14.,Resim 4. 15., Tablo 4. 15., Tablo 4. 17., Tablo 4. 19.).
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Resim 4. 2. Kontrol grubu sag testis 11k mikroskobik goriintiisii (H-E, 20%)
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Resim 4. 3. Kripto Kontrol grubu sol testis (* interstisyel ayrilma, A 6dem, <> bazal
membrandan ayrilma) H-E, 20x

Resim 4. 4. Kripto Kontrol grubu sol testis (> interstisyel ayrilma, — liimene hiicre
dokiilmesi) H-E, 20x
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Resim 4. 5. Kripto Kontrol grubu sol testis (— perivaskiiler fibrozis) TRI, 20x

Resim 4. 6. Kripto Kontrol grubu sag testis (* interstisyel ayrilma, A 6dem, <> bazal
membrandan ayrilma) H-E, 20x
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Resim 4. 7. Kripto Kontrol grubu sag testis (— perivaskiiler fibrozis) TRI, 20x

Resim 4. 8. Kripto + 400mg/kg MOLE grubu sol testis (A 6dem) H-E, 20x

63



Resim 4. 9. Kripto + 400mg/kg MOLE grubu sol testis (— perivaskiiler fibrozis)
TRI, 20%

Resim 4. 10. Kripto + 400mg/kg MOLE grubu sag testis (A 6dem) H-E, 20x
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Resim 4. 11. Kripto + 400mg/kg MOLE grubu sag testis (— perivaskiiler fibrozis)

TRI, 20x

E, 20x)

Resim 4. 12. Kripto + 800mg/kg MOLE grubu sol testis (H-
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Resim 4. 14. Kripto + 800mg/kg MOLE grubu sag testis (H-E, 20x)
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Resim 4. 15. Kripto + 800mg/kg MOLE grubu sag testis (TRI, 20x)
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4. 2. Iimmiinhistokimya Bulgular

Immiin boyamada apopitozisi gdstermek icin kullanilan Caspase 3 antikorunun pozitif
kontrol dokusu olarak tonsil kullanildi (Resim 4. 16.). Antikorun negatif kontrol
boyamasi i¢in PBS kullanildi (Resim 4. 17.). Apopitozis degerlendirilmesi igin ise H

skorlamasi yapildi.

Kontrol grubun sol ve sag testis apopitozis degerlendirilmesinde; her iki testiste de

apopitozis izlenmedi (p=0,849) (Resim 4. 18., Resim 4. 19., Tablo 4. 21.).

Kriptorsidizm olusturulmus grubun apopitozis degerlendirilmesinde ise; Kontrol
grubuna gore sol kripto testiste apopitozis artarken (p=0,001) sag inmis testiste
apopitozis izlenmedi (p=0,096). Kriptorsidizm olusturulmus sol kripto ve sag skrotal
testis karsilastirilmasinda da sol krito testiste apopitozis artarken sag skrotal testiste

apopitozis izlenmedi (p=0,001) (Resim 4. 20., Resim 4. 21., Tablo 4. 21.).

MOLE uygulanan 1. dozda (400mg/kg) apopitozis; sol kripto testiste Kontrol grubuna
gore artarken (p=0,001) sag skrotal testiste apopitozis izlenmedi (p=0,411). Kripto +
400mg/kg MOLE sol kripto ve sag skrotal testis karsilagtirilmasinda ise sol krito testiste
apopitozis artarken sag skrotal testiste apopitozis izlenmedi (p=0,001) (Resim 4. 22.,
Resim 4. 23., Tablo 4. 21.).

MOLE uygulanan 2. dozda (800mg/kg) apopitozis; sol kripto testiste Kontrol grubuna
gore apopitozis izlenmedi (p=0,684), benzer sekilde sag skrotal testiste de apopitozis
izlenmedi (p=0,994). Kripto + 800mg/kg MOLE sol kripto ve sag skrotal testis
karsilastirilmasinda ise her iki testiste de apopitozis izlenmedi (p=0,182) (Resim 4. 24.,
Resim 4. 25., Tablo 4. 21.).
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Resim 4. 16. Tonsil Negatif Kontrol boyama (Caspase 3, 20x)

20%)

b

Resim 4. 17. Tonsil Pozitif Kontrol boyama (Caspase 3
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Resim 4. 18. Kontrol grubu sol testis (Caspase 3, 20x)

Resim 4. 19. Kontrol grubu sag testis (Caspase 3, 20%)
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Resim 4. 21. Kripto Kontrol grubu sag testis (Caspase 3, 20x%)
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Resim 4. 23. Kripto + 400mg/kg MOLE grubu sag testis (Caspase 3, 20x)
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Resim 4. 25. Kripto + 800mg/kg MOLE grubu sag testis (Caspase 3, 20x)
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4. 3. Western Blot Bulgular

Western Blot yontemi kullanilarak Kriptorsidizm sonucu ve Kriptorsidizm modeli
olusturulmus siganlarda Moringa Oleifera Lam Ekstraktinin iki farkli doz ile tedavi
sonrasinda  testis  dokularindaki  HSP70  ekspresyonunun  degerlendirilmesi

amaglanmstir.

Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE
deney gruplarindan olusan siganlarin sol ve sag testis doklarinin HSP70 ekspresyonu
6lgmek i¢in Western Blot yontemi ile elde ettigimiz bantlarin (Sekil 4.0.) dansitometrik
analizleri yapilarak HSP70 ekspresyon diizeyleri elde edildi. Elde edilen sonuglara gore
gruplar arasi sol ve sag testis dokularin HSP70 ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark saptandi (p=0,001 - p=0,001). (Tablo 4. 1.).

Deney hayvanlarinin sol ve sag testis dokularinda HSP70 ekspresyonunun Kripto
Kontrol grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde asir
eksprese oldugu tespit edildi (p=0,001 - p=0,001). (Tablo 4. 2.), (Resim 4. 31.) , (Sekil
4.1)).

Kripto + 400mg/kg grubunun sol ve sag testis dokularinda Kontrol grubuna gére HSP70

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde asir1 eksprese oldugu tespit edildi

(p=0,001 - p=0,006) (Tablo 4. 2.), (Resim 4. 31.), (Sekil 4. 1.).

Bu da Moringa Oleifera Lam Ekstraktinin 400mg/kg dozunda Kriptorsidizm sonucu

artmakta olan HSP70 iizerinde istatistiksel olarak etkisi olmadigin1 gostermektedir.

Ancak Kripto + 800mg/kg grubunun sol ve sag testis dokularinda Kontrol grubuna gore
HSP70 degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0,843 -
p=0,937). (Tablo 4. 2.), (Resim 4. 31.), (Sekil 4. 1.).

Bu da Moringa Oleifera Lam Ekstraktinin 800mg/kg dozunda Kriptorsidizm sonucu
artmakta olan HSP70 iizerinde istatistiksel olarak azaltict etkisi oldugunu

gostermektedir.
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Resim 4. 26. HSP70/ISP70 ve GAPDH Protein bantlar1

Tablo 4. 1. Deney gruplarina ait sol ve sag testis dokularinin HSP70 ekspresyon
degerleri (Ortalama = SD)

Sol Testis
Gruplar Ortalama = Standart P Degeri
Sapma
Kontrol 0,69 + 0,06
Kripto Kontrol 1,08 £ 0,05 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 1,05+0,11 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,74 + 0,06
Sag Testis
Gruplar Ortalama = Standart P Degeri
Sapma
Kontrol 0,77 £0,02
Kripto Kontrol 1,02 £ 0,03 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,96 £+ 0,05 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,79 +£0,12




Tablo 4. 2. Deney gruplarina ait sol ve sag testis dokularinin HSP70 ekspresyon

degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Sol Testis HSP70 Ekpresyon Degerlerinin Gruplar Arasi

Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,843
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,920
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol 0,920
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,843
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Sag Testis HSP70 Ekpresyon Degerlerinin Gruplar Arasi .
P Degeri
Karsilastirilmasi
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,006
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,937
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,579
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,002
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,006
Kripto Kontrol 0,579
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,016
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,937
Kripto Kontrol * 0,002
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,016

* statistiksel olarak anlamli
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Ml Sol Testis
IE Saq Testis

1,204

1,00

0,807

0,60

HSP70 Ekspresyonu

0,207

Kortrol Kripto Kortrol Kripto + 400mafkg MOLE Kripta + 800makg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 1. HSP70 ekspresyon degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasini gosteren
grafik



4. 4. Biyokimyasal Bulgular

4.4.1. SOD (Siiperoksit Dismutaz)

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan si¢anlarin sol ve sag testis dokularinda
SOD degerleri 6lgiildii. Bu sonuglara gore sol ve sag testis dokularinin gruplar arasi
SOD degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p=0,001 - p=0,001).
(Tablo 4. 3.).

Tablo 4. 3. Deney gruplarina ait sol ve sag testis SOD degerleri (Ortalama + SD) ve
gruplar arasi karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis SOD Degerleri
Gruplar (u/mg) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 9,54 + 0,87
Kripto Kontrol 6,27 £ 0,81 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 5,97 + 0,69 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 8,78 + 1,05
Sag Testis SOD Degerleri
Gruplar (u/mg) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 8,85+ 0,65
Kripto Kontrol 6,19+ 0,26 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 6,40 = 0,52 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 8,82+ 1,20

Deney gruplarindaki siganlarin sol ve sag testis SOD degerlerinin gruplar arasi
karsilagtirilmasinda; Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplarin SOD
diizeyleri Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig saptandi
(p=0,001 - p=0,001, p=0,001 - p=0,003). Kripto + 800mg/kg MOLE grubu Kripto
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise SOD diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
bir artig saptandi1 (p=0,007 - p=0,002). Kripto + 800mg/kg MOLE grubu ile Kontrol
grubu karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak her iki grubun SOD diizeylerinde
azalmanin olmadig: saptandi (p=0,615- p=1,000). (Tablo 4. 4.), (Sekil 4. 2.).
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Tablo 4. 4. Deney gruplarina ait sol ve sag testis SOD degerlerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi
Sol Testis Gruplar Arasi1 Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,615
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,963
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,007
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol 0,963
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,003
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,615
Kripto Kontrol * 0,007
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,003
Sag Testis Gruplar Arasi Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,003
Kripto + 800mg/kg MOLE 1,000
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,967
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,002
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,003
Kripto Kontrol 0,976
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,003
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 1,000
Kripto Kontrol * 0,002
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,003

* statistiksel olarak anlamli
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Il Sl Testis
[ saj Testis

10,00

6,00

SOD (u/mg)

4,00

2,00+

Kripto + 400maikg MOLE Kripto + B00mg/kg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 2. SOD degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasini gosteren grafik

4. 4. 2. MDA (Malondialdehit)

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan sicanlarin sol ve sag testis dokularinda
MDA degerleri 6lgiildii. Bu sonuglara gore sol testis dokularinin gruplar arast MDA
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p=0,001). Ancak sag testis
dokulariin gruplar arast MDA degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p=0,828). (Tablo 4. 5.).
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Tablo 4. 5. Deney gruplarina ait sol ve sag testis MDA degerleri (Ortalama + SD) ve
gruplar arasi karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis MDA Degerleri
Gruplar (nmol/mg) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 2,38 £ 0,08
Kripto Kontrol 3,73 +0,19
- 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 2,72 +£0,16
Kripto + 800mg/kg MOLE 2,36 £ 0,05
Sag Testis MDA Degerleri
Gruplar (nmol/mq) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 2,32 +0,08
Kripto Kontrol 2,27 +£0,29 0.828
Kripto + 400mg/kg MOLE 2,38+0,11 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 2,33+£0,08

Deney gruplarindaki sicanlarin  sol testis MDA degerlerinin  gruplar arasi
karsilagtirilmasinda; Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplarin MDA
diizeyleri Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi saptandi
(p=0,001 - p=0,005). Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplari
Kripto Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak MDA diizeylerde
anlamli bir azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kripto + 800mg/kg MOLE grubu ile
Kontrol grubu karsilagtirildiginda ise istatistiksel olarak her iki grubun MDA
diizeylerinde artisin olmadigi saptandi (p=0,977 - p=0,999). (Tablo 4. 6.), (Sekil 4. 3.).

Deney gruplarindaki sicanlarin  sag testis MDA degerlerinin  gruplar arasi
karsilastirilmasinda ise istatistiksel olarak MDA diizeylerinde bir degisimin olmadigi
saptand1 (p=0,828). (Tablo 4. 6.), (Sekil 4. 3.).
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Tablo 4. 6. Deney gruplarina ait sol ve sag testis MDA degerlerinin gruplar arasi

karsilastirilmasi
Sol Testis Gruplar Arasi1 Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,005
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,977
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,005
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,977
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Sag Testis Gruplar Arasi Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol 0,975
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,953
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,999
Kripto Kontrol Kontrol 0,975
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,789
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,947
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol 0,953
Kripto Kontrol 0,789
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,979
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,999
Kripto Kontrol 0,947
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,979

* [statistiksel olarak anlamli
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4,00

3,007

2,00

MDA (nmolimg)

0,00~
ontro Kripta Kortrol Kripto + 400ma/kg MOLE Kripto + 800ma/kg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 3. MDA degerlerinin gruplar aras1 karsilastirilmasini gosteren grafik

4.4, 3. TP (Total Protein)

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan si¢anlarin sol ve sag testis dokularinda TP
degerleri olgiildii. Bu sonuglara gore sol ve sag testis dokularinin gruplar arasi TP

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,981 - p=0,917).
(Tablo 4. 7.), (Sekil 4. 4.).
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Tablo 4. 7. Deney gruplarina ait sol ve sag testis TP degerleri (Ortalama + SD) ve
gruplar arasi1 karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis TP Degerleri
Gruplar (ng/mL) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 233,84 + 39,82
Kripto Kontrol 225,00 £ 47,58 0.981
Kripto + 400mg/kg MOLE 228,50 + 33,28 '
Kripto + 800mg/kg MOLE 223,17 £35,74
Sag Testis TP Degerleri
Gruplar (ng/mL) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 233,59 £ 63,01
Kripto Kontrol 216,17 + 34,12 0.917
Kripto + 400mg/kg MOLE 233,08 + 37,51 '
Kripto + 800mg/kg MOLE 231,92 + 14,27

Bl Sol Testis
[ sad Testis

250,00

200,00

150,00

TP (ugimL)

2 231,92
22050 I

100,00

50,00

0,00

Kripto + B00mg/kg MOLE

Kripto Kontrol Kripto + 400mgikg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 4. Testis TP degerlerinin gruplar aras1 karsilastirilmasini gosteren grafik

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan si¢anlarin kan 6rneklerinde TP degerleri
Olctildii. Bu sonuglara gore gruplar arasi TP degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (p=0,583). (Tablo 4. 8.), (Sekil 4. 5.).
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Tablo 4. 8. Deney gruplarina ait kan 6rneklerinin TP degerleri (Ortalama + SD) ve
gruplar arasi karsilastirmanin P degerleri

TP Serum (ng/mL < .
Gruplar (ng/mL) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 238,92 +£ 21,31
Kripto Kontrol 232,42 +£ 15,08 0.583
Kripto + 400mg/kg MOLE 226,67+ 11,73 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 239,34 + 06,03
g. 150,00
:

T T T
Kortrol Kripto Kortrol Kripto + 400mgikg MOLE Kripto + B00mgikg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 5. Kan TP degerlerinin gruplar aras1 karsilastirilmasini gosteren grafik

4. 5. Morfometrik Bulgular
4.5. 1. Viicut agirhg:

Deneyin baslangicinda ve sonunda olmak iizere; Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto +
400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin
viicut agirliklart tartildi. Bu sonuglara gore; deney Oncesi gruplar arasi viicut
agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.
Deney siiresi toplam 14 giin devam ettiginden dolay1 biitlin si¢anlarin viicut agirliklar:
artmaktadir. Bu yiizden deney sonrasi viicut agirliklar1 da karsilagtirildi ve bu sonuglara
gore gruplar aras1 viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p=0,189 - p=0,507). (Tablo 4. 9.), (Sekil 4. 6.).
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Tablo 4. 9. Deney gruplarina ait sicanlarin viicut agirliklari (Ortalama + SD) ve gruplar
arasi karsilagtirmanin P degerleri

Deney Oncesi Agirlik (gr)
Gruplar P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 30,11 £6,77
Kripto Kontrol 32,67 £7,50 0.189
Kripto + 400mg/kg MOLE 36,22 + 7,33 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 35,67 4,00
Gruplar Deney Sonrasi1 Agirhk (gr) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 81,44 + 16,80
Kripto Kontrol 87,11 £ 15,81 0.507
Kripto + 400mg/kg MOLE 92,11+ 11,97 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 87,78 £ 13,97
Wl Deney Oncesi

100,00

30,00

50,00

Viicut Agirhgr (gr)

40,00

20,00

Gruplar

H Deney Sonrasi

Kripto Kortrol Kripto + 400mgikg MOLE Kripto + 800mgilg MOLE

Sekil 4. 6. Deney oncesi ve sonrasi viicut agirliklarinin gruplar arasi karsilastirilmasini

gosteren grafik
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4.5. 2. Testis agirhg

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin sol ve sag testis agirliklari
tartildi. Bu sonuglara gére gruplar arasi sol ve sag testis agirliklarininda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptandi1 (p=0,001 - p=0,010). (Tablo 4. 10.).

Tablo 4. 10. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis agirliklari (Ortalama + SD)
ve gruplar aras1 karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis (mg)
Gruplar Ortalama + Standart P Degeri
Sapma
Kontrol 373,33 + 83,69
Kripto Kontrol 295,55 £ 55,93 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 411,11 £ 92,66 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 444,44 + 75,85
Sag Testis (mg)
Gruplar Ortalama + Standart P Degeri
Sapma
Kontrol 353,33 £ 97,08
Kripto Kontrol 350,00 + 51,96 0.010
Kripto + 400mg/kg MOLE 448,89 + 83,88 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 463,33 £ 87,18

Deney gruplarindaki siganlarin sol testis agirliklarinin gruplar arasi karsilagtirilmasinda
Kontrol ile Kripto Kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark saptandi
(p=0,005). Tedavi amaglh olusturdugumuz Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE gruplari ile Kripto Kontrol grubu karsilastirildiginda ise testis
agirliklar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi saptandi (p=0,012 - p=0,001).
(Tablo 4. 11.), (Sekil 4. 7.).

Deney gruplarindaki siganlarin sag testis agirliklarinin gruplar arasi karsilagtirilmasinda
ise Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplari ile Kripto Kontrol
grubu karsilastirildiginda ise yine testis agirliklar istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

arttig1 saptandi (p=0,032 - p=0,011). (Tablo 4. 11.), (Sekil 4. 7.).
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karsilastirilmasi

Sol Testis Agirhiklarinin Gruplar Arasi

Karsilastirnlmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,005
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,985
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,930
Kripto Kontrol Kontrol * 0,005
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,012
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol 0,985
Kripto Kontrol * 0,012
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,775
Kripto + 800mg/kg MOLE | Kontrol 0,930
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,775
Sag Testis Agirhklarinin Gruplar Arasi P Degeri
Karsilastirilmasi
Kontrol Kripto Kontrol 0,412
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,547
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,310
Kripto Kontrol Kontrol 0,412
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,032
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,011
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol 0,547
Kripto Kontrol * 0,032
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,974
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,310
Kripto Kontrol * 0,011
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,974

* Istatistiksel olarak anlamli

Tablo 4. 11. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis agirliklarinin gruplar arasi
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[l Sol Testis
[ sad Testis

500,00

Tesits Agirliklan (mg)

Kripto + 400maikg MOLE Kripto + B00maikg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 7. Testis agirliklarinin gruplar arasi karsilagtirilmasini gésteren grafik

4.5. 3. Testis agirhk indeksi (TAI)

Deney gruplarindaki siganlarin TAI degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptand1 (p=0,001). (Tablo 4. 12.).

Tablo 4. 12. Deney gruplarina ait siganlarin testis agirlik indeksi (Ortalama + SD) ve
gruplar arasi karsilastirmanin P degeri

Testis Agirhk indeksi .
Gruplar P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 1,01+ 0,11
Kripto Kontrol 0,77 £ 0,12 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,91+0,12 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,94 £ 0,90

Deney gruplarindaki siganlarn  TAI degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda
Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplar ile Kripto
Kontrol grubu karsilastirildiginda TAI istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig
saptandi (p=0,001 - p=0,043 - p=0,009). (Tablo 4. 13.), (Sekil 4. 8.).
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Tablo 4. 13. Testis agirlik indeksinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Testis Agirhk indeksinin Gruplar Arasi <.
P Degeri
Karsilastirnlmasi
Kripto Kontrol * 0,001
Kontrol Kripto + 400mg/kg MOLE 0,167
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,445
Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,043
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,009
Kontrol 0,167
Kripto + 400mg/kg MOLE Kripto Kontrol * 0,043
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,917
Kontrol 0,445
Kripto + 800mg/kg MOLE Kripto Kontrol * 0,009
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,917
* Istatistiksel olarak anlamli
- b

Testis Agirlik indeksi

0,40

0,20

0,00 T
Kontrol

Sekil 4. 8. Testis agirlik indeksinin gruplar arasi karsilastirilmasini gosteren grafik

T T
Kripto Kantral Kripto + 400mahkg MOLE

Gruplar

T
Kripto + 800mg/kg MOLE
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4. 5. 4. Seminifer tiibiil cap1

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +

800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin sol ve sag testis tiibiil caplar

oOl¢iildii. Bu sonuglara gore gruplar arasi sol ve sag testis tiibiil ¢aplarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptand1 (p=0,001 - p=0,001). (Tablo 4. 14.).

Tablo 4. 14. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis tiibiil ¢aplari
(Ortalama + SD) ve gruplar aras1 karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis Tiibiil Cap1 (n)

Gruplar P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 141,37 £ 5,57
Kripto Kontrol 113,71 £ 6,93 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 125,39 + 7,94 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 141,23 £8,91
Sag Testis Tiibiil Cap1 (n)
Gruplar P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 142,98 + 4,64
Kripto Kontrol 133,52 +£4,62 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 138,45+ 6,15 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 141,79 + 8,52
Deney gruplarindaki sicanlarin  sol testis tlibiil c¢aplarmin  gruplar

arasi

karsilagtirillmasinda Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplart Kontrol

grubu ile karsilastirildiginda seminifer tiibiil ¢aplarda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amagli olusturdugumuz Kripto
+ 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplar ile Kripto Kontrol grubu

karsilastirildiginda ise seminifer tiiblil caplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptand1 (p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto + 800mg/kg MOLE grubu ile Kripto +
400mg/kg MOLE grubu karsilasirildiginda ise Kripto + 800mg/kg MOLE grubunun
seminifer tiibiil ¢aplar1 Kontrol grubuna benzerdi (p=0,999). Ancak Kripto + 400mg/kg

MOLE grubundaki seminifer tiibiil ¢aplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma vardi (p=0,001). (Tablo 4. 15.), (Sekil 4. 9.).
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Deney gruplarindaki siganlarin  sag testis tliblil ¢aplarinin  gruplar arasi
karsilastirilmasinda da yine Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplari
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda seminifer tiibiil caplarda istatistiksel olarak anlaml
bir azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amagh olusturdugumuz
Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplar ile Kripto Kontrol
grubu karsilastirildiginda ise seminifer tiibiil ¢aplarda istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptand1 (p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto + 800mg/kg MOLE grubu ile
Kripto + 400mg/kg MOLE grubu karsilasirildiginda ise Kripto + 800mg/kg MOLE
grubunun seminifer tiibiil ¢aplar1 Kontrol grubuna benzerdi (p=0,568). Ancak Kripto +
400mg/kg MOLE grubundaki seminifer tiibiil ¢aplarinda Kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardi1 ( p=0,001). (Tablo 4. 15.), (Sekil 4. 10.).
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Tablo 4. 15. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis tiibiil ¢aplarinin gruplar

arasi ve grup i¢i karsilastirilmasi

Sol Testis Tiibiil Capimin Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,999
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,999
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Sol Testis Tiibiil Epitel Kalinhiginin Gruplar Arasi P Degieri
Karsilastirilmasi
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,998
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,998
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Grup ici sol ve sag testis tiibiil capinin karsilastirilmasi | P Degeri
Kontrol
Sol Testis ‘ Sag Testis 0.114
Kripto Kontrol
: ; ; . ; 0,001
Sol Kriptorsit Testis ‘ Sag Skrotal Testis *
Kripto + 400mg/kg MOLE 0.001
Sol Kriptorsit Testis ‘ Sag Skrotal Testis * '
Kripto + 800mg/kg MOLE 0.584
Sol Kriptorsit Testis ‘ Sag Skrotal Testis '

* Istatistiksel olarak anlamli

93



Sol Testis

150,00

Tabiil Capi (M)

Kontrol Kripto Kontrol Kripto + 400mgkg MOLE Kripto + 800mgikg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 9. Sol testis tiibiil capininin gruplar arasi karsilastirilmasini gosteren grafik

Sag Testis

150,00

100,00

Tubdl Capi (M)

50,00

Kontrol Kripto Kontrol Kripto + 400mg/kg MOLE Kripto + 800mg/kg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 10. Sag testis tiibiil capininin gruplar arasi karsilagtirilmasini gosteren grafik
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Grup Igi TUbdI Gaplarin Karsilagtinimasi

M S0l Testis
[ Saj Testis
150,001
= 10000
=]
o
5
O
=]
5
= 141,23 141 79)
50,00
0,00

Kontrol Kripto Kontrol Kripto + 400mgikg MOLE Kripto + 800makg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 11. Grup i¢i sol ve sag testis tiibiil capinin karsilagtirilmasini gosteren grafik
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4.5.5. Seminifer tiibiil epitel kalinhig

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin sol ve sag testis tiibiil epitel
kalinliklar1 6l¢tildii. Bu sonuglara gore gruplar arasi sol ve sag testis tiibiil epitel
kalinliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p=0,001 - p=0,001). (Tablo
4.16.).

Tablo 4. 16. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis tiibiil epitel kalinligi
(Ortalama + SD) ve gruplar aras1 karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis Tiibiil Epitel
Gruplar Kalinlig: () P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 38,64 £ 1,40
Kripto Kontrol 27,33 +£2,02 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 30,06 £ 0,55 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 37,06 = 1,23
Sag Testis Tiibiil Epitel
Gruplar Kalinligr () P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 38,47 £1,53
Kripto Kontrol 31,97 £ 1,55 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 34,00 £ 2,16 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 38,55+ 1,26

Deney gruplarindaki siganlarin sol testis tiibiil epitel kalinliklarimin gruplar arasi
karsilagtirilmasinda Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplart Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda seminifer tiibiil epitel kalinliklarda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amagh
olusturdugumuz Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplari ile
Kripto Kontrol grubu karsilastirildiginda ise seminifer tiibiil epitel kalinliklarda
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto +
800mg/kg MOLE grubu ile Kripto + 400mg/kg MOLE grubu karsilasirildiginda ise
Kripto + 800mg/kg MOLE grubunun seminifer tiibiil epitel kalinliklar1 Kontrol grubuna
benzerdi (p=0,998). Ancak Kripto + 400mg/kg MOLE grubunun seminifer tiibiil epitel
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kalinliklarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardi
(p=0,001). (Tablo 4. 17.), (Sekil 4. 12.).

Deney gruplarindaki sicanlarin sag testis tiibiil epitel kalinliklarinin gruplar arasi
karsilastirilmasinda da yine Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplari
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda seminifer tiibiil epitel kalinliklarda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amach
olusturdugumuz Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplari ile
Kripto Kontrol grubu karsilastirildiginda ise seminifer tiibiil epitel kalinliklarda
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto +
800mg/kg MOLE grubu ile Kripto + 400mg/kg MOLE grubu karsilasirildiginda ise
Kripto + 800mg/kg MOLE grubunun seminifer tiibiil epitel kalinliklar1 Kontrol grubuna
benzerdi (p=0,987). Ancak Kripto + 400mg/kg MOLE grubundaki seminifer tiibiil
epitel kalinliklarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardi

(p=0,001). (Tablo 4. 17.), (Sekil 4. 13.).
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Tablo 4. 17. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis tiibiil epitel kalinligimnin

gruplar aras1 ve grup igi karsilastirilmasi

Sag Testis Tiibiill Capinin Gruplar Arasi1 Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,568
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,002
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,568
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,002
Sag Testis Tiibiil Epitel Kalinhginin Gruplar Arasi < .
; Kgrsllastlrllmim b P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,987
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,987
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Grup ic¢i sol ve sag testis tiibiil epitel kalinhiginin P Degeri
karsilastirilmasi
Kontrol
Sol Testis ‘ Sag Testis 0404
Kripto Kontrol 0.001
Sol Kriptorsit Testis ‘ Sag Skrotal Testis * ’
Kripto + 400mg/kg MOLE 0.001
Sol Kriptorsit Testis ‘ Sag Skrotal Testis * ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 0.825
Sol Kriptorsit Testis ‘ Sag Skrotal Testis '

* statistiksel olarak anlamli
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Sol Testis

40,004

Tubul Epitel Kalinhd (p)

Kontrol Kripto Kortrol Kripto + 400mg/kg MOLE Kripto + 800mgkg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 12. Sol testis tiibiil epitel kalinliginin gruplar arasi karsilagtirilmasini gésteren
grafik

Sag Testis

40,004

. 30,007

Tibiil Epitel Kalinhgr (p

Kortrol Kripto Kontral Kripto + 400mg#kg MOLE Kripto + 800mg#kg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 13. Sag testis tiibiil epitel kalinliginin gruplar aras1 karsilastirilmasini gosteren
grafik
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Grup lgi Tiibdl Kalinhklarinin Kargilagtinimasi

M Sol Testis
W saj Testis

40,00

Tibdl Gapi (W)

Kaontrol Kripto Kortrol Kripto + 400mafg MOLE Kripto + 800makg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 14. Grup i¢i sol ve sag testis tiibiil epitel kalinliklarinin karsilastirilmasini
gosteren grafik

4.5. 6. Perivaskiiler fibrozis

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin sol ve sag testis damar
etrafindaki fibrozis kalinliklar1 6l¢iildii. Bu sonuglara gore gruplar arasi sol ve sag testis
damar etrafindaki fibrozis kalinliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi

(p=0,001 - p=0,001). (Tablo 4. 18.).
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Tablo 4. 18. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis damar etrafindaki fibrozis
kalinliklar1 (Ortalama + SD) ve gruplar arasi karsilagtirmanin P degerleri

Gruplar Sol Testis (w) P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 1,32 +£1,02
Kripto Kontrol 6,15+ 3,17 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 422+ 1,44 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 1,92 £ 0,81
Sag Testis - .
Gruplar Ortalamag:l: Standag"l::)Sapma P Degeri
Kontrol 1,67 +1,09
Kripto Kontrol 5,74 £2.37 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 2,41 +0,83 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 1,63 +0,83

Deney gruplarindaki siganlarin sol testis damar etrafindaki fibrozis kalinliklarinin
gruplar arasi karsilastirilmasinda Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplari
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda damar etrafindaki fibroziste istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amagh
olusturdugumuz Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplari ile
Kripto Kontrol grubu karsilastirildiginda ise damar etrafindaki fibroziste istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto + 800mg/kg
MOLE grubu ile Kripto + 400mg/kg MOLE grubu karsilagirildiginda ise Kripto +
800mg/kg MOLE grubunun damar etrafindaki fibrozisi Kontrol grubuna benzerdi
(p=0,595). Ancak Kripto + 400mg/kg MOLE grubunun damar etrafindaki fibroziste
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis vardi (p=0,001). (Tablo 4.
19.), (Sekil 4. 15.).

Deney gruplarindaki siganlarin Sag testis damar etrafindaki fibrozis kalinliklarinin
gruplar arasi karsilagtirilmasinda ise Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE
gruplar1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda damar etrafindaki fibroziste istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptandi (p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amach
olusturdugumuz Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE gruplari ile
Kripto Kontrol grubu karsilagtirildiginda ise damar etrafindaki fibroziste istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptandi (p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto + 800mg/kg
MOLE grubu ile Kripto + 400mg/kg MOLE grubu karsilasirildiginda ise Kripto +
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800mg/kg MOLE grubunun damar etrafindaki fibrozis Kontrol grubuna benzerdi
(p=0,830). Ancak Kripto + 400mg/kg MOLE grubunun damar etrafindaki fibroziste
Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis vard: (p=0,001). (Tablo 4.
19.), (Sekil 4. 15.).

Tablo 4. 19. Deney gruplarina ait si¢anlarin sol ve sag testis damar etrafindaki fibrozis
kalinliklarinin gruplar arasi karsilastirilmast

Sol Testis Gruplar Arasi Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,595
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001

Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001

Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,595
Kripto Kontrol * 0,001

Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Sag Testis Gruplar Arasi Karsilastirilmasi P Degeri

Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,830
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001

Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001

Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,025
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,830
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,025

* statistiksel olarak anlamli
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W Sol Testis
W saf Testis

6,00

400

Perivaskiiler Fibrozis (u)

2,00

Kripto + 800mgkg MOLE

Kripto Kontral Kripto + 400mg/kg MOLE

Gruplar

Sekil 4. 15. Sol ve sag testis damar etrafindaki fibrozis kalinliklarinin gruplar arasi
karsilagtirilmasini gosteren grafik
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4.5. 7. Apoptozisin degerlendirilmesi

Deneyin sonunda Kontrol, Kripto Kontrol, Kripto + 400mg/kg MOLE ve Kripto +
800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin sol ve sag testis dokularindaki
apoptozisi degerlendirmek i¢in H Skoru yapildi. Bu sonuglara gore gruplar arasi sol

testis apoptozis degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p=0,001).

Ancak sag testis apoptozis degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p=0,069). (Tablo 4. 20.).

Tablo 4. 20. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis apoptozis degerleri
(Ortalama + SD) ve gruplar arasi karsilastirmanin P degerleri

Sol Testis H Skoru Degerleri . .
Gruplar P Degeri
Ortalama + Standart Sapma
Kontrol 0,10+ 0,30
Kripto Kontrol 3,64 £ 0,61 0.001
Kripto + 400mg/kg MOLE 2,25 + 0,84 ’
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,22 + 0,42
Sag Testis H Skoru Degerleri . .
Gruplar grtalama + Standart Sagpma P Degeri
Kontrol 0,08 0,28
Kripto Kontrol 0,24 +£ 0,43 0.069
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,19 + 0,39 '
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,10+0,30

Deney gruplarindaki sicanlarin sol testis apoptozis degerlerinin gruplar arasi
karsilastirilmasinda; Kripto Kontrol ve Kripto + 400mg/kg MOLE gruplart Kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda apopitoziste istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi
(p=0,001 - p=0,001). Kontrol ve tedavi amagl olusturdugumuz Kripto + 400mg/kg
MOLE ve Kripto + 800mgkg MOLE gruplart ile Kripto Kontrol grubu
karsilastirildiginda ise apopitoziste istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi
(p=0,001 - p=0,001 - p=0,001). Kripto + 800mg/kg MOLE grubu ile Kripto + 400mg/kg
MOLE grubu karsilasirildiginda ise Kripto + 800mg/kg MOLE grubundaki apopitozis
Kontrol grubuna benzerdi (p=0,684). Ancak Kripto + 400mg/kg MOLE grubundaki
apopitoziste Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig vardi (p=0,001).
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(Tablo 4. 21.), (Sekil 4. 16.). Deney gruplarindaki siganlarin sag testis apoptozis

degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasinda ise apopitozis biitiin gruplarda izlenmedi.

Tablo 4. 21. Deney gruplarina ait siganlarin sol ve sag testis apoptozisin gruplar arasi

ve grup i¢i karsilastirilmasi

Sol Testis Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,684
Kripto Kontrol Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol * 0,001
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE * 0,001
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,684
Kripto Kontrol * 0,001
Kripto + 400mg/kg MOLE * 0,001
Sag Testis Gruplar Arasi Karsilastirilmasi P Degeri
Kontrol Kripto Kontrol 0,096
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,411
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,994
Kripto Kontrol Kontrol 0,096
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,866
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,169
Kripto + 400mg/kg MOLE Kontrol 0,411
Kripto Kontrol 0,866
Kripto + 800mg/kg MOLE 0,571
Kripto + 800mg/kg MOLE Kontrol 0,994
Kripto Kontrol 0,169
Kripto + 400mg/kg MOLE 0,571

* statistiksel olarak anlaml
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5. TARTISMA VE SONUC

Kriptorsidizm erkek ¢ocuklarda en yaygin gorilen gelisimsel bir bozukluktur.
Kriptorsidizm genelde %85 tek tarafli olarak gelismektedir. Kriptorsit testis histolojik
calismalarinda, gonositlerin olgunlasmasindaki bozukluk sonucu germ hiicrelerin sayist,
erkek cocukta 2 yasindan sonra anlamli diizeyde azalmaya basladigini ve infertilite ile
sonuglandigin1  gostermektedir. Ayrica bu c¢alismalar kriptorsidizm sorunu olan
erkeklerde sperm sayilarinin azaldigimi da gostermektedir. Kriptorsidizm sonucu
spermin azalma mekanizmasi hala net bir sekilde bilinmemektedir. Ancak bazi
calismalarda; kriptorsidizm sonucu ROS artmasinin, sperm hareketliliginin azalmasinin,
sperm DNA hasarinin olusmasinin, hiicre proliferasyonunun azalmasinin ve germ
hiicrelerinin apoptoza ugramasinin sperm sayisinin azalmasinda etkili bir mekanizma

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (1, 26-28).

Yapilan ¢alismalarda oksidatif stresin kriptorsidizm sonucu olusan testikiiler hasar
patogenezisinde Onemli bir rol oynadigi bildirilmistir. Seminifer tiibiil atrofisi ve
apoptozisinin, ROS'un artis1 ile baglantili oldugu disiiniilmektedir. Ayrica oksidatif
stresin artmasi sonucunda olusan hasar1 azaltmak icin SOD diizeyinin azaldigi, MDA
diizeyinin arttigt ve HSP70 proteinlerinin arttigi da bildirilmistir. Son yillarda
kriptorsidizm sonucu olusan hasarlar1 azaltmak amaciyla antioksidan maddelerin

kullanimi {izerinde bolca galismalara rastlanmaktadir (26, 27, 78).

Antioksidan maddelerin kullanimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ayrica antioksidan
maddelerin doza bagli olarak toksik etkileri {izerinde de calismalar yapilmistir. Ve bu
caligmalarda antioksidan maddelerin doza bagl olarak hiicrede veya dokuda toksik
etkilere sahip olabilecegi de gosterilmistir. Ayrica antioksidan maddelerin zararli olup
olmadigmi degerlendirmek i¢cin SOD, MDA ve TP gibi bircok biyokimyasal
parametrelere bakilmistir (2, 79).

Literatiir taramasinda Moringa Oleifera bitkisinin antioksidan etkilerine dair bir takim
caligmalar mevcuttur. Ancak bu bitkinin testis hasar1 lizerindeki etkisi veya doza bagh

olarak antioksidan ya da oksidan etkisi olduguna dair ¢alismalar kisith kalmaktadir.

Chaki ve arkadaglar1 (2005) her grupta 12 adet sican olmak {izere kriptorsidizm modeli

olusturulduktan sonra 1., 3., 5., 7. ve 15. giinlerde sakrifiye ederek kriptorsidizmin giine
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bagli olarak testis ilizerindeki etkilerini incelemigler ve kriptorsidizm sonucu 1. ve 3.
giinlerde sakrifiye edilen sican testislerinde piknotik ve dev hiicrelerin arttigini, 5.
giinde sakrifiye edilen sigan testislerinde ise ayni sekilde piknotik ve dev hiicrelerin
artisinin devam ettigini ve germ hiicrelerin dagilmasini ve azalmasini, 7. ve 15. giinlerde
sakrifiye edilen sican testislerinde ise tamamen germ hiicre kaybmin oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica giine bagli olarak sigan testislerinin seminifer tiibiillerinde

apoptozisin anlaml diizeyde arttigin1 gostermislerdir (80).

Bizim c¢alismamizda; Tek tarafli kriptorsidizm olusturulmus grubun sol testis
orneklerinde; seminifer tiibil epitel kalinhiginda (p=0,001) ve tiibiil caplarinda
(p=0,001) azalma, germinatif epitelin bazal membrandan ayrilmasi, liimene hiicre
dokiilmesi ve hiicreler arasi vakuolizasyon, interstisyel alanda tiibiillerin birbirinden
ayrilmasi ve 6dem gibi histopatolojik bulgular tespit edildi. Kriptorsidizm vakalarindaki
literatlir taramamizda daha Once seminifer tiibiil epitel kalinliginin ve ¢apinin
Ol¢iilmedigi gozlemlendi. Seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinliginindaki bu azalmanin
germ hiicrelerinin bazal membrandan ayrilmasi, hiicre siralanmasinin bozulmasina ve

liimene hiicre dokiilmesi ile iliskili olabilecegi kanisina varildi.

Calismamizin ilk dozu olan 400mg/kg MOLE grubunun sol kripto testis orneklerinde,
Kripto grubuna gore seminifer tiiblil epitel kalinliginda ve tiibiil ¢aplarinda artis
gozlendi (p=0,001, p=0,001) ve interstisyel alanda seminifer tiibiiller arasi ayrilma
gozlenmezken O6demin devam ettigi izlendi. Ayni tedavi grubunun sag skrotal testis
orneklerinde ise sol kripto testis Orneklerine nazaran interstisyel alandaki 6demde
azalma ve seminifer tiibiil epitel kalinhiginda (p=0,001) ve tiibiil ¢apinda (p=0,001)
anlaml bir artis tespit edildi.

Calismamizin ikinci dozu olan 800mg/kg MOLE grubunun sol kripto testis
orneklerinde, Kripto grubuna gére seminifer tiibiil epitel kalinliginda (p=0,001) ve tiibiil
caplarinda (p=0,001) anlaml1 bir artis ve diger histopatolojik hasarlarda belirgin bir
azalma gozlendi. Ayni tedavi grubunun sag skrotal testis 6rneklerinde ise sol kripto
testis Ornekleri arasinda herhangi bir fark saptanmadi ve Kontrol grubunun testis

orneklerine benzer histolojik yapida izlendi.

Tao ve arkadaglar1 (2006) 5-8 yas arasi Cynomolgus macaque tiirii maymunlarda her
grupta 3 adet olacak sekilde; 1 adet kontrol, 6 adet kriptorsidizm olusturulmus toplam 7

grup kullanmislardir. Bu ¢calismada maymunlari izleyen 1., 3., 5., 7., 10. ve 15. giinlerde
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sakrifiye ederek kriptorsidizmin giine bagli olarak testis iizerindeki etkilerini
incelemisler ve hi¢bir islem yapilmamis kontrol grubu ile kiyaslamiglar. Kriptorsidizm
sonucu giine bagl olarak seminifer tiibiil epitel yapisinin 5. giinden sonra bozulmaya
basladigini, ¢cok ¢ekirdekli dev hiicrelerinin 10. giinden sonra artmaya basladigini ve 15.
giinde ise seminifer tiibiil germ hiicre kaybinin arttigini géstermisler. Ayrica giine bagh
olarak apoptozisin arttigini, Western Blot ve iImmiinohistokimya ¢alismalarinda ise yine

giine bagli olarak HSP60 protein konsantrasyonunun arttigini gostermislerdir (28).

Bizim c¢alismamizin apopitozis H skorlamasimin degerlendirilmesinde ise Kontrol
grubun sol ve sag testisleri arasinda (p=0,849) anlamli bir fark saptanmadi. Kripto
olusturulmus sol testis apopitozisinde ise Kontrol gruba gore (p=0,001) anlaml1 bir artis
bulunurken sag inmis testiste (p=0,096) bir fark saptanmadi. Kripto grubunun sol ve sag
testis karsilagtirllmasinda ise (p=0,001) sol testiste apopitozisin arttigi, sag skrotal

testiste ise bu artisin olmadig tespit edildi.

MOLE uygulanan 1. dozda (400mg/kg) kripto sol testiste Kontrol (p=0,001) ve Kripto
grubuna (p=0,001) gore apopitozisin azaldigini tespit etmemize ragmen bu azalma
istatistiksel olarak anlami bulunmadi. MOLE'nin bu dozunun apopitozis {izerinde yeterli
etkisi olmadigina karar verildi. Ayn1 tedavi grubunun sag skrotal testis 6rneklerinde ise
sol kripto testise gore apopitozisin olmadig1 saptanirken (p=0,001), Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bu dozda bir fark bulunamadi. (p=0,411).

MOLE uygulanan 2. dozda (800mg/kg) ise sol kripto (p=0,684) ve sag skrotal testiste
(p=0,994) Kontrol grubuna benzer sekilde apopitozis goriilmedi. Kripto + 800mg/kg
MOLE sol kripto ve sag skrotal testis karsilagtirilmasinda ise apopitozis yoniinden bir
birine benzer bulundu (p=0,182). Apopitozis agisindan MOLE'nin 2. dozu daha etkin

bulundu.

Erata ve arkadaslar1 (2007) infertilite sorunu i¢in androloji laboratuarina bagvuran 37 ve
ayrica 13 fertil olan toplam 50 erkek donérlerden semen orneklerini elde etmislerdir.
Infertil 6rneklerdeki semen analizinde; 17'si astenospermik, 13'ii oligoastenospermik ve
7'si azospermik olarak tespit edilen spermlerde ayrica HSP70 protein konsantrasyonuna
bakmislardir. Azospermik oOrneklerde HSP70 ekspresyonun olmadigini ancak
astenospermik ve oligoastenospermik orneklerde HSP70 ekspresyonunun arttigini

saptamislardir (81).
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Bizim g¢aligmamizda ise Kripto grubunun sol kripto (p=0,001) ve sag skrotal testis
(p=0,001) 6rneklerinde HSP70 ekspresyonunun Kontrol grubuna gére anlamli bir artis
saptandi. Bu sonug¢ bize oksidatif hasar acisindan tek tarafli kriptorsidizm gelismis

testislerde diger inmis testisin de etkilendigini gosterdi.

Kripto + 400mg/kg grubunun sol kripto (p=0,001) ve sag skrotal testis (p=0,006)
orneklerinde de Kontrol gruba gére HSP70 ekspresyon degerlerinde anlamli bir artis
saptanmistir. Bu sonugla MOLE'nin 1. dozunun oksidatif stresi azaltmakta etkin doz

olmadig1 kanaatine varildi.

Kripto + 800mg/kg grubunun sol kripto (p=0,843) ve sag skrotal testis (p=0,937)
orneklerinde Kontrol gruba gére HSP70 ekspresyon degerlerinde anlamli bir artis
saptanmadi. HSP70 protein ekspresyonunun artirmamast MOLE'in 2. dozunun

oksidatif stresi azaltmakta etkin doz oldugu sonucuna varildi.

Afolabi ve arkadaglar ise (2013); 20 adet Wistar Albino cinsi sigan testisleri lizerinde
yaptiklart 15 giinlik bir ¢alismada 200 mg/kg Moringa oleifera bitkisinin
yapraklarindan metanolik ekstrakt elde ederek ve bu ekstraktin kriptorsidizm sonucu
azalmakta olan, testis agirliklarini ve sperm sayisini arttirdigini géstermislerdir. Ayrica
biyokimyasal parametrelerde kriptorsidizm sonucu azalmakta olan SOD diizeylerinin
ekstrakt sonucu arttiini, artmakta olan MDA diizeyinin ekstrakt sonucu azaldigini ve
kriptorsdizm sonucu TP diizeyinin istatistiksel olarak degismedigini ancak ekstrakt ile

tedavi sonrasinda TP diizeyinde anlamli bir artig gostermislerdir (2).

Bizim SOD degerlendirmemizde ise; Kontrol sol ve sag testis ile Kripto grubunun sol
kripto (p=0,001) ve sag skrotal testis (p=0,001) karsilastirilmasinda anlamli diizeyde
azaldig tespit edildi.

MOLE"in 1. doz SOD &l¢timiinde; sol kripto (p=0,001) ve sag skrotal testis (p=0,003)
orneklerinin Kontrol gruba gore anlaml diizeyde azaldigi tespit edildi. Ayrica Kripto
grubunun sol kripto (p=0,963) ve sag skrotal testis (p=0,967) SOD degerleri arasinda
herhangi bir fark saptanmadi. MOLE'nin bu dozu dahi SOD ig¢in etkin bulundu.

MOLE"in 2. doz SOD 6lgtimiinde; sol kripto (p=0,007) ve sag skrotal (p=0,002) testis
orneklerinin Kripto grubuna gore anlamli bir azalma saptandi. Aynmi dozun Kontrol

grubu ile karsilastirilmasinda sol kripto (p=0,615) ve sag skrotal testis (p=1,000) SOD
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degerlerinde herhangi bir fark saptanmadi. SOD degerleri agisindan MOLEin bu 2.
dozu da etkin bulundu.

MDA degerlerinde ise; Kontrol sol ile Kripto grubunun sol kripto testis (p=0,001)
karsilagtirillmasinda anlamli diizeyde arttigi ancak sag skrotal testis (p=0,975)

karsilastirilmasinda ise artmadig tespit edildi.

MOLE"in 1. doz MDA d4lgiimiinde; sol kripto testisinde (p=0,001) Kontrole gore
anlamli bir artis tespit edilirken sag skrotal testise (p=0,789) anlamli bir fark
saptanmadi. MOLE'nin bu dozu sol kripto testisi etkilerken sag testiste stabil seyretmesi

ile bu dozun etkinligi gosterilmis oldu.

MOLE'nin 2. doz MDA ©&lgiimiinde; sol kripto testis ile Kripto grubunun MDA
degerleri karsilastirildiginda kripto sonrasi artmakta olan MDA degerlerinin (p=0,001)
anlamli diizeyde azalirken sag skrotal testiste (p=0,789) bir fark saptanmadi. Ayni
dozun Kontrol grubu ile karsilastirilmasinda sol kripto (p=0,977) ve sag skrotal testis
(p=0,999) MDA degerlerinde herhangi bir fark saptanmadi. Bu dozda MOLE her iki
testiste MDA agisindan benzer etkinlikte saptandi.

Testis dokularindaki TP degerlerinin gruplar arasi karsilagtirilmasinda; sol kripto
(p=0,981) ve sag skrotal testis orneklerinde (p=0,917) istatistiksel olarak herhangi bir
fark saptanmadi. Kriptorsidizmden etkilenmeyen TP degerlerinin bizim ¢aligmamizda
kullandigimiz MOLE'nin sulu ekstraktinin her iki dozu sonrasi da degismedigini
saptadik. Boylece MOLE'nin sulu ekstraktinin Afolabi ve arkadaslarinin kullandigi
MOLEin 200mg/kg metanolik ekstraktina gore daha etkili oldugunu saptadik. Ayrica
calismamizda kandaki TP degerlerine (p=0,583) baktigimizda dokudaki gibi TP
degerlerinin degismedigi tespit edildi. Bu kan TP sonuglar1 da dokudaki TP degerlerinin

dogrulugunu desteklemis oldu.

Calismamizin testis agirliklariin degerlendirilmesinde ise; Kontrol sol ile Kripto
grubunun sol kripto testis (p=0,005) agirliklar1 arasinda anlamli bir azalma saptandi
ancak Kontrol sag ile Kripto sag skrotal testis (p=0,412) agirliklar1 arasinda ise herhangi

bir fark saptanmadi.

MOLEin 1. ve 2. doz uygulamalarinda sirasiyla sol kripto (p=0,012, p=0,001) ve sag
skrotal testis (p=0,032, p=0,011) agirliklar1 Kripto grubu ile karsilastirildiginda bu

gruptaki her iki testislerinin agirhigimnin anlamli olarak arttig1 saptandi.
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Ancak bu her iki dozdaki sol kripto (p=0,985, p=0,930) ve sag skrotal testis (p=0,547,
p=0,310) agirliklarinin artis1 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda yine anlamli bir artis
tespit edildi. Bu yiizden biitiin gruplara testis agirlik indeksi (TAI) yapilarak
degerlendirildi ve elde ettigimiz sonuglara gore Kontrol ile Kripto grubu
karsilastirildiginda Kripto grubundaki TAI degerlerinde azalma tespit edildi (p=0,001).
MOLE'in 1. ve 2. dozunun Kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir fark
saptanmadi (p=0,167, p=0,445). Afolabi ve arkadaslari ¢alismalarinda sadece testis
agirhiklarimi kiyaslamis ve tedavi sonrasi agirlik artisi tespit etmisler. Biz ise testis
agirliklarinin degerlendirilmesinde testis agirlik indeksini kullanarak daha dogru sonuca

varildigini gostermis olduk.

Awodele ve arkadaslar1 (2011) ortalama 100 gr agirlikta olan 24 adet yetiskin sigan
kullanmiglar ve 60 giin boyunca giinliik 250, 500 ve 1500mg/kg dozlarda evaporasyon
(buharlastirma) yontemi ile elde ettikleri moringa ekstraktini oral olarak vermisler ve
hi¢ bir islem yapilmamis kontrol grubu ile subkronik toksisite ¢alismasini yapmaislar.
Deney sonunda si¢anlarin viicut agirliklarina bakmiglar ve gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptamamigslardir. Ayrica SOD, CAT, MDA ve GSH gibi
biyokimyasal parametrelerde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptamamislardir (82).

Deneyimizin baslangicinda ve sonunda olmak iizere; Kontrol, Kripto, Kripto +
400mg/kg MOLE ve Kripto + 800mg/kg MOLE deney gruplarindan olusan siganlarin
vicut agirliklart tartildi ve bu sonucglara gore, deney Oncesi gruplar arasi viicut
agirliklarinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0,189). Ayrica deney sonrasi viicut
agirliklar1 da karsilagtirildi ve deney sonrasinda da viicut agirliklarinda gruplar arasi
anlaml1 bir farkin olmadig: saptandi (p=0,507). Boylece Awodele ve arkadaslarinin ve
bizim c¢alismamizin sonuglart MOLE'in kullanilan dozlarda zayiflatict etkisinin
olmadigini gostermis oldu. Her bir hayvanin deney sonundaki agirlik artig1 hayvanlarin

deney siiresince biiylimesine baglandi.

Francavilla ve arkadaslari (1979); 7 adet ergen erkekte (7-12 yaslarinda ¢ift tarafli
kriptorsidizm tanis1 konulmus ve cerrahi yontemle indirilmis), 5 adet yetiskin erkekte
(7-15 yaslarinda ¢ift tarafli kriptorsidizm tanisi konulmus ancak kendiliginden inmis
yada farmakolojik ajanlarla indirilmis), 8 adet yetiskin erkekte (6-16 yaslarinda cerrahi

yontemle indirilmis) ve 5 adet 16-40 yas arasinda olan erkeklerde hala kriptorsidizm
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sorunu olan testislerinde kriptorsidizm ve tedavi sonrasinda seminifer tiibiil yapilarini
ve damar yapilari incelemisler. Kriptorsit testislerdeki seminifer tiibiil arasindaki

damarlarda bag dokunun arttigin1 gostermislerdir (83).

Bizim c¢alismamizda da Kripto testislerde interstisyel alanda vaskuler fibrozis izlendigi
i¢cin dokulara TRI boyamasi yapilarak fibrozis kalinligi 6l¢iildii. Kontrol sol testis ile
Kripto grubunun sol kripto testisi arasinda vaskiiler fibroziste artis gozlendi (p=0,001).
MOLEin 1. dozunun sol kripto testisinde vaskiiler fibroziste azalma gézlemlenmesine
ragmen bu azalis Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,001). Kontrol sag testis ile Kripto grubunun sag skrotal testisi arasinda
vaskiiler fibroziste artis gozlendi (p=0,001). MOLE'nin 1. dozunun sag skrotal testisinde
vaskiiler fibrozis Kontrol grubu ile karsilastirildiginda vaskiiler fibrozisteki azalmanin
anlamli olmadigi bulundu (p=0,001). MOLE'nin 2. dozunun sag skrotal testis ile
Kontrol sag testis karsilastirildiginda vaskiiler fibrozis Kontrole benzer bulundu

(p=0,830).

Sonug¢ olarak c¢alismamizda; deneysel kriptorsidizm olusturulmus sigan testislerinde
ortaya c¢ikan hasarin histomorfolojik, biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve western
blot yontemleri ile gosterilmesini ve bu hasarlar lizerinde MOLE'nin doza bagh

tyilestirici etkisini gostermeyi amacladik. Elde ettigimiz sonuglara gore:

Kriptorsit testislerde histomorfolojik olarak; Seminifer tiibiil epitelde germ hiicrelerinin
bazal membrandan ayrilmasi, epitel kalinliginda incelme, tiibiil ¢apinda azalma, liimene
hiicre dokiilmesi ve germ hiicre siralanmasinda bozulma, tiibiiller arasi 6dem,
damarlarda konjesyon ve perivaskiiler fibrozis izlendi. MOLE'in 1. dozu (400mg/kg)
ve MOLE'in 2. dozunun (800mg/kg) bu hasarlar iizerinde anlamli olarak iyilestirici
etkisi gozlendi. Ancak tiibiil epitel kalinlig1 ve capindaki azalmanin, tiibiiller arasi
O6demin, perivaskiiler fibrozisin diizelmesinde MOLE'nin 2. dozunun daha etkin oldugu
saptanmistir. Ayrica MOLE'nin popiiler olan zayiflatict etkisi her iki dozda da

gbzlenmemistir.

Literatiir taramas1 sonucunda deneysel testikiiler ¢alismalarda sadece testis agirliklarinin
kiyaslandigin1 gézlemledik. Biz de bu ¢aligmamizda testis agirliklarint kiyasladigimizda
MOLEin 2. dozunu daha etkin bulduk. Ancak Testis Agirhik Indeksini (TAI)
uyguladigimizda MOLE'nin her iki dozunun da esit derecede etkili oldugunu saptadik
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ve calismalarda agirlik kiyaslamasi icin TAI formiiliiniin uygulanmasinin daha dogru

sonuca ulastirdigina karar verdik.

Apopitozis ve Ist Sok Proteini (HSP70/ISP70) diizeylerini saptamak i¢in yaptigimiz
immiin boyama ve western blot ¢alismalarinda MOLE'in 1iyilestirici etkisini saptadik

ve 2. dozunun daha etkili oldugunu tespit ettik.

Biyokimyasal caligmalarimizdan olan SOD parametreleri lizerine 1. dozunun etkisiz,
MDA iizerinde ise 2. dozun daha etkili olmasina ragmen her iki dozda da anlamli bir
artis tespit ettik. Kan ve doku TP miktarinda ise MOLE'in etkisinin bulunmadigini
tespit ettik.

Bu calismayi planlarken Moringa Oleifera bitkisinin antioksidan etkisinin doz artimu ile
oksidan etkiye doniigebilecegini ongorerek (400-800mg/kg) iki farkli doz kullandik.
Ancak MOLE her iki dozda da antioksidan etkimeye devam etti. Bundan sonraki
calismalarda antioksidan maddelerin yiliksek dozda kullanildiginda oksidan etkiye
donistiiginii  gosterebilmek i¢in MOLE'nin daha yiiksek dozlarda da calisilmasi

gerektigine karar verdik.
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9-11 Subat 2017: SAGLIK ALANINDA PROJE YAZIMI VE HUCRE OLUMU
ARASTIRMALARINDA YENI TEKNIKLER CALISTAYI - GEBZE TEKNIiK
UNIVERSITESI, GEBZE/KOCAELI

31 Mart 2017: KANSER TEDAVISINDE IMMUNOTERAPI - GAZIANTEP
SANKO UNIVERSITESI

7 Mayis 2017: PKOS VE INFERTILITEDE GUNCEL YAKLASIMLAR KURSU -
GAZIANTEP DiVAN OTEL

ULUSAL VE ULUSLARARASI BILIMSEL TOPLANTILARDA
SUNULAN VE BILDIiRi KITABINDA BASILAN BILDIRILER

Wistar Albino Siganlarda Sisplatinin Indiikledigi Testis Hasarina Kars1 Kurkuminin
Koruyucu Etkisi. Nuray Bayat, Hiilya Birinci, Muhammetnur Tekayev, Mehmet
Yiincii. Uluslararas1 Katilimli XIII. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, Izmir,
30 Nisan — 3 Mayis 2016. (Cell & Tissue Biology Research Turkish Histology and
Embryology Society; www.ctbiol.com) (http://www.thed.org.tr/Eklenti/114 xiii-
thedctbrabstractkitabi.pdf?0)

Preeklampsili Gebelerin Gobek Kordonunda Anjiyogenezisin Arastirilmasi. Emel
Ugar, Mehmet Yiincii, Mete Giirol Ugur, Nuray Bayat, Ayhan Eralp, Muhammetnur
Tekayev. Uluslararast Katilimli XIII. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, Izmir,
30 Nisan — 3 Mayis 2016. (Cell & Tissue Biology Research Turkish Histology and
Embryology Society; www.ctbiol.com) (http://www.thed.org.tr/Eklenti/114 xiii-
thedctbrabstractkitabi.pdf?0)
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