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L-KARNITIN’IN SICANLARDA OLUSTURULAN TESTiKULER HIiPERTERMIDE
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Secil Ayca CAVUS

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdali,

Narhdere, izmir.

OZET

Amac:

Calismamizda hiperterminin testiste olusturdugu hasara karsi L-karnitin’in koruyucu
etkisini  histokimyasal, immiinohistokimyasal, ultrastriiktirel ve biyokimyasal olarak

incelemeyi amacladik.
Yontem:

Deneysel modelimizde Wistar susu erkek siganlar 3 gruba (n=7) ayrildi. Kontrol grubu;
5 gilin, glinde 15 dakika, 22°C (oda sicakligi) su banyosu uygulanan grup. Hipertermi grubu; 5
glin, giinde 15 dakika, 43°C sicak su banyosu uygulanan grup. L-karnitin grubu; 250
mg/kg/giin L-karnitin’in hipertermi uygulamasindan 1 saat O6nce ve 5 gilin siire ile
intraperitoneal yontemle verildigi grup. Tiim denekler 5 gilinliik deney uygulanmasindan 14
glin sonra sakrifiye edildi. Histokimyasal incelemeler i¢in hematoksilen & eozin (H&E),
masson trikrom ve periyodik asit schiff (PAS), immiinohistokimyasal olarak da apoptozun
belirlenmesi i¢in TUNEL ve aktif kaspaz-3 boyamalar1 yapildi, testis ince yapisi
ultrastriiktiirel diizeyde incelendi. Biyokimyasal incelemeler igin doku homojenatlarinda
sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri

incelendi.
Bulgular:

Yapilan histokimyasal ve ultrastriiktiirel incelemelerde kontrol grubunda normal testis
yapist gdzlendi. Hipertermi grubunda seminifer tiibiillerinde vakuolizasyon, germ hiicre kayb1
ve intertisyel alanda bag doku artisi gozlendi. L-karnitin grubunda ise normale yakin
morfolojide testis yapist gozlendi. Yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucu

hipertermi grubu seminifer tiibiillerinde kontrol grubuna oranla TUNEL (+) boyanan hiicre



sayisinin ve aktif kaspaz-3 immunpozitif boyanan hiicre sayisinin arttigi, koruyucu olarak L-
karnitin verilen grupta ise immunpozitif boyanan hiicre sayisinin azaldigi goézlendi.
Biyokimyasal olarak MDA, GPx ve SOD diizeyleri hipertermi grubunda kontrol grubuna
oranla anlamli olarak yiiksek, L-karnitin grubuna kiyasla ise yine yiiksek bulundu fakat

istatistiksel olarak anlamli degildi.
Sonuc:

Elde ettigimiz verilere dayanarak testikiiler hiperterminin testis de doku hasari
olusturdugunu, oksidatif stresi ve apoptozu arttirdigini, koruyucu ajan olarak kullanilan

L-karnitin’in olusan doku hasarini ve biyokimyasal degisiklikleri azalttigini gozlemledik.

Anahtar Kelimeler: hipertermi, L-karnitin, testis, apoptoz.



PROTECTIVE EFFECTS OF L-KARNITIN AGAINST TESTICULAR
HYPERTHERMIA ON RATS

ABSTRACT
Objective:

In this study we aimed to investigate protective effects of L-karnitin, a strong
antioxidant, against possible negative effects of hyperthermia, on testes of male rats

histolochemically, imunohistochemically, ultrastructural and biochemically.
Method:

21 Wistar albino rats were divided into 3 groups (n=7). Control Group; rats were
subjected to water bath, 5 days, 15 minutes a day, at room temperature 22°C. Hyperthermia
Group; rats were subjected to hot water bath, 5 days, 15 minutes a day, at 43°C. L-karnitin
Group; 250 mg/kg/day L-karnitin, before hyperthermia, were applied for 5 days by
intraperitoneal. All experimental animals were sacrificed 14 days after the water bath
exposure for 5 days. Testes tissue slides were stained with hematoxylene & eosine (H&E),
masson trichrome and periodic acid schiff (PAS) for histochemically. Immunohistochemical
TUNEL and active caspase-3 stains were performed to determine apoptosis. Superoxide
dismutase (SOD), glutathion peroxidase (GPx) and malondialdehyde (MDA) levels were

evaluated biochemically. Also ultrastructural observations were used.
Results:

Histochemical and ultrastructural investigations showed that on hyperthermia group’s
seminifer tubules showed vacuolization, germ cell deprivation and increase of connective
tissue on interstitial area. No significant changes were seen in L-karnitin group. After
immunohistochemical investigations apoptotic cell death was increased in hyperthermia group
compared with control group. L-karnitin group decreased TUNEL (+) cells and active
caspase-3 immunoreactive cells compared with hyperthermia group. Tissue MDA, GPx and
SOD levels in hyperthermia group showed an increase compared with control and L-karnitin

groups.



Conclusion:

According to our results, we consider that testicular hyperthermia increases oxidative
stres and apoptosis, causes tissue damage and biochemical changes in testis. In conclusion we

assume that L-karnitin can minimize the histological damage and biochemical differences.

Key Words: hyperthermia, L-karnitin, testis, apoptosis.



1.GiRiS VE AMAC

Hipertermi, dokularin ya da hiicrelerin belirli bir siire normal fizyolojik sicakliktan daha
yiiksek bir sicakliga (41 - 44° C) maruz kalmasidir (1). Gelisen teknolojiyle birlikte diz iistii
bilgisayarlarin kullanimimnin artmasi, uzun siireli araba kullanimi, ¢ocuklarda plastik igerikli
bezlerin kullanilmasi, enfeksiyon, sicak banyo, sauna, egzersiz, mesleki maruziyet, yasam
tarzi, klinik vakalar (6rnegin kriptorsitizm) gibi nedenlerle hiperterminin gergeklesmesi

fertilite agisindan ¢esitli sorunlara neden olmaktadir (2,3).

Testisin iglevi yiiksek derecede 1s1 denetimine bagli oldugu i¢in hipertermi insanlarda,

ratlarda ve farelerde lireme sistemi lizerinde olumsuz etki gostermektedir (2,4-6).

Spermatogenezisin gerceklestirebilmesi i¢in normal viicut 1sisindan birka¢ derece daha
diisiik 1s1 gereklidir ve bu yiizden testisler skrotum igerisinde, viicut disinda bulunurlar (2,7,8).
Yiiksek 1s1 spermatogenezisi bozarak spermiyumlarin sayi, yapt ve hareketliligini
azaltmaktadir (9-11). Arastirma verileri hiperterminin gametogenezis lizerinde gosterdigi

olumsuz etkisini apoptozisi indiikkleyerek gerceklestirdigini bildirmektedir (12).

Spermatogenezis toksik maddeler, radyasyon ve 1s1 degisimlerinden olumsuz etkilendigi
icin bu etkenler lireme hiicrelerinde oksidatif strese neden olmaktadir. Deneysel hipertermi
modellerinde hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin artarak spermatogenik hiicrelerde
mayoz bolinme diizenini bozdugu, sitozolik antioksidan olan GPx ve SOD diizeylerinin

azaldig1 ve leydig hiicrelerinin fonksiyonlarinin baskilandigi saptanmistir ( 13-15).

L-karnitin, viicutta dogal olarak bulunan, 7 karbon atomu iceren, suda ¢dziinen, kiigiik
bir molekiildiir. Kimyasal yapis1 3-hidroksi-4-N-trimetilamino biitirik asittir. L-karnitin’in

biyosentezi i¢in lysine ve methionine gibi iki temel aminoasit gereklidir (16).

L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin, hiicresel enerji tiretimi igin B-oksidasyona
ugradiklart yer olan mitokondriyal matriks icine tasinmasini saglar. Ayrica, antioksidan ve
serbest  radikal  stipliriici  etkilere  sahip  oldugu, hiicre = membrant  ve
DNA’y1 serbest oksijen radikallerine bagli hasara karsi korudugu gosterilmistir (17-19).
Erkek germ hiicre serisinde oksidatif stres, niikleus ve mitokondride biitlinliik kaybina ve
spermatozoada hasarin gelisimine neden olur. L-karnitin, antioksidan &zelligi sayesinde

oksidatif stres kaynakli erkek infertilitesini azaltmada olumlu etkiye sahiptir (20-22).



Bugiine kadar yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, farkli patolojik durumlarda L-karnitinin
antioksidan etkisi tizerinde durulmustur ancak testikiiler hipertermiye kars1 koruyucu etkisi ile
ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamizda siganlara uygulanan testikiiler
hipertermide  L-karnitinin  koruyucu etkisini  histokimyasal, —immunohistokimyasal,
ultrastriiktiirel ve biyokimyasal olarak ortaya koymayi amagladik. Yapacagimiz c¢alismanin

literatiire ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkis1 olacagi inancindayiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis
2.1.1. Testis Anatomisi

Testisler oval sekilli bir ¢ift erkek temel tireme organidir. Skrotum igerisinde spermatik
kordon asili halde viicut boslugunun disinda bulunurlar (23). 3 cm kalinliginda, 10-14 gr
agirhiginda, 2-3 cm genisliginde ve yaklasik 4 cm uzunlugundadir (24).

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

olusturur (24).

2. lumbal vertebra seviyesinde aorta abdominalisten ayrilan, karin arka duvarindan asagi
dogru uzanan ve daha sonra kanalis inguinalisten gecerek testis ve epididimisin kanlanmasini

ve beslenmesini saglayan arter; aortanin bir dali olan a. testikularistir (25).

Testis ve epididimis venleri plexus pampiniformis’i olusturarak testis igindeki kapiller
yataklarin toplanmasina aracilik ederler. Daha sonra birbirleri ile birleserek v. testicularisi
olustururlar (26). Testisin vendz kani sagda v.cava inferiora, solda v.renalis’ e dokiiliir. Testis

venleri, testikiiler arter ve duktus deferens spermatik kordonu olustururlar (23).

Kan testis venlerinde arterlerden daha diisiik 1sida bulunur. Diisiik 1sidaki kan arteriyel
kanin 1s1sinida azaltarak, testisin viicudun diger kisimlarindan daha diisiik 1siya (35°C) sahip

olmasini saglar. Bu da spermiyumlarin normal gelisimi i¢in gerekli bir durumdur (23).

Testisin inervasyonu yalnizca otonom sinirlerle olmaktadir (25).
2.1.2. Testis Fizyolojisi

Testisler iki temel isleve sahiptir. Bunlardan biri erkek germ hiicresi olan spermiumlarin
tiretilmesi, digeri seks hormonu testosteronun sentezlenmesi, depolanmasi ve salgilanmasidir.
Testisin bu islevleri puberte doneminde baslar ve hipotalamo-hipofizer sistemin kontrolii
altindadir. Hipotalamustan salgilanan gonodotropin serbestlestirici hormon (GnRH) hipofiz
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bezinin 6n lobundan luteinize edici (LH) hormonun salgilanmasini uyarir. LH ise Leydig
hiicrelerinde bulunan reseptorlere baglanarak bu hiicrelerde kolesterolden baslica testosteron

olmak tizere 6strojen dahil diger hormonlarin sentezlenmesini saglar (27).

Diger bir hipofiz 6n lobu hormonu olan folikiil uyarict hormon (FSH) ise yine
hipotalamustan GnRH hormonu araciligi ile salgilanir ve Sertoli hiicrelerinde androjen
baglayici protein’in (ABP) sentezini ve salinimimi uyarir. ABP testosteronu baglayarak onun
seminifer tiibiillerde yliksek yogunlukta kalmasini saglar. Bu sekilde bolgesel olarak ortamda
yiiksek yogunlukta bulunan testosteron FSH’nin etkisiyle spermatogenezin normal olarak
gerceklesmesine olanak tanir. Testisler giinde holokrin tip salgilama ile yaklasik 200.000.000

spermiumun olusumunu saglar (27).

Sertoli hiicrelerinde iiretilen ve hipofiz bezinden FSH salinimini inhibe eden protein
yapidaki bir hormon olan inhibinin siirekli salgilanmasi durumuna FSH {iretimi baskilanirken

spermium sayis1 azaldiginda FSH miktar artar (23).
2.1.3. Testis Histolojisi

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

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

(28).

Testis en dista 2 yaprakli, periton kdkenli ser6z bir kese olan tunika vaginalis tabakasi
ile ortiilidiir. Tunika vaginalisin visseral yapragi testisin on ve yan yiizlerini gevreler,
pariyetal yapragi ise skrotum iizerinde uzanmaktadir. Tunika vaginalisin altinda tunika
albuginea tabakasi bulunmaktadir. En icte bulunan tunika vaskiiloza tabakasi ise gevsek bag

dokusundan olusur ve kan damarlarini igermektedir (29).

Tunika albuginea diizensiz bag dokusundan olusan yogun bir tabakadir. Bu tabaka
testisin arka yiizii boyunca tiggen seklinde bir kalinlasma meydana getirir ve mediastinum
testis yapisini olusturarak organin parankimi igerisine sokulur. Buradan 1sinsal olarak ¢ikan
septumlar testisi insanda yaklasik olarak 250 lobiile ayirir. Her bir lobiil, 1-4 arasinda degisen
sayida seminifer tiibiil icerir. Seminifer tiibiillerin arasi tunika vaskiilozanintestis icine
uzanarak olusturdugu interstisyel doku ile doldurulmustur. Burada kan ve lenf damarlari,

makrofajlar, fibrobastlar ve leydig hiicre gruplari yer almaktadir (30, 31).



2.1.3.1. Seminifer Tiibiil Yapisi

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

1000 adettir, uzunluklari ise yaklasik 0,5 km dir (32, 30).

Seminifer tiibiillerin duvarinda en igte kalin bir seminifer tiibiil epiteli tabakasi bulunur.
Seminifer tiibiil epiteli 6zellesmis ¢ok katli epiteldir, sertoli hiicrelerini ve farkli olgunlagsma
asamalarindaki 4 - 8 katli spermatogenik seri hiicrelerini igerir. Seminifer tiibiilleri bir bazal
membran c¢evreler. Bazal membranin en disinda ortalama kalinligt 8§ -10 pum olan,
fibroblastlarca zengin, ¢ok katli, silindir bigimli, tip I kollajen lif bantlarindan olusan bir

gevsek bag doku tabakasi bulunur.

Bu bélgeye peritiibiiler doku ya da membrana propria da denilmektedir. Membrana
propria ince bir bazal membran iizerine oturan seminifer tiibiil epitelini digtan saran
ozellesmis fibroz bir dokudur. Buradaki gevsek bag dokusunda kan damarlar1 ve sinirler, ince

kollajen ve retikiiler lifler, fibroblastlar ve leydig hiicre kiimeleri bulunur (33, 31, 32).



2.1.3.2. Sertoli Hiicrelerinin Ince Yapisi ve Islevi

Sertoli hiicreleri bazale yerlesmis oval heterokromatid ¢ekirdek ile merkezi yerlesimli
bir bliyiik c¢ekirdekcik igeren, uzun piramidal sekilli hiicrelerdir. Hiicreler apikal-yan yiiz
farklanmalarina sahiptir. Yan yliz zarlarinin olusturdugu karmasik i¢e katlanmalar sonucunda
hiicre sinirlar1 151k mikroskobu ile ayirt edilememektedir. Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiil
liimene bakan apikal yliz membranlar1 da katlanmalar ve kriptalar meydana getirerek yeni
olusan spermiyumlarin liimene birakilma zamanina kadar yerlesebilecekleri bir alan

olustururlar (29, 31).

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi gelismekte olan cins hiicrelerine destek gorevi goren
mikrotiiblil ve ara filamanlardan olusan geliskin bir hiicre iskeleti igermektedir. Bunun yani
sira, iyi gelismis bir golgi kompleksi, bol miktarda mitokondri, lipofuksin igeren ¢ok sayida
vezikill ve lipid damlaciklart igerir. Sitoplazmada ayrica igerigi ve islevi heniiz
tanimlanmamis Charcot-Bottcher  kristaloidleri denilen inkliizyon cisimcikleri de

bulunmaktadir (29, 33).

Sertoli hiicreleri, taban ve yan yiizlerindeki siki baglanti kompleksleriyle (zonula
okludens) birbirlerine tutunurlar. Bu durum seminifer tiibiil epitelini bazal ve adluminal
kompartman olarak 2 kompartmana ayirir. Bazal kompartman spermatogonyumlart igerir.
Adluminal kompartman ise liimene yakindir ve primer spermatositleri, sekonder
spermatositleri, spermatidleri igerir. Spermatogonyumlar farklilagirken sperme 6zgii proteinler
ortaya c¢ikar. Spermatogenezis immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire sonra
olaylandig1 i¢in farklilagmakta olan germ hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve onlar1 yok
edecek olan bir immiin yanit olusabilir. Iste spermatogenezis igin mikro bir ¢evre saglayan bu
kompartmanlarin olusturdugu kan-testis bariyeri, iistteki primer, sekonder spermatositler ve
spermatidleri, alttaki spermatogonyumlardan ayirarak onlart dolasim sistemindeki

antijenlerden, otoimmun reaksiyonlardan ve kanda bulunan maddelerden korur (30, 32, 28).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar: sunlardir:
1) Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,
2) Seminifer tiibiil liimenine protein ve iyonlardan zengin bir siviy1 salgilamak,
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Sekil 1: Sertoli hiicresi ve spermatogenik seri hiicreleriyle iliskisi (34).

3) Folikiil stimiile edici hormonun (FSH) kontrolii altinda, seminifer tiibiil igerisinde
spermatogenezin gerceklesebilmesi igin gerekli olan testosteronun yogunlagsmasini saglayan

androjen baglayici protein (ABP)’1 sentezlemek,
4) Spermiyogenez sonunda atilan rezidiiel cisimleri fagosite etmek,

5) Olgun spermatidlerin spermiasyon siirecinde seminifer tiibiil liimenine salinimini

kolaylagtirmak amaciyla aktin aracili kasilmalar1 yapmak,

6) Hipofiz bezinin anterior kismindan salgilanan FSH’1n sentez ve salinmasini dnleyen

inhibin ve uyaran aktivin ad1 verilen hormonlari salgilamak,

7) Embriyonik gelisim sirasinda erkek fetusta miiller (paramezonefrik) kanallarin
gerilemesini ve mezonefroz kanallarinin olusmasini saglayanan glikoprotein yapidaki

Anti-Miillerian Hormon (AMH)’u tiretmektir (31, 35, 32).
2.1.3.3. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinde c¢esitli olgunlagsma asamalarinda
bulunan 4-8 tabakali hiicrelerdir. Bazalden liimene dogru hiicre tipleri sirasi ile; spermiumlar,

spermatidler, sekonder spermatositler, primer spermatositler ve spermatogonyumlardir (32).
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2.1.3.3.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, sertoli hiicreleri arasindaki baglantilarin altinda kalan bazal

kompartmanda yer alirlar. Bu yilizden kan-testis bariyerinin disinda bulunurlar. 3 farkli tipi

bulunur (31).

Tip A spermatogonyumlar seminifer epitelin kok hiicreleridir. Puberteden itibaren
mitoz gegirerek soluk boyanan tip A acik spermatogonyumlar ile koyu boyanan tip A koyu
spermatogonyumlar1 meydana getirirler. Tip A acik spermatogonyumlar mitoz gegirerek tip B

spermatogonyumlari olustururlar (29).
2.1.3.3.2. Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar mitoz gegirerek primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler de mayoz boliinme gecirirler. Mayoz DI’in profaz evresi yaklasik 22 giin
siirdiigli icin spermatogenik serinin en biiyilk ve histolojik kesitlerde en ¢ok karsilasilan
hiicreleri primer spermatositlerdir. Mayoz I’in sonunda olusan sekonder spermatositler kisa
stiren bir interfaz evresi gecirdikleri ve hizla ikinci mayoz boliinmeye girdikleri igin histolojik

kesitlerde ¢ok zor goriiliirler (30, 31).
2.1.3.3.3. Spermatidler

Sekonder spermatositler ikinci mayoz boliinmeyi tamamlayarak seminifer tiibiil limeni
yakinlarinda sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik cokiintiilerine yerlesmis olarak bulunan
spermatidleri olustururlar. Olgun spermiumlar da spermiasyon denilen olayla seminifer tiibiil

limenine salinir. Sonug olarak 1 spermatogonyumdan 4 olgun spermium olusur (31, 30).
2.1.3.3.4. Spermiyumlar

Insanlarda bir spermatogonyumdan olgun bir spermiyum yaklasik olarak 64 giinde
meydana gelir ve bu siire¢ spermatogenezis olarak adlandirilir. Olgun bir spermiyum bas,
boyun ve kuyruk bolgelerinden olusur (28). Bas bdlgesinde yassi bigimli ¢ekirdegin yarisini
orten, Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom bulunur. Akrozom hyaluronidaz,

ndraminidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi hidrolitik enzimleri igerir (29).
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Boyun bélgesi bas ile kuyruk arasindaki baglantiy1 saglayan dar bir parcadir. Sperm
kuyrugunun merkezi parcasi olan aksonemi olusturan proksimal sentriolii ve distal sentriolii

igerir (30).

Kuyruk bolgesi ise orta parca, esas parca ve son par¢a olmak iizere ii¢ kisimdan olusur.
Kuyrugun orta pargasinda sarmal olarak dizilmis mitokondriler, 9+2 mikrotiibiiler yapidaki
aksonem ve 9 adet dis yogun fibriller bulunur. Esas parca kuyrugun en uzun pargasidir ve
7 adet dis yogun fibrille sarili merkezi aksonem ve fibréz kiliftan olusur. Kuyrugun en kisa
parcast olan son parcada yalnizca aksonem bulunur, dis yogun fibriller ve fibroz kilif

bulunmaz (34, 31).
2.1.3.4. Spermatogenezis

Spermatogenezis bir spermatogonyumdan olgun spermiyum olusurken meydana gelen
cogalma, biiyiime, olgunlasma ve bagkalasim evrelerini igeren bir siirectir ve ii¢ fazda

gerceklesir (28).
® [. Spermatositogenez:

Spermatogonyumlarin ~ boliinerek  spermatositleri  olusturduklart  bu  evre

Spermatositogenez olarak adlandirilir (32).
e 2. Mayoz béliinme:

Spermatositlerin ard arda iki mayoz boliinme gegirerek spermatidleri olusturduklari bu

evre mayoz boliinme olarak adlandirilir (32).

® 3. Spermiyogenez:
Spermatidlerin  bir dizi hiicre farklilagmas1 siireci gegirerek spermiyumlari

olusturduklar1 bu evre spermiyogenezis olarak adlandirilir (31).

2.1.3.5. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri seminifer tiibiillerin arasindaki gevsek bag dokusunda cogunlukla
pencereli tip kapiller ve kii¢lik lenf damarlarina yakin konumda, tek tek ya da kiiciik gruplar

halinde bulunurlar (36).
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Poligonal sekilli leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda insanlara 6zgli Reinke kristalleri
olarak adlandirilan kristalize proteinler, steroid hormon iireten hiicrelerin tipik 6zelligi olan
tiibiiler kristali mitokondriler, siki paketlenmis bol graniilsiiz endoplazmik retikulum (AGER),
iyi gelismis bir golgi kompleksi ve c¢ok sayida yuvarlak lipid damlaciklar1 bulunur. Bu
hiicreler erkek genital organlarinin farklanmasi ve sekonder seks karekterlerinin gelisiminden

sorumlu hormon olan testosteronu sentezlerler (31, 32).
2.2. Hipertermi

Hipertermi, viicut sicaklifinin 41 °C ya da daha yiiksek bir degere yiikselmesi sonucu
ortaya ¢ikan bir durumdur. Denetlenmeyen 1s1 olusumu, yetersiz 1s1 kaybi ya da bozuk 1s1

diizenlenimi vardir (36).

Hiperterminin testiste patolojik sonuglara neden olabilecegi olgular; ortam sicakliginin
yilksek diizeye ulagmasi, sauna ve kaplicalar, radyoterapi uygulamalari, diz st
bilgisayarlari, plastik igerikli bebek bezleri, mesleki maruziyet (jokey kiyafetleri ve pilotlar),
uzun siireli araba kullanimi, enfeksiyonlar, egzersiz, erkeklerde kriptorsidizm seklinde

siralanabilir (2, 3, 13, 37).

Tarihin ilk zamanlarindan beri ates 6nemli bir semptom olarak insanlarin dikkatini
cekmistir. Hipokrat (MO 360-407) atesin 6nemini nabiz hizina baglamis, Andreus Celsus
(1701- 1744) viicut 1s1sinin sicak havalarda da yiikselebilecegini belirtmistir. Galen ( MS 129-
201) viicutta bulunan sicak, soguk, kuruluk ve nemden olusan dort niteligin oraninin diizgiin
olmasiyla kisinin saglikli olacagma inanmustir. On birinci yiizyillda Ibni Sina (MS
980-1037) ilk atesin kalpten baslayip sinir, arter ve venlerle tiim bedene yayildigini, bu
yayiliminin bedenin normal islevini bozdugunu, olusan hararetin de gazap ve yorgunluga yol
actigin1 belirtmistir. 1868 yilinda Carl August Wunderlich (1815-1877) 25.000 kiside 1
milyon aksiller 1s1 6l¢iimii yaparak normal viicut 1sisinin iist sinirini 38°C olarak tanimlamistir

(38).

Organizmada viicut 1sisin1 sabit tutan termoregiilasyon sistemin merkezi hipotalamustur.
Deri ve i¢ organlardan aldig1 uyarilari ileten afferent sinirler anterior hipotalamustaki preoptik
niikleusta birlesirler. Burasi tam bir termostat gibi ¢alisir ve viicuttan 1s1 kaybini artirarak ya
da azaltarak viicut 1s1sin1 sabit tutmaya ¢alisir (39, 13, 37). Dinlenme sirasinda bu 1s1 yaklasik

37 °C derece olup referans 1s1 degeri olarak adlandirilir (40).
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Viicut sicakliginin normal degerinin istiine ¢ikmasi ve belirli bir siire bu degerde

kalmas fertilite agisindan da gesitli sorunlar yaratmaktadir (3).

37 °C olan viicut i¢i sicakligmin altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezisin
diizenlenmesinde 1s1 ¢ok Onemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35 °C dir. Bu durum birkag
mekanizma ile denetlenir. Zengin bir vendz pleksus (pampiniform pleksus) her bir testikiiler
arterin etrafin1 sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir karsi 1s1 akimi saglar.
Bu 151 degisimiyle testisler serin tutulur. Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlagsmasi ile
1s1 kayb1 ve spermatik kordondaki kramester kaslarinin gevsemesi ile testislerin viicut digina

itilerek daha diisiik 1s1da kalmalarinin saglanmasidir (41-44).

Testislerin karin duvari icinde kalmasi, tubullerde hasar ve infertilite ile sonuglanir.
Gelisen teknolojiyle birlikte diz istii bilgisayarlarin kullanimimin artmasi, uzun siireli araba
kullanimi, ¢ocuklarda plastik igerikli bezlerin kullaniminin artis1 da erkeklerde infertiliteyi

arttirmaktadir (45).

Sauna ve kaplicalar da (43-45 °C, glinde 30 dakika) insanlarda spermiyum sayisini
azaltmaktadir, bazi olgularda bu azalma %90’1 bulmaktadir. Ayrica kis mevsiminde

spermiyum sayisinin daha fazla olmasi erkeklerde mevsimsel bir etkiyi de diisiindiirmektedir

(41, 46).

Son yillarda yapilan infertilite calismalarinda hiperterminin olas: etkileri yaygin olarak
incelenmektedir (12). Testisin islevi yiiksek derecede 1s1 denetimine bagli oldugu i¢in bugiine
kadar hiperterminin erkek iireme sistemi {izerindeki olumsuz etkileriyle ilgili yapilan
caligmalarda, testis fonksiyonlarinda bozulmaya ve testis agirliginda azalmaya neden oldugu
belirtilmistir (47, 50, 51). Sicaklik stresinin leydig hiicre fonksiyonlarmi baskiladigi
saptanmistir (48). Radyasyon ve hipertemi uygulanmis siganlarda kan-testis bariyerinde yer
alan zonula okludens 1 (ZO-1) ve okludin gibi proteinlerin azalmasi sonucu kan-testis
bariyerinin bozuldugu bildirilmistir. Kan testis bariyerin bozulmasinin da spermatogenik
serideki hiicreler tlizerine etki etmektedir (52). Hipertermi sonucu testiste eNOS ve iNOS
enzimlerinde azalma, xantin oksidaz enzim miktarinda ise artis gorilmiistiir (49). Ayrica
sicaklik artis1 spermiyum sayi, yapt ve hareketliliginde azalmaya neden olmaktadir. Yiiksek

1s1da spermatogenezis diizeni de bozulmakta bu da infertiliteye yol agmaktadir (10, 11, 3).
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Spermatogenez olduk¢a karmasik bir siire¢ olup, toksik maddeler, radyasyon, 1s1
degisimlerine kars1 son derece duyarlhidir. Bu etkenler germ hiicrelerinde oksidatif strese
neden olur. Deneysel hipertermi modellerinde hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin arttigi,

antioksidan diizeylerinin azaldig1 ve mayoz boliinme diizeninin bozuldugu gosterilmistir (13-
15)

Apoptozisin genel 0Ozelligi oksidatif stresin olugmasidir (15). Arastirma verileri
hiperterminin spermatogenez iizerindeki olumsuz etkisini apopitozisi indiikleyerek
gerceklestirdigini gostermektedir. Hipertermi molekiiler diizeyde hiicre zar1 biitiinliiglini
bozarak Bcl-2 yolagini uyarir ve sitoplazmada APAF-1 erkini arttir. Sonugta apoptozis
gerceklesir (12). Hipertermi kaynakli apoptozisten en ¢ok spermatogonyumlar
etkilenmektedir ve hasar 2. ya da 4. nesilde ortaya ¢ikmaktadir. 2. olarak en c¢ok etkilenen

hiicreler erken zigoten ve gec pakiten evresindeki primer spermatositlerdir (49).
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Sekil 2: Hipertermi ve apoptoz (49).
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2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikallerin biyolojik sistemler igerisindeki varlig1 yaklagik olarak 50 yil 6nce
farkedilmigtir. 1956 yilinda McCord ve Fridovich’in siiperoksit dismutaz enzimini
kesfetmeleriyle biyolojide serbest radikallerin onemi anlagilmaya baslanmstir. Daha sonra
yapilan calismalarda serbest radikallerin hiicre diizeyindeki fonksiyonlar1 nitrik oksit ve

tiirevlerinin biyolojik sistemlerdeki dnemini gdsteren arastirmalarla ortaya koyulmustur (53,
54).

Aerobik organizmalar siirekli olarak reaktif oksijen tiirevleri olarak adlandirilan
molekiiler oksijenden tiiretilen reaktif molekiilleri tiretirler (55). Reaktif oksijen bilesikleriyle
ortamda olusan radikal hiicumu, yeterli derecede antioksidan enzimlerce siipiiriilmedigi
takdirde, asir1 miktarda olusan serbest radikaller membran lipitlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitlerine zarar vererek lipid peroksidasyon iiriinleri olan malondialdehit, 4- hidroksinoneal
gibi molekiilerin olusmasina neden olur. Sonuc¢ta membran potansiyelinin degisimine ve
biitiinliiglinlinliin kaybolmasina, hiicre akiskanlifinin bozulmasina, hiicrenin biitlinliigii ve

organellerinin dagilmasina yol agar (56).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,

diisiik molekiil agirligina sahip ¢ok etkin molekiillerdir (57).

Bu ozelliklerinden dolayr radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girerek yeni
radikaller olustururlar ve zincir reaksiyonlari baslatirlar (58, 59). Bunlar organizmalar
tarafindan hiicre icinde mitokondriyal solunum zincirinde ya da hiicre disinda ozellikle

fagositler tarafindan olusturulurlar (60).

Serbest radikaller normal metabolizma sirasinda olusabildikleri gibi organizmanin
yiiksek sicaklik, radyasyon, ilag, hava kirliligi, sigara dumani, inflamasyon, siddetli egzersiz
gibi etkenlere maruz kalmasi sonucunda da olusabilirler (61). Serbest radikallerin fazla
olusumu, doku hasarina, inflamasyona ve hiicre fonksiyon bozuklukluklarina yol acar. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, serbest radikallerin miyokard enfarktiisii, iskemi, astim ve diyabet

gibi bircok hastalikla ve yaslanma siireciyle iligkisi oldugunu gostermektedir (62-65).

Serbest radikaller kan ve yapisal proteinleri okside edebilir ve proteinlerin daha basit

bilesiklere parcalanmasini saglayan sistemi yavaslatabilir. Oksidasyon sirasinda proteinler
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aminoasit kaybedebilir veya pargalanabilirler (66). Bu reaksiyonlar yapisal proteinlerin veya
enzim fonksiyonlarmin degisimine yol agar (67). Protein oksidasyonu yiiksek sicaklik,

inflamasyon, fiziksel egzersiz veya iskemi-reperfiizyon sonucu olusabilir (68, 69).

DNA’nin her bir pargasi, serbest radikallerin saldirilarina kars1 kolay bir hedeftir (70).
DNA oksidasyonu sonucu mutasyonlar meydana gelir, kanser ve hiicre yaslanmasi goriliir
(68, 71). Serbest radikallerin karbohidratlar {izerinde de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin oksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelir. Bunlar gesitli hastaliklarin olugsmasindaki patolojik siireclerde 6nemli rol

oynarlar (72).
Onemli serbest radikallerden biri de Malondialdehit (MDA)’ dir.
2.3.1. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), enzimatik olmayan oksidatif lipit peroksidasyonu sonucu
olusur. Ikiden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin oksidasyonunda serbest hale gecen siklik
endoperoksitler MDA’nin asil kaynagimi olusturmaktadir. MDA proteinlerin  amino

gruplarina, fosfolipidlere veya niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir (73).

Bazi dokularda MDA enzimatik reaksiyonlar sonucu olusabilir. Olusan MDA, hiicre
membraninda iyon alig-verigine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina
yol acar. Sonucta iyon gecirgenliginin azalmasia ve enzim aktivitesinin degismesine neden

olur (74).
2.4. Antioksidanlar

Organizmanin olusturdugu serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek iizere
viicutta ¢esitli antioksidan savunma sistemleri gelistirilmistir. Serbest radikaller ve
antioksidanlar arasindaki hassas denge korunmadigi takdirde hiicre hasar1 ve oOliimiiyle

sonuglanan pekcok patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir (75).

Organizmada antioksidan kapasite ile serbest radikal {iretim miktar1 degerleri
eslesmektedir. Yiiksek oksijen tiiketimine sahip, karaciger, beyin, bobrek gibi organlar yiiksek

antioksidan enzim aktivitesine sahiptir (76).
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Antioksidanlarin  ilk belirlenen etkileri membran yapisinda bulunan lipitleri
peroksidasyona karst korumalari olmustur. Bunun sonucu olarak, baslangicta antioksidanlar
lipit peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giinlimiizde ise,
antioksidanlarin tanimi lipitlerin yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbohidratlar gibi
diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de icerecek sekilde genisletilmistir. Boylece,
antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksijen hasarini engelleyen veya geciktiren maddeler
olarak tanimlanmakta ve bu tanima bagli olarak antioksidanlarin etkileri farkli sekillerde

olabilmektedir (76).

Antioksidanlar etkilerini 4 sekilde gostermektedir.
1) Reaktif oksijen tiirlerinin enzimsel reaksiyonlar araciligiyla veya dogrudan temizlenmesi,
2) Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,
3) Metal iyonlarinin baglanmasi ve boylece radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi,
4) Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesidir (76).

Organizma tarafindan iiretilen ve pek ¢ok tiirii bulunan antioksidanlardan en dnemlileri

Superoksit Dismutaz (SOD) ve Glutatyon Peroksidaz (GPx) dir.
2.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz (SOD); siiperoksit radikaline karsi devreye giren ilk savunma
sistemidir. SOD, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii
saglayarak hiicre icindeki diizeyini azaltir. Siiperoksit radikali bircok yiikseltgenme
reaksiyonunda yan iriin olarak iretilir, ama olasilikla biiyilk bir kismi mitokondrideki
elektron tasima zincirinde meydana gelen bir hata sonucu olusur. Bu sebeple hiicreler
dismutasyon reaksiyonunu katalizleyerek oksijeni temizleyen ve detoksifiye eden siiperoksit
dismutazlar1 icermektedir (77, 78). Oksijen kullanim1 yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi
fazladir. Buna karsin ekstraseliiler stvida SOD aktivitesi ¢ok diistiktiir (79).

2.4.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz (GPx); sitozolde yerlesik, tetramer yapisinda, dort selenyum

atomu igeren bir enzimdir. Hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerle reaksiyona girerek
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hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Ayrica, protein yapisindaki siilthidril (-SH) gruplarim
indirgenmis halde tutarak pek c¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller,
aminoasitlerin membrandan transportunu saglar, hemoglobinin methemoglobine doniismesini
onler (75, 80).

Glutatyon peroksidaz, zar yapisindaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere
indirgeyerek Ozellikle E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona karsi
korunma saglar. Ayrica proteinlerin yikimi ve sentezinde, enzimlerin diizenlenmesinde
DNA’nin olusumunda ve en 6nemlisi serbest radikallere kars1 hiicrenin korunmasinda énemli

bir role sahiptir (75).
2.5. L-karnitin

L-karnitin (3-hidroksi 4-N-trimetilamino butirat), yapisal olarak aminoasitlere benzeyen
vitamin benzeri bir maddedir. Ik kez 1905°te sigir kasindan izole edilmis olup, yapisi tam
olarak 1927°de agiklanmustir (81, 82, 20). Kirmizi ette ve kiimes hayvanmi etinde fazla
miktarda bulunan L-karnitinin %751 diyetle alinir. Bu sekilde viicuda alinan L-karnitin aktif
transport ile duodenum ve jejenumdan emilir. Bobreklerde, glomeriiler filtrata gegen kismin

%90’nin dan fazlasi tiibiillerden geri emilir, ¢ok az bir kismu idrar ile atilir.

Kalan %25°1ik kismu ise viicutta iskelet kasi, kalp, beyin, karaciger ve bobrek gibi
organlarda temel aminoasitler olan lizin ve metioninden endojen olarak sentezlenebilmektedir
(81, 20, 83).

L-Karnitin’in biyosentezinde kofaktdr olarak vitamin C, nikotinik asit, vitamin B6 ve
Fe+2 gerekmektedir. Sentez islemi, lizine bir transferaz reaksiyonu araciligi ile metioninden
metil gruplariin transfer edilerek 6- N-trimetillizin’e dontistiiriilmesi ile baslar. Daha sonra
bu molekiil iizerine hidroksilaz, dehidrojenaz ve aldolaz enzimleri etki gostererek sonugcta

L-karnitin olusturulur (83, 84).
Lizin + metionin— trimetillizin— trimetilamino butirat— L-karnitin

L-karnitin, yag metabolizmasinda 6nemli rol oynayan, kiigiik, suda eriyebilen bir
molekiildiir. Hem plazmada hem de dokuda serbest L-karnitin veya acilkarnitin tiirevleri

seklinde, yag asitlerine bagli olarak bulunur (82, 85).
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L- karnitin ve onun kisa zincirli esterleri olan; L-asetil karnitin ve L-propionil karnitin
pekcok onemli hiicre i¢i fonksiyona ve farmakolojik etkiye sahiptirler. L-karnitin, esterleri,
baz1 spesifik hiicre i¢i enzimler ve membran tasiyicilarindan olusan L-karnitin sistemi

asagidaki fonksiyonlarda rol oynamaktadir.

1) Uzun zincirli yag asitlerinin, B-oksidasyon yeri olan mitokondriyal matriks igine
taginmalarint saglarlar. Mitokondri i¢ membrani uzun zincirli yag asitlerine kars1 gegirgen
degildir. Bu membran1 ancak L-karnitinle birleserek gecebilmektedirler. Mitokondri i¢
membranini gegebilen agil-karnitin ester, karnitin palmitoil transferaz I tarafindan karnitin ve
acil-koenzim A (Ac¢il-KoA)’dan sentez edilir. A¢il-karnitin ester mitokondride B-oksidasyona
ugrar (82, 20, 86).

2) Mitokondri hiicre membraninin stabilizasyonunu saglamakla birlikte peroksizomal

seviyede lipid peroksidasyonda rol oynamaktadirlar (87, 21).

3) Mitokondri igindeki total KoA miktari sabittir. Ancak, birgok enzimatik reaksiyonda
serbest KoA kullanilmaktadir. L-karnitin, karnitin asetiltransferaz enzimi ile KoA’dan
karnitine asetil birimlerinin geri doniisiimlii transferini katalizleyerek serbest KoA miktarini

arttirir.

Serbest KoA miktarinin artmasi ise o-ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesini arttirmak
suretiyle Krebs siklusunu hizlandirarak mitokondri icindeki KoA/asetil KoA oraninin

korunmasini saglar (88-90).

4) Karnitin, agil gruplarin1 temizlemek suretiyle detoksifiye edici bir ajan olarak rol
oynar. Bu yoOniiyle hiicrenin ozmotik dengesinin devamini saglar. Mitokondri iginde
birikmeleri durumunda birgok enzimin inhibisyonuna neden olan ve yikici etkileri olan agil
gruplarinin, mitokondri disina tasinmalarini saglar. Uzun zincirli aciller diisiik dozlarda,
adenilat translokaz enzimini inhibe ederek ATP’nin mitokondri disina taginmasini
durdururlar. Yiiksek dozlarda ise, hiicre i¢ci membranlarda geri doniistimsiiz hasar olustururlar.
Uzun zincirli a¢il-KoA miktarini1 azaltarak, serbest KoA miktarini arttirarak acil-KoA/serbest
KoA oranimi dengede tutmak suretiyle, bu olumsuz etkileri diizeltir (17, 62, 63). Iskemik
dokuda, karnitin rezervi hizli tiikenir ve uzun zincirli yag asitleri okside edilemez, bunun
sonucunda da uzun zincirli agil-KoA ve uzun zincirli agil karnitin esterleri birikir. Dokudaki
karnitin seviyesinin normale yiikseltilmesiyle, uzun zincirli a¢il-KoA’dan agil gruplar
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ayrilarak intramitokondriyal agil-KoA miktar1 normale diisiiriiliir ve yiiksek acil KoA
seviyelerinin getirdigi olumsuz etkiler geri cevrilir. Ayrica aerobik piruvat metabolizmasi
uyarilarak, piruvatin laktik asite doniismesi baskilanir, bdylece hiicre i¢i laktik asit birikimi de

Onlenir (89).
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Yag Asitleri

Glikoz

=) |
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)
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Sekil 3. Hiicre enerji metabolizmasinda L-karnitinin rolii (91)

L-karnitin, membran olusumu ve biitiinligii igin gerekli fosfolipidlerin sentezini
artttrmada ve fosfolipidlerin reagilasyonu araciligiyla membran hasarinin onarimimda énemli
rol oynamaktadir (92).L-Karnitin, B-oksidasyon igin lipidleri sitozolden mitokondri igine
tastyarak lipid diizeylerini diisiirmek suretiyle lipoperoksit tiretimini azaltmaktadir (92, 19,
93). Serbest radikal hasarina karst membrani stabilize ederek hiicre hasarini onleyebilir ve

ayrica mitokondriyal hasar1 engelleyebilir. Boylece serbest radikal oranini azaltarak, enerji
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tiretimini arttirabilir (21, 94). Ayrica L-karnitin, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile ROS’un
olusumunu onleyici etkiye sahiptir (95, 96). Son zamanlarda, L-karnitinin antiapoptotik araci

olarak etki ettigi de gosterilmistir (95, 21, 94, 97).
L-karnitinin erkek tireme fonksiyonu iizerinde olumlu etkileri bulunmaktadir.

L-karnitin spermatozoanin ihtiyag duydugu enerjiyi saglayarak spermatogenezi, sperm
hareketi ve olgunlasmasini pozitif olarak etkiler ve sperm metabolizmasinda énemli bir rol

oynar (98, 88).

Epididimal plazma insan viicudunda en yiiksek karnitin seviyesini igerir. L-Karnitin
epididimal plazma i¢ine salgilandiktan sonra spermatazoa tarafindan alinarak kismen asetil
karnitin haline doniistiiriiliir. Sonug olarak spermatazoa igerisinde serbest ve asetilenmis
L-karnitin seklinde biriktirilir (82, 99, 100). Epididimal plazma ve spermatozoadaki
L-karnitin konsantrasyonu dolasimdakinden 2000 kat daha fazladir (82, 101). L-karnitin,
yiiksek affiniteli bir Na+ bagimli organik katyon tasiyicist olan OCTN2 vasitasiyla
dolasimdan duktus epididimis igerisine taginir. Karnitin tastyicist 2 olarak isimlendirilen diger

bir L-karnitin tastyicisi ise epididimal liimen igerisine L-karnitinin sekresyonunu saglar (102,

86).

L-karnitin sperm maturasyonu ve motilitesine de katkida bulunur. Yapilan ¢aligmalar
L-karnitinin duktus epididimiste spermatozoanin olgunlagmasi ve fertilizasyon kabiliyetinin
gelismesine yardim etmede rol oynadigimmi gostermistir. Testiste lretilen spermatozoa
epididimise girdiginde hareketsizdir. Bu esnada L-karnitin icerigi de dusiiktiir. Hareketli ve
matur hale gelebilmek i¢in epididimal liimen igerisinde postgonadal modifikasyona ugramak
zorundadir. Epididimisden gegisi esnasinda, epididimal sivida L-karnitin artigina paralel

olarak spermatozoanin kuyruk hareketi de baglar (92, 19, 82, 101).

Erkek germ hiicre serisinde oksidatif stres niikleus ve mitokondride biitiinliik kaybina ve
spermatozoada hasara neden olur. L-karnitinin antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zellikleri
vasitasi ile oksidatif stres kaynakli erkek infertilitesini azaltmada faydali etkilere sahip oldugu

gosterilmistir (20, 21, 22).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi
Aragtirma deneyseldir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmanin deneysel ayag1 Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Histokimyasal ve immunohistokimyasal
degerlendirmeler Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda, biyokimyasal degerlendirmeler ise Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali’nda gerc¢eklestirilmistir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar

Arastirmada toplam ii¢ grup olusturulmustur. Deney gruplarn asagidaki sekilde

diizenlenmistir:

Kontrol grubu: Hipertermi uygulanmayan, yalnizca 22 °C (oda sicakligil) su
banyosunda 5 giin, giinde 15 dakika bekletilen ve 14 giin sonra sakrifikasyonun yapildigi grup
(n=7).

Hipertermi grubu: 43 °C sicak su banyosunda, 5 giin, giinde 15 dakika hipertermiye

maruz birakilan ve 14 giin sonra sakrifikasyonun yapildigi grup (n=7).

L-karnitin grubu: 43 °C sicak su banyosunda, 5 giin, giinde 15 dakika hipertermiye
maruz birakilmadan 1 saat once ve 5 giin sliresince, intraperitoneal yoldan, 250 mg/kg/giin L-

karnitin verilen ve 14 giin sonra sakrifikasyonun yapildigi grup (n=7).

Yaptilan literatiir arastirmalarina gore hiperterminin testisde en fazla 14. giinde hasar
olusturdugu saptanmig ve bu yiizden sakrifikasyon giinii olarak 14. giin secilmistir.
Antioksidan olarak kullandigimiz L-karnitin yalnizca 5 giinliikk deney siiresince uygulanmaistir.
L-karnitin’in hipertermideki koruyucu etkilerine ait literatiir bilgisi olmadig1 i¢in kullanim

dozu ve uygulama siiresi literatiirdeki diger modeller 6rnek alinarak belirlenmistir.
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Calismamizda deneklere testikiiler hipertermi uygulanmasi amaci ile hipertermi ve
L-karnitin gruplar i¢in sicakligi 43 °C ye, Kontrol grubu igin ise sicakligi 22 °C ye ayarlanmis

benmari kullanilmistir.
3.4. Calisma Materyali

Calismamizda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Birimi’ nden
(DETFAB) temin edilen Wistar susu toplam 21 erkek sican (200-220 g) kullanilmistir.
Dokuz Eyliil Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali, Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir
ve cins sec¢ilmigtir. Tim denekler c¢alisma sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda

barindirilmigtir. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslenmistir.
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmada kontrol grubuna yalnizca 22 °C’ lik (oda sicakligi) su banyosu, hipertermi

ve L-karnitin gruplarina 43 °C’ lik sicak su banyosu uygulanmuistir.
3.6. Veri Toplama Araglart
3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada testis agirliklarini 6lgmek i¢in hassas terazi (Sartorius, GC803S-0CE),
deneklerden elde edilen dokularin takibinde etiiv, Kesitlerin alinmasinda mikrotom,
boyamalarda kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal

incelemeler i¢in humidity chamber ve otomatik mikropipetler kullanilmistir.
3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku drneklerine rutin doku takip prosediirii uygulanmis,
ince kesitleri alinmis, gesitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya uygulamalarina tabi
tutulmustur. Arastirmada histokimyasal degisiklikler i¢in hematoksilen & eozin, PAS ve
masson trikrom, immiinohistokimyasal olarak apoptozun belirlenebilmesi icin TUNEL ve
aktif kaspaz-3 boyamalart yapilmistir. Testisin ultrastriiktiirel yapisi incelenmis,
biyokimyasal olarak MDA,GPx ve SOD diizeyleri 6igiilmiistiir.
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3.6.2.1. Denek Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deney baslangicinda ve deney sonunda (sakrifikasyon oncesi) deneklerin agirliklar
oOlgiildii. Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda degerlendirildi. Deneklerin agirliklarinin
baslangi¢ ve deney sonundaki verilerinin, grup iginde Kkarsilastirllmasinda p<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2.2. Testis Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda (sakrifikasyondan sonra) deneklerin testis agirliklar1 olgtildii. Sonuglar
SPSS 15,0 paket programinda degerlendirildi. Testis agirhiklarinin  gruplar arasi

karsilastirilmasinda p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.6.2.3. Histokimyasal incelemeler

Sol testis histokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formolde 24-48 saat bekletilerek
fikse edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmas1 amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi.
Dehidratasyon amaciyla sirastyla %70, %80 ve %96°lik etil alkol serilerinde 20’ser dakika;
ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu. Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika
iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez yumusak parafin ile immersiyonu saglandiktan
sonra dokular sert parafin bloklar igerisine gomiildii. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica)

aracilifi ile Sp kalinhiginda kesitler alind1 (Tablo 1).

Tablo 1: Doku takip protokolii.

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

Yumusak parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Sert parafin
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3.6.2.3.1. Hematoksilen-Eozin Boya Protokolii

Alnan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
dehidratasyon islemi i¢in 5 degisim azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile
calkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasimin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,
%80, %96 ve 2 seri absolii alkolden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika ii¢
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile
kapatildi (Tablo 2).

Tablo 2: Hematoksilen-Eozin boya protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’1iik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %961k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’1ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Yikama %70-80-96-100-100’liik alkol Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.3.2. Masson Trikrom Boya Protokolii

Deparafinizasyon icin 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler ti¢ farkli ksilende

tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda c¢alkalandiktan sonra

masson trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye) icerisinden dokular iizerine 4

damla weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla ferrik kloriir ¢ozeltisi damlatildi ve 10 dakika

bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra kesitlere uygulanan 2 damla asit-alkol ¢ozeltisi 4

dakika sonra uzaklastirildi. Ardindan 2 damla ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi

dokunun lizerini tamamen kaplayacak sekilde uygulandi 4 dakika bekletilen kesitler distile su

ile yikandi. Daha sonra 2 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 10 dakika muamele

edildikten sonra uzaklastirildi ve 8 damla agik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin

ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilen ile

seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3: Masson Trikrom boya protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda Isisinda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda Isisinda) 20 dakika
Rehidratasyon %100’1ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ 11k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’1ik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:1 + No:2 soliisyonu 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:3 4 dakika
Boyama No:4 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:5 10 dakika
Boyama No:6 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’1iik alkoller Calkalama
Seffaflagtirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.3.3. Peryodik Asit Schiff (PAS) Boya Protokolii

Alman parafin kesitler deparafinizasyon islemi ig¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletildi.
Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik ti¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra dehidratasyon islemi i¢in azalan alkol serilerinden gecirildi, distile su ile ¢alkalandiktan
sonra 10 dakika peryodik asit ile muamele edildi. Ardindan 10 dakika akarsuda bekletilen
kesitler distile suda g¢alkalanip kurutulduktan sonra 20 dakika schiff reagent ile muamele
edildi. Sonrasinda 10 dk akarsuda yikandi. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in artan alkol
serilerinden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ser dakika li¢ degisim ksilende

tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 4).

Tablo 4: Peryodik Asit Schiff (PAS) boya protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 1 saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (oda 1s1sinda) 30 dakika
Rehidratasyon 9%100-100-96-80-70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama Peryodik asit 5 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Schiff 20 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Hematoksilen 2-3 dakika
Yikama Akarsu 6 dakika
Dehidratasyon %60-70-80-96-100’1ik alkol serileri Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser dakika
Kapama Entellan

3.6.2.4. Morfometrik Degerlendirmeler
3.6.2.4.1. Johnson Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Deney gruplarindaki her bir denek i¢in ayri ayr1 100 adet tiibiil degerlendirilerek her bir
tiibiile Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi yapildi ve degerlendirilen tiibiillerin
skorlamalarinin ortalamasi alindi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis
Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi.
p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Tablo 5).
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3.6.2.4.2. Seminifer Tiibiil Cap Olciimii

Seminifer tiibiil ¢ap Ol¢tiimii i¢cin PAS ile boyanan kesitlerden her grup igin rastgele
secilen 100 tiibiilde, 20x’lik biiylitmeyle Image Tool (UTHSCA Image Tool Version 3,0,
USA) gorintli analiz programini kullanarak ¢ap 6l¢timii yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda da
Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Tablo 5: Jonhson testikiiler biopsi skorlamasi (103).

Skor Histolojik Bulgular

(=Y
o

Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenez

Bir¢ok spermatozoa var, germinal epitel bozuk ve liimen oblitere

Yalniz birkag spermatozoa var (<5-10)

Spermatozoa yok, bircok spermatid var

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

Spermatozoa/spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var

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

Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

Tiibiiller igerisinde germ hiicresi yok, sertoli hiicreleri mevcut

| N W B~ 01 O N oo ©

Tiibiiller igerisinde hiicre yok

3.6.2.4.3. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinhg Olciimii

Bazal memran kalinligi 6l¢iimii i¢cin PAS ile boyanan kesitlerden her gruptan rastgele
secilen 100 tiibiilde, 100x’lik biiyiitmeyle Image Tool (UTHSCA Image Tool Version 3,0,
USA) gorlintii analiz programint kullanarak Ol¢iim yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda da
Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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3.6.2.5. Immiinohistokimyasal incelemeler:

Apoptotik  hiicrelerin  belirlenmesi ve hiicrelerdeki DNA fragmantasyonunun
gosterilmesi igin immiinohistokimyasal yontemler kullanildi. Apoptotik sinyaller DNA
tizerinde kirik olusturmaktadir. A¢iga ¢ikan DNA kiriklarinin serbest 3'-OH uglarina terminal
deoksintikleotidil transferaz (TdT) aracilifiyla biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis
deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-
horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir. Diaminobenzidine (DAB), isaretlenmis
ornek ile tepkimeye girerek DNA kirigi bolgesinde ¢oziinemeyen bir substrat olusturur.
Hemotoksilen ile zemin boyama yapilarak islem sonlandirilir. Immunohistokimyasal

yontemlerle pargali nukleuslar veya sitoplazma koyu kahverengi boyanir.
3.6.2.5.1. TUNEL Protokolii:

Bu teknik i¢in Apoptag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kiti (Millipore S7101,
USA) kullanildi. Kesitler bir gece 60 °C’lik etiivde tutulduktan sonra 30’ar dakika ti¢ degisim
ksilen ile seffaflagtirma islemi gergeklestirildi. Ardindan azalan derecede alkol serileri ile
dehidratasyon saglanarak distile suda c¢alkalandi. Boyanacak alanin etrafi pappen ile
cizildikten sonra mikrodalgada 600 watta, 6 dakika sodyum sitrat soliisyonunda bekletildi.
Sogumast icin 20 dakika bekletildi. Ardindan 3 kez PBS ile yikandi. Her yikamadan sonra
doku etrafindaki fazla su kurutma kagidi ile alindi. Daha sonra kesitler endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek i¢in %3’ liik H,O, (TA-015-HP, Lab vision, Fremont, CA) ile 10 dk
bekletildi. Tekrar PBS ile yikanan kesitler equilibration buffer ile 10 dk bekletildi. Ardindan
kesitler TdT enzyme soliisyonu ile 37 °C de etiivde 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda PBS ile
yikanan kesitler working strength stop/sash buffer ile 10 dk bekletildi. PBS ile yikanan
kesitler TUNEL reaksiyonunun goriiniirliiglinii saptamak amaciyla DAB ile boyandi. Distile
su ile yikandiktan sonra mayer's hematoksilen ile art alan boyamas1 saglanan kesitler artan
alkollerle dehidratasyon islemine tabi tutuldu ve ksilen ile seffaflastirma isleminden sonra

entellan ile kapatildi.

3.6.2.5.2. Aktif Kaspaz 3 Immunohistokimya Protokolii:

Alman kesitler 6ncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra seffaflastirma
amaciyla 30" ar dakika li¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda c¢alkalandi. Suyu uzaklastirilan dokularin etrafi pappen ile ¢izildi. Ardindan
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mikrodalgada sodyum sitrat soliisyonu (Bio-Optica) igerisinde, 600 watta 6 dakika tutuldu.
Sogumasi igin 20 dakika bekletildi. 3 kez PBS ile yikanan kesitler 10 dk H20z2 ile oda 1sisinda
muamele edildi. Tekrar PBS ile yikama yapild1 ve 1 saat bloklama soliisyonu (TA 125-UB,
Lab Vision, Fremont, CA) ile bekletildi. Primer antikor rat spesifik active caspase-3 (1:100;
Neomarkers, Fremont, CA) ile + 4 °C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yapilan
yikamadan sonra anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043
Zymed Histostain Kit, San Francisco, USA) ile 30 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan
kesitler olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla
DAB (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan Kkesitlere mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol

serilerinden gegirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

3.6.2.6. Ultrastriiktiirel incelemeler
3.6.2.6.1. Elektron Mikroskopik Doku Takibi

Karnovski soliisyonuna (pH 7,4) konulan dokular + 4°C’de 48 saat bekletildi. Ornekler
daha sonra 0,1M sodyumfosfat tamponu ve 0,1M siikroz karisiminda 3 kez 15 dk bekletildi.
%2 sodyumfosfat tampon osmium tetroksid (pH 7,4) soliisyonu ile 90 dk post fiksasyon igin
muamele edildi. 0,1M sodyumfosfat tampon (pH 7,4) ile 3 kez 15 dk yikandi. %50 oraninda
hazirlamis aseton ile 2 kez 15 dk dehidratasyonu yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5
uranilasetat ve %1 fosfotungistik asit karisiminda kontrastlama amaciyla + 4°C* de 1 gece
bekletildi. Daha sonra sirasiyla %80, 90 ve 96’lik aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen
dokular %100’liik asetonda 2 kez 20 dk tutuldu. Propilen oksitte 2 kez 15 dk bekletilen
dokular sirastyla 30 dk 2:1, 1:1 ve 1:2 oraninda hazirlanan propilen oksit: epon karisimlarinda
bekletildi. Epon soliisyonunda + 4°C’de 1 gece bekletildi. 3. giin hazirlanan yeni epon

soliisyonunda 48 saat 65°C” lik etiivde polimerizasyon icin bekletildi.

Daha sonra yari ince kesitler alinarak alan belirlendi. Belirlenen alanlardan ince kesitler
formvar kapli gridler lizerine alindi. Uranil asetat ve kursun sitratla kontrastlamasi yapildi ve

transmisyon elektron mikroskobunda (Carl Zeiss Libra 120) degerlendirildi.
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3.6.2.7. Biyokimyasal incelemeler

Sag testis dokularinin bir kismi biyokimyasal analizler i¢in kullanildi. Doku 6rnekleri
tartildiktan sonra, 750 pL PBS iginde homojenizatorde (Tissuelyser 11, QIAGEN, Germany)
yaklagik 3 dk siireyle 30 frekansta homojenize edildi. Homojenizasyon islemleri sirasinda
orneklerin soguk sartlarda kalmasina dikkat edildi. Homojenat, 10 000 g’de santrifiij edildi;
elde edilen siipernatantlar, analiz siiresine kadar -80°C de saklandi. Siipernatantlardan
oksidatif stres gostergesi olarak MDA diizeyi ve antioksidan savunma sisteminin gostergeleri

olarak da SOD ve GPx enzim aktiviteleri 6l¢iildii.
3.6.2.7.1. Malondialdehit (MDA) Diizey Ol¢iimii

Plazma ve doku homojenizatlarinda malonildialdehit (MDA) ol¢iimii, HPLC ile
floresan deteksiyonla (Shimadzu VP Series and RF-10AXL floresan dedektor, Japan) yapildi.
MDA 6l¢iimii i¢in 40 ulL plazma veya doku homojenizatlarina 100 uL saf su, 20 ulL 2,8
mmol/L biitillenmis hidroksi toluen, 20 uL %8,1 sodyum dodesil siilfat, 600 uL tiyobarbitiirik
asit eklendikten sonra 95 °C’de 1 saat beklendi. Sogutulduktan sonra 1000 uL 1:15 piridin
biitanol eklenerek vortekslendi. Organiz faz eppandorf tiiplerine alinarak 15 000 g’de 15 dk
santrifligasyon sonrasi ustteki kistm C18 [150x4,6 cm, partikiil ¢ap1 5 um, (MN/EC 150/4.6
Nucleosil 100-5 C18, CatNo. 720120.46)] kolonuna enjekte edildi. Elisyon islemi 0,8
ml/dakika akis hizinda gerceklestirildi. Pikler Ex.515/Em.553 dalga boylarinda detekte
edildi. MDA piki 3,7 dk olustu. Ornek pikleri standart grafigi ile kantite edildi. Elde edilen

MDA degerleri protein basina oranlanarak diizeltildi.
3.6.2.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Diizey Ol¢iimii

GPx degerleri, GPx ticari kiti ile (Oxis International, 21017) spektrofotometrik
yontemle Architect C16000 (Abbott, USA) otoanalizorii kullanilarak olgiildii. Otoanalizore

aplikasyon kit iireticisinin prospektiisii dogrultusunda yapildi.
3.6.2.7.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Diizey Ol¢iimii

SOD degerleri, SOD ticari kiti ile (Ransod, Randox Internetional, SD125)
spektrofotometrik yontemle Architect C16000 (Abbott, USA) otoanalizorii kullanilarak

ol¢iildii. Otoanalizdre aplikasyon kit iireticisinin prospektiisii dogrultusunda yapildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Tez Konuszu Belirlenmesi ve Literatir Araghrmasi

Ocak2011-Haziran 2011
Etik Kurul ve Yinetim Kurulu Onay
Haziran2011-Temmuz 2011

a2

Deneysel Materyallerin T oplanmasi ve Dokularin Degerlendirilmesi
Kasim2011-Arahk2011

. 2

Laboratuar Cahismalar
Aralhik2011-5ubat2012
Tez Yazim
Kasim 2011-Subat2012

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Deney sonunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS 15,0 paket programi
kullanildi. Veriler ortalama =+ standart hata olarak gosterildi Gruplar arasi istatistiksel
karsilagtirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilastirmasinda da
Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhliklar:

Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilasilmamistir.

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

Arastirmamiz Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
8 Temmuz 2011 tarihinde gergeklestirilen 06.14.2011 no’ lu toplantida, 14/2011 Protokol no

ile etik agidan uygun bulunmustur.

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

4.1. Denek Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Gruplarin deney baslangi¢c agirlik ortalamalari; kontrol grubunda 214,85+6,25 gr,
hipertermi grubunda 218,57+15,87 gr, L-karnitin grubunda 216+9,55 gr olarak bulundu.
Deney bitis agirlik ortalamalar ise; kontrol grubunda 244,2849,84 gr, hipertermi grubunda
247,28425,30 gr, L-karnitin grubunda 216,57+4,68 gr olarak saptandi. Bu degerler goz
ontinde bulunduruldugunda; kontrol ve hipertermi gruplarindaki deneklerde deney baslangi¢
ve bitis agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir agirlik artis1 saptanirken (p=0,018,
p=0,028), L-karnitin grubunda L-karnitinin yag yakimini artirict zelliginden dolay1 baslangic
ve bitis agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanmadi (p=0,932).
Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda Wilcoxon Sirali Isaretler Testi kullanilarak
degerlendirildi (Sekil 4).

Denek Agirliklar

300

250

200

150

Bgr

100

50

0
Kontrol Hipertermi L-karnitin

M Basl. Agrl. 214,85 218,57 216
M Bitis Agrl. 244,28 247,28 216,57

Sekil 4: Gruplarin deney baslangici ve deney sonundaki agirhklari.
4.2. Testis Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Gruplarin testis agirlik ortalamalari; Kontrol grubunda 1,463+0,11 gr, hipertermi
grubunda 0,584+0,04 gr, L-karnitin grubunda 0,645+0,13 gr olarak saptandi. Istatistiksel
olarak karsilastirildiginda hipertermi ve L-karnitin gruplarinda kontrol grubuna gore testis
agirliklarinda anlamli bir azalig tespit edildi (p=0,002, p=0,002). Sonuglar SPSS 15,0 paket
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programinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann-Whitney U testleri kullanilarak
degerlendirildi (Sekil 5).

Testis Agirhiklar

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6 +
0,4
0,2

0

er

Kontrol Hipertermi L-karnitin

‘ M Testis Agrl. 1,463 0,584 0,645

Sekil 5: Gruplarin testis agirhklari.

4.3. Histokimyasal Bulgular
4.3.1. Hematoksilen-Eosin Boyama Degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde seminifer tiibiil ¢aplarinin birbirine yakin
oldugu, tiibiil icerisinde bulunan germ hiicrelerinin diizgiin bir bi¢imde siralandig1 goriildii.
Spermatogonyumlar bazal memranin hemen iizerinde ve koyu nukleuslu olarak goézlendi.
Tiibiillerin merkezinde ise gelismekte olan spermatidler gdzlendi. Intertisyel alanda leydig

hiicreleri, bag doku hiicreleri ile kan ve lenf damarlari goriildii (Sekil 6).

Hipertermi grubuna ait kesitler incelendiginde germ hiicre diziliminde diizensizlik ve
kayip, bazal membrandan ayrilma ve sertoli hiicrelerinde kayip goriildii. Hiicresel kayba
bagli olarak seminifer tiibiil ¢aplarinda azalma ve tiibiillerde biiziisme goézlendi. Ayrica
seminifer tiibiillerde germ hiicrelerinin dokiilmesi sonucu gelisen vakuolizasyon goézlendi

(Sekil 7).

L-karnitin grubuna ait kesitler incelendiginde hasarli tiibiil sayisinin ve hasarin
siddetinin daha az oldugu, c¢ok sayida tiibiiliin normale yakin morfolojiye sahip oldugu
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gozlendi. Germ hiicre kayiplariin azaldigi, buna bagli olarak da vakuolizasyonda azalis ve
normale yakin ¢apta seminifer tiibiiller saptandi. Seminifer tiibiillerin arasindaki intertisyel

alan da ¢ogunlukla normale yakin morfolojide gozlendi (Sekil 8).

SPREE ] RN
\

>
) e 2
o %5;«/ ey N
\ AR/ (N

Los T \ \

~

q A "‘ - :
) ‘rf P ,:"I \ 3 "1"

Sekil 6: Kontrol grubuna ait kesit. Sinirlar1 diizgiin seminifer tiibiillerde (SMT) diizenli

dizilim gosteren germ hiicreleri (GH) gozlenmektedir. H&E, x20 ve x40 bityiitme.

Sekil 7: Hipertermi grubuna ait kesit. Germ hiicrelerinde (GH) ve sertoli hiicrelerinde
(SH) kayip, tiibiillerde vakuolizasyon (V) ve biiziisme (B) gozlenmektedir. H&E, x20 ve
x40 biiyiitme.
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Sekil 8: L-karnitin grubuna ait kesit. Normale yakin morfolojiye sahip seminifer

tiibiillerde germ hiicre yogunlugunda artis (GH) ve vakuolizasyonda azalma

gozlenmektedir. H&E, x20 ve x40 biiyiitme.
4.3.2. Masson-Trikrom Boyama Degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde normal yapidaki intertisyel alan gdzlendi
(Sekil 9).

Hipertermi grubuna ait kesitler incelendiginde intertisyel alanda bag doku artisi
gozlendi (Sekil 10).

L-karnitin grubuna ait kesitler incelendiginde normale yakin morfolojideki intertisyel

alan gozlendi (Sekil 11).
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Sekil 9: Kontrol grubuna ait kesit. Normal yapidaki intertisyel alan ( => )

gozlenmektedir. Masson Trikrom, X20 ve x40 biiyiitme.

Sekil 10: Hipertermi grubuna ait kesit. Intertisyel alandaki ( = ) bag doku artis1

gozlenmektedir. Masson Trikrom, x20 ve x40 biiyiitme.
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Sekil 11: L-karnitin grubuna ait Kkesit. Normale yakin morfolojideki intertisyel alan

(=>) gozlenmektedir. Masson Trikrom, x20 ve x40 biiyiitme.
4.3.3. PAS Boyama Degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde bazal membranin normal kalinlikta,

seminifer tiibiil ¢aplarinin normal boyutlarda oldugu gézlendi (Sekil 12).

Hipertermi grubuna ait kesitler incelendiginde bazal membran kalinliginda artis,
hiicresel kayip nedeniyle biiziisen seminifer tiibiillerin ¢aplarinda da azalma gozlendi (Sekil
13).

L-karnitin grubuna ait kesitler incelendiginde bazal membran kalinligmin kontrol
grubuna yakin kalinlikta oldugu, normale yakin morfolojideki seminifer tiibiillerin ¢aplarinin

da normale yakin oldugu saptand1 (Sekil 14).
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Sekil 12: Kontrol grubuna ait kesit. Normal kalinliktaki bazal membran ( = ) ve
normal ¢aptaki seminifer tiibiiller ( ) gozlenmektedir. PAS, x20 ve x100 biiyiitme.

Sekil 13: Hipertermi grubuna ait kesit. Kalinlasmis bazal membran ( =) ile cevrili
seminifer tiibiillerdeki (SMT) ¢ap azahsi ( ) gozlenmektedir. PAS, x20 ve x100

biiyiitme.
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Sekil 14: L-karnitin grubuna ait kesit. Normale yakin kalinhktaki bazal membranla

( =) cevrili seminifer tiibiillerin (SMT) aym zamanda normale yakin ¢apta oldugu

( ) gozlenmektedir. PAS, x20 ve x100 biiyiitme.
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4.4. Morfometrik Bulgular
4.4.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi

Gruplar arasindaki tiibiil hasarini belirlemek i¢in morfometrik Slgiimler yapildi. Bunun

icin Jonhsen Testikiiler Biyopsi Skorlamas1 yontemi kullanildi.

Gruplar arasi ortalamalar; kontrol grubu 9,37+0,08, hipertermi grubu 4,13+0,14, L-
karnitin grubu ise 8,05+0,09 olarak bulundu. Hipertermi grubu biyopsi skor ortalamalarinda
kontrol ve L-karnitin gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli bir azalig tespit edildi
(p=0,002, p=0,002). L-karnitin grubunun biyopsi skor ortalamasinda ise hipertermi grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (p=0,002) (Kruskal Wallis VVaryans Analizi)
(Mann-Whitney U) (Sekil 15).

Testikiler Skorlama

9,37

M Kontrol M Hipertermi d L-karnitin

Sekil 15: Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamasi.
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4.4.2. Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

Gruplar arasindaki tiiblil hasarin1 belirlemek i¢in seminifer tiiblil ¢ap Olgiimleri de
yapildi. Bunun i¢in Image Tool (UTHSCA Image Tool Version 3,0, USA) goriintii analiz

programi kullanildi.

Gruplar aras1 ortalamalar; Kontrol grubu 994,36+68,45 um, hipertermi grubu
722,51+£36,57 pum, L-karnitin grubu ise 909,25+68,25 um olarak bulundu. Tiim gruplarda
yapilan seminifer tiibiil cap 6l¢iimleri sonucunda hipertermi grubunda kontrol ve L-karnitin
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edildi (p=0,002, p=0,002). L-
karnitin grubunda ise hipertermi grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi
(p=0,002) (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 16).

Seminifer Tublil Cap Ortalamasi
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M Kontrol M Hipertermi & L-karnitin

Sekil 16: Gruplarin seminifer tiibiil ¢cap ortalamasi.
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4.4.3. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinhig Olciimii

Gruplar arasindaki tiibiil hasarini belirlemek i¢in seminifer tiibiil bazal memran kalinlig
Olgtimleri de yapildi. Bunun i¢in Image Tool programi (UTHSCA Image Tool Version 3,0,
USA) kullanildi.

Gruplar arasi ortalamalar; Kontrol grubu 11,75+1,30 pum, hipertermi grubu 24,65+4,43
um, L-karnitin grubu ise 15,71£3,15 um olarak bulundu. Tiim gruplarda yapilan seminifer
tiiblil bazal membran kalinlig1 6lgiimleri sonucunda hipertermi grubunda kontrol ve L-karnitin
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p=0,002, p=0,004). L-karnitin
grubunda da kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p=0,004)
(Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 17).

Seminifer Tubiil Bazal Membran Kalinhgi
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Sekil 17: Gruplarin seminifer tiibiil bazal membran kalinhgi ortalamasi.
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4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular
4.5.1.TUNEL Boyama Degerlendirmesi
Hiicrelerdeki DNA fragmantasyonunu belirlemek icin TUNEL boyamasi yapildi.

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde birkag¢ hiicre disinda TUNEL (+) hiicreye
rastlanmadi. (Sekil 18).

Hipertermi grubuna ait Kesitler incelendiginde TUNEL (+) hiicre sayisinin arttigi
gozlendi (Sekil 19).

L-karnitin grubuna ait kesitler incelendiginde TUNEL (+) hiicre sayisinda azalma

oldugu gozlendi (Sekil 20).
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Sekil 18: Kontrol grubuna ait kesit. TUNEL (+) hiicreler ( = ) gozlenmektedir.
TUNEL, x40 ve x100 biiyiitme.
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Sekil 19: Hipertermi grubuna ait kesit. Artan TUNEL (+) hiicreler ( == )
gozlenmektedir. TUNEL, x40 ve x100 biiyiitme.

Sekil 20: L-karnitin grubuna grubuna ait kesit. Az sayidaki TUNEL (+) hiicreler ( ==p)
gozlenmektedir. TUNEL, x40 ve X100 biiyiitme.
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4.5.2. Aktif Kaspaz 3 Boyama Degerlendirmesi

TUNEL boyamaya ek olarak apoptotik hiicreleri belirlemek icin aktif kaspaz-3
boyamasi yapildi.

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde birkag¢ pozitif hiicre disinda aktif kaspaz-3

immunoreaktivite gosteren apoptotik hiicreye rastlanmadi (Sekil 21).

Hipertermi grubuna ait Kkesitler incelendiginde apoptotik hiicre sayisinin artmis oldugu
gozlendi (Sekil 22).

L-karnitin grubuna ait kesitler incelendiginde apoptotik hiicre sayisinin 6nemli dlglide

azaldig1 gozlendi (Sekil 23).

Sekil 21: Kontrol grubuna ait kesit. Aktif kaspaz-3 immunoreaktivite gosteren hiicreler

(=) gozlenmektedir. Aktif kaspaz-3, x40 ve x100 biiyiitme.
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Sekil 22: Hipertermi grubuna ait kesit. Artan sayidaki aktif kaspaz-3 immunoreaktivite

gosteren hiicreler (=> ) gozlenmektedir. Aktif kaspaz-3, x40 ve x100 biiyiitme.

Sekil 23: L-karnitin grubuna grubuna ait kesit. Aktif kaspaz-3 immunoreaktivite
gosteren hiicre sayisindaki azalma (—=> ) gozlenmektedir. Aktif kaspaz-3, x40 ve x100

biiyiitme.
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4.6. Ultrastriiktiirel Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde bazal membran {izerine oturan diizenli
morfolojideki sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarin varligi gozlendi. Sertoli hiicreleri
arasinda diizgiin morfolojideki siki baglantilar da mevcuttu. Primer spermatositlerde sertoli

hiicre sitoplazmalariyla saril1 olarak gozlendi (Sekil 24).

Hipertermi grubuna ait kesitler incelendiginde sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarin
oturdugu bazal membranda kalinlagma gozlendi. Birbirine komsu hiicreler arasinda bosluklar
olustugu saptandi. Sertoli hiicresi, spermatogonyum ve primer spermatositlerde sitoplazma ile
birlikte hiicre organallerinin kaybi sonucu biiziisme, sitoplazmada lipid damlaciklart ve

vezikiiller gozlendi (Sekil 25).

L-karnitin grubuna ait kesitler incelendiginde kontrol grubuna benzer goriinimde
oldugu saptandi. Bazal memranin normal kalinlikta oldugu ve hiicreler arasindaki bosluklarin

azaldigi gozlendi. Sertoli hiicresi, spermatogonyum ve primer spermatositlerde lipit

damlaciklari, vezikiillerin azaldig1 gozlendi (Sekil 26).

Sekil 24: Kontrol grubuna ait kesit. Bazal membran iizerine oturan spermatogonyum,
primer spermatosit ve sertoli hiicresi gozlenmektedir. Uranil Asetat-Kursun Sitrat,
x1000 biiyiitme.
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Sekil 25: Hipertermi grubuna ait kesit. Kalinlasan bazal membran ve hiicreler arasinda

olusan bosluklar gozlenmektedir. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, x1000 biiyiitme.

Sekil 26: L-karnitin grubuna grubuna ait kesit. Normal kalinhiktaki bazal membran ve
birbirine yakin komsu hiicreler gozlenmektedir. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, x1000,

x1600 biiyiitme.
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4.7. Biyokimyasal Bulgular
4.7.1. MDA Diizey Degerlendirmesi

Gruplar arasindaki hasar1 belirlemek icin serbest radikallerden olan MDA diizeyi

Ol¢iimleri de yapildi.

Gruplar arasi ortalamalar; kontrol grubu 1,24+0,76 U/mg prot, hipertermi grubu
2,70+2,20 U/mg prot, L-karnitin grubu ise 2,27+1,98 U/mg prot olarak bulundu. Tim
gruplarda yapilan MDA diizeyi 6l¢iimii sonucunda hipertermi ve L-karnitin gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p=0,047). L-karnitin
grubunda hipertermi grubu ile karsilastirildiginda L-karnitin’in serbest radikal olusumunu
baskilayic1 ozelliginden dolayt MDA diizeylerinde bir azalis tespit edildi fakat istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0,749) (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil
27).

MDA Diizey Ortalamalari

2,7

2,27

M Kontrol M Hipertermi i L-karnitin

Sekil 27: Gruplarin MDA diizey ortalamalari.
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4.7.2. GPx Diizey Degerlendirmesi

Gruplar arasindaki hasara karst firetilen antioksidan aktiviteyi belirlemek igin

antioksidan enzimlerden olan GPx diizeyi 6l¢iimleri de yapildi.

Gruplar arasi ortalamalar; kontrol grubu 0,05+£0,01 U/mg prot, hipertermi grubu

0,19+£0,02 U/mg prot, L-karnitin grubu ise 0,14+0,07 U/mg prot olarak bulundu. Tim

gruplarda yapilan GPx diizeyi 6l¢iimii sonucunda hipertermi grubunda kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir artis elde edildi (p=0,009). L-karnitin grubunda hipertermi

grubu ile karsilastirildiginda L-karnitin’in serbest radikal olusumunu baskilayic1 6zelliginden

dolayr GPx diizeylerinde bir azalig tespit edildi fakat istatistiksel olarak anlamli degildi

(p=0,347) (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-Whitney U) (Sekil 28).

GPx Diizey Ortalamalari

0,19

0,14

H Kontrol H Hipertermi 4 L-karnitin

Sekil 28: Gruplarin GPx diizey ortalamalari.
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4.7.3. SOD Diizey Degerlendirmesi

Gruplar arasindaki hasara karst {iretilen antioksidan aktiviteyi belirlemek igin

antioksidan enzimlerden bir digeri olan SOD diizeyi dl¢timleri de yapildi.

Gruplar arasi ortalamalar; kontrol grubu 0,86+0,22 U/mg prot, hipertermi grubu
2,38+0,97 U/mg prot, L-karnitin grubu ise 1,61+0,42 U/mg prot olarak bulundu. Tim
gruplarda yapilan SOD diizeyi Olglimii sonucunda hipertermi ve L-karnitin gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit edildi (p=0,009, p=0,028). L-
karnitin grubunda hipertermi grubu ile karsilastirildiginda L-karnitin’in serbest radikal
olusumunu baskilayic1 6zelliginden dolayr SOD diizeylerinde bir azalis tespit edildi fakat
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,117) (Kruskal Wallis Varyans Analizi) (Mann-
Whitney U) (Sekil 29).

SOD Diizey Ortalamalar

2,38

i Kontrol H Hipertermi i L-karnitin

Sekil 29: Gruplarin SOD diizey ortalamalari.
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5. TARTISMA

Insan viicudunun normal kosullardaki sicaklig1 36,5- 37 °C’dir ve saglikl1 bir insan i¢in
bu sicaklik ¢ok hassas bir degerdir. Bu deger giinliik aktiviteye ve dinlenmeye bagli olarak
(uyaniklik — uyku dongiisii) degiskenlik gosterir. Viicut sicakligi 6gleden sonra ya da aksama
dogru en yiiksek, sabaha karsi en diisiik diizeydedir. Gece galisanlarda ise bu durum tam
tersidir. Egzersiz, beslenme, kronik bobrek yetmezligi, sok, 1s1 6l¢iilen anatomik bolgelerdeki
yerel yangilar gibi baz1 olgular bu fizyolojik degisikligi etkiler. Sicaklik diistiiglinde donma
tehlikesi yasanir, sicaklik arttiginda ise kisi kendisini bitkin hisseder. Sicakligin 40 °C nin

izerine ¢ikmasinda ise koma hali goriiliir. Hipertermi bu kosulda ortaya ¢ikar.

Hipertermi viicut sicakliginin 41°C ya da daha yiiksek bir degere yiikselmesiyle ortaya
¢ikan bir olgudur (36). Spermatogenezin gerceklesebilmesi igin testislerin ihtiya¢ duydugu
sicaklik 35 °C oldugu icin spermatogenezi engelleyen ve testislere zarar veren faktorlerin

basinda yiiksek sicaklik gelmektedir (104).

Kaynaklarda hiperterminin testis lizerine olan etkilerini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Yapilan galismalarda yiiksek sicakligin insan, koyun, domuz, sigir, sigan, fare gibi
cesitli hayvan tiirlerinin testislerinde germ hiicre kayb1 ve kan akimi azalisina baglh olarak
testiskiiler agirlik azalmasina neden oldugu gosterilmistir (10). Bartlett ve Sharpe de bu
amacla sigan testisleri tizerine yaptiklari calismada 43°C de 30 dakika siireli sicakligin testis
agirhigint %39 oraninda azaldigii belirtmislerdir (105). Bizde aymi sicakligi kullanarak

yapmis oldugumuz ¢alismamizda testis agirliginin %60’ lara kadar azaldigini gozlemledik.

Kriptorsidizm gibi birtakim etmenler testisde sicaklik artisina neden olur. Bu da germ
hiicrelerinde apoptozise, spermiyum DNA biitiinliigiinde bozulma ve canliliginda azalmaya,

hatta infertiliteye neden olmaktadir.

Yiiksek sicakligin ejakiilat kalitesini diisiirdiigii bilinmektedir. Hjollund ve ark. oturarak
calisan insanlarin spermiyum yogunluklarini 6lgmek icin 99 saglikli erkekte olctimler
yapmiglardir. Bu erkekleri 24 saat gozlemleyerek kan ve ejakiilat Ornekleri
almiglardir. Sonug olarak skrotal 1sinin her 1°C artmasi ile spermiyum yogunlugunun %4

azaldig1 belirlenmistir. Benzer sonuglar toplam spermiyum sayisinda, FSH ve inhibin i¢in de
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bulunmustur. Hareketlilik, yap1, pH ve testosteron diizeyinin ise sicaklik ile 6nemli bir sekilde
iligkili olmadig1 belirtilmistir. Skrotal sicaklik ve ejakiilat kalitesi arasinda yakin bir iligki

oldugu ancak oturarak ¢alismanin buna az bir etkisinin bulundugu bildirilmistir (115).

Irez ve ark. yiiksek 1sida ¢alisan iscilerde 1smin spermiyum degerleri iizerine olan
etkilerini incelemek amaciyla bir ¢alisma yapmuslardir. 1 hafta sliresince otomatik 1s16l¢ger ile
1s1 ve nem Ol¢iiliip, kaydedilmistir. Yiiksek 1sida caligsan 34 is¢i calisma grubu, normal 1s1yla
calisan 26 is¢i ise kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Yapilan spermiyum analizleri
sonucu ¢alisma grubunda spermiyum sayimi, normal (%) ve hareketli spermiyum (%) orani
kontrol grubuna karsin belirgin olarak diisiik bulunmustur (p<0.001). Calisma grubunda
%20,5 olguda spermiyum sayisi 20 milyon/ml'nin altinda saptanmustir. Bu bulgularla ytiksek
1siin ejakiilat degerleri iizerine olan baskilayici etkisi ile erkek infertilitesinde rol oynadigi

vurgulanmistir (114).

Steinberger ve Dixon’nun yaptiklar1 ¢alismada testisleri 43°C de 15 dk siireyle sicak
suda bekletildikten sonra testisten alinan doku kesitlerini incelediklerinde sicakligin seminifer

epitelde germ hiicre dejenerasyonlarina neden oldugunu belirtmislerdir (113).

Perez-Crespo ve ark. tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada spermatogenezis
asamalarindaki farkli hiicrelerin 1s1 artisina olan duyarliliklar1 ve skrotal sicaklik siddetinin
spermiyum Kalitesine olan etkisi incelenmistir. Olgun CD1 fareleri alinarak sicaklik 42°C’de
30 dakika ve nem %60’a olacak sekilde giin basina 14 saatlik 151k uygulanarak sonuglar
incelenmistir. Epididimisteki spermiyumlar {izerine sicaklik soku etkisiyle termal stres altinda
Cinsiyet oraninin bozuldugu vurgulanmistir. Sicaklik uygulamasindan sonra yasamda kalan
spermiyum ylizdesinin azaldig belirtilmistir. Bu ¢alismada genel olarak spermatogenezisin
bozuldugu, DNA, RNA protein sentezinin zayifladigi ve sicakligin protein yikimina neden

oldugu ve DNA biitiinliigiiniin bozuldugu belirtilmistir (11).

Hiperterminin agiga c¢ikardigi serbest radikal aracili DNA hasari, genellikle
uygulamadan sonraki ilk hiicre boliinmesinde veya ilk birka¢ boliinme igindeki hiicrelerde
O0lime yol agar. Hiicre Oliimii hipertermiye karsit hiicresel yanitin en son asamasinda
gerceklesir. Son zamanlarda elde edilen pek ¢ok veri hipertermiye bagli DNA ¢ift zincir
kiriklarinin  apoptotik 6limiin de ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Erkek {ireme sisteminde
apoptozis, erkek gametlerin asir1 {iretiminin kontroliinden sorumlu olan fizyolojik bir siiregtir.
Ancak yiiksek sicaklik gibi eksternal olaylarda meydana getirilen stres, total germ hiicre
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kaybina yol agan testikiiler apoptoziste artisa neden olmaktadir. Apoptozisin morfolojik
isaretleri basta spermatogonyumlar olmak {iizere tiim germ hiicrelerinde olduk¢a sik

gbzlenmistir.

Rockett ve ark. 2001 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada fareleri 43°C’lik yiiksek sicakliga
maruz birakarak 8 saat sonra sakrifiye etmis ve seminifer tiibiilleri incelemislerdir. Tiibiillerde
yaygin vakuoller, piknotik c¢ekirdekli germ hiicreleri saptamis, TUNEL yontemiyle de
apoptotik hiicrelerin arttigin1 belirtmiglerdir. Buradaki apoptozun sebebi yiiksek sicaklikligin
bazi sitoplazmik kopriilerde denaturasyona neden olmasi, bunun komsu hiicrelerde de
dejenerasyona neden olarak ¢esitli apoptotik mekanizmalar1 devreye sokmasidir (10). Bu
caligmaya paralel olarak bizde yapmis oldugumuz c¢alismada hipertermiye maruz kalan
sicanlarda histokimyasal olarak yaygin tiibiil hasari, ultrastriiktiirel olarak nukleus hasar1 ve

immunohistokimyasal olarakta apoptozun gelistigi gézlemledik.

Khan ve ark. postnatal 7. giinde 1 saat boyunca 43°C’lik yiiksek sicakliga maruz
biraktiklar1 erkek siganlar1 15. saatte sakrifiye ederek seminifer tiibiil hiicrelerinde apoptozun
arttigin1 gostermislerdir. Calismadan elde edilen sonuglara gore yiiksek sicakliktan en fazla
spermatogonyumlar ve primer spermatositlerin etkilendigi, spermatidlerin ve sertoli
hiicrelerinin ise etkilenmedigi belirtilmis, buna kanit olarak da mitoza (spermatogonium) ve
mayoza (primer spermatosit) giden hiicrelerin yiiksek sicakliga daha hassas oldugu gosteril
mistir (106). Bizde yapmis oldugumuz ¢alismada yiiksek sicakliktan en fazla etkilenen hiicre

lerin spermatogonyumlar ve primer spermatositler oldugunu gézlemledik.

Lue ve ark. sicanlarin viicut sicakligim1 43°C’e yiikseltildikten sonra 1, 2, 9 ve 56.
giinlerde sakrifiye etmis ve TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis oldugunu goérmiislerdir. Bu
artigin spermatogonyumlar ve primer spermatositlerde oldugu tespit edilmistir (110). Bizde
calismamizda elde ettigimiz bulgularla bu ¢alismaya paralellik gostererek en fazla TUNEL

pozitif hiicrelerin spermatogonyumlar ve primer spermatositler oldugunu saptadik.

Amir ve Zvi’ nin yaptiklan ¢alismada hiperterminin erkeklerde Leydig hiicrelerinde

membran dejenerasyonuna neden olarak gametogenezisi engelledigi bildirilmistir (112).

Ezesoar (1985) skrotal ve abdominal testisleri karsilagtirarak yaptigi elektron
mikroskobik bir ¢alismada abdominal testiste skrotal testise oranla hiicre sitoplazmasinda ¢ok

sayida lipit damlaciklarinin oldugunu, mitokondri kristalarinin diizensizlestigini ve DER de
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dilatasyonlarin olustugunu gostermistir (107). Biz de calismamizda hipertermi sonrasi
mitokondri kristalarinin bozuldugunu, DER sisternalarinda dilatasyonlarin olustugunu ve lipit

damlaciklarinin arttigini tespit ettik.

Osorio ve ark. yaptigi bir calismada yogun egzersiz sonrasi viicut sicakliginin
yiikselmesiyle antioksidan savunma sistemlerinin etkiledigini, hipertermik ortamda SOD ve
GPx diizeylerinin arttigint gostermislerdir (108). Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar bu

calismayla paralellik gostermektedir.

Volek ve arkadaslarida yapmis olduklari ¢alismada yiiksek sicakligin serum MDA
seviyesini anlamli olarak arttirdigini belirtmislerdir (109). Bizde ¢alismamizda hipertermi

sonrast MDA diizeylerinin arttigin1 gézlemledik.

Son donemlerde antioksidan ozellige sahip maddelerin serbest radikallerin neden
oldugu hiicre hasarina kars1 gosterdikleri antiapoptotik etkileri pekgok arastirici tarafindan

calisilmaktadir. Bu maddelerden biride L-karnitindir.

L-karnitin vitamin benzeri bir madde olup aminoasit yapisindadir. Endojen olarak
iskelet ve kalp kasinda, karacigerde, bobreklerde ve beyinde, lysine ve metionin
aminoasitlerinden sentezlenir. L-karnitin antioksidan etkisinin yaninda ROS temizleyicisi
olarak da gorev yapar. L-karnitin ayrica biyolojik mebranlari lipid peroksidasyonunun son

tirtinii olan malondialdehid (MDA) gibi maddelerin birikmesini engelleyerek korur.

Spermatozoa normal metabolik aktivitesi sirasinda ROS firetir. Bu ylizden oksidatif
stres erkek infertilitesinde major faktor olarak yer alir. Infertil erkeklerin seminal ROS
seviyeleri biiyiik oranda yiiksektir. Spermatozoa ve seminal plazma yiiksek oranda ROS
temizleyicileri, stiperoksit dismutaz ve katalaz enzimleri igermektedir. L-karnitin antioksidan
etkilerinin yaninda ROS temizleyicisi olarak da gorev yapar. Yapilan caligmalardan elde
edilen sonuglara gore L-karnitin sigan dokularinda MDA seviyelerindeki artig1 inhibe etmek
ve endojen antioksidan savunma mekanizmasini arttirmak suretiyle hiicreleri hasara karsi
korumaktadir (17, 18). Bizde calismamizda L-karnitin uygulanan grubun uygulanmayan

gruba kiyasla MDA oraninin diisiik, SOD ve GPx oranlariin yiiksek oldugunu gozlemledik.

Spermatozoa testis i¢indeyken immobil ve infertildir. Postgonadal degisim epididim

icerisinde olur. Epididim igerisinde hareketlilik kazanir ve fertil hale gelir. Spermin hareketli
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hale gelmesinin, seminal plazmadaki karnitin miktarinin artistyla paralel oldugu
gosterilmistir. Bir ¢ok caligmada infertil hastalarda seminal plazma karnitin diizeyinin diigiik

oldugu ve L-karnitin eklendiginde reprodiiktif fonksiyonlarin diizeldigi gosterilmistir.

L-karnitin memeli epitelyumunda, epididimal plazma ve spermatozoada Ozgiin ve
asetillenmis olarak bulunur. En fazla L-karnitin konsantrasyonu epididimal sivi igerisinde
olup kandan 2000 kat daha fazla miktardadir. Yapilan c¢alismalar epididim igindeki

L-karnitinin spermatozoa maturasyonunda rolii oldugunu gostermistir.

Ramadan ve ark. galismalarinda testisin manyetik alana maruziyetinden 1 saat 6nce
uygulanan L-karnitin’in olmasi beklenen histopatolojik degisiklikleri (seminifer epitelde
dokiilme spermatogonyumlarin ortadan kalkmasi, spermatogenezin inhibisyonu) engelledigini
belirtmislerdir. L-karnitin’in hem ROS sevyesini diislirerek hem de hiicrelerin ihtiyaci olan
enerjiyi saglayacak asetil gruplarinin kaynagini olusturarak koruma sagladigi bildirilmistir
(99). Bizim ¢aligmamizda da testikiiler hipertermi uygulamasindan 1 saat 6nce uyguladigimiz
L-karnitinin seminifer tiibiilleri hasara kars1 korudugu saptanmis, spermatogenetik hiicrelerin
biitiin serileri (Spermatogonia, primer spermatosit, sekonder spermatosit ve spermium)

izlenmistir.

Costa ve ark. yaptigi c¢alismada L-karnitin kullanilan grupta kullanilmayan gruba
kiyasla interstisyel 6dem, bag doku artis1 ve germ hiicre kaybimin daha az oldugu seminifer
tiibiil morfolojisinin biiyilk oranda korundugu gosterilmistir (111). Bizde bu ¢alismayla

paralel sonuglar elde ettik.

Amendola ve ark. yaptiklar1 ¢alismada farelerde 10 Gy x 1sinina maruziyetten sonra
ekzojen L-karnitin uygulamasinin, spermatogonyal kok hiicrelerin rejenerasyonunu arttirmak
suretiyle spermatogenezin iyilesme siiresinde kisalma meydana getirdigini gostermislerdir.
L-karnitin’in yiliksek metabolik aktivite gerektiren bu progese katilan hiicrelerin ihtiyaci olan
enerjiyi saglayacak asetil gruplarmin kaynagini olusturarak rejenerasyon siiresini
kisaltmaktadir. Bu bilgiyi yansitacak bigimde c¢alismamizda L-karnitin tedavisi seminifer

epitelin rejenerasyon oranini arttirmistir (116).

Yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglarda, L-karnitin ve tiirevlerinin testislerde
MDA ve nitrik oksit seviyelerindeki artis1 inhibe ettigi ve endojen antioksidan savunma
mekanizmasini  arttirarak ~ hiicreleri  hasara  karst  korudugu  gosterilmektedir.
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L-karnitinin erkek fertilitesini hangi mekanizmayla etkiledigi tam olarak bilinmemesine
ragmen, yapilan son ¢aligmalar sertoli hiicre metabolizmasi {izerine karnitinin direkt etkisine

dikkati cekmektedir.

Ramadan ve ark. L-karnitin yag asidi oksidasyonu, glukoz alimi ve laktat/priivat
sekresyonunu arttirmak sureti ile sertoli hiicrelerindeki yag ve karbonhidrat metabolizmasini
olumlu yonde etkiledigini ortaya koymuslardir (99). Benzer sekilde Caviglia ve ark. sertoli
hiicre kiltiirtine L-karnitin ilavesinin, germ hiicre maturasyonu i¢in gerekli oldugu bilinen

priivat ve laktat sekresyonunda 6nemli bir artisa neden oldugunu gostermislerdir (98).

Yapilan ¢alismalarda L-karnitinin hiicreleri serbest radikal kaynakli DNA hasarina karsi
korudugu gosterilmistir. Ishii ve ark. L-karnitin ilave edilmis kiiltiire noronlarda DNA
fragmantasyonunun azaldigini bildirmislerdir (97). Sundaram ve ark. ise si¢anlarin iskelet
kaslarinda artmis olan DNA zincir kiriklarimin L-karnitin uygulamasi ile azaldigini
gostermislerdir (93). Bizim c¢alismamizda da spermatogonyum ve spermatositlere ait
apoptotik degisikliklerin L-karnitinin antioksidan etkisi ile azaldigir saptanmistir. Bununla

birlikte L-karnitinin koruyucu etkisi seminifer epitelin rejenerasyon oranini arttirmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen verilere gore hipertermi uygulamasinin testisde doku hasari
olusturdugu, oksidatif stresi ve apoptozu arttirdigi, biyokimyasal parametrelerde de

degisikliklere neden oldugu sonucuna varilmustir.

Hipertermi uygulama sicakligi ve maruz kalma siiresi hasarin siddeti agisindan biiyiik

Onem tasimaktadir.

Literatiirde L-karnitin’in testikiiler hipertermideki koruyucu etkisini goOsteren bir
calisma bulunmamaktadir. Bu ac¢idan calismamiz literatlirdeki boslugu dolduracaktir.
L-karnitin’in testikiiler hipertermideki koruyucu etkisi ilk defa bizim ¢alismamizda
histokimyasal olarak hematoksilen & eozin, masson trikrom ve PAS, immiinohistokimyasal
olarak TUNEL ve aktif kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak, testis ince yapisi ultrastriiktiirel
diizeyde incelenerek ve biyokimyasal olarak MDA, SOD, GPx diizeyleri Odlgiilerek
degerlendirildi.

Bu bilgiler 1siginda c¢alismamizin testikiiler hipertermi hasarma karst koruyucu

onlemlerin alinmas1 konusunda yol gosterici olacagi kanisindayiz.
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testikiiler hipertermide koruyucu etkilerinin arastirilmas1” isimli projenin uygulanmasinda etik
acidan sakinca yoktur. Ancak, basvuru formunda arastiricilarin gorev tanumlarinin yapilmasi,
sakrifikasyon yonteminin yiiksek doz anestezi ile yapilmasi dneriilir.

Prof.Dr.A@eMﬂEN

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Baskan Yardimeisi
Kurul Baskam

Prof.Dr. Abdull KU i Hjiseyin BASKIN

Do¢.Dr.H.Alper BAGRPY%’K’IK

NU;}

o¢.Dr.Tonay INCEBOZ

,..ltéN
Uye k Uye \ |
: L
| M
Ayse Nur BALIN . r.Sermin GENC
Uye(Topl.katilamadr) Uye

NOT: Projede yapilan diizeltmelerin metin iginde bold karakter kullanilarak yapilmast projenin incelenmesi agisindan saglikli olacaktir.
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Ek 2, Ozgecmis

OZGECMIS

SECIL AYCA CAVUS

TC Kimlik No / Pasaport No: 16559958648

Dogum Yl

1986

Yazisma Adresi:

Histoloji Embriyoloji Anabilim Dal1

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Inciralt/IZMIR
Telefon: 0232 412 45 66
Faks:
e-posta: secilaycacavus@gmail.com
EGITIiM BILGILERI
Ulke | Universite Fakiilte/Enstitii |Ogrenim Alam |Derece Eﬂ(iﬁlmy
TR |Celal Bayar Universitesi | Fen Fakiiltesi Biyoloji Lisans |2008
AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM
Kurum/Kurulus | Ulke |Sehir | Bélim/Birim Gorev Tiirii | 0¢Y
Donemi

UZMANLIK ALANLARI

Uzmanhik Alanlan

Testis, Skrotum, Hipertermi
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DIiGER AKADEMIK FAALIiYETLER

Diger Faaliyetler (Eser/gorev/faaliyet/
sorumluluk/olay/iiyelik vb.)

ODULLER

Odiiliin Ad1 Alindig1 Kurulus Yili

Lisans Mezuniyet ikinciligi Celal Bayar Universitesi Fen Fakiiltesi 2008
YAYINLARI

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler

Diger dergilerde yayinlanan makaleler

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar

Diizenlenme Tarihi: 29/02/2012
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