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OZET

Kirmuzi Led Isigin Yash Ve Eriskin Ratlarda Testis Histolojisi Ve Sperm
Parametreleri Uzerine Olasi Terapotik Etkileri

Giris ve Amag: Testisler, erkek iireme sisteminin en temel organlar1 arasinda yer
almakta olup, sperm iiretimi ve erkek cinsiyet hormonlarinin sentezinden sorumludur.
Yaslanmayla birlikte testis dokusunda seminifer epitelde incelme, tiibiil capinda azalma,
testosteron seviyelerinde diisiis ve sperm parametrelerinde belirgin bozulma ortaya
cikmaktadir. Fotobiyomodiilasyon temelli non-invaziv uygulamalarin son yillarda cesitli
dokular tizerinde diizenleyici ve rejeneratif etkilere sahip olabilecegi gosterilmis olsa da,
kirmizi1 LED 1s181nin testikiiler yap1 ve sperm kalitesi iizerindeki etkilerini yasa gore
karsilagtirmali olarak degerlendiren ¢alisma sayist sinirlidir. Bu ¢alismada, kirmizit LED
1s181n1n erigkin ve yaslh ratlarda testis histolojisi ve sperm parametreleri iizerine olasi
diizenleyici etkilerinin arastirilmast amaglanmastir.

Gerec ve Yontem: Bu calisma Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onay1 sonrasit (24.04.2025/karar no:1) 24 erkek Wistar-Albino sican
kullanilarak yapilmistir. Caligmada agirliklarina ve yaslarina gore eriskin ve yash erkek
Wistar-Albino siganlardan olusan her grupta 6 adet sigan bulunan dort grup kullanilmigtir:
Eriskin kontrol (G1), eriskin LED (G2), yash kontrol (G3) ve yasli LED (G4). Tiim
siganlar standart laboratuvar kosullarinda 12 saat aydinlik—12 saat karanlik dongiistinde
30 giin boyunca barindirilmistir. LED gruplarinda kirmizi LED 15181 (2835 SMD Serit
Led; 4.8 W/620-750 nm/ 155 Im) sigan kafeslerinin 20 cm tiizerine yerlestirilip her giin
ayni protokole gore uygulanmigti. Deney sonunda alinan testis doku ornekleri
histomorfometrik ve immiinhistokimyasal acidan degerlendirilmis, alinan kan
orneklerinden de biyokimyasal parametreler dlgiilmiistiir. Istatistik analizleri SPSS 20.0
programinda gercgeklestirilmis ve p<0,05 6nemli kabul edilmistir.

Bulgular: Gruplar arasinda SOD (p=0,272), GPX1 (p=0,001), Melatonin
(p=0,102), LH (p=0,267) biyokimyasal degerlerinde anlamli fark bulunmamistir.
Testosteron (p<0,001) ve MDA (p<0,001) diizeyleri agisindan G1-G2 ve G3—G4 gruplar1
arasinda anlamli farkliliklar saptandi. Histolojik degerlendirmelerde ise seminifer tiibiil
epitel kalinlig1 (p<0,001), sperm sayist (p<0,001) ve sperm motilitesi (p<0,001)
bakimindan gruplar arasinda anlamli farklar belirlendi. Ozellikle G4 grubunda elde edilen
olumlu bulgularin, G3 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii.
Immiinhistokimyasal olarak incelenen PCNA, BMALI, 3B-HSD immiinreaktivitesinde
de G4 grubunda G3 grubuna kiyasla anlamli farklar bulundu (p<0,05). G2 grubunda ise
sayisal olarak olumlu bir artig tespit edilse de istatistiksel bir fark bulunamadi.

Sonug¢: Bu calisma kirmizi LED 1s18in1n testikiiler yapr ve sperm parametreleri
iizerinde iyilestirici etkiler olusturabilecegini gostermektedir. Ozellikle yash siganlarda
ortaya c¢ikan sonuclar kirmizi LED terapisinin yaslanmaya bagli testikiiler
dejenerasyonun azaltilmasinda potansiyel bir non-invaziv yaklasim olabilecegini
gostermektedir. Ancak daha genis oOrneklemli ve molekiiler diizeyde desteklenen
caligmalarla mekanizmanin ayrintili sekilde ortaya konmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirmizi LED 151k, Fotobiyomodiilasyon, Testis histolojisi, Sperm
parametreleri, Yaslanma, Sican
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ABSTRACT

Potential Therapeutic Effects of Red Led Light on Testicular Histology and Sperm
Parameters in Aged and Adult Rats

Introduction and Aim: The testes are among the most essential organs of the
male reproductive system, responsible for sperm production and the synthesis of male sex
hormones. Aging is associated with thinning of the seminiferous epithelium, decreased
tubular diameter, reduced testosterone levels, and significant deterioration in sperm
parameters. Although non-invasive photobiomodulation-based applications have recently
been shown to exert regulatory and regenerative effects on various tissues, the number of
studies comparatively evaluating the effects of red LED light on testicular structure and
sperm quality across different age groups remains limited. This study aimed to investigate
the potential regulatory effects of red LED light on testicular histology and sperm
parameters in adult and aged rats.

Materials and Methods: Following approval from the Cukurova University
Local Ethics Committee for Animal Experiments (24.04.2025/decision no: 1), 24 male
Wistar—Albino rats were used. The study consisted of four groups, each containing six
rats classified by age and body weight: adult control (G1), adult LED (G2), aged control
(G3), and aged LED (G#4). All rats were housed under standard laboratory conditions with
a 12-hour light-12-hour dark cycle for 30 days. In LED groups, red LED light (2835
SMD Strip LED; 4.8 W/620-750 nm/155 Im) was placed 20 cm above the cages and
applied daily according to a fixed protocol. Testis tissue samples collected at the end of
the experiment were evaluated histomorphometrically and immunohistochemically,
while biochemical parameters were measured from blood samples. Statistical analyses
were performed using SPSS 20.0 software, with p<0.05 considered significant.

Results: No significant differences were found among the groups in terms of the
biochemical parameters SOD (p=0.272), GPX1 (p=0.001), melatonin (p=0.102) and LH
(p=0.267). Significant differences were observed between the G1-G2 and G3—G4 groups
with respect to testosterone (p<0.001) and MDA (p<0.001) levels. Histological
evaluations revealed significant differences among the groups in terms of seminiferous
tubule epithelial thickness (p<0.001), sperm count (p<0.001), and sperm motility
(p<0.001). In particular, the positive findings observed in the G4 group were found to be
statistically significant compared with the G3 group. Immunohistochemical analysis of
PCNA, BMALI, and 3B-HSD immunoreactivity also demonstrated significant
differences in the G4 group compared with the G3 group (p<0.05). Although a
numerically positive increase was detected in the G2 group, no statistically significant
difference was found.Conclusion: This study demonstrates that red LED light may exert
beneficial effects on testicular structure and sperm parameters. The findings, particularly
in aged rats, suggest that red LED therapy could represent a potential non-invasive
approach to mitigating age-related testicular degeneration. However, studies with larger
sample sizes and more extensive molecular analyses are needed to elucidate the
underlying mechanisms in detail.

Keywords: Red LED light, Photobiomodulation, Testicular histology, Sperm
parameters, Aging, Rat
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1. GIRIS ve AMAC

Testisler, erkek lireme sisteminin en temel organlar1 arasinda yer almakta olup,
sperm iiretimi ve erkek cinsiyet hormonlarinin sentezinden sorumludur. Bu hormonlar
arasinda yer alan testosteron, hem cinsel islevlerin devami hem de spermatogenez
stirecinin saglikli bir sekilde yiiriitiilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Ancak yaglanma
siireciyle birlikte testikiiler fonksiyonlarda azalma, testosteron diizeylerinde diisiis ve
buna bagl olarak sperm kalitesinde bozulmalar goriilmektedir.!

Son donemde, diigiik maliyetli ve invaziv olmayan tedavi yaklasimlarina olan ilgi
artmis, 0zellikle 151k temelli biyofiziksel uygulamalar bu alanda dikkat ¢ekmistir. LED
(Light Emitting Diode) teknolojisiyle yapilan bazi deneysel ¢alismalar, hiicresel
yenilenme ve hormon {iretimi tizerinde olumlu etkiler saglayabilecegini gdstermistir.?
Ozellikle kirmizi LED 1s181in, bazi hiicre tiplerinde metabolik aktiviteyi artirarak
rejeneratif siiregleri destekledigi belirtilmistir.’ Buna ragmen, LED 15131 testikiiler yapi
ve sperm parametreleri iizerindeki dogrudan etkilerini yasa gore karsilastirmali olarak in
vivo kosullarda arastiran yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, kirmizi LED 1s181min yaslh ve eriskin siganlarda testis dokusu ile
sperm kalitesi lizerine olas1 diizenleyici etkileri arastirilarak, fotobiyomodiilasyon temelli
tedavilerin erkek lireme saglhigina katkisi degerlendirilecek, testikiiler yap1 ve sperm
kalitesi {iizerindeki biyolojik etkileri arastirilacaktir. Arastirma kapsaminda testis
dokusunun histolojik ve immiinohistokimyasal 6zellikleri, testosteron diizeyi ve cesitli
sperm parametreleri karsilagtirmali olarak incelenecektir.

Calisma sonucunda elde edilecek veriler, yaslanmaya bagh testikiiler
bozulmalarin tedavisinde yeni ve invaziv olmayan bir yaklagim olarak kirmizi LED 151k
uygulamasinin potansiyelini ortaya koymay1 hedeflemektedir. Bu baglamda, hem temel
bilimsel bilgiye katki saglanmas1 hem de gelecekte gelistirilecek klinik uygulamalara

altyap1 olusturulmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi Anatomisi

Erkek tireme sistemi, dis ve i¢ genital organlar olmak {izere iki ana gruba
ayrilmaktadir. D1s genital yapilarin baslicalari penis ve skrotumdan olusurken; i¢ genital
organlar testisler, epididim, duktus deferens, seminal vezikiiller, prostat bezi, bulboiiretral

bezler ve ejakiilator kanallardir.

2.1.1. Penis

Penis; radiks (kok) ve korpus (gbvde) olmak iizere iki anatomik boliime ayrilir.
Bu yapi, ligamentum fundiforme ve ligamentum siispensoryum araciligiryla karin 6n
duvarma tutunur. Radiks penis; bulbus penis ve krus penis boliimlerinden olusur. Korpus
penis, ¢ift korpus kavernozum ve tek korpus spongiyozumdan meydana gelir. Bu erektil
yapilar, icten disa dogru sirasiyla tunika albuginea ve fasya penis profunda (Buck fasyasi)
ile sarilmustir. Distal ugta, korpus spongiyozum genisleyerek glans penis yapisini
olusturur. Penisin katmanlar1 distan i¢e dogru; cilt, dartos tabakasi, buck fasyasi ve tunika
albuginea seklinde siralanir.* (Sekil 1)

Penisin cilt bolgesi eksternal pudendal arterin dallartyla beslenirken, derin dokular
internal pudendal arterin devami olan penil arterin kollar1 ile kanlanir. Bu arter;
bulboiiretral, kavernozal ve dorsal penil arterlere ayrilir. Kavernozal arter, dogrudan
korpus kavernozumu, bulboiiretral arter ise korpus spongiyozumu besler. Dorsal arter,

penisin dorsal yiizeyine yayilim gosterir.>
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Sekil 1. Penis Anatomisi®

2.1.2. Skrotum

Skrotum, sperm iiretimi i¢in ideal olan viicut sicakligindan 2—4°C daha diisiik bir
ortam saglar. Orta hattaki rafe adi verilen fibroz septum, skrotumu iki bélmeye ayirir.
Soguk ortamda termoregiilasyonu saglayan iki temel kas vardir: ylizeyel dartos kast;
deride kirigiklik olusturur ve kremaster kasi; testisleri yukari ¢eker. Skrotum katmanlari

distan i¢e dogru su sekilde siralanir:

e Deri,

o Tunika dartos,

e Fasya spermatika eksterna,
e Fasya kremaster,

e Muskulus kremaster,

e Fasya spermatika interna,



e Tunika vajinalisin pariyetal yapragi®

2.1.3. Testis Anatomisi

Saglikl1 bir erkekte testis hacmi ortalama 15-25 cc olup uzunlugu 4.5-5.1 cm’dir.
Embriyolojik gelisim sirasinda testisler, Y kromozomu iizerindeki SRY geni araciligryla
farklilagir. Leydig hiicreleri testosteron, Sertoli hiicreleri ise Miilleryan inhibe edici
hormon (AMH) iiretir. Bu hormonlar, erkek i¢ genital yapilarin gelisimini yonlendirir.”

Testis distan ice dogru dort kapsiil tabakasiyla c¢evrilidir: tunika vajinalis, tunika
visseralis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza. Testislerin i¢i yaklasik 800—1000
seminifer tiibiil igerir. Bu tiibiiller spermatozoa iiretiminin gergeklestigi mikroskobik
kanallardir. Tibiiller, rete testise, oradan da duktuli efferentes aracilifiyla epididime

baglanir. Epididimden sonra sperm, duktus deferens yoluyla taginir.® (Sekil 2)°

Testikiiler arter
Pampiniform pleksus

Duktus deferens

Epididimis bag Rete testis

Seminifer tiibiiller

Duktuli efferentis
Testis parankimi
Epididimis govde

Tunika albuginea

Epididimis kuyruk I o ad

Sekil 2. Testis Anatomisi °

2.1.3.1. Kan-Testis Bariyeri
Kan-testis bariyeri (KTB), testisteki seminifer tiibiillerde gelisen sperm

hiicrelerini hem fiziksel etkilerden hem de bagisiklik sisteminin olasi tepkilerinden



korumak amaciyla olugmus, olduk¢a 6zgiin bir yapidir. Bu bariyer yalnizca hiicreler arasi
sik1 baglantilardan ibaret degildir; yapisal, islevsel ve bagisiklikla iligkili ¢esitli hiicresel
bilesenlerin biitiinciil katkisiyla etkinligini stirdiirtir.!°

KTB' nin temelini olusturan Sertoli hiicreleri, birbirlerine siki baglantilar ile
baglanarak seminifer epiteli ikiye ayirir. Bu yapi1 sayesinde, gelismekte olan germ
hiicreleri, kan dolagimindaki yabanci molekiillerden izole edilir. Klaudin-11 ve okludin
gibi baglant1 proteinleri, bu izolasyonda Onemli rol oynar. Ayrica Sertoli hiicreleri
arasinda yer alan aralikli baglanti ve adezyon baglantilari, hiicreler arasi iletisimi ve
koordinasyonu saglar.!! (Sekil 3)!?

Bu bariyer, yalnizca fiziksel bir sinir degil, ayn1 zamanda maddelerin gegisini
diizenleyen bir fizyolojik sistem olarak da islev goriir. Sertoli hiicrelerinin bazolateral ve
apikal yiizeylerinde bulunan tasiyici proteinler ve kanallar, tiibiil i¢i ortamin icerigini
belirleyerek germ hiicrelerinin saghkli gelisimini destekler.!?

KTB ayn1 zamanda bir bagisiklik koruma alan1 olugturur. Testise 6zgii antijenlerin
bagisiklik sistemiyle temasini sinirlandirarak otoimmiin yanitlarin dniine geger. Sertoli
hiicrelerinin salgiladigi bazi1 diizenleyici molekiiller de bu bagisiklik dengesini
destekler.!?

Sonug olarak, KTB’nin isleyisi; hiicreler arasi1 baglantilar, madde gecis kontrolii
ve bagisiklik diizenlemesi gibi farkli diizeylerde birbiriyle uyumlu g¢alisan hiicresel
mekanizmalarla saglanir. Bu sayede testis iginde sperm gelisimi i¢in gerekli olan istikrarl

ve korunakli bir ortam olusturulur.'?



Sekil 3. Kan-Testis Bariyeri!'?
(AM: apikal membran; B: kan damar1; BM: bazal membran; E: epididimal epitelyal hiicresi; GC: germ

hiicresi; L: Leydig hiicresi; M: myoid hiicre; S: Sertoli hiicresi; TJ: sik1 baglant1.)

2.1.4. Epididim

Epididim, spermatozoalarin matiirasyon ve depolanmasindan sorumlu uzun ve
kivrimlt bir kanaldir. Kaput (bas), korpus (gévde) ve kauda (kuyruk) olmak {izere ii¢
anatomik boliimden olusur. Duktuli efferentes, rete testisten ¢ikarak epididim basinda
birlesir ve epididim kanalin1 olusturur. Epididim, spermatozoalarin tagimmasi ve
olgunlagmasin1 saglayan diiz kas kasilmalarina sahiptir. Ayrica motilite ve fertilite

kapasitelerini artirici proteinleri sentezleyerek seminal siviya katkida bulunur.'#

2.1.5. Vaz Deferens

Yaklasik 45 cm uzunlugundaki vaz deferens, epididimin kuyruk boélgesinden
baslayarak mesane arkasindaki seminal vezikiillerle birleserek ejakiilator kanallar
olusturur. Vaz deferens, embriyolojik olarak mezonefrik kanaldan gelisir ve i¢ yapisi
ampulla ve vazal segment olmak iizere iki boliime ayrilir. Vaskiiler beslenmesi

deferensiyal arterle, vendz doniisii ise hipogastrik ven ile saglanir.!>



2.1.6. Seminal Vezikiiller

Seminal vezikiiller, birer salgi bezi olmakla beraber Wolf kanalinin kaudal
ucundaki geniglemelerden geliserek, ejakiilator kanallara agilirlar. Spermleri, proteinler,
fruktoz ve g¢esitli enzimlerle desteklerler. Total ejakiilat hacminin %46—80’ini
olustururlar. Seminal vezikiil salgisinin c¢esitli gorevleri olmakla beraber; sperm
agliitinasyonunu Onledigi, sperm plazma membranini stabilize ettigi, sperm kaybini
azaltmak icin koagulum olusturdugu ve kadin iireme sisteminde diiz kas aktivitesini

uyararak lenfositik reaksiyonlari inhibe ettigi bilinmektedir.'6

2.2. Erkek Ureme Sistemi Histolojisi
Testis, epididimis, duktus deferens, seminal vezikiil, prostat ve penisten olusan

erkek tirogenital sistemi oldukg¢a kompleks bir histolojik yapiya sahiptir.

2.2.1. Testis

Testis skrotum igerisinde yerlesen ve ayni zamanda endokrin fonksiyonlara da
sahip bir organdir. Etrafinda tunika albuginea tabakasi tarafindan sarilan testisin ana
elemanlarin1 Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve seminifer tiibiiller olusturmaktadir.
Tunika albuginea tabakasindan testisin merkezine dogru fibréz uzantilar mevcuttur. Bu
fibroz uzantilar testisi lobiile hale getirir ve yaklasik 250 lobiil bulunur. Bu lobiillerin her
birinde 1 ile 4 arasi sayilarda spermatozoa iiretiminden sorumlu seminifer tiibiiller
bulunur. Ayrica seminifer tiibiillerin etrafinda gevsek bag dokusunu olusturan Leydig

hiicreleri ve bu hiicrelerle beraber yogun kan ve lenf damarlari da bulunmaktadir.!”

2.2.1.1. Seminifer Tiibiiller

Testis dokusunun yaklagik %80-90’1n1 olusturan ve {iremeden sorumlu
spermatozoa tiretim merkezi olan hiicresel yapidir. Her bir testiste 250-1000 arasinda
seminifer tiibill bulunur. Kivrimli yapist sayesinde yaklagik 30-70 cm uzunluklara
ulasabilir.!” Tiibiillerin liimeni son kisimlarina dogru daralarak diizlesme egilimindedir.
Bu yapilara tubuli rekti ismi verilmekte olup mediyastinum testis igerisindeki rete
testislere acgilmaktadirlar. Rete testisler de kendi aralarinda birleserek duktus

efferentislere baglanip kaput epididimise agilmaktadirlar.'8



Seminifer tiibiillerin ana histolojik yapisin1 spermatogenik hiicreler ve bu
hiicrelerin arasinda destek hiicre konumunda bulunan Sertoli hiicrelerinden
olusmaktadir.!”

Seminifer tiibiillerde, spermatozoa iiretimi spermatogenez ve spermiyogenez

asamalari ile gerceklesir.

2.2.1.1.1. Spermatogenez

Spermatogonyumlarin spermatozoalara doniistiigli siire¢ olarak adlandirilabilir.
Puberte sonrasi spermatogonyumlar mitoz boliinme ile cogalmaya baslar. Olgunlagma
stirecinin ardindan 46 kromozomlu primer spermatositlere dontsiirler (46 + XY). Primer
spermatositler mayoz boliinmeye girerek 23 kromozomlu sekonder spermatositleri
olustururlar. Sekonder spermatositler ise 2. mayoz boliinmeye girerek spermatitleri
olustururlar. Tiim bu siiregte, mayoz boliinme dncesinde krossing-over denilen genetik

materyal aktarimi gerceklesir ve genetik ¢esitlilik saglanmis olur.'® (Sekil 4)°

Sekil 4. Spermatogenez Dongiisii?”



2.2.1.1.2 Spermiyogenez

Spermatogenez sonrasi olusan spermatitlerin spermatozoaya doniistiigli siirece
spermiyogenez denir. Bu siiregte herhangi bir boliinme ger¢eklesmezken olgunlasma
stireci goriiliir. Spermiyogenez spermatitlerin yapisinin oldukc¢a degistigi 3 fazdan olusur
(golgi, akrozomal, olgunlasma). Siire¢ boyunca spermatitler Sertoli hiicrelerinin bazal
membranina tutunarak olgunlagirlar ve spermiyogenezi tamamlarlar.?!

Spermatogonyumdan baslayan siire¢ spermatazoa olusmasina kadar yaklagik 64
giin siirer. Seminifer tiibiillerde gerceklesen bu dongii, her bir seminifer tiibiil i¢erisinde

farkl1 agsamalarda olabilir.?!

2.2.1.2. Sertoli Hiicreleri

Seminifer tiibiillerdeki hiicreleri sararak destek saglayan ve primidal sekliyle
bazal membrandan tiibiil limenine uzanan hiicrelerdir. Saglam yapilar1 sayesinde dis
etkilere kars1 olduk¢a dayaniklidirlar.!”

Destek gorevlerinin yaninda aralarindaki siki baglantilar sayesinde KTB
yapisinda da bulunurlar. (Sekil 3)!?

Sertoli hiicreleri endokrin ve sekresyon fonksiyonlart da bulunmaktadir. Androjen
baglayici protein (ABP), inhibin ve AMH salgilarlar. Testesteronu estradiyole ¢evirirler.
ABP seminifer tiibiillerde testosteron konsantrasyonunu arttirarak sperm olusumuna katk1
saglamaktadir. ABP salinimi, FSH ve testosteron ile kontrol mekanizmasi araciligr ile
kontrol edilir. Endokrin fonksiyonlar1 hipofizer FSH ile kontrol edilen Sertoli hiicreleri,
inhibin salgilayarak FSH salinimin1 inhibe eder ve FSH dongiisiinde rol oynar.
Embriyojenik gelisim sirasinda AMH salgilayarak, miilleriyan kanallarin gerilemesini

saglar.?!

2.2.1.3. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri lipid damlaciklardan zengin stoplazma ve merkezi niikleus ile
karakterize hiicrelerdir. Esas gorevleri testosteron salgilamak olan bu hiicreler, salgilanan
tiim testosteronun yaklasik %95 ini sentezler. Testosteron tiretimi endoplazmik retikulum
ve mitokondride bulunan enzimlerce gergeklesir. Leydig hiicrelerinin hormonal kontrolii

ise LH aracilig1 ile olmaktadir. Dolasimda artan LH seviyeleri, Leydig hiicrelerinden



testosteron iiretimini indiiklerken, salgilanan testosteron LH salinimi lizerinde negatif geri

besleme etkisi gosterir.??

2.2.2 Epididimis

Epididimis testis iist pol posterolateralinde bulunan, yaklasik uzunlugu 7-8 cm
civari olan yarim ay sekilli bir yapidir. Bag, gévde ve kuyruk seklinde {i¢ kisimdan olusur.
Bas kisminda duktus epididimis ve rete testis arasini baglayan duktuli efferentesler, govde
ve kuyruk kisminda ise duktus epididimis bulunur (Sekil 5).2* Genel olarak ¢ok kath
yalanci epitel ile doselidir.?!

Spermin olgunlastig1 ve hareket kabiliyeti kazandigi bolgedir. Epididimisin
kivrimli ve uzun kanalinda ilerleyen spermler matiirasyonlarini tamamlarlar. Epididimiste
esas ve bazal hiicreler bulunur. Esas hiicrelerde salgilanan ¢esitli glikoproteinler sperm
matiirasyonuna yardimci olur. Ayrica Sertoli hiicrelerinden salgilanan sivilar emilir ve

dejenere spermler de yine bu bolgede fagosite edilerek yok edilirler.?!
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Sekil 5. Epididimis Boliimleri (A) ve Hiicreleri (B)?

2.2.3. Duktus Deferens

Duktus deferens epididimisten sonra baslar, spermatik kord ile abdomene girer ve
mesane seviyesinde genisleyerek ampulla denilen bir yapiya doniigiir. Ampulla, seminal
vezikiil ile birlestiginde ortaya duktus ejakiilatoryus ortaya ¢ikar ve prostatik {iretraya
agilarak sonlanir.!”

Ejakiilasyon sirasinda ndral uyart sonrasi tiim diiz kaslar ritmik ve siddetli bir

sekilde kasilarak spermler duktus epididimisten, ¢ok katli prizmatik epitelle doseli duktus
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deferense, oradan da yardimci salg1 bezlerinin salgilar ile birleserek semen adi altinda
prostatik tiretradan atilirlar.?*

Duktus deferens g¢evresinde kalin bir tabaka i¢ ve dis longitudinal kaslardan
olusur. Bu tabaka sayesinde giiclii peristaltik kasilmalar ile duktus deferens spermlerin

transportunda gorev alir.!”

2.2.4 Seminal Vezikiil

Mesane arka duvarinda, prostat komsulugunda bulunan bu yardimci iireme
bezleri, semen sivisinin yaklasik %70 kismini olusturur. Salgi yapan ylizey alanini
arttirmak i¢in kivrimli yapida olan bu bezlerin mukozasi1 yalanci ¢ok katli epitelle
dosenmis durumdadir. Salgilar1 spermler i¢in en énemli enerji kaynagi olan fruktozdan
oldukea zengindir. Seminal vezikiillerin salgilama fonksiyonlar testosteronun hormonal

kontrolii altindadir.!”

2.2.5. Prostat

30-50 aras: tiibiiloalveolar bezden olusan bu yap1 silindirik ya da kiibik yalanci
cok katli epitel ile dosenmistir. Epitelin ¢evresini ise fibromuskiiler bir stroma sarar.
Prostat bezi anatomik olarak santral zon, periferik zon, transizyonel zon ve anterior

fibroelastik stromadan olusur. Prostat bezi ejakiilat: destekleyen bir prostat sivisi tiretir.?®

2.2.6. Bulboiiretral Bezler

Membrandz iiretra seviyesinde liretraya acilan bir ¢ift salgi bezi olan bu yapinin
gorevi berrak renkli bir mukus salgilayarak, iliski sirasinda penil {iretranin
kayganlagsmasini saglamaktir. Tiibiiloalveolar bir yapis1 olan bu bezler diger salg1 bezleri

ile de benzer sekilde tek katl silindirik epitel ile doselidir.!”

2.2.7. Penis

Erektil bir organ olan penis iki adet korpus kavernozum ve igerisinde iiretra da
bulunan bir adet korpus spongiyozum yapisindan olusmaktadir. Dorsalde yan yana iki
adet kavernozum yapisini ventralde spongiyozum ile birlestiren fibroelastik yapida bir

tunika albuginea tabakas1 bulunur (Sekil 6).26
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Korpus kavernozum endotel ile doseli birbiri ile ¢ok sayida baglantisi olan vendz
bosluklardan olusmaktadir. Bu bosluklar ince bir diiz kas tabakasi ile ¢evrilidir. Gevsek
halde bulunan peniste sempatik sistem etkisi ile diiz kaslar kasili, damarlardan kan akis1
minimaldir. Cinsel uyari ile birlikte parasempatik sistem aktive olur. Diiz kaslar gevser

ve damarlar dilate olarak i¢leri kan dolar. Venoz doniis durur, rijit ereksiyon saglanir.?!

Uretra

Prostatik retea Uretral sfinkter

Membraniz tiretra

Penil tiretra Korpus spongiyozum

Korpus kavernozum

Sekil 6. Penis Histolojik Kesiti?®

2.3 Erkek Ureme Sisteminin Endokrin Kontrolii

Ureme sistemi fonksiyonlarni yerine getirmesi ve gelisimi acisindan endokrin
kontrol altindadir. Bu endokrin kontrolil saglayan organlar ve bu organlardan salgilanan
hormonlar birbiri ile iliski halinde ¢alisirlar. Urogenital sistemin endokrin kontroliinii

hipotalamus, hipofiz ve testisten olusan bir aks kontrol eder.?’

2.3.1. Hipotalomo-Hipofiz-Testis Aks1

Erkek iireme organlarinin gelisimi, puberte, seksiiel fonksiyonlar ve eylemlerin
yonetimi gibi viicutta dnemli genitoliriner olaylar bu aks tarafindan yonetilir. Aksin
baslangicinda yer alan hipotalamus ve hipofiz tarafindan ayrica biiyiime hormonu
salgilanmasi, tiroid hormonlarinin kontrolii, adrenal korteks iizerine de etkiler gostererek

viicutta ¢esitli gorevlerde yer alirlar.?” Aks gonadotropin salgilatict hormon (GnRH),
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liiteinize edici hormon (LH), follikiil uyarici hormon (FSH), ve gonadal steroidlerden
olusur (Sekil 7).2® Ureme hormonlarmin serum seviyesinin dinamik dengeleri, kapali

dongii bir geri besleme mekanizmasi araciligi ile kontrol edilir.?’

]
e
Big

Leydig hiicreleri Sertoli hiicreleri

Sekil 7. Hipotalamo-Hipofiz-Testis Aks1?®

9U0.13}S0}s3 |

2.3.1.1. Hipotalamustan Salgilanan Hormonlar

Hipotalamustan salgilanan GnRH, 10 aminoasitli yapida bir peptidtir.
Hipotalamusun arkuat niikleus boliimiinde bulunur. Hipotalamik néronlardan pulsatil bir
sekilde salgilanir. 1-3 saatte bir, toplamda birka¢ dakika siire ile sekresyona ugrar. Bu
pulsasyonun frekansi, hipofizden salgilanacak LH ve FSH salinim oranini diizenler.?’

Viicuttaki tiim afferent ve efferent sinirsel uyarilar hipotalamus ile iligkilidir. Bu
nedenle hipotalamustan GnRH salgilanmasina pozitif ve negatif yonde etki eden bir¢ok

faktor bulunmaktadir. GnRH {izerine inhibe edici etkisi oldugu bilinen, glutamattan
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sentezlenen gama amino biitirik asit (GABA) enjeksiyonu sonrast disi si¢anlarda LH
artiginin bloke edildigi yapilan bir ¢aligmada gozlenmistir.’** GABA bu etkisini preoptik
alanda bulunan GnRH mRNA seviyelerini baskilayarak yaptigi ortaya koyulmustur.’!
Testosteronun da GnRH iizerine negatif geri besleme etkisi yine GABA iizerinden
gerceklesmektedir. Hipotalamik ¢ekirdeklerde yogun oranda bulunan glutamat ise GnRH
salmimin1 uyarir. Bu etkisini iyonotropik ve metabotropik reseptorler araciligi ile
gosterir.?” Arkuat niikleus ve beyin sapinda noéronlari bulunan diger peptidlerden olan
noropeptid Y ve kisspeptin de GnRH salimimimi arttirict yonde etki yaparlar.
Kisspeptinlerin bu pozitif etkisinin puberte baslangicindaki tetikleyici mekanizmalarin
onemli bir pargasi oldugu diisiiniilmektedir.3? Yapilan bir ¢alismada kemirgenlerde arkuat
niikleusta bulunan kisspeptin noronlarinin GnRH salinimi {izerinde negatif geri besleme
etkisi gosterdikleri, anteroventral periventrikiiler ¢ekirdekteki noéronlarin pozitif geri
besleme etkisi gosterdikleri seklinde giiglii kanitlar mevcuttur.®?

GnRH ndronlart ayrica opioid reseptorleri de bulundurmaktadirlar. Eroin ve
opioid bagimliligt olan erkeklerde hipogonadizm, azalmis gonodotropin seviyeleri ve
gonadal steroidlerin diisiikliigii bu mekanizma ile agiklanmaktadir.3*

GnRH 6n hipofize etki ederek, gonadotroplardan FSH ve LH salinimini diizenler.

2.3.1.2. Hipofizden Salgilanan Hormonlar

Hipofiz beyin tabaninda sella tursika adi verilen bir yapi igerisinde bulunan
yaklasik bir cm boyutunda salgi bezidir. Fizyolojik olarak norohipofiz ve adenohipofiz
adi1 verilen iki bdliime ayrilir. Norohipofiz embriyolojik olarak hipotalamusun devami
gibi goriinmektedir. Hipofizin bu kismindan antidiiiretik hormon ve oksitosin adinda iki
onemli hormon salgilanir. Anterior hipofiz ise embriyolojik olarak rathke kesesi adi
verilen farinks epitelinden koken alir. 5 farkli hiicre tipinden olusan bu boliimde; biiytime
hormonu salgilayan somatotroplar, adrenokortikotropin salgilayan kortikotroplar, tiroid
uyarict hormon salgilayan tirotroplar, gonadotropin salgilayan gonadotroplar, prolaktin

salgilayan laktotroplar bulunur.?’

2.3.1.2.1. FSH ve LH
Salgilanmast GnRH ve testis hormonlar1 tarafindan diizenlenen FSH ve LH

glikoprotein yapisinda hormonlardir. Gonadlarin gelisimi ve matiirasyonunda énemli rol
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oynarlar. Gonadotrop hiicrelerden sentezlenir ve GnRH ile uyarilincaya kadar salgi
hiicrelerinde depolanirlar. Ancak molekiillerin bir kismi salgt graniillerinde
depolanmadan yapisal olarak salgilanir, bu 6zellik FSH’da daha fazla gortilmektedir.?

FSH yarilanma 6mrii 120-180 dk iken, LH yarilanma 6dmrii 20 dakika civarindadir.
Her iki hormon da GnRH pulsatil salgilanmasi ile salgilanmasinin yaninda yarilanma
omiirlerindeki fark ve FSH’nin yapisal olarak salgilanmasi sebebiyle, FSH nin LH’den
farkli olarak daha az pulsatil ritim gostermesine sebep olmaktadir. Giin igerisinde LH
%350-70 arasinda dalgalanma gosterirken, FSH %35-10 civar1 dalgalanma gosterir. Bu
durum hormon 6l¢iimiinii etkilemekte ve FSH i¢in tek kan 6rnegi yeterli olmakla beraber,
LH igin 20 dakika ara ile sabah alinmus ardisik 3 kan dlgiimii gerekmektedir.®

GnRH tarafindan gonadotropinlerin salgilanmasina testosteronun negatif geri
besleme etkisi mevcuttur. Ayrica hipotalamusta opioid néronlardan peptidlerin
salgilanmasini da uyararak GnRH iizerinde de negatif geri besleme etkisini gosterir. Bu
etkileri sebebiyle hipofizin GnRH’ye olan tepkisi azalir ve plazma LH seviyesinde diisme
meydana gelir.?’

Testosteron periferik dokularda ve beyinde aromataz ile ostradiyole c¢evirilir.
Ostrojenler GnRH salinim frekansinda ve hipofiz yanitinda negatif etki gostererek LH
seviyelerini diistiriir. Erkeklerde LH seviyesinin birincil dneme sahip diizenleyicinin
dolasimdaki 6strojen oldugu belirlenmistir.>’ Yapilan bir ¢alismada hipotiroidili
erkeklerde testosteron seviyelerinin diismesine ragmen, LH ve Ostrojen seviyelerinin
degismedigi gosterilmistir. Ostrojenin FSH iizerindeki etkisi ise FSH pulsasyonundan
ziyade FSH yar1 6mriinii azaltmak suretiyle ger¢eklesmektedir.®

Testislerden salgilanan aktivin ve inhibin hormonlarmin da gonadotropinler
iizerinde diizenleyici etkisi bulunmaktadir. Sertoli hiicreleri tarafindan {iretilen inhibin,
yalnizca hipofiz hiicreleri lizerinde etkili olarak secici olarak FSH seviyelerini

baskilamaktadir. Aktivinin ise FSH sentezini uyarici etkisi bulunmaktadir.®”

2.3.1.3. Testisten Salgilanan Hormonlar

Testisten salgilanan en 6nemli hormon Testosterondur. Hedef dokularda Sa
rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona (DHT) doniisiir. Ayrica testiste az miktarda
androstenedion ve dehidroepiandrosteron gibi diger androjenler de sentezlenir. DHT

olusumu total testosteron metabolizmasinin %6-8 ini olusturur. Testosteron/DHT orani
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plazmada 1:20 olarak tespit edilmistir.*’ Ayrica Leydig hiicrelerinden ¢ok az miktarlarda
Ostrojen iiretimi de goriiliirken testiste aktivin ve inhibin hormonlarinin da {iretildigi

belirlenmisgtir.!

2.3.1.3.1. Testosteron
Steroid yapida olan testosteron, insan organizmasinda baglica androjen olarak
gorev yapar ve erkek cinsiyetine 6zgii biyolojik 6zelliklerin gelisiminde merkezi bir rol
iistlenir. Erkek fetiiste androjen salinimi, gebeligin yaklagik 9-10. haftalarinda testisler ve
adrenal bezlerden baglar; hormon diizeyleri gebeligin 12 ila 18. haftalar1 arasinda belirgin
bir artis gostererek doruga ulasir. Dogumu takiben, yasamin ikinci ay1 civarinda
testosteron diizeylerinde gegici bir yiikselme daha gozlenmektedir.*? Bu hormonal
degisimler dogrultusunda, erkek fetiisiin dis genital yapilart ve diger cinsiyet
karakteristikleri geligir. Ergenlige gecis doneminde ise testosteron, cinsel olgunlagmanin
baglamas1 ve siirdiiriilmesi ac¢isindan belirleyici bir faktordii. Hormon diizeyleri
genellikle bireyin 20’li yaslarinin baslarinda en yiiksek seviyelere ulasir.** Bu dénemi
kisa siireli bir denge evresi izler ve ardindan yasla birlikte kademeli bir diisiis egilimi
baslar (Sekil 8).4
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Sekil 8. Erkeklerde Yasa Gore Ortalama Serum Testosteron Seviyeleri*

Viicuttaki toplam testosteronun %95°1i Leydig hiicrelerinde iiretilirken, kalan

kisim adrenal glandlarda iiretilir. Testosteronun yalnizca %1-2 kism1 dolasimda serbest
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bulunur. Geri kalan testosteron c¢esitli yliksek kapasiteli protein baglanma bolgelerine
baglanmakla birlikte biiyiik bir ¢ogunluk seks hormonu baglayicit globuline (SHBG)
baglanir. Bazi klinik durumlar ve 6zellikle de yaslanma SHBG seviyelerinde degisime
yol agarak dolasimdaki toplam testosteron seviyesinin degismesine sebep olur.*>

Saglikli ve yetigkin bir erkek bireyde ortalama giinde 5-10 mg testosteron
salgilanabilir. Testosteron plazma konsantrasyonu giin ig¢inde degisiklik gdstermekle
birlikte sabah saatlerinde aksam saatlerine kiyasla daha yiiksektir. Bu sebeple testosteron
seviyelerine sabah 07.00 ile 11.00 arasinda bakilmalidir.*®

Hem endojen testosteron hem de onun Onciil bilesikleri ile farmakolojik olarak
kullanilan benzer steroid yapili ajanlar agirlikli olarak karacigerde metabolize
edilmektedir. Testosteronun karacigerdeki ilk doniisiim asamasi, androstenediona
cevrilmesidir. Bu ara iiriin, daha sonra androsteron ve devaminda etiyokholanolon gibi
metabolitlere doniigiir. S6z konusu i metabolit, yapilarinda 17-keto grubu
bulundurmalar1 nedeniyle 17-ketosteroid olarak siniflandirilir. Bu bilesikler ile viicutta
aktif halde bulunan az miktardaki serbest testosteron, karaciger hiicrelerinde glukuronik
ya da siilfiirik asit ile konjugasyon reaksiyonlarina girer. Konjugat formlar1 daha sonra
esas olarak bobrekler araciligryla idrarla atilirken, kiigiik bir kismi safra yoluyla digkiya
gecerek viicuttan uzaklastirilir. Idrarla disar1 atilan 17-ketosteroidlerin yaklasik %30'
testikiiler kokenli testosterondan olugmakta, geri kalan %70’lik kismi ise adrenal bez
kaynakli androjen metabolitlerinden olusmaktadir.*’

Testosteronun viicutta metabolik klirens hizi gilinliik ortalama 1000 litre
civarindadir. Bu yiiksek klirens orani, hormonun plazmadaki biyolojik yarilanma
stiresinin oldukca kisa olmasina, yani yaklagik 10-20 dakika arasinda degismesine yol
acar. Glnliik tretilen testosteron ile, serumda yaklasik 611 + 186 ng/dl diizeyinde bir
konsantrasyon olusur. Geng eriskin erkeklerde bu hormonun fizyolojik sinirlar1 genellikle
300 ile 1000 ng/dl (10,4-34,7 nmol/L) araliginda kabul edilmektedir.*8

Testosteron, androlojik etkilerinin Gtesinde birgok dokuya yonelik anabolik ve
diizenleyici etki gdstermektedir. Bu hormonun fizyolojik etkileri arasinda eritropoetin
salmimim artirarak kemik iliginde eritrosit {iretimini desteklemesi ve kas yapisinin
korunmasinda gorev alan azot tutulumu saglamasi one ¢ikar.*’ Ayrica testosteron, kemik
dokusunda osteoblastik aktiviteyi uyarirken osteoklastik yikimi baskilayarak kemik

mineral yogunlugunu artiric1 yénde etki eder.>
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Otoimmiin romatizmal hastalik siireclerinde inflamatuvar yanit1 hafifletici etkileri
oldugu gosterilmistir. Karacigerde ise protein sentezini destekleyen anabolik etkileriyle
on plana ¢ikar. Noropsikiyatrik diizeyde, testosteronun kendine giiveni artirdig1, anksiyete
ve depresyon belirtilerini azalttii, boylece ruh halini dengeleyici bir rol iistlendigi
bildirilmektedir. Kognitif islevlerde iyilesme sagladigina ve libidoyu destekledigine dair
veriler de mevcuttur. Ayrica gece ereksiyonlari ve daha az belirgin olarak istemli
ereksiyonlarin siirdiiriilebilirliginde katkis1 oldugu bilinmektedir.>!

Pozitif azot dengesine katkida bulunarak viicut agirliginda artisa yol acabilir.
Bunun yani sira, kalsiyum, sodyum, potasyum, fosfat, siilfat ve kloriir gibi minerallerin
idrarla atithmini azaltarak kemik biitiinliigiiniin korunmasina yardimci olur.>

Hipotalamo-Hipofiz-Testis aksinda meydana gelen herhangi bir bozukluk erkek

infertilitesinde ve cinsel sagliginda 6nemli sorunlara yol acabilir.

2.3.2 Melatoninin ve Erkek Ureme Sistemi ile iliskisi

Melatonin insanlarda gece boyunca pineal bez tarafindan sentezlenen ve geceleyin
plazma diizeylerinde belirgin artig gosteren bir ndrohormon ve giiglii bir antioksidandir.
Lityum-lipofilik yapis1 sayesinde hiicre zarlarin1 kolaylikla geger; bu yapi, hem
sirkadiyen ritmi diizenleme hem de antioksidan iglevsel gorevlerini yerine getirmesini
saglar, ayrica bazi genler ve reseptorler araciligr ile erkek lireme sistemi ve testosteron

lizerine etkiler gosterir.>

2.3.2.1. Melatonin Sentez, Dagilimi ve Metabolizmasi

Sentez siireci, amino asit triptofanin alinmasiyla baglar ve serotonin {izerinden
devam eder. Serotonin, once arylalkylamin N-acetyltransferaz enzimi araciligiyla N-
acetylserotonin'e doniistiiriilir, ardindan acetylserotonin O-methyltransferaz ile
melatonine metillenir. Sentezin baslatilmasinda 1stk—karanlik dongiisii kritik rol oynar;
goz retinasindan gelen 151k bilgisi, siiprakiazmatik niikleus iizerinden sempatik yolak
aracilifiyla epifize iletilir. Karanlikta artan sempatik aktiviteyle noradrenalin salinimi
olur ve pinealositler lizerinden cAMP seviyeleri artarak arylalkylamin N-acetyltransferaz
aktivasyonu saglanir. Aydinlikta ise bu sinyal iletimi baskilanir ve melatonin sentezi

durur.”?
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Melatonin salindiktan sonra hem lokal etkiler gosterir hem de sistemik dolasima
gecer. Lipofilik yapis1 sayesinde kan-beyin bariyerini ve hiicre zarlarini kolayca asabilir.
Salinimin ardindan karacigerde hidroksilasyon ve konjugasyon yoluyla hizli sekilde
metabolize edilir; ana metaboliti olan 6-siilfatoksimelatonin idrarla atilir. Bu metabolit,
melatonin saliiminin indirekt bir gostergesi olarak kullanilir ve pik salinimini yaklagik
2 saat gecikmeli yansitir. Plazma melatonin diizeyleri bireyler arasi farklilik gostermekle
birlikte geceleyin 50-120 pg/mL aralifinda seyredebilir, giindiiz ise 10 pg/mL altina
diiser. Salinim profili genellikle gece 21:00 civarinda baslar, 02:00-04:00 arasinda zirve
yapar ve sabah 07:00’ye dogru baskilanir.>*

Melatonin yalnizca pineal bezde degil, ekstrapineal bir¢ok dokuda da lokal olarak
sentezlenebilir. Retina, gastrointestinal sistem, kemik iligi, cilt ve Ozellikle

mitokondrilerde de melatonin sentezi miimkiindiir.>?

2.3.2.2. Melatonin Fizyolojik Etkileri

Melatonin etkilerini biiyiik 6l¢iide MT: ve MT: adin1 tastyan G-protein-bagh
reseptorleri iizerinden gergeklestirir. Her iki reseptor de siiprakiazmatik niikleus gibi
merkezi saat bolgelerinde bulunurken periferde de yaygindir. MT: reseptorii, adenil
siklaz1 inhibe ederek cAMP seviyelerini diisiiriir; ayrica fosfolipaz C ve iyon kanallar
araciligryla hiicre i¢i sinyalizasyonu modiile eder. MT: reseptorii de adenil ve guanil
siklazlar1 inhibe ederek hem cAMP hem cGMP diisiisiine neden olur; fosfolipaz C
iizerinden PKC aktivasyonuna yol acar. Bu reseptdrlerin yapisal olarak benzer olmalarina
ragmen, ligant baglanma ceplerine dair farkliliklari, REM ve NREM uyku fazlariin ayri
ayr1 kontrol edilmesini saglar. MT:, REM uykusunun diizenlenmesinde baskin rol
oynarken, MT- ise NREM siiresini artirarak uyku yapisini sekillendirir.>¢

Bunlarin 6tesinde melatonin, reseptor bagimsiz olarak giiclii antioksidan etkilere
sahiptir. Hiicresel diizeyde hem direkt radikal siipiiriicii olarak hidroksil ve siiperoksit gibi
reaktif oksijen tlirevlerini noétralize eder, hem de siliperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirarak indirekt etki
gosterir.’” Melatonin, endokrin sistem {izerinde de etkilidir. Hipotalamus-hipofiz-gonad
eksenini diizenleyerek mevsimsel iireme dongiilerini kontrol eder ve gonadotropin

salgilanmasin1 etkiler. Metabolik hormonlarin salinimini modiile ederek enerji
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homeostazina katkida bulunur. Kemik metabolizmasinda da osteoblast ve osteoklast

aktivitesini diizenleyerek kemik yogunlugunu artiric1 etkiler gosterir.>®

2.3.2.3. Melatoninin Testisler Uzerine Etkileri

Lipofilik ve hidrofilik yapisi sayesinde kan testis bariyerini asarak dogrudan
Leydig ve Sertoli hiicrelerine etki edebilmekte, bu hiicrelerdeki reseptorleri araciligiyla
hiicresel sinyalleme yollarm diizenlemektedir. Ozellikle melatonin reseptorleri MT1 ve
MT2’nin yam sira niikleer reseptdrlerden RORa iizerinden de etkisini gostererek,
testosteron sentezi gibi steroidogenez siireglerini modiile etmektedir.>

Leydig hiicrelerinde testosteron iiretimi, LH stimiilasyonu ile aktive edilen
steroidogenez yolaklar1 araciliiyla gerceklesmektedir. Melatonin, bu hiicrelerde GATA4
ve StAR gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu etkileyerek testosteron iiretimini
baskilayabilir ya da uyarabilir. TM3 Leydig hiicreleri ile yapilan bir in vitro ¢aligmada,
melatonin uygulamasi hiicre proliferasyonunu ve testosteronla iligkili genlerin (GATAA4,
RORa) ekspresyonunu baskilamistir. Ayni calismada melatoninin tek basina
kullanildiginda hiicre proliferasyon oranini azaltirken, yesil LED 151k ve 6zellikle fibrin
bazli 3D iskele ile kombine edildiginde bu olumsuz etkinin hafifletildigi bildirilmistir.*°

Melatoninin Sertoli hiicreleri lizerindeki etkileri ise daha ¢ok dolaylidir. Sertoli
hiicreleri tarafindan salgilanan IGF-1 ve SCF gibi faktorler araciligiyla Leydig hiicre
fonksiyonlari diizenlerken, melatonin bu parakrin faktorlerin iiretimini de artirmaktadir.
Ayrica aromataz enziminin aktivitesini baskilayarak Ostrojen sentezini azaltmakta ve
testisteki androjenik ortami desteklemektedir. Bu baglamda, melatoninin testikiiler
mikrogevreyi yeniden yapilandirarak testosteron biyoyararlanimin1 dolayli yoldan
artirabilecegi one siiriilmektedir. Gen ekspresyonu diizeyinde, melatoninin hiicre dongiisii
iizerinde de belirgin etkileri oldugu goriilmektedir (Sekil 9).6' Ozellikle PCNA, CDC2 ve
CYCLIN D1 gibi proliferasyonla iligkili genlerin ekspresyonu 3D iskele ortaminda
artarken; melatonin uygulamasi bu artis1 baskilamistir. Diger yandan, hiicre dongiisiinii
durduran CDKNIB geninin ekspresyonu melatonin ile artmistir. Ancak bu baskilayici
etki, 3D fibrin scaffold ile hafifletilmis, kombinasyon gruplarinda proliferatif genlerin
tekrar yiikseldigi gosterilmistir.5
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Sekil 9. Melatoninin Testikiiler Steroid Hormonlar Uzerine Etkileri®!

Erkek fertilitesinde onemli bir belirleyici olan sperm iiretimi, biiyiik Slgiide
testosteron diizeyine bagli olarak gerceklesir. Melatonin bu siireci hem dogrudan
testosteron sentezini etkileyerek, hem de Sertoli hiicre metabolizmasini diizenleyerek
spermatogenezi destekleyebilir. Klinik gozlemler de bu deneysel bulgular1 destekler
niteliktedir.?? Infertil erkek bireylerde hem serum hem de seminal plazma melatonin
diizeylerinin anlaml sekilde diisiik oldugu gosterilmistir. Ayrica melatoninin antioksidan
etkileri, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu sperm DNA hasarini azaltarak sperm
kalitesini artirma potansiyeline sahiptir.> Bu baglamda, melatoninin erkek infertilitesinde

destekleyici ajan olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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2.4 Insan Semen Analizi

Semen analizi, erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde temel tani
yontemlerinden biridir. Ozellikle infertilite nedeniyle basvuran bireylerde, ejakiilatin
laboratuvar kosullarinda uygun tekniklerle incelenmesi, tani siirecine énemli katkilar
saglar. Bununla birlikte, azoospermi saptanan olgularda, yalnizca semen analizi ile
bireyin fertil ya da infertil oldugunun belirlenmesi miimkiin olamamaktadir. Semen
analizi, sperm hiicrelerinin sayis1 ve fonksiyonel 6zelliklerinin yani1 sira seminal plazma
ve sperm dis1 hiicre igeriklerinin de degerlendirilmesine olanak tanir.%*

Ejakiilasyon sirasinda semen; testislerde {iretilip epididimlerde depolanan
spermatozoalarin, prostat, seminal vezikiil, bulboiiretral bezler ve az miktarda epididim
kaynakli salgilarla karismasi sonucunda olusan kompleks bir sividir.®

Semen Orneklerinin degerlendirilmesinde o6ne c¢ikan baslica iki Olgiilebilir

parametre bulunmaktadir:

e Toplam spermatozoa sayisi, testikiiller spermatogenezin varligina ve
posttestikiiler kanal sisteminin gegirgenligine isaret eder.

e Toplam semen hacmi, baslica prostat ve seminal vezikiil kaynakli olmak
lizere aksesuar bezlerin sekresyon fonksiyonlarimin degerlendirilmesinde

kullanilir.

Bunlara ek olarak, spermatozoalarin vitalite (canlilik), motilite (hareket kabiliyeti)
ve morfoloji (yapisal biitiinliik) gibi fonksiyonel parametreleri ile ejakiilatin biyokimyasal

igerigi, ireme potansiyelinin belirlenmesinde 6nemlidir.®

2.4.1 Orneklerin Toplanmasi

Semen 6rnegi, analizden 6nce minimum 72 saatlik cinsel perhiz sonrasi, tercihen
0zel olarak ayrilmis bir odada mastiirbasyon yontemiyle ve steril, genis agizli plastik bir
kaba almmaldir. Ornek almi smrasinda prezervatif veya kayganlastirict  gibi
kontaminasyon yaratabilecek materyaller kullanilmamalidir. Ornegin laboratuvara
ulagtirilmas: sirasinda sicaklik degisimlerine maruz kalmamasi adina 37°C’lik bir
ortamda bekletilmesi Onerilir. Numunenin tamaminin alinmasi énem arz eder; eksik

alman 6rneklerde ikinci bir numunenin saglanmasi gerekebilir.%
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2.4.2 Orneklerin Makroskopik incelemesi

Ejakiilasyon sonrasi, semen 6rnegi ilk 15-30 dakika i¢inde likefaksiyon siirecine
girer. Bu siirecin ardindan analiz yapilmalidir. G6zlemlenen parametreler arasinda hacim,
viskozite, pH ve renk yer alir. Eger bu siire 60 dakikay1 asarsa, sekresyonel bir bozukluk
veya enzimatik yetersizlik gibi patolojik nedenlerden siiphelenilmelidir. Saglikli
bireylerde ejakiilat, opak ve gri-beyaz tonlarinda olup homojen 6zellik gosterir. Ornekte
pembe ya da kirmizi renk hakimse hematospermi s6z konusu olabilir. Sar1 renkli 6rnekler
cogunlukla 16kosit varligina ya da uzamis ejakiilasyon perhizine isaret ederken; agik ve
seffaf renkteki semen, diisiik sperm yogunlugunu diisiindiirebilir.%

Hacim 6l¢iimii, 6rnek uygun bir steril kaba alindiktan sonra hassas bir enjektor
veya dereceli pipet ile mililitre cinsinden yapilir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2010 yilinda
yayimladig1 kriterlere gore, normal bir semen hacmi >1.5 mL olmalidir.®” Bu degerin
altindaki hacimler seminal vezikiil hipofonksiyonu, ejakiilasyon kanal tikaniklig1 veya
prematiir ejakiilasyon gibi durumlarin belirtisi olabilir. Buna karsilik, hacmin 6 mL’nin
tizerine ¢ikmasi inflamasyon, stres kaynakli sempatik aktivite artist veya prostatik
hiperplazi gibi olgularla iligkili olabilir.®

Semenin pH degeri de 6nemli bir fizyolojik parametredir. Normal aralik genellikle
7.2 ile 8.0 arasinda degismektedir. pH’1in bu degerden diisiikk olmasi ejakiilasyon
kanalinda tikaniklik veya asidik prostat sivist baskinligmi diislindiiriirken; alkali pH

degerleri, enfeksiyon varligina isaret edebilir.®’

2.4.3 Mikroskopik inceleme

Taze ejakiilat 6rneklerinin boyasiz preparatlarinin incelenmesinde faz kontrast
mikroskobu kullanilmasi dnerilmektedir. Ik mikroskobik degerlendirme, numunenin
toplam x100 biiylitme altinda genel bir taramaya tabi tutulmasiyla gerceklestirilir. Bu ilk

gozlem sirasinda asagidaki bulgular degerlendirilebilir:

e Mukus filamentlerinin mevcudiyeti, sperm dis1 hiicresel elemanlar; epitel
hiicreleri, 16kositler, immatiir germ hiicreleri ile izole halde gbzlenen sperm
baglar1 ya da kuyruklari.

e Sperm hiicrelerinin birbirine yapisarak olusturdugu agregasyon ve

agliitinasyon. Agliitinasyon, ozellikle hareketli spermatozoalarin spesifik
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bolgelerinden birbirlerine yapismasi durumunu ifade eder. Bu yapisma,;
sperm hiicrelerinin bas-kuyruk, kuyruk-kuyruga ya da karigik sekillerde
(6rnegin bas-bas, orta parg¢a-kuyruk gibi) birlesmeleri seklinde olabilir.

Ardindan preparat, daha detayli inceleme amaciyla x200 ila x400 biiylitmelerde

yeniden degerlendirilmelidir:

e Sperm motilitesi (hareketliligi) nitel ve nicel olarak gozlemlenir,
e Sperm konsantrasyonunun dogru belirlenebilmesi i¢in uygun seyreltme orani

saptanir.®’

2.4.4. Sperm Sayis1 ve Konsantrasyonu

Ejakiilatta yer alan toplam sperm sayis1 ve sperm konsantrasyonu, hem gebeligin
gerceklesme siiresiyle hem de gebelik oranlariyla anlamli sekilde iliskilidir. Bu iki
parametre, erkek fertilitesinin belirlenmesinde 6nemli gostergeler arasinda yer alir.%®
Ancak sperm konsantrasyonu ile toplam sperm sayisi terimleri siklikla karistirilsa da
birbirlerinin yerine kullanilamaz, zira tanimsal olarak farkli kavramlar1 ifade ederler.
Sperm konsantrasyonu, bir mililitre ejakiilatta bulunan spermatozoa miktarin1 gosterir.
Bu deger, sperm sayisinin, spermleri iceren semen hacmine oranidir. Buna karsilik,
toplam sperm sayisi, tiim ejakiilat hacminde yer alan toplam spermatozoa miktarini ifade
eder ve konsantrasyon ile semen hacminin ¢arpilmasi ile elde edilir.%’

Sperm konsantrasyonuna gore:

e Azospermi: 0

e  Siddetli oligospermi: <1 x 10%/ml

e Orta derecede oligospermi: 1-5 x 10¢ml
e Hafif oligospermi: 5-20 x 10%/ml

e Normospermi: >15 x 10%ml seklinde terminoloji kullanilir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) referanslarina gore, sperm konsantrasyonu i¢in alt

sinir deger 15%10%ml, total sperm sayisi i¢inse 39x10° olarak kabul edilmektedir (Tablo
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1). Bu degerlerin altindaki sonuclar, genellikle fertilite {izerinde olumsuz etkilere isaret

edebilir.®’

Tablo 1. Semen Analizi Alt Referans Limitleri®’

Parametre Alt referans limit (95% CI)
Semen hacmi (mL) 1.5 (1.4-1.7)

Toplam sperm sayis1 (10° per ejaculate) 39 (33-46)

Sperm yogunlugu (10° per mL) 15 (12-16)

Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38—42)

Progresif motilite (PR, %) 32 (31-34)

Canlilik (yasayan spermatozoa, %) 58 (55-63)

Sperm morfolojisi (normal form, %) 4 (3.04.0)

Diger degerler

pH >72

Peroksidaz-pozitif 16kositler (10° per mL) <1.0

MAR testi (partikiil bagli hareketli sperm | <50

hiicreleri, %)

Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (pmol/ejaculate) >2.4
Seminal fruktoz (pmol/ejaculate) >13
Seminal nétral glukozidaz (mU/ejaculate) >20

2.4.5 Sperm Morfolojisi

Sperm hiicresi; bas, boyun, orta parca, ana parca ve son parca olmak {izere bes
temel anatomik bolgeden olusur. Bir spermatozoanin morfolojik olarak normal kabul
edilebilmesi i¢in bas ve kuyruk boélgelerinin yapisal acidan normal olmasi gereklidir.
Sperm basi, diizenli sinirli, diizgiin konturlu ve tipik olarak oval formda olmalidir (Sekil
10).7° Ayrica, bag bolgesinin yaklasik %40—70’lik kismini kapsayan, belirgin bir akrozom
yapist gozlenmelidir. Orta parga, sperm bagi uzunluguna yakin, ince, silindirik yapida ve
diizgilin sinirli olmalidir. Bu segmentin ekseni, sperm basinin ekseniyle ayni hizada olacak
bicimde yerlesmelidir. Devaminda yer alan ana parca, ortalama 45 mikrometre
uzunlugunda, orta parcadan daha ince ve tiim uzunlugu boyunca homojen kalinlikta

olmalidir.”!
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Sekil 10. Spermin Yapisal Ozellikleri”®

Insan ejakiilatinda, dogal olarak morfolojik acidan farklilik gdsteren sperm
hiicreleri bulunabilir. Fonksiyonel agidan tatmin edici kabul edilen spermatozoalarda;
akrozom membran biitiinliigii, plazma membran: biitiinliigii, DNA yapisal biitlinligi,
diisiik diizeyde ROS, yiiksek mitokondriyal membran aktivitesi, iyi motilite ve normal
morfoloji gibi parametreler gozlemlenir. Buna karsilik, fonksiyonel agidan yetersiz

spermatozoalarda; akrozom membran hasari, plazma membrant hasari, DNA
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fragmantasyonu, yiiksek diizeyde ROS varligi, mitokondriyal membran aktivitesinde

azalma, diisiik sperm hareketliligi ve morfolojik bozukluklar dikkat ¢eker (Sekil 11).7°

Akrozom Akrozom
membran biitiinligi membran hasari
Plazma Plazma
membran biitiinligi membran hasan
DNA biitiinliigi DNA parcalanmasi
Diigiik miktarda Yiiksek miktarda
ROS ROS
Mitokondriyal membranlarin Mitokondriyal membranlarmn
yiiksek aktivitesi diisiik aktivitesi
Y:kw: spel:m Diisiik sperm
areketliligi hareketliligi
7 . 4 ~N
Normal Morfoloji f Anormal Morfoloji -- )
2 J)() J
\ :
“ '
.

Sekil 11. Morfolojik ve Fonksiyonel A¢idan Yeterli (Sol) ve Yetersiz (Sag) Ozellikler Tasiyan
Spermatozoalar™

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gére, normal morfolojiye sahip sperm
hiicrelerinin orani i¢in alt referans sinir1 %4 olarak belirlenmistir. Bu degerin altindaki

oranlar, fertilite agisindan dikkatle degerlendirilmelidir.®’
2.4.6. Sperm Canlih@: ve Hareketliligi

Sperm canliligi, genellikle hiicre membran biitiinliigii izerinden degerlendirilen

ve numunenin genel kalitesine iligkin 6nemli bilgiler saglayan bir parametredir. Bu
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Ol¢lim, tim semen Orneklerinde yapilabilir olmakla birlikte, 6zellikle ileri dogru
hareketlilik oran1 %40’1in altinda olan olgularda daha da kritik hale gelir. Cilinkii
hareketsiz spermatozoalarin tiimiiniin 61ii olmadigini, bazilarinin yalnizca hareket yetisini
kaybettigini gostermek acisindan vitalite testi tanisal degere sahiptir. Bu test ayni
zamanda, motilite analizinin dogrulugunu denetleyen tamamlayict bir yontem islevi
goriir; zira nekrotik hiicre orani, hareketsiz sperm oranini agsmamalidir.®’ Vitalite
acisindan referans alt sinir, membran biitlinliigii korunmus (canli) spermatozoalar i¢in
%58 olarak belirlenmistir. Ote yandan, canli ancak hareket yetisi olmayan
spermatozoalarin yiiksek oranda bulunmasi, ¢ogu zaman kuyruk yapisinda mevcut
olabilecek yapisal bozukluklara isaret edebilir.”

Sperm hareketliliginin degerlendirilmesinde ise, her sperm hiicresi i¢in asagidaki

ticlii siniflandirma sistemi onerilmektedir:

Tleri hareketlilik (Progresif motilite; PR): Spermatozoanin, hizdan bagimsiz olarak diiz
bir ¢izgide ya da genis daireler ¢izerek aktif bi¢gimde ilerlemesi.

Yerinde hareketlilik (Nonprogresif motilite; NP): Spermatozoanin ileri yonlii hareket
etmemesine ragmen sinirli diizeyde hareket gostermesi; 6rnegin kiiclik daireler ¢izerek
yiizmesi, yalnizca kamg1 hareketi gostermesi veya bag kisminin zorlukla yer degistirmesi.

Hareketsizlik (Immotilite; IM): Spermatozoanin higbir hareket gostermemesi.

Toplam hareketliligi degerlendirmek amaciyla, progresif (PR) ve nonprogresif
(NP) hareketlilik oranlarmin toplami esas alinir. Bu toplam hareketlilik i¢in alt referans
degeri %40 olarak belirlenmistir. Sadece ileri hareketlilik agisindan bakildiginda ise, alt

referans sinir1 %32°dir.%’

2.5. Isik Yayan Diyot (LED)

LED (Light Emitting Diode — Isik Yayan Diyot) 1siklari, yari iletken bir diyot
aracilifiyla iletilen elektrik enerjisinin, belirli ve dar bir spektruma sahip 1s18a
doniistiiriilmesi esasina dayanir.”? LED 1siklar {izerine ilk bilimsel ¢alisma 1907 yilinda
yayimlanmis olup, kizilotesi LED 1s181n1 konu almistir. Ancak uzun siire boyunca pratikte
kullanim alani bulamamustir. 1962 yilinda Nick Holonyak Jr. tarafindan gelistirilen ilk
islevsel LED ile birlikte bu teknoloji kullanilabilir hale gelmistir. Geleneksel aydinlatma
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sistemleri olan floresan ve halojen lambalarin, yiliksek diizeyde enerji tilketmesine ragmen
fotosentetik aktiviteye katkist sinirli kalmaktadir. Buna karsin LED aydinlatma
sistemleri; uzun vadede daha ekonomik olmalari, daha az 1s1 iiretmeleri sayesinde enerji
verimliligi saglamalar1, uzun Omiirlii ve dayanikli olmalari, 151k yogunlugu ve dalga
boylarmin daha hassas kontroliine olanak tanimalar1 gibi birgok avantaj sunmaktadir.”?
Farkli spektrumlarda iiretilebilme yetenekleri sayesinde LED’ler, ultraviyole (UV)
1sinlardan goriiniir 1518a ve kizilotesi (NIR) bant genisligine kadar uzanan genis bir dalga

boyu araliginda (yaklasik 247-1300 nm) ¢alisabilmektedir (Sekil 12).7
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Sekil 12. Dogal 151k ile LED 151k arasindaki spektral farklihik

2.5.1. LED Isigin Saghk Alaninda Kullanim

1990’11 yillarda, ABD Ulusal Havacilik ve Uzay Dairesi (NASA), uzay tibb1
programi kapsaminda ¢ok dar spektrumda 151k yayabilen ilk LED'leri gelistirmistir. Bu
LED’ler kullanilarak yapilan ¢alismalar, belirli dalga boylarindaki 1s181n bitki biiytimesini
hizlandirabildigini ortaya koymustur. Bu bulgularin ardindan, yiiksek deniz basinci
altinda gorev yapan denizalti komandolarinda ve sifir yer¢ekimli ortamlarda bulunan
astronotlarda goriilen yara iyilesmesindeki gecikmeler nedeniyle, NASA LED 15181n yara
iyilesmesi iizerindeki etkilerini aragtirmaya yonelmistir. Yapilan deneysel caligmalar
sonucunda bu tedavi yaklagimindan olumlu sonuglar elde edilmis ve bu gelismeler, LED
teknolojisinin tipta kullanimimin 6niinii agnustir.”* LED terapisi, ABD Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan insanlar i¢in “6nemsiz riskli” bir prosediir olarak onaylanmistir.
Bunu izleyen siirecte, LED 15181n farkli dalga boylarinda biyolojik etkiler olusturabildigi

gosterilmis ve bu teknoloji gesitli klinik alanlarda uygulanmaya baglamistir.”
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Gilintimiizde LED'ler; hafif ve orta derecede akne vulgaris, cilt genglestirme, yara
iyilesmesi, sedef hastaligi, skuamoz hiicreli karsinoma in situ (Bowen hastaligi), bazal
hiicreli karsinom ve aktinik keratoz gibi dermatolojik endikasyonlardan, agr1 yonetimine
ve fotodinamik terapide 151k kaynagi olarak cilt kanseri tedavisine kadar genis bir
yelpazede kullanilmaktadir.”® LED tedavisinin klinik etkileri, hiicre i¢i ATP iiretiminin
artigl, oksidatif stresin diizenlenmesi, kollajen sentezinde degisimler, anjiyogenezisin
desteklenmesi ve kan akisinin artirilmasi gibi mekanizmalarla agiklanmaktadir.”” LED
terapileri genellikle tek bir spesifik dalga boyuna sahip 151k kullanir ve bu dalga boyu
cogunlukla 15181n rengi ile tanimlanir. Klinik uygulamalarda en yaygin kullanilan LED
modaliteleri kirmizi ve mavi 1siklardir. Ozellikle LED fotobiyomodiilasyon, diisiik
maliyetli ve termal etkisi olmayan 151k temelli tedaviler arasinda en giincel yontemlerden

biri olarak kabul edilmektedir.”®

2.5.2. LED Isigin Testosteron ve Sirkadiyen Ritimle Iliskisi

Sirkadiyen ritim, organizmalarin yaklasik 24 saatlik dongiilerle gergeklesen
biyolojik aktivitelerini yoneten bir i¢ zamanlayicidir. Bu ritim, merkezi olarak
hipotalamusta yer alan siiprakiazmatik ¢ekirdek tarafindan diizenlenmekte ve 1sik,
ozellikle gorsel yol lizerinden bu sistemin senkronizasyonunda temel rol oynamaktadir.
Testosteron gibi cinsiyet hormonlar1 da bu sirkadiyen dongiilere bagli olarak
salinmaktadir ve iretiminde 151k maruziyeti 6nemli bir digsal faktoér olarak One
¢ikmaktadir.”

LED teknolojisinin yayginlagmasiyla birlikte, insan gbzline ve beyin
fonksiyonlarina ulasan 151k spektrumlari da degismistir. Ozellikle mavi spektrumda (450—
470 nm dalga boyu) yogunlasan LED 15181, melatonin salgisini baskilayarak sirkadiyen
ritmin dengesini bozmakta ve dolayli yoldan testikiiler steroidogenez tlizerinde olumsuz
etkiler yaratmaktadir.® Melatonin, siiprakiazmatik g¢ekirdekten gelen sinyallere yanit
olarak pineal bezden salgilanan ve sirkadiyen ritmin stabilitesini saglayan 6nemli bir
hormondur. Bu hormon ayni1 zamanda GnRH {iizerindeki inhibisyonuyla da hipotalamo-
hipofiz-gonadal aks tizerinde diizenleyici etkiye sahiptir.3! Hayvan modellerinde yapilan
caligmalar, Ozellikle gece saatlerinde maruz kalinan mavi LED 1s18inin melatonin
diizeylerini anlamli 6l¢iide diislirdiiglinii ve bunun sonucunda testosteron diizeylerinde

azalma, testis agirliginda kiiclilme ve spermatogenezin baskilanmasi gibi bulgularin
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ortaya ¢iktigini gostermektedir.®? Benzer sekilde, BMALI (Brain and Muscle ARNT-Like
1) gibi saat genlerinin ekspresyonunun da LED i1sik ile degistirilebildigi, bu durumun
testosteron sentezi ile dogrudan iliskili oldugu saptanmistir. Nitekim BMALI’in
baskilanmasi, Leydig hiicrelerinde steroidogenezle iliskili genlerin (6rnegin StAR,
CYP11A1) ekspresyonunu azaltmakta ve serum testosteron diizeyini diisiirmektedir.®3

Insanlarda yapilan epidemiyolojik gozlemler de bu biyolojik etkilesimleri
desteklemektedir. Ozellikle kapali ortamlarda ve diisiik 151k siddetinde ¢alisan bireylerde,
sirkadiyen diizensizlikler ve azalmis testosteron seviyeleri bildirilmistir. 2023 yilinda
yayinlanan bir ¢aligmada, glinde 4 saatten fazla bodrum katinda ¢alisan bireylerde serum
testosteron diizeylerinin %15 oraninda daha diisiik oldugu saptanmustir.3* Bazi ¢calismalar
fotobiyomodiilasyon terapisinde kullanilan diisiik doz kirmizi1 LED 1s181n (620-660 nm
dalga boyu), Leydig hiicre aktivitesini ve testosteron {retimini artirabilecegini
gostermektedir. Bu terapdtik etkinin mitokondriyal aktivitenin uyarilmasi ve ATP
iiretiminin artigtyla iligkili oldugu 6ne stirtilmektedir. Ancak bu faydali etkinin yalnizca
belirli enerji yogunluklarinda ve stirelerde ortaya ¢iktigi, yliksek doz veya uzun siireli
maruziyetin ise ters etki yapabilecegi bildirilmistir.%

Sonug olarak, LED 151k maruziyeti ile testosteron tiretimi arasindaki iliski, 15181n
dalga boyu, yogunlugu ve maruz kalinan siireye bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Mavi spektrumlu LED 15181n sirkadiyen ritmi bozarak testosteron iiretimini olumsuz
etkiledigi, buna karsilik diisiik diizeyde kirmizi 15181n terapotik etkiler saglayabilecegi

anlagilmaktadir.

2.5.2.1. Erkek Ureme Sistemi Sirkadiyen Ritim Genleri

Sirkadiyen ritim, organizmanin ig¢sel biyolojik saatini belirlerken, o6zellikle
BMALI1, CLOCK, PER1, PER2 gibi ¢ekirdek saat genleri vasitasiyla hem merkezi hem
de periferik dokulardaki fonksiyonlar1 koordine etmektedir. Bu genlerin erkek ilireme
sistemi tizerindeki etkileri yaygin olarak incelenmekte olup, azalmasi ya da mutasyona
ugramasi halinde testosteron {iiretimi, spermatogenez ve fertilite lizerinde belirgin

bozulmalara yol agmaktadir.3¢ 8
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2.5.2.1.1. BMAL1

BMALI1 tiim bu sistemin ana transkripsiyon faktorlerinden biridir. Farelerde
Bmall geninin knock-out modeli, erkek bireylerde infertilite, diisiik testosteron ve yliksek
LH seviyeleriyle karakterize edilmistir. Bu durum, Leydig hiicrelerinde steroidogenez
yolunun bozuldugunu gostermektedir.®® Ke¢i Leydig hiicrelerinde yapilan giincel bir
hiicre modeli ¢aligmasi, BMAL1’in StAR, HSD3B2, SF1, GATA4 gibi steroidogeneze
iliskin genleri regiile ederek testosteron sentezini dogrudan etkiledigini ortaya

koymustur.3®

2.5.2.1.2 CLOCK
CLOCK geni, BMALI ile heterodimer olusturur ve PER/CRY gibi negatif doniit
genlerini aktive eder. CLOCK geninde mutasyonlar, ritmin siire ve amplitiide kisminda

bozulmaya neden olarak hormon saliniminda diizensizliklere yol agabilir.33

2.5.2.1.3 PER1 & PER2

PER1 ve PER?2 ise negatif doniit dongiisiiniin bir pargas1 olarak kritik rol oynar.
Testiste ifadeleri, CLOCK-BMAL1 kompleksi tarafindan saglanan ritmik
transkripsiyonla diizenlenir. Bu genlerdeki bozulmalar, sirkadiyen ritmi bozmakla

beraber, spermatogenez ve testosteron iiretiminde de aksamalara neden olur.®’

2.5.2.1.4 Klinik ve Deneysel Sonuclar

Farelerde Bmall ve Clock genlerinde manipiilasyon yapildiginda hem hormon
salinimi hem de fertilite {izerinde olumsuz etkiler gézlemlenmistir.®* Insanlarda yapilan
gozlemsel caligmalarda da gece-giindiiz donglisliniin bozulmasi (6rnegin vardiyali
caligma), semen kalitesi, sperm motilitesi ve testosteron diizeylerinde diisiise yol agmustir.
Bu olgu, sirkadiyen gen fonksiyonlarmin erkek fertilitesi lizerindeki klinik 6nemde
etkilerini ortaya koymaktadir.%

Erkek tireme sistemi tizerinde sirkadiyen ritm genlerinin tiimii (6zellikle BMALL1
— CLOCK — PER/CRY yolu), periferde testikiiler steroidogenez ve spermatogenez
lizerinde rol oynamaktadir (Sekil 13).3” BMALI genlerinin silinmesi, CLOCK
mutasyonlar1 veya PER1/2 diizensizligi gibi faktorler, hormonal dengenin bozulmasina,

testosteron seviyelerinin diigmesine ve sperm kalitesinde azalmaya neden olmaktadir.®®
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Bu durum, aydinlatma, ¢evresel stres ve genetik yap1 gibi dissal etkenlerin biyolojik saati

bozarak erkek fertilitesi olumsuz etkileyebilir.”

Sirkadiyen ritim mekanizmasi
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2.5.3. LED Isigin Sperm Hiicreleri Uzerine Etkileri

LED 1s1k teknolojisi, farkli dalga boylarinda biyolojik sistemler iizerinde hem
yararli hem de zararli etkiler gosterebilen bir 151k kaynagidir. Sperm hiicreleri gibi yiiksek
metabolik aktiviteye sahip ve 1518a duyarli hiicrelerde, LED 15181n dalga boyu ve maruz
kalma siiresi dogrudan fertilite parametrelerini etkileyebilmektedir. Bu etkiler 6zellikle
sperm hareketliligi, morfolojisi, konsantrasyonu, mitokondriyal fonksiyon, DNA

biitiinliigii ve akrozom reaksiyonu tizerinden gozlenmektedir.®

2.5.3.1. Dalga Boylarmna Gore LED Isiklarin Etkileri

Mavi LED 15181 (470 nm), yiiksek enerjili ve kisa dalga boyludur. Bu spektrumda
uzun siireli maruziyet; testis dokusunda histolojik hasara, sperm sayisinda diisiise ve DNA
biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmustur.®? Prepubertal siganlar {izerinde yapilan bir

calismada, mavi 1518a maruz kalan gruplarda sperm hareketliligi belirgin sekilde azalmas,
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testis agirlig1 kiigiilmiis ve melatonin diizeylerinde baskilanma gozlemlenmistir.®? Benzer
sekilde, Dandarawi horozlarinda yapilan baska bir deneyde, yesil ve mavi LED 1518a
maruz kalan gruplarda toplam sperm sayisi, hizli ilerleyen sperm yiizdesi, egri dogrusal
hiz, ortalama yol hizi1 ve diiz dogrusal hiz gibi parametrelerde anlamli azalmalar
kaydedilmistir.”!

Kirmizi (620-660 nm) ve kizildtesi LED 15181, diisiik dozlarda uygulandiginda
fotobiyomodiilasyon  etkisiyle = sperm  parametrelerini  iyilestirebilmektedir.
Asthenozoospermik erkeklerde yapilan kontrollii bir calismada, 470 nm ve 660 nm LED
1s181yla tedavi edilen gruplarda hizli ilerleyen sperm oraninin %11.8’den %16.3’e ¢iktig1;

5> Domuz

hareketsiz sperm oraninin %72.5’ten  %66.7’ye diistiigli  bildirilmistir.®
sperminde yapilan uygulamalarda ise kirmizi LED 1s1k uygulamasinin mitokondriyal
membran potansiyelini artirdigi, sperm hareketliligini ve akrozom biitiinliigiinii

iyilestirdigi tespit edilmisgtir.*?

2.5.3.2. Sperm DNA Biitiinliigii ve Akrozom Reaksiyonu Uzerine Etkileri

Kirmizi ve kizilétesi 15131n DNA biitiinliigii iizerinde zararli bir etkisi olmadigi,
aksine sperm DNA fragmentasyonunu azaltabildigi belirtilmistir. Ayrica 151k tedavisi,
akrozom reaksiyonunu da desteklemekte, bu da sperm hiicresinin yumurtaya penetrasyon
kapasitesini artirmaktadir.”> TUNEL ve Comet testleriyle dogrulanan ¢alismalarda, mavi
LED 1s1gma uzun siireli maruziyetin sperm DNA’sinda hasara ve apoptoz oranlarinda
artisa neden oldugu gosterilmistir.3? Bu etkilerin temelinde, LED 1518in mitokondrideki
fotoreseptor proteinleri (6rnegin sitokrom C oksidaz) uyararak ATP {iretimini artirmasi,
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) diizenlemesi ve nitrik oksit (NO) sentezini uyarmast yer
almaktadir. Bu biyokimyasal yolaklar sperm motilitesi, membran biitiinliigli ve enerji

metabolizmasini dogrudan etkilemektedir.”*
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu arastirma, deneysel, prospektif ve randomize bir calisma olup, Cukurova
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 24.04.2025 tarihinde yapilan
toplantida 1 numarali karar ile etik onay almistir.

Projede Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi (SABIDAM)’ den temin edilen, 24 adet Wistar albino tiirii eriskin ve yash erkek
sicanlar kullanildi. Denekler kontrollii oda kosullarinda (22 = 1 °C ve 12 saatlik
gece/glindiiz siklusu) tutuldu ve 30 giinliik deney siiresi boyunca (uygulama oncesi haric)
su ve yeme ulagmasi konusunda herhangi bir kisitlamaya gidilmedi. Ayrica, ¢aligmada
ozel bir diyet uygulanmayip standart sigan pelletleri verildi. Standart yasam kosullarini
saglamak, hayvan refahini korumak ve deneysel sonuclar1 olumsuz etkileyebilecek stres
faktorlerini en aza indirmek amaciyla hayvanlar, her kafeste 4 sican olacak sekilde toplam
6 kafeste barindirildi. Boylece hayvanlarin yem ve suya engelsiz sekilde ulasabilmesi,
hareket alanlarmin yeterli olmasi, sosyal etkilesimlerinin siirdiiriilmesi ve asir
kalabaliktan kaynaklanabilecek stres, agresyon ya da yaralanma risklerinin 6nlenmesi
hedeflendi. Bireyler, karismay1 onlemek ve bireysel verilerin takibini saglamak {izere
renk kodlu tliy boyasi ile tekil olarak isaretlendi; yem ve suya erisim garanti edildi ve

kafes bagina hayvan yogunlugu 4’te sabitlendi.

3.2. Deney Gruplariin Olusturulmasi

Calismada SABIDAM’den temin edilen agirliklar: 350 (£50) gr eriskin 12 adet,
400 (£50) gr yash 12 adet, toplamda 24 adet erkek, Wistar-Albino cinsi erigkin ve yash
sican kullanildi. Temin edilen 24 adet sigan deneysel amag¢ ve hedeflere ulagsmak igin
yaslaria gore rastgele her bir grupta 6 si¢an olacak sekilde 4 gruba ayrilds;
Grup 1 (Gl): Normal kosullarda yasatilan eriskin erkek sicanlar (n=6). Bu gruptaki
hayvanlar standart gece/giindiiz siklusunda birakilmistir.
Grup 2 (G2): Kirmizi LED 151832 maruz birakilan eriskin erkek sicanlar (n=6). Bu gruptaki
hayvanlar 12 saat kirmiz1 LED 1s1k altinda, 12 saat karanlikta birakilmistir. (Aydinlik
siiresi 08:00-20:00; karanlik siiresi 20:00-08:00)
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Grup 3 (G3): Normal kosullarda yasatilan yash erkek siganlar (n=6). Bu gruptaki
hayvanlar standart gece/giindiiz siklusunda birakilmigtir.
Grup 4 (G4): Kirmiz1 LED 1s18a maruz birakilan yagh erkek sicanlar (n=6). Bu gruptaki
hayvanlar 12 saat kirmiz1 LED 151k altinda, 12 saat karanlikta birakilmistir. (Aydinlik
siiresi 08:00-20:00; karanlik siiresi 20:00-08:00)

30 giinliik silire¢ sonunda deneklerden alinan testis doku Ornekleri ve serum
ornekleri, 151k-elektron mikroskobik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlerle

incelendi. Ardindan denekler sakrifiye edildi.

3.3. Kirmiz1 LED Is1ik Maruziyeti

Deney boyunca (30 giin) kirmizi1 LED 15181 gurubundaki hayvanlar, kirmizi LED
aydinlatma seridi ( 2835 SMD Serit Led; 4.8 W/620-750 nm/ 155 lm) ile kafes etrafi
aydinlatilacak sekilde, kontrol grubundaki hayvanlar giin 15181 ile aydinlatilacak sekilde;
havalandirmali sican yetistirme kafeslerinde (40 % 30 % 20 cm) tutuldu. Deney
diizeneginde, LED 151k kaynagi sicanlarin melatonin konsantrasyonlarini yiikseltecek
ancak retina hasarmma neden olmayacak bir 1simm seviyesinde kullanilmustir,? °°
Cukurova Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fizik boliimiinde hazirlanan 120 cm
uzunlugunda 3 adet serit LED, sican yetistirme kafeslerinin koyuldugu raya 10 cm
araliklarla monte edildi. Deney diizeneginde kirmizi LED 1sik kaynagi, her sican
kafesinin merkezinin yaklasik 20 cm {izerine yerlestirilmistir (Resim 1). Sicanlarin
barindig1 kafesin tiim alanindaki 151k siddeti, bir liikksmetre ile dl¢iilmiis ve ayn1 seviyeye
ayarlanmig, kafes boyunca 650+30 lilks/l m olacak sekilde sabitlenmistir. Alt1 saatlik
araliklarla (08:00, 14:00, 20:00, 02:00) yapilan 6l¢iimlerde 151k siddeti; aydinlik dongiide
650+30 Ix, karanlik dongiide 0 Ix ol¢iilmiistiir. Deney baglamadan 6nce, LED 15181n
tayfsal dagilimi i¢in spektrofotometre dl¢timleri yapilmistir. Pik dalga boyunun 620 nm
(Full width at half maximum-fwhm=20nm) oldugu 6l¢iilmiistiir. Tayfin diger alanlarinda

herhangi bir 1s1ma gdzlenmemistir.

36



Resim 1. Deney Diizeneginde Kirmizi LED Aydinlatma Kosullarinda Barindirilan Sicanlar
(1-Havalandirmal kafeslerde kirmizi LED serit 151k ile saglanan deney ortami; 2- Kafesler {izerinde
kirmiz1 LED serit 151k kaynag; 3- Kafeslerin yandan goriiniimii; 4- Kafes diizeyinde 151k siddetinin

liiksmetre ile 6l¢iimii; 650 + 30 1x).
Deneylerde kullanilan LED lambanin optik tayfi, Ankara Universitesi Kreiken
Gozlemevi’'nde bulunan Whoppshel tayfe¢eker kullanilarak, 2 saniyelik poz siiresi ve

15.000 ¢oziiniirliik ile elde edilmistir. Elde edilen tayf Grafik 1’de sunulmustur.
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Grafik 1. Deneyde Kullanilan LED’in Optik Tayfi.
(Gri gizgiler farkli orderlardan aliman 6lgtimleri, kirmizi ¢izgi ise tayfa uydurulan Gauss uyum modelini
gostermektedir.)
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Grafik 1’de goriildiigii iizere tayfin yalnizca optik bolgenin kirmizi kisminda,
beklenildigi gibi belirgin bir pik tespit edilmistir. Tayfa uygulanan Gauss uyumu

sonucunda pik merkezi 6332.3 A olarak belirlenmistir.

3.4. Anestezi, Analjezi ile Kan ve Histopatolojik Numunelerin Alinmasi

Caligmada 30 giinliik deney sonunda tiim deney hayvanlarinin agirliklart yeniden
ol¢iildii ve ardindan ratlara intraperitoneal yolla 20 mg/kg dozunda trankizilan ve 50
mg/kg dozunda ketamin tek seferlik dozlar halinde verilerek anestezi altina alindi.
Biyokimyasal analiz amactyla, si¢canlardan intrakardiyak yaklagik 5-10 cc kan ornekleri
alind1 ve bu 6rnekler EDTA’I1 mor ve jel iceren biyokimya sar1 tiiplere aktarildi. Daha
sonra santrifllj islemi uygulandi ve serumlar mikropipet kullanilarak ¢ekilip eppendorf
tiiplerine aktarildi. Bu tiipler daha sonra -20 °C'de muhafaza edildi. Biitiin sicanlara batin
orta hat insizyonu yapilarak bilateral orsiektomi yapildi (Resim 2). Testis ve epididimis
dokular1 biitiinliikleri bozulmadan, ikiye boliinerek %10’luk formalin soliisyonunda fikse
edildi. Makroskopik olarak belirgin degisiklik goriilmedi. Sonrasinda tiim sicanlar

servikal dislokasyon yontemiyle Gtenaziye tabi tutuldu.
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Resim 2. Deney Hayvanlarinda Kan Orneklerinin Alinmasi ve Bilateral Orsiektomi islemleri
(1- Anestezi sonrasi cerrahi pozisyonda sabitlenen sican; 2- Intrakardiyak kan 6rnegi alinmasi; 3- Batin
orta hat insizyonu sonrasi abdominal organlarin goriiniimii; 4- Testis ve epididimis dokularinin
¢ikarilmast.)

3.5. Testis doku orneklerinin 151k mikroskobik incelemesi

Deneklerden alinan testis doku 6rnekleri, %10°luk notral formalin igerisine alinip,
oda 1sisinda 72 saat siireyle tespit edildi. Daha sonra formalinin uzaklagtirilmasi i¢in
dokular su ile yikand1 ve Leica TP 1020 Ototeknikon cihaz1 ile Tablo 2’de belirtilen doku
takip yontemi uygulandi. Bes pm kalinliginda histolojik kesitler alinip, Hematoksilen-
Eozin (H&E) ile boyanacak ve Olympus BX53 151k mikroskobunda incelendi. Bloklardan
ayrica immiinohistokimyasal incelemeler i¢in de doku kesitleri alinip, uygun yontemlerle

hazirlandi.
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Tablo 2. Testis Dokusu Isik Mikroskobik Doku Takip islemi

Oda sicakliginda Notral formalin 30 dakika

Oda sicakliginda %70’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %80’lik etil alkol 1 saat

Oda sicakliginda %90’lik etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda sicakliginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda sicakliginda Saf alkol+ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

3.6. Testis Doku Kesitlerinde Histomorfometrik Analizler

Testis doku bloklarindan, alinan 151k mikroskobik kesitler Olympus BX53 (Tokyo-
Japonya) 151k mikroskobunda incelenirken mikroskoba bagli Bioquant Omega II software

analiz programi kullanilarak, seminiferdz tiibiil c¢ap1 ve seminiferdz tiibiil epitel

kalinliklart hesaplandi ve uygun istatistiksel yontemle degerlendirildi.

3.7. Sperm Parametreleri

Deneyin son giinii testis diseksiyonu sirasinda ¢ikarilan kauda epididim, DMEM
ortaminda parcalandiktan sonra 37°C’de ve %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi. Thoma
lam1 {izerinde sperm motilitesi ve sayis1 degerlendirildikten sonra, Diff Quick boyama

yontemiyle x40 biiyiitmede en az 200 spermde morfolojik degerlendirme yapildi. (Resim

3).
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Resim 3. Ratlardan Cikarilan Testis ve Epididimis Ornekleri

3.8. Testis Doku Kesitlerinde Immiinohistokimyasal Analizler

Testis doku kesitlerinde Leydig hiicre belirteci 3HSD, proliferatif hiicre belirteci
PCNA ve sirkadiyen ritim belirteci Bmall seviyelerinin belirlenmesi i¢in doku
bloklarindan elde edilen histolojik kesitler, polilizin kapli lamlar {izerine alindi. 60 °C’de
etlivde ksilol icerisinde 1 gece deparafinize edilen doku kesitleri, oda 1sisinda ksilol
serilerinden gegcirilerek, derecesi giderek azalan alkol serileri igerisinde hidrate edilip,
distile su icerisine alindi. Kesitler daha sonra, sitrat soliisyonu (pH:6) icerisine alinarak
95°C’lik su banyosunda, 30 dakika siireyle tutularak antijenlerin agiga ¢ikarilmasi islemi
gergeklestirildi. Oda 1sisinda 45 dk sogutulan kesitler, distile suda yikanarak ardindan
%3’liikk hidrojen peroksit (H202) igerisine alindi. H>O’te yaklasitk 10 dk kadar
bekletildikten sonra, kesitler, saf su ve fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gecirildi.
Her bir kesite nonspesifik baglanmay1 engellemek amaciyla blocking damlatild1 ve oda
1s1sinda 15 dakika bekletildikten sonra kesitler, saf su ve fosfat tamponundan gegirildi.
Daha sonra doku kesitlerine belirtilen primer antikorlar ayri ayri damlatildi. Primer
antikor damlatilan tiim kesitler +4°C’de, nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif
kontrol i¢in alinan kesitlere primer antikorlar yerine, tampon soliisyonu damlatildi.
Primer antikorla muamele edilip 1 gece +4°C’de ve ardindan 1 saat oda 1s1sinda bekletilen
kesitler, daha sonra distile su ve PBS’den gegirilerek {izerlerine Biotin damlatilarak 15 dk
stireyle oda 1sisinda tutuldu. 15 dk sonra distile su ve PBS’de yikanan kesitlerin etrafi
kurulanip Avidin damlatilarak, 20 dakika siireyle oda 1sisinda bekletildi. Distile su ve
PBS’den gecirilen kesitlere, aminoetilkarbozol (AEC) soliisyonu damlatildi ve 10 dakika

siire ile bekletildi. Daha sonra ¢gesme suyu icerisinde yikanacak doku kesitleri, zit boyama
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icin hematoksilen ile boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler, ¢esme suyunda
yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli kapama maddesi damlatilarak dokular lamel ile

kapatildi, Olympus BX53 151k mikroskobu (Japonya) ile incelendi.

3.9. Testis Doku Kesitlerinde immiinohistokimyasal Skorlama
Testiste Leydig hiicre sayisi, pozitif hiicre yiizdesine gore kantitatif olarak
degerlendirildi. 40°lik objektifte rastgele segilen 10 alanda 3BHSD pozitif hiicreler sayildi

ve uygun istatistiksel yontemle degerlendirildi.

3.10. Elektron Mikroskobi Yontemleri

Elektron mikroskobik degerlendirme i¢in deneklerden alinan testis doku pargalari,
Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis % 5 lik glutaraldehit soliisyonunda 1 saat
bekletildikten sonra iizerinde birka¢ damla glutaraldehit olan digci mumuyla kapl petri
iizerinde jilet yardimryla 1 mm? liikk parcalara ayrildi. Doku pargalari tekrar glutaraldehit
soliisyonuna alinarak 3 saat kadar tespit edildi. Béylece dokular glutaraldehit ile toplam
4 saat tespit edilmis oldu. Daha sonra dokular Millonig fosfat tamponunda iki defa 10’ar
dk calkaland1 ve ardindan Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %1 lik osmium
tetraoksit (OsOs) soliisyonu ile ikinci defa tespit edildi. iki saatlik osmium tetraoksit
tespitinden sonra dokular fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dakika yikandi. Daha sonra
dokular, Tablo 3’de belirtilen siraya gore derecesi giderek artan etil alkol serilerinden

gegirilerek dehidrate edildi.

Tablo 3. Elektron Mikroskobik Doku Takibinde Dehidratasyon Islemi

%350'ik etil alkol +4°C 15 dakika
%70'ik etil alkol +4°C 15 dakika
%86'l1k etil alkol +4°C 15 dakika
%96'lik etil alkol +4°C 15 dakika
%100'Lik etil alkol +4°C 15 dakika
%100'lik etil alkol +4°C 15 dakika

Buraya kadar olan islemler +4°C'de gergeklestirilecektir. Daha sonra Tablo 4’de

belirtilen iglemler oda 1sisinda gergeklestirilecektir.
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Tablo 4. Elektron Mikroskobik Doku Takibinde Seffaflandirma islemi

%100 Etil alkol Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen oksitte Oda sicakliginda 15 dakika
Propilen oksitte Oda sicakliginda 15 dakika

Dehidratasyon ve seffaflandirma islemleri tamamlandiktan sonra, doku pargalari
1 hacim propilen oksit ve 1 hacim rezin'den (gdmme materyali) olusturulan karigim
icerisinde 2'ser defa 30'ar dakika siireyle bekletildi. Bu islemlerden sonra doku parcalar
taze hazirlanmis rezin icerisine alinarak 1 gece boyunca rotatorda dondiiriilerek
karigtirildi ve rezinin doku pargalari icerisine daha iyi niifuz etmesi saglandi. Ertesi giin
rotatordan alinan doku parcalar1 taze hazirlanmig gdmme materyali kullanilarak Beem
kapsiillere gomiildii 60°C etiivde 48 saat polimerize edildi. Daha sonra bloklar etiivden
cikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Ultracut S ultramikrotomu ile 1 pm
kalinliginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile boyandi ve doku bloklarinda
uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan ultramikrotom ile 50 nm
kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 goézenekli bakir gridlere alinarak
%70'lik etil alkolde hazirlanan doymus uranil asetat ile Reynolds'un kursun sitrat
soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon Elektron
Mikroskobu (Japonya) ile incelendi.

3.11. Biyokimyasal Analiz

Rat Testesteron (Finetest marka ELISA kiti Catalog No: ER1462), Rat SOD
(Finetest marka ELISA kiti Catalog No: ER1950), Rat GPX1(Finetest marka ELISA kiti
Catalog No: ER0274), Rat MDA (Finetest marka ELISA kiti Catalog No: ER1878), Rat
LH ( Finetest marka ELISA kiti Catalog No: ER1123), Rat Melatonin (Elabscience marka
ELISA kiti Catalog No: E-EL-R0031) diizeyleri enzime bagl immiinosorbent deneyi
(ELISA) ile kit protokollerine uygun sekilde dl¢iilmiistiir. Standartlarin kit prosediiriine
gore seri sekilde diliisyonu yapildi. Her kit i¢in belirlenen standart ve 6rnek kuyucuguna
kit prosediiriine uygun miktarda 6rnek standartlar ve 6rnekler eklendi. 37°C’de belirlenen
prosediire uygun olarak inkiibasyon yapildi. Daha sonra aspirasyon ve yikama iglemi
yapildi. Her kuyucuga 100 pL biyotin antikor ¢aligma soliisyonu eklendi. 5 kez yikama
ve aspirasyon yapildi. 37°C'de 60 dakika inkiibasyon yapildi. Daha sonra HRP-
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Streptavidin konjugat, 100 pL her kuyucuga eklendi. 60 dakika 37°C’ de inkiibasyona
birakildi. 5 kez aspirasyon ve yikama islemi yapildi. Daha sonra TMB Substrat
soliisyonundan 90 pL eklendi. 15 dakika karanlikta 37°C’de inkiibasyon yapildi. Son
olarak 50 pL stop soliisyonu eklendi. Hemen 450 nm’de okundu. Rat Testesteron, SOD,
GPX1, MDA, LH, Melatonin konsantrasyonlar1 bulundu. Sonuglar diliisyon kat sayisi ile

carpilarak konsantrasyonlar1 bulundu.

3.12. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket
programi kullanildi. Kategorik olglimler say1 ve yiizde olarak, sayisal olgiimlerse
ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve ceyrekler arasi aciklik) olarak
Ozetlendi. Sayisal dl¢limlerin normal dagilim varsayimini saglayip saglamadigi Shapiro
Wilk testi ile test edildi. Ikiden fazla grubun sayisal &lgiimlerinin genel
karsilagtirilmasinda varsayimlarin saglanmast durumunda Tek Yonli Varyans Analizi,
varsayimlarin saglanmamast durumunda ise Kruskal Wallis testi kullanildi. Bu
karsilagtirmalarda anlamli bulunan durumlar i¢in gruplarin ikili karsilagtirllmalarinda
varsayimlarin saglanmasi durumunda grup i¢i varyanslarin homojen olup olmamasina
gore Bonferroni veya Games&Howell testleri kullanildi.  Gruplarin  ikili
karsilagtirilmalarinda varsayimlarin saglanmamasi durumunda ise Bonferroni diizeltmesi
yapilmis Mann Whitney U testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel dnem diizeyi 0.05

olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Normal kosullarda yasatilan erigkin erkek sicanlarin (G1) testis kesitlerinin H&E
boyamasinda seminiferdz tiibiiller ve interstisyal alan normal histolojik yapidaydi.
Seminiferdz tiibiiller yuvarlak veya oval konturde olup diizenli bir bazal membran ile
cevriliydi ve tilibiil epiteli limene dogru spermatojenik hiicrelerin normal gelisim
evrelerini icermekteydi. Tiibiil epitelinde spermatogonyumlar bazale yakin, primer ve
sekonder spermatositler daha iist tabakalarda, limene yakin konumda yuvarlak ve uzamis
cekirdege sahip spermatidler ile liimende serbest spermatozoonlar bulunmaktaydi.
Spermatojenik hiicrelerin arasinda yer alan Sertoli hiicrelerinin belirgin oval veya liggen
sekilli ¢ekirdekleri de bazal membrana oturmaktaydi. Tiibiiller arasindaki interstisyal
alanda bag dokusu hiicreleri ve kan damarlar1 ile birlikte eozinofilik sitoplazmali,
yuvarlak—oval ¢ekirdekli normal yogunlukta kiimeler halinde yerlesmis Leydig hiicreleri
yer almaktaydi. Genel olarak erigkin sican testisinde seminiferdz tiibiillerin yapisal
biitiinliigliniin ve spermatogenezin aktif ve diizenli oldugu degerlendirildi (Resim 4A).

Kirmizi LED 1518a maruz birakilan eriskin erkek siganlarin (G2) testis kesitlerinin
H&E boyamasinda seminiferdz tiibiil epitelinin genel organizasyonunun biiyiik dlctide
korundugu dikkati ¢ekti. Tiibiiller arasindaki interstisyel alanda ise Leydig hiicre
kiimelenmesinin daha belirgin oldugu gozlendi. Ayrica interstisyel alanda yer alan kan
damarlarinda belirgin dilatasyon ve konjesyon mevcuttu. Bu bulgularin, LED 15181n1n
testikiiler mikrosirkiilasyon ve damar permeabilitesi iizerindeki olast etkilerinden
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir (Resim 4B).

Normal kosullarda yasatilan yaglh erkek sicanlarin (G3) testis kesitlerinin H&E
boyamasinda seminiferdz tiibiillerin c¢aplarinda belirgin azalma ve konturlarinda
diizensizlik izlendi. Bir¢ok tiibiilde tiibiil epitel kalinliginin azaldig: ve tiibiil liimeninde
az sayida spermatozoon bulundugu gozlendi. Bazi tiibiillerde hiicre diziliminde
diizensizlik ve liimene dokiilmiis immatiir hiicrelere bagl olarak tiibiil liimeninde yer yer
vakuole alanlar dikkati c¢ekti. Seminiferdz tiibiillerin bazal membranlarinda yer yer
ayrilmalar mevcuttu. Tibiillerdeki biiziismeye bagl olarak interstisyel alanin genisledigi

ve Leydig hiicrelerinin sayica ve dagilim acgisindan diizensiz bir goriiniim sergiledigi
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belirlendi. Bu degisikliklerin, yaslh sican testisinde yaglanmaya baglh gelisen; belirgin
testikiiler atrofi, azalan spermatogenez ve interstisyal fibrozis ile uyumlu oldugu seklinde
degerlendirildi (Resim 4C).

Kirmizi LED 1518a maruz birakilan yash erkek siganlarin (G4) testis kesitlerinin
H&E boyamasinda, G3 grubuna kiyasla seminiferdz tiibiillerin daha diizenli hale geldigi
ve tiibiil epitel kalinligimin belirgin 6l¢iide diizeldigi izlendi. Tiibiil liimenlerinde daha
fazla sayida spermatid ve spermatozoonun bulunmasi, spermatogenezin kismen
toparlandigin1  diisiindiirdii. Buna karsin interstisyal alandaki kismi O6deme baglh
intertlibliler mesafedeki genislemenin devam ettigi belirlendi. Ayrica kan damarlarinda
dilatasyon ve konjesyonun ortaya c¢iktigi goriildii. Bu bulgular, kirmizi LED
uygulamasinin yasl si¢an testisinde seminiferdz tiibiil yapisini ve spermatogenezi kismen
tyilestirici etkiler gosterebilecegini; ancak ayni zamanda testikiiler mikrosirkiilasyon ve
damar permeabilitesi etkileyerek interstisyel ddem ile damar dilatasyonu/konjesyonu

seklinde degisiklikler olusturabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 4D).
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Resim 4. Testis Doku Kesitlerinin Isik Mikroskobik Goriiniimii, H&E. Bar=100pm.
(A: G1 grubuna ait testis doku kesitlerinde normal yapida seminiferdz tiibiiller (daire) ve interstisyum (*)
goriilmektedir, B: G2 grubuna ait testis doku kesitlerinde normal yapidaki seminiferoz tiibiillerin arasindaki
interstisyal alanda yer alan kan damarlarinda dilatasyon ve konjesyon (ok) izlenmektedir, C: G3 grubuna
ait testis doku kesitlerinde tiibiil limeninde immatiir hiicreler (iggen) ve tiibil epitelinde vakuolizasyon (i¢i
bos iiggen) ile yer yer tiibiil epiteli ve bazal membran arasinda ayrilmalar (ok) gozlenmektedir. Interstisyal
alanda genislemeler (+) goriilmektedir, D: G4 grubuna ait testis doku kesitlerinde normal yapida
seminiferz tiibiillerin arasinda interstisyal geniglemeler (*) ve kan damarlarinda dilatasyon ve konjesyon
(i¢i bos ok) izlenmektedir.)

4.2. Histomorfometrik Bulgular

Histomorfometrik degerlendirmeler sonucunda, Gl grubunda ortalama
seminifer6z tiibiillerin epitel kalinlig1 (112,949,3 um) ve tiibiil ¢aplarinin (317,2+22,6
pum) normal fizyolojik sinirlar i¢inde oldugu goriildii. G2 grupta tiibiil ¢aplarinin, G1 ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark sergilemedigi belirlendi (p>0.05).
Tibiil epitel kalinliginin ise G2 grubunda anlamli derecede yliksek oldugu bulundu
(p<0,05). Diger taraftan G3 grubunda ise seminiferdz tiibiil epitel kalinlig1 ve tiibiil
caplarinin gerileyerek G2 ve G1 gruplarina gore anlamli sekilde azaldigi izlendi (p<0.05).

G4 grupta ise bu degerlerin G3 grubuna gore anlamh sekilde arttig1 (p<0.001) ve Gl
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grubunun degerlerine yaklastig1 dikkati ¢cekti. LED uygulamasinin yagh testisteki tiibiiler

atrofiyi histomorfometrik olarak belirgin dl¢iide diizelttigi diisiiniildii. (Tablo 5).

Tablo 5. Histomorfometrik Bulgularin Dagilim

Gl G2 G3 G4
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
Tiibiil Epitel
Kalinlig1 112,9£9,3% | 120,4+12,6° | 61,2£13,8°¢ 105,2£2,3 | <0,001
(nm)
Tibil  Capt
(um) 317,2422,6° | 302,2+44,8 | 269,9+14,3¢ | 310,6+15,8 | 0,033

2 32 ile karsilastirldiginda p<0,05, ® G3 ile karsilastirildiginda p<0,05, © G4 ile karsilastirildiginda p<0,05.
Veriler ortalama+standart sapma veya medyan(geyrekler arasi agiklik) olarak 6zetlenmistir.

4.3. Sperm Sayisi ve Sperm Morfolojisi Bulgulari

G1 grubunda sperm sayisinin (58,2(54,2-63,7) (milyon/cauda epididimis)) yiliksek

ve fizyolojik sinirlar i¢inde oldugu izlendi. G3 grubunda ise toplam sperm sayisinin

(24,1(23,5-28,2) (milyon/cauda epididimis)) belirgin sekilde azaldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,001). Buna karsilik G4 grubunda sperm

sayisinin (35,4(28,3-39,6) (milyon/cauda epididimis)), G3 grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli artis gosterdigi (p<0,05), ancak G1 grubunun seviyesine tam olarak

ulagsamadig belirlendi (Grafik 2) (Tablo 6).
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Grafik 2. Ortalama Sperm Sayisinin Gruplar Arasindaki Dagilimi

Ortalama sperm motilitesi agisindan da tiim gruplar arasinda anlamli bir farklilik
mevcuttur (p<0,001). G1 grubunda motilite 80,5 (77,4-97,8) % olarak belirlenirken, G2
grubunda motilite diizeylerinin 94,6 (79,2-101,8) % ile en yiiksek degere ulastigi
goriildii. Buna karsilik G3 grubunda sperm motilitesi G1 ve G2 grubuna gore belirgin
sekilde diiserek 55,8 (20,1-65,5) % olarak o6lgiildii. G4 grubunda ise motilite degerleri
67,5 (61,6-72,4) olup G3’e kiyasla anlamli bir artis gozlendi (p<0,05). Analizler, G1 ve
G2 grubundaki motilite degerlerinin G3 grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
(p<0,05), ayrica G2 grubunun G4 grubuna gore daha yiiksek motiliteye sahip oldugunu
gosterdi (Grafik 3) (Tablo 6)
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Grafik 3. Ortalama Sperm Motilitesinin Gruplara Gére Dagilimi

Tablo 6. Sperm Parametrelerinin Dagilimi

Gl G2 G3 G4
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
Sperm Sayisi
. 58,2(54,2- | 67,1(55,3- 24,1(23,5- | 35,4(28,3-
(milyon/cauda <0,001
e 63,7)" 73,8)" 28,2) 39,6)
epididimis)
Sperm Motilitesi 80,5(77,4- | 94,6(79,2- 55,8(20,1- | 67,5-61,6- 0.001
< b
(%) 97,8)° 101,8)° 65,5) 72,4)

2 32 ile karsilastirildiginda p<0,05, ® G3 ile karsilastirildiginda p<0,05, © G4 ile karsilastirildiginda p<0,05.
Veriler ortalama+standart sapma veya medyan(geyrekler arasi agiklik) olarak 6zetlenmistir.

G1 grubu ve G2 grubunda normal morfolojiye sahip sperm oranimin yiiksek olup,
kuyruk anomalilerinin sinirh diizeyde kaldig1 gézlendi (Resim 5A-5B). G3 grubunda ise
normal morfolojideki sperm oraninin azaldigi, 6zellikle kuyruk kivrilmasi/biikiilmesi ve
kuyruk kirig1 gibi kuyruk anomalilerinin belirgin sekilde arttig1 saptandi (Resim 5C). G4
grupta, G3 grubuna gore normal morfolojideki sperm oraninda kismi bir artis gézlenmis
olsa da, kuyruk anomalilerinin tamamen diizelmedigi ve 6zellikle hafif ve orta dereceli

kuyruk kivrilmalarinin devamlilik gosterdigi izlendi (Resim 5D).
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Resim 5. Sperm Morfoloji Degerlendirmesi
(A: G1 grubundaki deneklere ait normal yapida bas ve kuyruk kismina sahip spermatozoalar izlenmektedir,
B: G2 grubundaki deneklere ait normal morfolojide spermatozoalar goriilmektedir, C: G3 grubundaki
deneklere ait spermatozoalarda kuyruk kivrilmasi/biikiilmesi (i¢i bos ok) ve kuyruk kirig1 (ok) anomalileri
izlenmektedir, D: G4 grubuna ait deneklerde kuyruk kivrilmasi/biikiilmesi anomalisi (i¢i bos ok)
goriilmektedir.)

4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. PCNA Immiinreaktivitesi

Gl grubunda DNA onarimi ve proliferatif hiicre belirteci PCNA
imminreaktivitesi,  seminiferéz  tliblillerin ~ germinal  epitelinde  &zellikle
spermatogonyumlarda yogun pozitiflik seklinde izlenirken, minimal seviyede Leydig
hiicrelerinde de eksprese oldugu goriildii. G2 grupta ise spermatogonyumlar ve yer yer
baz1 primer spermatositlerde; ayrica normalde puberteden sonra proliferasyon yetenegi
sinirhh olan Leydig hiicrelerinde de belirgin PCNA immiinreaktivitesi izlendi. G3
grubunda bazal membrana oturan proliferatif hiicre dizisi olan spermatogonyumlardaki
azalmanin etkisiyle, seminiferdz tiibiillerde PCNA pozitifliginde belirgin bir azalma ile

birlikte yaglanmaya bagli azalan Leydig hiicre sayis1 ve fonksiyonu nedeniyle de Leydig
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hiicrelerinde herhangi bir PCNA immiinreaktivitesi gézlenmedi. G4 grupta ise PCNA
pozitif hiicre sayisinin yeniden arttig1; boyanmanin hem bazale yakin germ hiicrelerinde
hem de Leydig hiicrelerinde yogunlastigi ve G3 grubuna gore belirgin bir diizelmenin

gergeklestigi dikkati ¢ekti (Resim 6).

Resim 6. Testis Doku Kesitlerinde PCNA Immiinreaktivitesi Bar=50 pm.

(A: G1 grubunda PCNA pozitifligi spermatogonyumlarda (ok) belirgin, Leydig hiicrelerinde (ok basi) ise
zayif diizeyde izlenmektedir, B: Kirmizi LED wuygulanan eriskin grupta PCNA pozitifligi
spermatogonyumlar (ok), primer spermatositler (i¢i bos ok) ve interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde
(ok bas1) belirgin sekilde yiiksektir, C) G3 grubunda PCNA pozitifligi seminiferoz tiibiillerde ve interstisyal
alanda belirgin sekilde diisiiktiir, D: G4 grupta PCNA pozitifliginin spermatogonyumlar (ok), primer
spermatositler (i¢i bos ok) ve interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde (ok basi) belirgin sekilde arttigi
goriilmektedir.)

4.4.2. 3p-HSD Immiinreaktivitesi

Gl grubunda Leydig hiicre belirteci 3-HSD immiinreaktivitesi, interstisyal
alandaki Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli ve yaygin boyanma seklinde
gozlendi. G2 grupta da 3B-HSD pozitifliginin dagilim ve siddetinin yliksek oldugu dikkati
cekti. G3 grubunda Leydig hiicrelerindeki 3f-HSD immiin boyanmasi anlamli sekilde
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diisiik iken, G4 grupta ise 3f-HSD ekspresyonunun belirgin sekilde arttigi goriildii. Bu
durum, kirmizi LED uygulamasinin erigkin donemde steroidogenez artigina neden

olmakla birlikte, yasli doneminde de steroidogenez kapasitesinde kismi toparlanma

sagladiginin bir gostergesidir (Resim 7).

Sl Pt RN N P &

i A V

Resim 7. Testis Doku Kesitlerinde 3-HSD immiinreaktivitesi Bar=50 pm.
(A: GI1 grubunda 3B-HSD pozitifligi interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde (ok bast) yiiksek diizeyde
izlenmektedir, B: G2 grubunda 3B-HSD pozitifligi interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde (ok bast)
belirgin sekilde yiiksektir, C: G3 grubunda 33-HSD pozitifligi interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde (ok
basi) belirgin sekilde diisiiktiir, D: G4 grubunda 3B-HSD pozitifliginin interstisyal alandaki Leydig
hiicrelerinde (ok basi) belirgin sekilde arttig1 goriilmektedir.)

Ayrica ortalama pozitif boyanan 3f-HSD hiicre sayist agisindan gruplar arasinda
anlamli farkliliklar bulundu (p<0,001). G1 grubunda ortalama pozitif hiicre sayisi
24,8+5,7 iken, G2 grubunda bu deger 28,2+4,0 olarak Olciildii ve anlamli farklilik
saptanmadi. G3 grubunda pozitif hiicre sayisi belirgin sekilde azalarak 7,8+2,5 diizeyine
indi ve G1, G2 gruplarina kiyasla anlamli derecede daha diisiik bulundu (p<0,05). G4

grubunda ise hiicre sayis1 20,2+3.8 olup G3 grubuna goére anlamli bir artis gosterdi
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(p<0,05) ve ayrica sayisal olarak G1 ve G2 gruplarina yaklastig1 goriildii (Grafik 4) (Tablo
7).

Tablo 7. 3p-HSD Pozitif Hiicre Sayisinin Dagilim
Gl G2 G3 G4
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)

3B-HSD
Pozitif Hiicre | 24,8+45,7° | 282440 | 7,842,5¢ | 20243,8 | <0,001

Sayis1

¢ G2 ile karsilastirildiginda p<0,05, ® G3 ile karsilagtinildiginda p<0,05, ¢ G4 ile
karsilastirildiginda p<0,05.
Veriler ortalama+standart sapma veya medyan(geyrekler arasi agiklik) olarak 6zetlenmistir.

35
p<0,001

30

%95 GA 3B-HSD Pozitif Hlicre Sayisi

G1 G2 G3 G4

Grafik 4. Ortalama 3p-HSD Pozitif Hiicre Sayisimin Gruplara Gore Dagilim

4.4.3. BMAL1 immiinohistokimyasal Bulgulari

Gl grubunda sirkadiyen ritimle iligkili transkripsiyon faktéri BMALI
imminreaktivitesi, seminiferdz tiibilillerde 06zellikle spermatogonyum ve Sertoli
hiicrelerinde diisiik seviyede iken, interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde yiiksek
diizeyde boyanma seklinde gozlendi. G2 grupta BMALI boyanma siddetinin ise hem
Sertoli hiicrelerinde, hem de Leydig hiicrelerinde arttig1 dikkati ¢ekti. G3 grubunda hem
tiibiil epitelinde, hem de Leydig hiicrelerinde BMAL1 pozitifliginin belirgin sekilde
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azaldig1, boyanmanin diizensiz ve daha zay1f hale geldigi izlendi. G4 grupta ise BMALI
ekspresyonunun seminiferdz tiibiil epitelinde 6zellikle Sertoli hiicrelerinde ve Leydig
hiicrelerinde yeniden artis gosterdigi goriildii. Bu bulgular, yasl testiste kirmizi LED
uygulamasinin, sirkadiyen ritim geni ile iliskili diizenleyici mekanizmalar1 ve dolayl
olarak da Sertoli hiicre fonksiyonlarin1 ve steroidogenezi destekleyebilecegini

gostermektedir (Resim 8).

Resim 8. Testis Doku Kesitlerinde BMALI1 immiinreaktivitesi Bar=50 pm.
(A: GI grubunda BMALI pozitifligi spermatogonyumlarda (ok) diisiik, Leydig hiicrelerinde (ok basi) ise
yiiksek diizeyde izlenmektedir, B: G2 grubunda BMALI pozitifligi spermatogonyumlarda (ok) diisiik iken,
Sertoli hiicreleri (ince ok) ve interstisyal alandaki Leydig hiicrelerinde (ok bas1) belirgin sekilde yiiksektir,
C: G3 grubunda BMALL pozitifligi seminiferdz tiibiillerde ve interstisyal alanda belirgin sekilde diisiiktiir,
D: G4 grubunda BMALI pozitifliginin Sertoli hiicreleri (ince ok) ve interstisyal alandaki Leydig
hiicrelerinde (ok basi) belirgin sekilde arttig1 goriilmektedir.)

4.5. Elektron Mikroskobik Bulgular
G1 grubuna ait testis doku Orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde,
seminiferdz tiibiil duvarinin biitlinliiglinii korudugu, distan bazal lamina, miyoid hiicreler

ve kollajen liflerden olusan diizenli yapida membrana propria ile ¢evrelendigi goriildii.
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Miyoid hiicrelerin yass1 sekilli g¢ekirdeklerinin periferal kromatin igermekte olup
sitoplazmalarinda ise az sayida mitokondri ve mikropinositotik vezikiillerin yer aldigi
goriildli. Seminiferdz tiibiil epiteli spermatojenik hiicreler ve Sertoli hiicrelerinden
olusmaktaydi. Tiibiil duvarinda bazal lamina iizerine oturan spermatogonyumlar ile genis
sitoplazmal1 oval cekirdege sahip primer spermatositler ve liimene yakin yerlesim
gosteren kiiclik spermatidler bulunmaktaydi. Tibil liimeninde ise uzun, ig sekilli
cekirdekleri ile karakterize spermatozoonlar yer almaktaydi. Ayrica spermatojenik
hiicreler arasinda sitoplazmik kopriiler mevcuttu. Spermatojenik hiicreler disinda bazal
lamina {izerine oturan bir diger hiicre grubu ise Sertoli hiicreleriydi. Genis sitoplazmali
ve oval, ince graniillii 6kromatin igeren, yer yer belirgin heterokromatin adaciklar
bulunan ¢ekirdeklere sahip Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda iyi gelismis agraniiler
endoplazmik retikulum (SER), tiibiiler tip mitokondriyonlarin, belirgin Golgi kompleksi,
lizozomlar ile lipid damlaciklarinin yer aldig goriildii. Komsu Sertoli hiicrelerinin bazal
ve adluminal uzantillar1 arasinda kan-testis bariyerini olusturan siki baglanti (tight
junction) komplekslerinin bulundugu belirlendi. Genel olarak seminifer6z epitel
organizasyonunun, hiicreler arasi iligkilerin ve organel morfolojisinin normal erigkin

testise Ozgii ultrastriiktiirel 6zellikleri korudugu degerlendirildi (Resim 9).
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Resim 9. G1 Grubu Testislerin Elektron Mikroskobi Incelemesi
(Normal goriinimde membrana propria (MP), Sertoli hiicresi (S), Spermatogonyum (Spg), Spermatosit
(Spt), erken Spermatid (Spd) ve kan-testis bariyeri (oklar) goriilmektedir. Miyoid hiicre (My), Cekirdek
(C), Mitokondriyon (M), Lizozom (Lz). Bar=0.5 um.)

G2 grubuna ait testis doku orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde de
seminiferdz tiibiilleri ¢evreleyen membrana proprianin biitiinliglinii korudugu, tiibiil
epitelinde yer alan tiim spermatojenik hiicreler ile Sertoli hiicreleri ve Sertoli hiicreleri

arasindaki kan-testis bariyerinin kontrol grubuna benzer nitelikte oldugu goriildii (Resim
10).
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Resim 10. G2 Grubu Testislerin Elektron Mikroskobi Incelemesi
(Normal morfolojide membrana propria (MP) ile ¢evrili seminiferdz tiibiil epitelinde Sertoli hiicresi (S),
Spermatosit (Spt) ve kan-testis bariyeri (oklar) intakti. Cekirdek (C), Mitokondriyon (M). Bar=0.5 um.)

G3 testis doku Orneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde, seminiferdoz
tiibiilleri c¢evreleyen membrana proprianin nispeten kalinlagtigi ve diizensizlestigi
gorlildii. Ayrica yer yer bazal lamina ve peritiibiiler miyoid hiicreler arasinda ayrilmalarin
meydana geldigi izlendi. Sertoli hiicrelerinde yaslanma bulgular1 ile uyumlu olarak
sitoplazmalarinda yaygin elektron dansite artigi, genis ve diizensiz smirli vakuoller,
degisen boyutlarda lizozomlar ve rezidiiel cisimciklere benzeyen elektron yogun yapilar
gozlendi. Spermatosit ve spermatidler nispeten normal morfolojilerini korurken, bazal

kompartimanda yer alan spermatogonyumlarda belirgin azalma tespit edildi (Resim 11).
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Resim 11. G3 Grubu Testislerin Elektron Mikroskobi incelemesi
(Diizensiz goriiniimde membrana propriada (MP) ayrilmalar, Sertoli hiicre sitoplazmasinda (S) elektron
densite artis1 ve genis vakuolize alanlar (v) izlenmektedir. Spermatosit (Spt), Spermatid (Spd), Cekirdek
(¢). Bar=0.5 um.)

G4 grubundaki deneklerin testis doku Orneklerinin elektron mikroskobik
incelemesinde ise, membrana propriadaki diizensizlik ve yer yer ayrilmalarin biiyiik
Olciide devam ettigi belirlendi. Ayrica Sertoli hiicrelerinde sitoplazmik elektron densite
artisinin siirdiigli, ancak G3 grubuna gore genis vakuolize alanlarin belirgin bigimde
azaldigi, sitoplazmanin daha homojen goriinimlii oldugu dikkati gekti. Sertoli hiicre
sitoplazmasinda artmis sayida lizozom ve rezidiiel cisimciklerin varligi, devam eden
fagositik aktivite ve kismi dejenerasyon bulgulari olarak degerlendirildi. Tiibiil epiteli
icinde limene dogru uzanan ge¢ ve uzamis spermatidlerin sayisinin arttigi, ancak bu
spermatidlerin bir kisminin bazal-liiminal eksene goére anormal yonelim gosterdigi tespit
edildi. Genel olarak, kirmiz1 LED 151k uygulanan yash grupta Sertoli hiicrelerindeki
belirgin vakuolizasyonun azalmasina ragmen, membrana propria diizensizlikleri ve
spermatogeneze ait organizasyon bozukluklarinin kismen devam ettigi ultrastriiktiirel

olarak izlendi (Resim 12).
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Resim 12. G4 Grubu Testislerin Elektron Mikroskobi incelemesi
(Membrana propriada (MP) ayrilmalar, Sertoli hiicre sitoplazmasinda (S) elektron densite artisi ve anormal
seviyede uzamis spermatidlerin (eSpd) varligi izlenmektedir. Spermatosit (Spt), Spermatid (Spd), uzamis
Spermatid kuyruklari (*), Cekirdek (C), Lizozom (Lz), Lipid (L), tlibiil liimen (Lii). Bar=1 pm.)

4.6. Biyokimyasal Bulgular
Biyokimyasal parametrelerin analizinde bazi gruplar arasi anlamli farklar

gbzlenmistir (Tablo 8)

Tablo 8. Biyokimyasal Parametrelerin Dagilimi

G1 G2 G3 G4

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) P
Melatonin 319,3+28,1 294,2+18,3 319,8+32,5 293,349,1 0,102
GPX1 118,4(114,0- 103,6(80,5- 139,5(135,9- | 122,2(109,5- 0.001

124,2) 108,6)" 164,9) 136,1) ’
Testosteron 31,4+1,9° 33,8+1,1b¢ 27,7+1,3¢ 30,6+0,7 <0,001
SOD 0,9+0,5 0,7+0,1 1,0+0,2 0,8+0,2 0,272
LH 7,0+0,9 7,5+0,6 7,5+0,3 7,7£0,5 0,267
MDA 67,8+9,7°¢ 56,7+6,9 ¢ 54,8+3,2°¢ 42,6+2,3 <0,001

2 32 ile karsilastinldiginda p<0,05, ® G3 ile karsilastirildiginda p<0,05, € G4 ile karsilastirildiginda p<0,05.
Veriler ortalama+standart sapma veya medyan(ceyrekler arasi agiklik) olarak 6zetlenmistir.
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Ortalama Melatonin degeri gruplar aras1 benzer dl¢iilmiis olup istatistiksel olarak

da anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,102) (Tablo 8) (Grafik 5).
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_ p=0,102
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%95 GA Melatonin(pg/mL)
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260,000
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Grafik 5. Ortalama Melatonin degerinin gruplar arasindaki dagilimi

Ortalama GPX1 degeri G1 (118,4(114,0-124,2) pg/ml) ve G4 (122,2(109,5-136,1)
pg/ml) gruplar arasinda sayisal olarak benzer dl¢iilmiis olup, G2 (103,6(80,5-108,6)
pg/ml) grubunda daha diisiik Ol¢lilmiistiir. G2 grubu ve G3 grubu arasinda anlamli bir

farklilik saptanmig (p<0,05) olsa da tiim gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir

fark gozlenmedi (p=0,001) (Tablo 8) (Grafik 6)
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Grafik 6. Ortalama GPX1 degerinin gruplar arasindaki dagilimi

Ortalama Testosteron diizeyleri ise anlamli farklilik sergilemistir (p<0.001). En
diisiik testosteron G3 grubunda Sl¢iilmiis (27,7 + 1,3 ng/mL) ve G3 grubunun testosteron
degeri, diger tiim gruplardan anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.05). G2 grubu en
yliksek ortalamaya sahip olup (33,8 + 1,1 ng/mL), G1 ve G3 gruplarina goére anlaml
derecede yiiksek testosteron diizeyi gostermistir (p<0.05). Ayrica G1 grubuna benzer
olmakla beraber, G4 grubunun ortalama testosteron diizeyi (30,6 + 1,7 ng/mL), G3

grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Grafik 7) (Tablo 8)
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Grafik 7. Ortalama Testosteron degerinin gruplar arasindaki dagilimi

Ortalama SOD diizeyleri G2 (0,7+0,1 ng/ml) ve G4 (0,8+0,2 ng/ml) gruplarinda
sayisal olarak daha diisiik olmasina karsin, gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamuistir (p=0.272) (Grafik 8) (Tablo 8).
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Grafik 8. Ortalama SOD degerinin gruplar arasindaki dagilim
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Ortalama LH hormon diizeyleri de gruplar arasinda benzer olup istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik 6l¢iilmemistir (p=0,267) (Grafik 9) (Tablo 8)
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Grafik 9. Ortalama LH degerinin gruplar arasindaki dagilim

Ortalama MDA diizeyleri bakimindan da gruplar arasi anlamli fark vardir
(p<0.01). G4 grubunda MDA degeri belirgin sekilde diisiiktiir (42,6 + 2,3 ng/mL) ve G4,
G1-G3 gruplariin her birinden anlamli derecede daha diisiik MDA seviyesine sahiptir
(p<0.05). G1 grubunda MDA diizeyi en yiiksek (67,8 + 9,7 ng/mL) 6l¢iilmiis olup, G2
grubu diizeyleri G1 grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05) (Grafik
10) (Tablo 8).
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Ortalama MDA degerinin gruplar arasindaki dagilimi
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5. TARTISMA

Bu caligmada kirmizi LED 151k maruziyetinin yasl ve erigkin sican testisleri
kapsamli bicimde degerlendirilerek olasi terapdtik etkileri saptanmaya ¢alisildi. Deney
sonunda kan ve testis doku ornekleri alinarak, testislerin immunhistokimyasal (33-HSD,
PCNA, BMAL1), elektron mikroskobik, histomorfometrik (Tiibiil epitel kalinligi, tiibiil
capi, sperm sayisi, sperm morfolojisi, sperm motilitesi) bulgular1 ve biyokimyasal
(Melatonin, GPX1, testosteron, SOD, LH, MDA) parametreleri incelendi.

Isik mikroskobisi ve elektron mikroskobisi sonuglart incelendiginde G1 ve G2
grubundaki siganlarin testislerinde genel olarak yapisal biitliinligiin korundugu ve
spermatogenezin aktif ve diizenli sekilde devam ettigi belirlenmistir. G3 grubundaki
sicanlarin testislerinde ise yaslanmaya bagl olarak azalan spermatogenez ve interstisyel

9697 G4 grubundaki siganlarda ise

fibrozis goriilmiis ve literatiir ile uyumlu bulunmustur
G3 grubuna kiyasla seminifer tiibiil yapisinda ve spermatogenez asamalarinda kismen
iyilesme oldugu goriildii. Bu durum yaslt grupta LED 15181n terapdtik etkilerinin erigkin
gruba kiyasla daha fazla goriildiigiinii gdstermektedir. Ayrica her iki LED 151k grubu olan
G2 ve G4 gruplarinda kan damarlarinda dilatasyon ve konjesyon, interstisyel alanda ise
O0dem gorildii. Ugurlu ve arkadaslarinin (2023) calismasinda, mavi 151k verilen
prepubertal ratlarin testislerinde de kilcal dilatasyon ve 6demin arttigi, testis interstisyel
bolgesinde onemli vazodilatasyona neden oldugunu ve bazal membran biitiinliigiinii
tehlikeye attigmi gosterdi. Bu bulgularin maruziyet siiresinin artmasiyla daha da
kotiilestigi sonucuna varildi.®? Ortaya ¢ikan sonuglar, LED 1s1igmmin dalga boyu
farketmeksizin testikiiler mikrosirkiilasyon ve damar permeabilitesi lizerindeki olasi
etkilerinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Saglikli seminifer tiibiillerde epitel tabakasi, diizenli bir sekilde siralanmis gelisim
evrelerindeki germ hiicrelerinden olusur. Yaglanmayla birlikte bu diizen bozulur; germ
hiicre sayis1 ve katman sayisi azalarak epitel kalmhgi ve tiibiil gap1 azalir.”® Hussein ve
arkadaslarinin (2020) yaptig1 ¢alismada yash rat testislerinde saptanan ultrastriiktiirel
degisiklikler; bazal membran civarinda geniglemis bosluklar ve komsu Sertoli
hiicrelerinde belirgin vakuoller seklindedir. Bu bulgular yasla birlikte bazal
spermatogonyum kaybi ve Sertoli hiicre harabiyeti sonucunda seminifer tiibiil epitel

biitiinliigiiniin zayifladigini gostermistir. *° Calismamizda G3 grubunda ortalama tiibiil
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epitel kalinlig1 (61,2+13,8 um), erigkin gruba kiyasla literatiirle uyumlu olarak anlamli
sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). G4 grubunda ise tiibiil epitel kalinliginda ve tiibiil
capinda G3 grubuna kiyasla anlaml sekilde artis saptanmistir (p<<0,05). Erigkin gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanmamis olmakla beraber ortaya ¢ikan sonug; kirmizi LED
151810, iglevini kaybetmeye baslamis olan hiicrelerde daha etkili bir tedavi yontemi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda PCNA immiinreaktivitesi ile de
yukaridaki bulgular dogrulanmistir. G3 grubunda PCNA pozitif hiicre sayist belirgin
derecede diisiik iken, G4 grubunda epitelde yeniden gliglii PCNA pozitifligi saptanmustir.
G2 grubunda spermatogonyumlar ve yer yer bazi primer spermatositlerde; ayrica
normalde puberteden sonra proliferasyon yetenegi simirli olan Leydig hiicrelerinde® de
G1 grubuna gore belirgin PCNA immiinreaktivitesi izlendi. Ozellikle spermatogonyal
hiicrelerde, primer spermatositlerde ve Leydig hiicrelerinde dahi artmis PCNA
immiinreaktivitesi kirmiz1 LED 15181n testiste mitotik aktiviteyi ve dolayisiyla germinal
epitel yenilenmesini tegvik ettigini gostermektedir. Nitekim Aqajanpor ve arkadaslarinin
(2025) yaptig1 calismada da busulfan ile oligospermi olusturulan farelerde diisiik doz
lazer tedavisinin PCNA ve Stra8 gen ekspresyonunu anlamli diizeyde artirdigini,
spermatogenik hiicre sayisini ve testis dokusunun hacmini iyilestirdigini bildirilmisgtir. '%
Ni ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 caligmada da Toksik bir ajan ile hasarlanan ve
proliferasyon tetiklenen erigkin rat testisinde, Leydig hiicrelerinde PCNA
immiinreaktivitesi 6l¢iilmiis ve erigkin testiste rejenerasyon sirasinda Leydig hiicrelerinde
PCNA porzitifligi goriilebilecegi saptanmustir.!?!

Literatiirde erkek infertilitesinde g¢esitli non-invaziv biyofiziksel tedaviler
incelenmis; 6zellikle diisiik seviyeli 1sik/lazer terapisi (LLLT), laboratuvar ve hayvan
modellerinde sperm parametreleri (motilite, sayisal/fonksiyonel sperm orani) ve bazi
spermatogenez  gostergelerinde  iyilesme  saglamistir.3%192193  Eghbaldoost  ve
arkadaslarinin (2023) yaptig1 sistematik bir derlemede diisiik seviyeli 1sik tedavisinin
spermatogenezi artirabilecegi bildirilmistir.'* Bir ¢aligmada da insan asthenozoospermik
semen Orneklerinde kirmizi 1s1k ile yapilan fotobiyomodiilasyon uygulamalari, sperm
motilitesini anlamli bi¢imde artirmis ve immotil sperm yiizdesini diistirmiistiir.®®
Calismamizda tiim gruplar arasinda sperm sayisi ve motilitesi arasinda anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,001) (Tablo 6). Yaslhiliga bagli olarak G3 grubunda ortalama sperm
sayist (24,1(23,5-28,2)) belirgin sekilde diisiik bulundu. Eriskin grup seviyelerine tam
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olarak yaklasamasa da LED 1s1k maruziyeti bulunan G4 grubunda ise G3 grubuna gore
anlamli sekilde artmis bulundu (p<0,05). G1 ve G2 gruplari karsilastirildiginda yine LED
151k maruziyeti ile ortalama sperm sayisinin anlamli sekilde arttigi goriildii (p<0,05).
Yeste ve arkadaglarinin (2016) yaptig1 ¢alismada, domuz spermleri iizerinde yapilan in-
vitro bir deneyde kirmizi renk ve dalga boyunda LED 15181 uygulamasmin sperm
motilitesini ve akrozom biitiinliigiinii belirgin bicimde 1iyilestirdigi, mitokondriyal
membran potansiyelini artirdifi rapor edilmisti. Bu bulgular, kirmizi LED 151k
maruziyetinin temelinde enerji metabolizmasini yiikselterek sperm hiicre fonksiyonlarin
iyilestirdigini gostermektedir.’ Caligmamizda sperm motilitesi verileri de incelendiginde
yine tlim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar goriilmiis olup (p<0,001),
LED 151k alan gruplarda almayanlara gore anlamli artiglar tespit edilmistir. G4 grubunda,
G3 grubuna kiyasla anlamlhi artis goriildii (p<0,05), ancak sayisal olarak erigkin
gruplardaki seviyelere ulasamadi. Literatiirle uyumlu bir sekilde LED 1s1k alan siganlarda
ortalama sperm sayist ve sperm motilitesinde artis goriildii. Bu etki yash sican
spermlerinde daha fazla goriilmesine ragmen, yine de eriskin gruptaki verilere
yaklasamamistir. Spermlerin morfolojileri incelendiginde anomalisi (kuyruk kivrilma,
biikiilme, kirilma) olan spermlerin yasli gruplarda daha fazla oldugu LED 151k maruziyeti
ile normal morfolojideki spermlerde kismi artiglar goriilmiis olsa da 6zellikle yash grupta
kuyruk anomalilerinin tamamen diizelmedigi goriilmistiir. Azar ve Coban’in
caligmasinda (2023) 14 hafta boyunca siganlara beyyaz ve mavi LED 151k uygulandi.
Mavi LED grubu sicanlarda melatonin diizeyleri belirgin sekilde diistii ve sperm
motilitesi azaldi. Hem mavi hem de beyaz LED 1518a maruz kalan gruplarda testis
dokusunda 6dem, interstisyel alanda hiperemi, spermatosit dejenerasyonu ve seminifer
tiibilil duvarinda incelme gibi olumsuz histopatolojik degisimler gozlendi; son 2 haftada
verilen Nesfatin-1 hormonu bu hasarm bir kismin azaltt1.%° Ote yandan LED 151k dalga
boyundaki ve 151k rengindeki farklar da testis histolojisi ve sperm parametreleri tizerinde
farkli etkilerin goriildiigii ¢alismalar bildirilmis. Ornegin bir ¢alismada 16 haftalik 75
horoz, 20 hafta boyunca bes farkli LED 151k renginde (kirmizi, sari, yesil, mavi, beyaz)
isiklandirmaya maruz birakildi. Yesil 151k altinda biiytitiilen horozlarda testis gelisimi
belirgin sekilde geriledi ve semen kalite parametrelerinin cogu olumsuz etkilendi. Kirmizi

151k altindaki horozlar, tiim diger gruplardan anlamli derecede daha yiiksek toplam ve
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progresif sperm motilitesi, sperm yogunlugu ve hiz sergiledi; sar1 151k grubu sonuglari da
kirmiziya benzer sekilde iyiydi.”!

Memelilerde LED 1s181n1n testis histolojisine etkisini inceleyen ¢alisma say1s1 gok
sinirhidir; mevcut calismalar daha ¢ok LED veya lazer kaynakli fotobiyomodiilasyonun
in vitro sperm motilitesi ve hasarli testiste iyilestirici etkileri lizerine odaklanmaktadir.
Mevcut literatiirdeki ve ¢calismamizdaki verilere dayanarak kirmizi LED 1s18inin dogru
kosullarda kullanilmasinin erkek tireme fonksiyonu iizerinde terap6tik potansiyel tagidigi
anlasilmaktadir. Bununla birlikte, optimum fayda i¢in maruziyet dozu ve siiresi iyi
ayarlanmalidir. Asir1 maruziyet durumlarinda sperm DNA biitiinliigiiniin bozulabilecegi
ve spermatogenezin baskilanabilecegi unutulmamalidir.®? Calismamizda kullanilan LED
151k siddeti aydinlik dongiide ortalama 650430 Ix 6l¢tilmiis olup, 151810 optik tayfi optik
bolgenin kirmizi kisminda, beklenildigi gibi belirgin bir pik tespit edilmistir. Tayfa
uygulanan Gauss uyumu sonucunda pik merkezi 6332.3 A olarak belirlendi. Bu dozda
151k maruziyetinde testislerde yapisal bozulma meydana gelmemis ancak testikiiler
mikrosirkiilasyonun artmaya baslamasi ve interstisyel 6dem bulgularinin goériilmesi daha
yiiksek dozlarda ve uzun siireli maruziyette bazal membran biitiinliigiinde bozulmalara
yol agabilecegini gostermektedir.

Testisin interstisyel dokusundaki Leydig hiicreleri yaslanma ile belirgin yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler gecirir. Deneysel rat calismalarinda, yaslh testislerde Leydig
hiicre sitoplazmalarinda belirgin vakuolizasyon ve lipid birikimi tanimlanmistir.!%®
Yaslanan erkeklerde steroidogenezde gorevli ana enzimlerin (StAR, CYP11A1, 3B-HSD,
CYP17A1) ekspresyonu ve aktivitesi azalir. Wang ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2017)
Leydig hiicrelerinde sayisal degisiklikler goriilebilse de, steroidogenik aktivitenin temel
belirteclerinden biri olan 3B-HSD immiinoreaktivitesinin yaglh rat testisinde belirgin
sekilde azaldig1 gosterilmistir.!® Calismamizda da literatiirle benzer sekilde yash
gruplarda 3B3-HSD immiinreaktivitesi diisiik bulundu. LED 1s1ik alan erigkin grupta,
kontrol grubuna gore anlamli bir fark saptanmasa da sayisal olarak ortalama 33-HSD
pozitif hiicre sayis1 (28,2+4,0) artmis goriildii. LED 151k alan yagh grupta ise anlamli bir
artis goriildi (p<0,05). Elde edilen sonuglar, kirmizi LED 1s1k uygulamasinin erigkin
donemde steroidogenez iizerinde kismi uyarict bir etki olusturabilecegini

diisiindiirmektedir.
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Steroidogenezde hiz kisitlayici basamaklardan biri olan 3B-HSD enziminin
Leydig hiicrelerinde artmis immiinoreaktivitesi, bu hiicrelerin steroid sentez kapasitesinin
yiikseldiginin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Nitekim ¢alismamizda G4
grubunda saptanan 3B-HSD pozitif hiicrelerdeki belirgin artis, Leydig hiicre
aktivitesindeki yiikselme ile uyumlu bulunmus; bunu destekler sekilde biyokimyasal
analizlerde testosteron diizeylerinin de anlamli derecede artmis olmasi, hiicresel
diizeydeki bu degisimin fonksiyonel karsiligin1 ortaya koymustur. Bu bulgular, literatiirde
Leydig hiicre fonksiyonunun 3B-HSD ekspresyonuyla paralellik gosterdigini ve
testosteron biyosentezinin bu enzimatik artisla dogrudan iligkili oldugunu bildiren
calismalarla da uyumludur,'07-108.109

Testis, beyin ve karaciger gibi kendi intrinsik sirkadiyen ritmine sahiptir. Bu saat
mekanizmasinin temel elemanlarindan biri transkripsiyon faktorii olan BMALI1 dir.!!°
Leydig hiicrelerinde StAR, CYP11A1, CYP17A1, 3B-HSD gibi kritik steroidogenez
genlerinin ekspresyonunu sirkadiyen ritme gore ayarlar.!'!!''2 BMALI, CLOCK ile
birlikte ¢alisarak sirkadiyen gen ekspresyon dongiilerini diizenler.!''® Bir ¢aligmada kegi
Leydig hiicrelerinin sirkadiyen ritimle iligkisi incelenmis; testosteron iiretiminin
sirkadiyen ritim genlerinden BMAL1'in steroidogenezle ilgili genlerin transkripsiyonunu
diizenleyerek testosteron iiretimini kontrol ettigi gosterilmistir. Ozellikle StAR ve 3p-
HSD protein seviyeleri BMALI1'in varhigina bagli olarak degistigi bildirilmigtir.®®
Calismamizda da BMALI1 ekspresyonu incelenmis; kontrol grubuna kiyasla LED 151k
alan erigkin grupta, boyanma siddetinin hem Leydig hiicrelerinde hem de Sertoli
hiicrelerinde arttig1 dikkat ¢ekmistir. Ayrica yaslt LED 151k grubunda da benzer etkiler
goriilmiis olup, yashilikla azalan BMALI1 ekspresyonunun seminiferdz tiibiil epitelinde
ozellikle Sertoli hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde yeniden artis gdsterdigi goriildii.
Elde edilen sonuglar, kirmizi LED 151k maruziyetinin testiste sirkadiyen ritim genlerine
bagli diizenleyici mekanizmalar1 modiile edebildigini ve bunun da Sertoli hiicre
performanst ve steroid {iretim siireclerinde iyilesmeye katki saglayabilecegini
diisiindiirmektedir.

Yu ve arkadaglariin (2018) yaptig1 bir derlemeye gore melatonin, hem lipofilik
hem de hidrofilik 6zelliklere sahip epifiz bezinin major salgr {lirlinlidiir ve kan-testis
bariyerini gecrek testis hiicrelerine girebilir. MT1, MT2 ve ¢ok cesitli memeli hiicre

tiplerinde tanimlanmis olan retinoid asit reseptoriiyle iliskili RORa dahil olmak {izere
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birkac spesifik reseptor aracilifiyla etki eder. MT1 ve MT2, cAMP sinyal iletim
kaskadlarini diizenleyerek testosteron sentezini diizenlemek i¢in G-proteiniyle birlesir.
Melatonin, aromataz enziminin aktivitesini inhibe ederek Ostrojen sentezini azaltir ve
testosteron iiretimini artirir.®! Caligmamizda biyokimyasal parametreler incelendiginde
gruplar arasinda ortalama melatonin seviyelerinde anlamli bir farklilik saptanmadi
(p=0,102). Buna karsin testosteron seviyelerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik
mevcuttu (p<0.001). G2 grubunda, G1 grubuna kiyasla ortalama testosteron seviyelerinin
anlaml sekilde arttig1 goriildi (p<0.05). G4 grubunda, G3 grubuna kiyasla anlamli bir
artig goriilse de erigkin gruptaki ortalama testosteron seviyelerine ulasamamstir. Yine
testosteron sentezinde gorevli bir hormon olan LH 6l¢iimlerinde gruplar arasinda anlamli
bir fark saptanmamistir (p=0,267). Her ne kadar melatonin ve LH diizeylerine iliskin
sonuclarimiz literatiirde bildirilen egilimlerle tam olarak uyum gostermese de testosteron
konsantrasyonundaki anlamli artig dikkat ¢ekicidir. Bu bulgu, kirmizi LED 1s181n klasik
hormonal diizenleyicilerden bagimsiz olarak farkli bir sinyal iletim yolu veya 6zgiil bir
reseptor araciligiyla Leydig hiicrelerinde steroidogenez siirecini uyarabilecegini
diistindiirmektedir. Dolayisiyla, 151k temelli uyarilarin testikiiler hiicresel yanitlart modiile
eden alternatif mekanizmalar iizerinden etkili olabilecegi olasidir ve bu durum
gelecekteki caligmalarla daha ayrintili olarak aydinlatilmasini gerektirmektedir. Azar ve
Coban’in ¢alismasinda (2023) mavi LED 1s18a maruz kalan ratlarda serum melatonin
diizeylerinin anlamli derecede diistligli tespit edilmistir. Mavi LED 1518a maruz kalan
hayvanlarda, Ozellikle de karanlik faz sirasinda, sirkadiyen ritmin bozuldugu ve
melatonin salgisinin  baskilandigi  goriilmiistiir.’ Calismamizda kirmizi LED 1s1k
uygulanan gruplarda melatonin seviyelerinde anlamli bir artis goriillmese de, diisme
olmamasi sebebiyle sirkadiyen ritmin korundugu diistiniilmektedir.

Erkek infertilitesinde ve deneysel testis hasar1 modellerinde, reaktif oksijen tiirleri
ile antioksidan savunma arasindaki dengenin bozulmasinin hem spermatogenez hem de
testikiiler hiicre fonksiyonlari iizerinde belirleyici oldugu gosterilmistir. Bir metaanalizde,
infertil erkeklerde seminal plazmada oksidatif stresin arttigini, bunun da cogunlukla
antioksidan savunma kapasitesindeki azalma ile iligkili oldugunu bildirilmistir.''* Bu
cercevede GPX1, SOD ve MDA en sik kullanilan biyokimyasal gdstergeler arasinda yer

almaktadir.
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Glutatyon peroksidaz, testis ve semen diizeyinde hidrojen peroksit ve lipid
hidroperoksitleri detoksifiye ederek membran lipidlerini oksidatif hasardan koruyan
temel antioksidan enzimlerden biridir. Crisol ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada (2012)
infertil erkeklerde seminal GPX1 aktivitesinin, DSO kriterlerine gére oligozoospermi,
asthenozoospermi ve teratozoospermi varliginda anlamli olarak azaldigi gosterilmis,
aciklanamayan infertilite olgularinda da GPX1 aktivitesi ve glutatyon diizeylerinin
bozuldugu; bunun sperm fonksiyon kaybi ve artmis lipid peroksidasyonu ile iliskili
oldugu rapor edilmistir.!’> Calismamizda ortalama GPX1 seviyeleri arasinda anlamli bir
fark bulunamamistir. Sayisal olarak en yiiksek ortalama GPX1 seviyesi G3 grubunda
(139,5(135,9-164,9)) 6lciilmiis olup bulgular literatiir ile uyumlu degildir.

SOD, siiperoksit anyonunu daha az reaktif tiirlere doniistiiren ve hem testiste hem
de seminal plazmada bulunan temel enzimatik antioksidanlardandir. Seminal plazma
SOD aktivitesinin sperm konsantrasyonu ve total motilite ile pozitif, sperm DNA
fragmentasyonu ile ise negatif korelasyon gosterdigi genis hasta serilerinde ortaya
konmustur.!'6!"7 Calismamizda ise ortalama SOD seviyeleri benzer bulunmus olup
gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,272).

MDA ise dogrudan bir serbest radikal degil, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu sonucunda olusan bir lipid peroksidasyon son iiriiniidiir ve oksidatif hasarin
en sik kullanilan gostergelerinden biridir. Collodel ve arkadaslarinin ¢calismasinda (2015)
MDA diizeylerinin artmis oldugu gruplarda sperm motilitesinin azaldigi, morfolojik
bozukluklarin ve DNA hasarmin arttigi, yani MDA diizeylerinin hem lipid
peroksidasyonunun hem de fonksiyonel bozulmanin biyobelirteci olarak kabul
edilebilecegi bildirilmistir.!'® Bu ¢alismada ozellikle G4 grubunda diger gruplara gore
ortalama MDA seviyelerinin anlamli bir sekilde diisiik oldugu saptandi (p<0.05). G2
grubunda da G1 grubuna kiyasla anlaml bir azalma (p<0,05) tespit edildi. Ancak yash
gruplarda erigkin gruplara kiyasla daha diisiik ortalama MDA seviyeleri saptanmig ve bu
bulgunun literatiirle uyumlu olmadig1 goriilmiistiir.

Caligmamizda biyokimyasal parametrelerde ortaya ¢ikan bu sonug, kirmizi LED
uygulamasinin testikiiler oksidatif savunma sistemini belirgin bigimde aktive etmedigini
veya uygulamanin siiresi, siddeti ya da yash testis fizyolojisi nedeniyle antioksidan
yanitin sinirlt kalmis olabilecegini diisiindlirmektedir. Ayrica histomorfometrik ve

immiinhistokimyasal parametrelerdeki olumlu sonuglarla birlikte degerlendirildiginde,
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biyokimyasal parametrelerdeki anlamli degisikliklerin heniiz klinige yansimamis
olabilecegi ihtimalini de diislindiirmektedir. Bu perspektiften bakildiginda, kirmizi LED
uygulamasi ile SOD ve GPXI1 enzimlerini belirgin bicimde uyarmasa da, MDA
seviyelerindeki anlamli sonuglar; testikiiler dokudaki lipid peroksidasyonunun azalarak

oksidatif ortamda kismi bir iyilesme saglamis olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC

Biyofizik alanindaki hizli gelismeler ve non-invaziv tedavi yaklasimlart modern
tipta giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Calismamizda da s6z konusu yenilik¢i
yaklagimlarin testis fizyolojisine uyarlanmasia yonelik bilimsel bir zemin saglamak
amaclanmistir. Histolojik, immiinhistokimyasal, fonksiyonel ve biyokimyasal bulgularin
birlikte degerlendirilmesi LED 15181n testikiiler biyoloji iizerindeki etkilerini anlamaya
yonelik biitiinciil bir model ortaya koymustur. Erigskin ve yash sigan gruplarinin
karsilagtirilmasi, kirmizi LED 15181n yaglanmaya bagli testikiiler degisiklikler tizerindeki
etkilerinin daha kapsamli bicimde anlasilmasina olanak tanimistir. Ayrica literatiirde
kirmizi1 LED 151810 in-vivo kosullarda testis dokusu ve spermler iizerindeki terapotik
etkilerini yaslanma modeli baglaminda inceleyen baska bir ¢alismanin bulunmamasi
sebebiyle de literatiirde yapilmis ilk ¢calisma olacaktir.

Kirmizi LED 15181, testis dokusunda rejeneratif bir yaniti uyardigina isaret eden
cok sayida bulgu elde edilmistir. Histolojik analizler, LED uygulamasinin seminifer tiibiil
epitelinde iyilesme ve genel spermatogenez kalitesinde artis ile iliskili oldugunu
gdstermistir. Immiinohistokimyasal belirteglerdeki (BMAL1, PCNA ve 3p-HSD) artis da
bu yapisal iyilesmeyi destekler niteliktedir. LED uygulamasi sperm sayist ve
motilitesinde artisa yol agmis olup, bu durum yash grupta daha dikkat ¢ekicidir. Sonug
olarak bu bulgular yaslanmaya bagli olarak azalan rejenerasyon kapasitesinin uygun
biyofiziksel uyaranlarla yeniden harekete gecirilebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
LED uygulamasi testosteron diizeylerinde anlamli bir artis ile iliskili bulunmustur. Bu
yonleriyle calisma, LED 151k uygulamalarimin testikiiler biyoloji alanindaki gelecek
arastirmalara temel olusturabilecek niteliktedir.

Ancak calismamizin bazi metodolojik ve tasarimsal sinirliliklart bulunmaktadir.
LED 151k uygulamasinin yalnizca tek bir doz, dalga boyu ve siire protokoli ile
degerlendirilmis  olmasi, farkli 151k parametrelerinin  potansiyel etkilerinin
arastirllamamasina sebep olmustur. Calisma kisa donemli bir degerlendirme
sundugundan LED 15181n testikiiler yap1 ve fonksiyon iizerindeki uzun dénem etkileri de
belirlenememistir. Ayrica melatonin, LH gibi testosteron seviyesini diizenleyen
biyokimyasal parametrelerde anlamli diizeyde degisiklik saptanmamis olmasi, LED

uygulamasinin erken dénemde biyokimyasal yanittan ziyade histolojik ve molekiiler
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diizeyde etki gosterebilecegini diisiindliirmektedir. Ayrica 1s18in doku i¢ine penetrasyonu
veya testis i¢inde dagiliminin dlglilememis olmasi, etkinin biyofiziksel mekanizmasinin
tam olarak ortaya konmasini sinirlamaktadir. Fertiliteyi dogrudan degerlendiren ¢iftlesme
verilerinin bulunmamasi elde edilen olumlu sonuglarin, iiremeye ve infertiliteye olan
fonksiyonel katkilar1 agisindan yorum yapmay1 gii¢lestirmektedir. Bu nedenle gelecekte
daha genis 0rneklemli, farkli 11k parametrelerini de igeren ve uzun dénemli ¢aligmalar

gereklidir.
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