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PERFLORODODEKANOIK ASIiDIN TESTIiSTE OLUSTURDUGU HASARA KARSI
RESVERATROLUN KORUYUCU ETKISININ ARASTIRILMASI

Burcin TUNA

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilimdal,

Narhdere, izmir.

OZET
Amac:

Perflorododekanoik asit (PFDoA) genis endiistriyel uygulamalari olan, insan ve hayvan
serumunda tespit edilen ve erkek iireme sistemi iizerine olumsuz etkileri olan 12 karbonlu
sentetik kimyasaldir.

Calismamizda PFDoA’ nin, testiste olusturdugu hasara karsi resveratroliin koruyucu
etkisini histokimyasal, immiinohistokimyasal, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal olarak
incelemeyi amacladik.

Metot:

28 Sprague-Dawley susu erkek siganlar (230-240g) dort gruba ayrildi (n=7). Kontrol
Grubu: Higbir miidahale yapilmayan grup (n=7). Sham Grubu: 14 giin boyunca 4ml/kg
hacimde %5’lik alkol verilen grup (n=7) Asit Grubu: 14 giin boyunca oral gavaj ile 10mg
PFDoA/Kkg /giin uygulanan grup (n=7). Resveratrol+ Asit Grubu: 14 giin boyunca oral gavaj

ile 40 mg/kg resveratrol ve 10 mg PFDoA/kg /giin uygulanan grup (n=7). Deney
baslangicinda ve bitiminde biitiin deneklerin agirliklar 6lgiildii ve 14. Gilinde 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. Biyokimyasal incelemeler igin doku homojenatlarinda
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH) malondialdehit (MDA) ve serum testosteron
diizeyleri incelendi. Ayrica testis ince yapisi ultrastriiktiirel diizeyde incelendi.
Bulgular:

Histolojik degerlendirmede kontrol ve sham gruplarina ait testis dokular1 normal yapida
oldugu gozlenmistir. Asit grubuna ait histokimyasal ve ultrastruktural incelemelerde seminifer
tiibiilde vakuolizasyon, spermatogenik hiicrelerde azalma, interstisyel alanda bag doku artisi

ve kalinlagsmis bazal membran gdzlenmistir. Resveratroliin koruyucu etkisine bakildiginda



resveratrol + asit grubunda normale yakin morfolojide testis yapisi gozlendi.
Immunohistokimyasal degerlendirmede, asit grubunda apoptatik hiicre sayisinda kontrol
gurubuna gore anlamli artis gdzlenmistir. Resveratrol + asit gurubunda ise apoptatik hiicre
sayisinda asit grubuna gore anlamli azalma gbézlenmistir.

Biyokimyasal sonuglarda, asit grubuna ait MDA seviyelerinde kontrol ve
resveratrol+asit grubuna gore anlamli artis gézlenmistir.

Asit grubuna ait SOD seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir artis
gozlenmemistir. Resveratrol+asit grubunda ise kontrol, sham ve asit grubuna gore anlaml
artis gézlenmistir.

Asit grubuna ait GSH seviyelerinde kontrol ve sham grubuna gore anlamli azalma
gozlenmistir. Resveratrol+asit grubuna ait GSH seviyeleri asit, kontrol ve sham grubuna gore
anlamli olarak artmistir. Sham grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli artis gézlenmistir.

Asit grubuna ait serum testosterone seviyeleri kontrol ve sham grubuna gore anlamli
olarak azalmistir. Resveratrol+asit ve sham grubundaki testosterone seviyeleri ise asit ve
kontrol gubuna goére anlamli olarak artmistir.

Sonug:

Elde ettigimiz verilere dayanarak perflorododekanoik asidin (PFDoA) testisde doku
hasar1 olusturdugu, oksidatif stresi ve apoptozu arttirdigi, koruyucu ajan olarak kullanilan
resveratroliin olusan doku hasarini ve biyokimyasal degisiklikleri azalttigin1 gézlemledik.

Anahtar kelimeler: PFDoA, Testis, Resveratrol



PROTECTIVE EFFECTS OF RESVERATROL AGAINST THE DAMAGE CAUSED
BY PERFLUORODODECANOIK ACID ON MALE RATS.
ABSTRACT
Objective:

Perfluorododecanoic acid (PFDoA, C12), a synthetic perfluorinated chemical containing
12 carbons, has broad industrial applications and has been detected in sera from humans and
other animals and has been shown to produce adverse effects on the male reproductive
system.

In this study we aimed to investigate protective effects of resveratrol, against the
damage Perfluorododecanoic acid (PFDoA) on male rat histolochemically,
imunohistochemically, ultrastructural and biochemically.

Method:

28 Sprague-Dawley rats (230-240 g) were divided into four groups (n=7). Control
Group: No application was performed to this animals (n=7). Sham Group: Orally dosed for 14
days 5% ethanol ( 4 viw) (n=7). Acid Group: Orally dosed for 14 days with 10 mg
PFDoA/kg/day (n=7). Resveratrol+ acid Group: Orally dosed for 14 days with 40 mg/kg

resveratrol and 10 mg PFDoA/kg/day (n=7). Before the experiment and at the end of
experiment, all rats were weighed and sacrificed on 14. Days. Testes tissue slides were stained
with hematoxylene&eosine (H&E), Masson Trichrome and Periodic Acid Schiff (PAS) for
histochemically. TUNEL and Active Caspase- 3 stains was performed to determine apoptosis
immunohistochemically. Superoxide Dismutase (SOD), Glutathion (GSH), Malondialdehyde
(MDA) levels and serum testosterone were evaluated biochemically. Also ultrastructural
alterations were observed.

Result:

In histological evaluation, control group and sham group’s testis tissues were observed
normal. On acid group’s histochemically and ultrastructural investigations showed that
seminifer tubules showed vacuolization, deprivation of spermatogesis cells and increase of
connective tissue on interstitial area and thickened basale membran. No significant changes
were seen in resveratrol+acid group which is protective effect of resveratrol. After
immunohistochemical investigations apoptotic cell death was increased significantly in acid
group compared with control group. In resveratrol+acid group, apoptotic cells decreased

significantly compared with acid group.



According to biochemically results MDA levels in acid group showed a significant
increase compare with control and resveratrol+acid groups.

SOD levels in acid group is compared with control group increased but not significant.
SOD levels increased significantly in resveratrol+acid group compare with the control, sham,
acid group.

Acid group’s GSH levels decreased significantly compare with the control and sham
group. Resveratrol+acid group’s GSH levels increased significantly compare with the acid,
control, sham group. Sham group’s GSH levels decreased significantly compare with the
control group. Acid group’s serum testosterone levels decreased significantly compare with
the control and sham group. Resveratrol+acid group’s testosterone levels increased
significantly compare with the acid and control group. Sham group’s testosterone levels
increased significantly compare with the control group.

Conclusion:

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

Key words: PFDoA, Testis, Resveratrol



1. GIRIS VE AMAC

Perflorlu bilesikler, karbon zincirinde tiim hidrojenlerin flor ile degistirildigi organo-flor
bilesiklerdir. Perflorlu bilesikler biiylik molekiiler agirliga sahiptir ve molekiilleri farkli en az
bir atom ya da fonksiyonal grup igermektedir (1, 2, 3).

Dayanikli, biyo-birikimli ve zehirli olan bu bilesiklerin bir¢ok alanda etkin bicimde
yararlanilmasinin sebebi de uzun émiirlii olmalaridir (2, 3, 4).

Tiketiciler tarafindan kullanilip atilan PFC igerikli iirlinler, ¢op sahalarindan sizarak
cevreye karisabilirler. Ayrica, perforlu bilesiklerin yagmur suyunda olusan c¢okeltileri bu
bilesiklerin topraga karigsmalarina sebep olmaktadir. Bu yiizden topragin perflorlu bilesikler
acisindan O6nemli bir ¢evresel atik deposu oldugu diistiniilmektedir (5). Kullanilan yangin
sondiiriicii kopiikler de bu kimyasallarin ¢evreye sizmalarina neden olmaktadir. Ayrica yiizeyi
temizlenen {irlinlerin (elbise, hali vs) ve bu kimyasallarin endiistriyel siire¢lerde kullanimi
perflorlu bilesiklerin kentsel atik su aritma sistemlerine karismasina neden olmaktadir (6). Bu
sekilde perforlu bilesikler sudaki beslenme agina karisirlar (7, 8).

Perflorlu bilesiklerin saglik acisindan olusturdugu etkilerden bazilari; endokrin
bozukluklari, 6grenme bozukluklari, infertilite gibi ilireme sorunlari, bagisiklik sistemi
degisimleri, endometriosis, seker hastaligi sikliginda artis seklinde siralanabilir (9). Hayvanlar
ve gelisme cagindaki gengler, bu kimyasallarin toksik etkilerinden en fazla zarar goren
gruplardir. Baz1 aragtirmalar, bu kimyasallarin pankreas, karaciger, testis ve meme kanseri
riskini arttirabilecegini isaret etmistir. Hamilelikte diisiik riski, kilo kayb, tiroid problemleri,
bagisiklik sisteminde zayiflik gibi farkli sorunlarda bu bilesiklerle iliskilendirilmistir (10).

Perflualkil asitlerden (PFCAs, F(CF;)nCO,, n>7) biri olan perflorododekanoik
asit(PFDoA, F(CF,)11C0O;), 50 yildan fazla, gida paketleme, yangin sondiirme kopugi,
kozmetik, doseme, surfaktan ve ylizey koruyucu gibi tiiketici ve endiistriyel iiretimde
kullanilmaktadir (11).

Akut (14 giin) ve kronik (110 giin) ¢alismalarda, PFDoA tarafindan olusan testosteron
inhibisyonunun, kolesterol tasima ve steroidogenezden sorumlu genlerin ekspresyonunda
degisiklik ile iligkili oldugu gosterilmistir (12, 13).

Fakat PFDoA’ nin erkek hayvanlarda ilireme toksisitesi ve ilgili mekanizmalar1 ¢ok az
bilinmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari

Onlemek i¢in birgok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma



sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Antioksidan savunma mekanizmalari
hem intraseliilar (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, peroksidaz, ferritin) hem de
ekstraseliilerdir (transferrin, laktoferrin, seroloptazmin, haemopexin, haptoglobin ve albumin).
Baz1 serbest radikaller bu antioksidanlardan kurtulup, hasara yol agma yetenegindedir (14,
15).

Antioksidan sistemde enzimatik (sliperoksitdismutaz: SOD, Glutatyon peroksidaz/
Glutatyon reduktaz: GPX / GRD, Katalaz: CAT) ve enzimatik olmayan (Askorbat, Urat,
Vitamin E, piriivat, taurin, hipotaurin) antioksidanlar mevcuttur. Bu antioksidanlar ii¢
savunma mekanizmasi icerir. Bunlar; 6nleme, durdurma ve tamir etmedir (16, 17).

Resveratrol, 5-[(E)-2-(4-hydroxyphenyl)-ethenyl]benzene-1,3-diol veya trans-3, 5, 4'-
trihydroxystilbene olarak da adlandirilan bir molekiildiir. Mol agirligi 228. 25 g/mol olup
kirmizi tiziim kabugu, yerfistigi, bazi bitkilerin sap ve koklerinde ve kirmizi sarapta bulunan
resveratrol dogal bir polifenolik fitoaleksindir (18).

Resveratroliin degisik doz ve uygulama siireleriyle yapilan biyoyararlanim ¢aligmalarina
gore; RES oral yolla alindiktan sonra hizla bagirsaklardan emilir ve bir saat gibi kisa siirede
kana gecer ve karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak tiizere gesitli organlara dagilir.
Oral yolla 25 mg verildiginde en az % 70’ inin emildigi bildirilmistir. Biyotransformasyonu
asil olarak karaciger mikrozomlarinda ve az miktarda da bagirsaklarda olur.

Resveratroliin emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tasindigi ve biiyiik oranda idrar
yolu ile atildig1 gosterilmistir (19).

Resveratroliin sayilan etkilerinin yaninda ¢esitli hiicresel ve molekiiler etkileri de vardir.
Calismalarda  trans-resveratrol,  dietilstilbesterol (DES) ve  Ostradioliin  yapisal
benzerliklerinden ve resveratroliin fitodstrojen olarak siniflanmasini saglayan ostrojen yanit
sisteminini diizenlemesinden bahsedilmektedir (20, 21).

Bu bilgiler 1s18inda calismanin amaci; perflorododekanoik asidin (PFDoA) testiste
olusturdugu hasara kars1 resveratroliin koruyucu etkisinin aragtirmaktir. Resveratroliin doku
diizeyindeki etkilerini gosterebilmek amaciyla testis dokusu, 1sik mikroskobik, elektron
mikroskobik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Oksidatif stresi
degerlendirmek amaciyla SOD, GSH ve MDA degerleri ve biyokimyasal parametrelere ek

olarak serum testosteron seviyeleri de incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TESTIS

2.1.1. Testisin Anatomisi

Testisler, erkekte temel lireme organi olup, sagli sollu bir ¢ift halde testis torbasi
(skrotum) denilen deri bir kese iginde funiculus spermaticus araciligi ile asili durumda
bulunurlar. Testisler, uzun eksenleri yukaridan asagiya olup, yanlardan hafif basik ovoid
organlardir. Beyaz goriiniimlii ve kendine 6zgii bir sertlige sahip olan testislerin biiyiikliikleri
kisiden kisiye degismekle beraber, ortalama 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde, 2-3 cm
kalinliginda ve 20-30 g agirligindadir. Sicakliklart viicut sicakligindan 3-4 °C daha diistiktiir.
Testisler yaklasik ayni biiyiikliikte olmalarina karsin, sag testis sola gore % 10 daha agirdir.
(22, 23, 24, 25, 26). Sol funiculus spermaticus daha uzundur bu nedenle sol testis, sag
testisten biraz daha asagi yerlesimlidir (26). Funiculus spermaticusu i¢ten disa dogru fascia
spermatica interna, m.cremaster ile fascia cremasterica ve fascia spermatica externa sarar
(12). Testislerin skrotum igindeki duruslari boyuna kosut olmayip, organin uzun ekseni
yukaridan asagi ve 6nden arkaya egik durumdadir (27).

Testisin spermatik arterleri kivrintili olup buradaki kan spermatik venlerin pampiniform
pleksusunda bulunan kana paralel fakat zit yonde akmaktadir. Bu anatomik yapi, 1s1 ve
testosteronun zit akim degis tokusuna izin verebilir (28).

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler (22, 24, 25,
29, 30). Erken fetal donemde karin boslugunda bobreklere yakin olarak yer alan testisler,
fetus gelistikce agagiya dogru hareket ederek dogumdan hemen 6nce kanalis ingunalis yoluyla
skrotuma inerler. Testislerin temel fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in karmn boslugundan
skrotuma inmeleri zorunludur. Testisler bu inigleri sirasinda karin 6n duvar1 tabakalarin1 da
stirtiklerler. Bu yiizden su tabakalar ile kaplidirlar.

a) Deri Skrotum

b) Tunika dartos

c) Fasia spermatika eksterna

d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna

) Tunika vaginalis testis

Testisin fasia medialis (i¢ yan yiiz) ve fasia lateralis (dis yan yiiz) olmak iizere iki yiizii,

margo anterior (6n kenar) ve margo posterior (arka kenar) olmak {izere iki kenari, ekstremites



superior (iist ug) ve ekstremites inferior (alt ug) olmak iizere de iki ucu vardir. i¢ yan yiizii
konveks olup, arkada iist kenara yakin bir boliimiinden bagka, biiyiik bir pargasi tunika
vaginalisin visseral laminasi ile ortiiliidiir. D1s yan yiiz de konveks ve tunika vaginalis ile
ortiilii olup testisin {ist kenarinda olan epididim ile komsudur. Biraz konveks olan arka kenar
boydan boya epididim ile komsudur. On kenar serbesttir ve tunika vaginalis testisin parietal
laminasi ile komsudur.

Ust u¢ epididim basi ile ortiilii olup burasin1 saran Lamina visseralis (epiorchium),
dogrudan dogruya epididim lizerine atlar ve burada bir oluk meydana getirir. Bu sekilde
olusan kaput epididimisin hemen altinda kii¢iik oval bir cisimcik vardir. Appendiks testis
denilen bu c¢ikintt miiller kanali {ist ucunun bir kalintisidir. Kaput epididimisin iistiinde
genellikle appendiks epididimis denilen bir ¢ikint1 vardir. Bu ayrilmis bir duktuli efferentestir.
Alt ucta ligamentum skrotale denilen elastik ve diiz kas liflerinden meydana gelmis bir skrotal
bag ile skrotuma tutunmustur (22, 24, 25, 31, 32).

Epididimis, testisin posterolateral yiizeyinde bulunan, yaklasik 5-6 metre uzunlugunda
ve tek tiibiili kontortiden olusan bir dokudur. Vas deferens, epididimal icerigi liretraya tasir ve
30-35 cm uzunlugunda, miiskiiler bir kanaldir. Testikiiler arterler, aortadan c¢ikar ve i¢
inguinal halkaya ulasabilmek i¢in retroperitoneal bolgede bulunur. Testise girdiginde internal
arter, inferior testikiiler arter ve epididimisin bas kismina giden kapiller arter olmak iizere
dallara ayrilir. Testikiiler venler ise testikiiler arterin g¢evresinde pampiniform pleksusu
olusturmaktadirlar (33).

Testis ve epididimis innervasyonu iki yolla olmaktadir. Bazi bir kisim sinirler renal ve
aortik pleksuslardan c¢ikmakta ve gonadal damarlarla birlikte bulunmakta, diger gonadal
afferent ve efferent sinirler ise vaz deferens ile birlikte pelvik pleksustan ¢ikmaktadirlar.
Genitofemoral sinirin genital dallar1 da, paryetal ve visseral tunika vajinalis ve skrotum
duyarlhiligini saglamaktadirlar (33).

Testisler, arterlerini aorta abdominalisten alirlar. Arteria testikularis, testise varincaya
kadar karin boslugunun biiyiik bir kismin1 ve inguinal kanali gegmek zorundadir. Testisin arka
kenarindan bezin igine sokulmakta ve mediastinum testiste bir¢ok dallar vermektedirler. Bu
dallar septula testisleri izleyerek bezin her tarafina dagilir ve zengin kapiller ag1 yaparak testis
kanalciklarint sararlar. Venler duktus deferensin etrafinda pleksus pampiniformis olarak
adlandirilan bir ven ag1 olustururlar. Bu agdan once iki, sonra birer tane vena testikiilaris

meydana gelir. Vena testikularis dekstra vena kava inferior’e, vena testikularis sinistra vena



renalis’e dokiilir. Sempatik ve parasempatik lifleri; pleksus ¢oliakustan arteria testikularis
cevresinde bulunan pleksus testikiilaris ile gelirler. Bu sinirler bezlerin ¢alismasini kontrol
etmektedirler.

Testislerin lenf damarlarina bakildiginda ise funikulus spermatikus’u izledikleri ve
nodus lenfatikus ile birlestikleri goriiliir (22, 24, 30, 32).

2.1.2. Testis Histolojisi

Erkek tireme sistemi; iireme hiicrelerini (spermatozoon) yaratan, temel lireme organi
olan ve skrotum iginde bulunan bir ¢ift testis ile bu hiicreleri kadin cinsel lireme organina
ulastiran iletici yollar ve eklenti bezlerden olusur.

Iletici yollar(genital yollar); duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejekulatorus ve
iiretra masculinadan olusur. Iletici yollarm son béliimii erkegin cinsel birlesme organi olan
penis i¢inde yer alir. Eklenti genital bezler; salgilarim1 genital yollara bosaltan, ejakulat
olusumuna katki saglayan ve islevsel olarak testisin iirettigi testosterona bagimli bezlerdir.

Bunlar bir cift seminal vezikiil, prostat ve iki bulboiiretral bezden olusan salgi
bezleridir. (25, 34, 35). Testisler ekzokrin ve endokrin fonksiyonlu birlesik tiibiiler bezlerdir
(6). Ekzokrin salgisi, spermium ve testis sivisi, endokrin salgisi ise steroid yapili olan
isleve sahiptirler (36) .

Testisler karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alirlar. Bu yerlesimleri, testislerin
viicut 1sisindan 2-3°C derece diisiik bir 1s1da olmalarini saglar. Normal spermatogenezis 34°C-
35°C’de olaylanir (37, 38).

2.1.2.1. Skrotum

Derisi; ¢ok ince, melanin pigmenti igerdiginden kahverengi renkte olan, ince killar, yag
bezleri (salgis1 6zel kokuda) ve gok bol ter bezleri bulunan, sinir sonlanmalarindan zengin
(kilin mekanik uyarilmasi ve 1s1 degisimlerine duyarli) bir yapidir. Deri altinda yag dokusu
yoktur (1st kaybi i¢in uygun bir yapi), deri ile altinda yer alan ince diiz kas tabakasi (dartos
kast1) arasinda ince bir bag dokusu vardir.

Skrotum, testis 1sisinin ayarlanmasinda onemli rol oynar. Yapisal ozellikleri (deri

altinda yag dokusu olmayisi, damardan ve ter bezinden zengin olusu) bu islevine uygundur
(29).



2.1.2.2. Testikiiler Kapsiil

Her bir testis, tunika albuginea denilen, diiz kas hiicreleri iceren diizensiz siki bag
dokudan bir kilif ile ¢evrilidir (39). Bu kilifi, testisin 6n ve yan yiizlerinde peritondan kdken
alan, serdz bir kese olan, iki yaprakli tunika vaginalis oOrter (40). Tunika vaginalisin dis
yapragi skrotum duvari, i¢ yapragi tunika albuginea ile komsudur (41). Tunika albuginea,
testisi koruyan bir kilif olmasi1 yaninda, icerdigi lifler ve diiz kas hiicrelerinin kasilmalar1
sonucu olusturduklar1 basingla seminifer tiibiillerde olusan spermiyumlarin, tasiyici kanallara
yonelmesini saglar (42). Tunika albuginea; dinamik bir kapsiil olup, periyodik kasilma
erkindedir. Bu kapsiiliin i¢ kismi tunika vaskuloza adi verilen kan damarlarindan zengin
gevsek bag dokusu katmanidir. Tunika albuginea’nin testis i¢ine dogru olan uzantilarinin
(septum) i¢ yiiziinii de oOrter, dolayisiyla Tunika vaskiiloza biitlin lobiilleri distan sarar ve
testisin intersitisyel dokusunu olusturur (29, 38). Tunika albuginea, testisin arka ylizeyi
boyunca organin parankimasi igine sokularak {iggen bi¢imli bir kalinlasma yapar. Buna
mediastinum testis denir (43). Kan ve lenf damarlari ve genital bosaltim kanallari
mediastinumdan testise girer ve ¢ikar (41).

Testikiiler kapsiilin gorevi; periyodik kontraksiyonlar yaparak testisin hacmini
diizenlemek ve duktus sistemine masaj etkisi yaparak, spermiumlarin disa dogru hareketinde
yardime1 olmaktir (27, 29).

2.1.2.3. Testisin Histolojik Yapist

Her bir testis, kapsiilden 1sinsal olarak ¢ikan siki bag doku bdélmeleri (septula testis) ile
yaklasik 250 lopguga (lobuli testis) boliinmiistiir. Lopguklarin tabanlar: testisin dis yiiziine,
tepeleri ise mediastinum testis’e bakar (44). Septalar tam olmadigindan, piramit sekilli
lopguklar birbirleriyle iligkilidir. Her bir lopguk, seminifer tiibiil (tubulus seminiferi
convolutus, tubulus seminiferus contortus) denilen; kor bir ugla baslayip sayilar1 1-4 arasinda
degisen kivriml tiibiiller igerir (36). Tiibiiller, mediastinum yakininda sonlanirken limenleri
daralir ve diizlesirler. Bu boliime diiz tiibiil ya da tubuli rekti (tubulus seminiferi recti) denir
(45). Testis i¢i bosaltim yollarindan olan tubuli rekti; seminifer tiibiilleri, mediastinumda
anastomozlasan kanallar sistemi olan rete testis’e baglar (39). Buradan duktuli efferentes
denilen, yaklasik 10-12 adet kanal tunika albugineay1 gecerek testis disina ¢ikar. Kivrintili
olan bu kanallar birbiriyle birlesirler ve tek bir kanal olan duktus epididimis’i olustururlar
(42).
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2.1.2.3.1. Tubulus Seminiferus Kontortus

Spermatogenezisin olaylandigi yapilar olan tubulus seminiferus kontortuslar; her biri
yaklasik 30-80 cm uzunlugunda ve 150-250 um ¢apinda iki ucu U bigiminde olan, rete testise
acilan tiplerdir (46, 47). Tubiiller; komsu tiibiille birlesen, ikili-liglii anastomatik lup
biciminde baglarlar. Tiibiiliin iki kolu her zaman ayni lobiil i¢inde bulunmaz ve septumun
kesikli oldugu yerlerden 2 lobiil arast baglanti1 kurulur (29). Her iki testiste ortalama 1000 adet
bulunur. Tibiillerin toplam uzunluklar1 yaklasik 0,5 km kadardir ve testisin % 92’ sini
olusturular (43).

Tubulus seminiferus kontortuslar bazal membran ile ¢evrilir (48). Germ hiicreleri
seminifer tubul igerisinde 4-7 hiicre katmanli kalin bir epitel olusturur. Seminifer tiibiil epiteli;,
modifiye ¢ok katli kiibiktir. Epitelin tlizerinde yerlesik oldugu bazal lamina, elastik fibrillerden
zengin olup yaslandik¢a yogunlugu artar ve kalinlagir (29). Bazal lamina iizerine oturmus
seminifer epitelde iki grup hiicre bulunur.

1. Sertoli hiicreleri

2. Spermatogenik hiicreler (29)

Germ hiicreleri tubulusun bazalinden lumenine dogru farklilagir. Proliferasyonla
hiicreler lumene dogru itilir (49). Bazal membran {izerine oturan, genis tabanli Sertoli
hiicreleri ile bunlarin arasinda yer alan c¢ok sayidaki spermatogonyumlar ilk siradaki
hiicrelerdir (50). Sertoli hiicreleri bazal laminadan tubulusun limenine dogru uzanir (51, 52).
Bazal membrandan ayrilan ve luminal yilize dogru yonlenen spermatogonyumlarin
biiylimesiyle olusan primer spermatositler en iri germ hiicreleridir. Sekonder spermatositler,
primer spermatositlerin yaklasik yaris1 kadardir ve bu hiicreler luminal yiize dogru
uzanmiglardir (49). Tubulusun lumenine ulasmis olan kiiciik, yuvarlak spermatidler
baskalasim gecirmek lizere Sertoli hiicrelerinin sitoplazma oyuntularina gomiiliirler ve bir
slire sonra o tiire 6zgill bigimlerini kazanarak, gelismelerini tamamlamis spermatozoon olurlar
(50). Farklilagmasini tamamlayan spermatozoonlar epitel katmandan ayrilarak lumene geger
(49).

Bazal laminanin diginda peritiibiiler doku bulunur. Peritiibiiler doku tabakalar halinde
yerlesmis bag dokusu fibrilleri ve fibroblastlardan olusur. En i¢ kisimda (bazal laminaya

yakin) yass1 epitele benzer miyoid hiicreler bulunur.
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Miyoid hiicre; kendi i¢inde dogan impulslarla kontraksiyonlar yapabilen, fakat gercek
diiz kas hiicresi olmayan hiicrelerdir. Birbirilerine membranlariyla tutunur, ancak
makromolekiillerin seminifer tiibiile gegisini tamamen engellemezler.

Peritiibiiler dokunun disinda genis lenfatik kapillerler bulunur. Bu sebeple peritiibiiler
doku ve lenf kapillerinin, seminifer tiibiil ve kan arasinda madde degisimine bir engel
olusturdugu ileri stiriilmiistiir (29).

Tubiiller arasindaki gevsek bag dokuda, testosteron hormonu sentezleyen Leydig
hiicreleri, ince kollagen ve retikiiler lifler, fibroblastlar, mast hiicreleri, az sayida makrofaj,
lenfatik kapillerler, kan damarlar1 ve sinirler bulunur. Testis lopguklarini dolduran seminifer
tiibiiller ile Leydig hiicreleri testisin parankimasini olustururlar (39, 45).

2.1.2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelin dominant hiicrelerdir (47). Bazal
lamina {izerine oturan seminifer epitelin biitiin kalinliginca uzanan, yiiksek boylu, piramidal
sekildedirler (27, 29). Spermatogenetik hiicrelere kiyasla az sayida bulunurlar (47).
Puberteden sonra, seminifer tiibiilleri déseyen hiicrelerin yaklasik %10’unu olustururlar (47).
Germ hiicreleri arasina, olduk¢a diizenli araliklarla yerlesmistirler (29). Isik mikroskobunda
incelendiginde; oldukca diizensiz olan hiicre sinirlarina sahip olduklart  goriliir.
Sitoplazmalar1 saydam, nukleuslart ince uzun, oluklu, hiicrenin uzun eksenine paralel
konumlu ve kromatince fakirdir. Bu nedenle nukleolus belirgin olarak segilir (29, 47).

Elektron mikroskobunda incelendiginde ise, apikal sitoplazmasinda (tiibiil limenine
bakan) spermiumlarin yerlesimine uygun girintileri vardir. Sitoplazmasimin yan uzantilart
spermatogonyum ve spermatositler arasina uzanir. Bdylece seminifer epiteldeki degisik
tipteki hiicreleri bir arada tutar (29).

Nukleus; diizensiz, kromatinden fakir, 1-2 adet 6zel yapida belirgin nukleolus tasir.
Organelleri ¢oktur; ¢ok sayida mitokondri, endoplazmik retikulum (bol agraniiler, az miktarda
graniiler tip) ve salgi grantilleri igerir. Ayrica golgi kompleksi, ribozomlar, mikrofibriller ve
zengin bir hiicre iskeleti (vimentin, aktin, mikrotiibiiller) icerir (29, 47). Graniilsiiz
endoplazmik retikulum sisternalari, mikrotiibiiliis ve mikrofilamanlar1 araciligi ile
farklilasmasini  tamamlayan spermiyumlarin liimene atilmasinda rol oynarlar (44).
Organellerin arasinda lizozomlarin ¢ok sayida olmasi fagositik aktivitesine isaret eder.

Spermatosit artiklart sertoli hiicrelerince temizlenir. Sertoli hiicreleri bazolateral bolgelerinde
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birbirileriyle zonula okludenslerle baglanarak, seminifer tiibiil liimenini (intratiibiiler aralik)
¢epecevre kusatan kesintisiz bir hiicre tabakasi olustururlar (29, 47).

Sertoli hiicreleri arasinda bulunan zonula okludensler sayesinde; ekstratiibiiler araliktan
intratlibiiler araliga (liimen) makromolekiillerin gegisi engellenir. Bu sebeple ekstratiibiiler
aralikta yer alan spermatogonyumlar disindaki germ hiicrelerinin proteinleri kana ulagsamaz ve
bunlara karsi antikor yapilmaz. Peritiibiiler doku ve sertoli hiicreleri; kan testis engelinin
morfolojik temelidir (29). Bazolateral okludens baglantilari seminifer epiteli bir bazal ve bir
adluminal kompartmana boélerler ve gelismekte olan spermatositleri otoimmiin reaksiyondan
koruyan kan-testis bariyeri olarak adlandirilan elemanlar1 belirlerler (47). Kan-testis bariyeri;
spermatogenezin daha ileri safhalarinda olusur ve germinal hiicreleri kandan gelen zararh
tiriinlere kars1 korur. Spermatogonyumlar bu bariyerin alt kisminda (bazal kompartmanda)
yerlesmis olup kandaki maddelerden serbestge yararlanabilmektedirler. Bu bariyer seminifer
tiibiillere immiinoglobulinlerin de gegmesini dnler, bu sayede serumlarinda yiiksek diizeylerde
sperm antikorlart bulunan hastalarda, herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmez. Kan-testis
bariyeri bu sekilde seminifer epiteli herhangi bir otoimmiin reaksiyondan da korur (46). Ek
olarak, gelismekte olan germ hiicreleri liimene dogru hareket ederken bu engeli gegmelidirler.
Bu durum olasilikla engelde bozulma olmaksizin germ hiicrelerinin yukarisindaki siki
kavsaklarin ilerleyici yikimima eslik eden germ hiicrelerinin asagisindaki siirekli yeni siki
kavsak olusumu ile gerceklesir. Seminifer tiibiil liimenindeki sivi plazmadan tamamen farkli
olup, ¢ok az miktarda protein ve glukoz icermektedir; sivi androjenler, Ostrojenler, K+,
inositol, glutamik asit ve aspartik asit bakimindan ise zengindir. Sivinin bu yapisinin
korunmasi muhtemelen kan-testis bariyerine baglidir (28).

Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiile siirekli bosalan salgist sperm ilerleyisini
kolaylastirir ve androjen baglayic1 protein testosteronu baglayarak, seminifer tiibiil icinde
testosteron birikimini saglar (testosteron spermatogeneziste etkindir) (29).

Germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri tarafindan olusturulan ¢evrede yasadiklari igin, sertoli
hiicreleriyle germ hiicreleri arasinda gerceklesen parakrin uyarilar, germ hiicre 6liim igslemini
de diizenler. Germ hiicre apoptozu; ya Sertoli hiicre 6n-yasam faktorlerlerinde azalma ya da
Sertoli hiicre pro-apoptotik faktorlerinde artis veya her ikisi tarafindan uyarilabilir (53).

Olgun testiste boliinme gostermeyen sertoli hiicreleri, tim seminifer epitel boyunca

uzandigindan tiibiiliin yapisal diizenleminin korunmasinda da etkilidir ve birgok etkenlere
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kars1 olduk¢a dayaniklidir (1s1, radyasyon, toksik madde, infeksiyon, beslenme yetersizligi
gibi) (29, 42).

Folikiil uyarict hormon (FSH), sertoli hiicrelerini etkileyerek  spermatid
olgunlagsmasindaki son evreleri kolaylastirir ve ek olarak androjen baglayici protein (ABP)
yapimini da destekler (28). Bu protein testosteron ve dehidrotestosteron baglayarak
hormonlarin taginmasini, seminifer tiibiillerde yiiksek yogunlukta ve stabil olmasini saglar
(54).

Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin altiinitelerini salgilarlar. Inhibin hipotalamustan ve
on hipofizden salinan gonadotropin salgilatic1 faktér ve FSH tizerine negatif feedback bir etki
gosterir. Aktivin ise FSH salinimu iizerine pozitif feedback bir etki gosterir. Sertoli hiicreleri
puberteden sonra postmitotiktir. Erigkin testisinde mitotik hiicre boliinmesi gozlenmez (47).

Sertoli hiicreleri testikiiler transferrin’i sentezler ve salgilar. Demir bu madde sayesinde
dis ortamdan alinarak iireme hiicrelerine iletilir (55).

Ozetle; androjenler (testosteron) ve FSH, gametogenezis (spermatogenezis)
fonksiyonunun devamin saglar. Adenohipofizden salinan luteinize edici hormon (LH) ya da
interstisyel hiicre stimiile edici hormon (ICSH) Leydig hiicrelerinin testosteron salgilamalarini
uyarir (54).

2.1.2.3.3. Spermatogenik Hiicreler ve Spermatogenezis

Spermatogenik seri hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasinda dort ile sekiz
katman olarak diizenlenmistir. Ureme hiicreleri ya da spermatogenik hiicreler; sertoli hiicreleri
ile birlikte seminifer tiibiil epitelini olusturan, diizenli olarak ¢ogalan ve olgun spermiyumlara
farklanan hiicrelerdir (38). Olgunlasma asamalarindaki bu hiicreler; bazalden liimene dogru
spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatit ve spermiyum olarak
siralanir (sekil 1) (46).
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Sekil 1. Spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri (26)

Spermatogenezis, spermatogonyumdan olgun spermiyum olusmasina degin gegen
¢ogalma, biiyiime, olgunlasma ve basgkalasim evrelerini igeren bir siiregtir (39). Testiste
spermatogenezis hormonal denetim altindadir. Spermatogenezis hipofizden salgilanan FSH
(Folikiil uyaran hormon) tarafindan diizenlenirken, spermatogenezisin siirekliligi i¢in gerekli
olan ve Leydig hiicrelerince salgilanan testosteron diizeyi de yine hipofizden salgilanan LH
(Luteinize eden hormon) tarafindan denetlenmektedir (42).

Spermiyum tretimi puberte ile baslar ve bir testiste giinliik ortalama 50-150 milyon
spermiyum iretilir. Olgunlagma siireci 64 giinde tamamlanir (55).

Spermatogenezis li¢ evreye ayrilir.

1) Spermatogonyal evre (Spermatositogenezis):

Spermatogonyumlar, mitoz bolinmelerle sayilarini arttirirlar ve primer spermatositlere
farklanirlar.

2) Spermatosit evresi (Mayoz boliinme):

Primer spermatositler ard1 ardina iki mayoz boliinme gegirerek kromozom sayilarini ve
DNA’larim indirgerler. Sonugta haploid kromozoma sahip hiicreler olan spermatidler olusur.

3) Spermatid evresi (Spermiyogenezis):

Spermatidler olgun spermiyumlara farklanirlar (38, 45).

2.1.2.3.3.1. Spermatogonyum

Bazal bolgede bazal membran ile dogrudan iliskide olan, 12 pum ¢apinda, diger
spermatogenik seri hiicreleri igerisinde kii¢iik, diploid spermatogenik hiicrelerdir. Kan-testis

bariyerinin disinda yer alirlar (38). Spermatogonyal kok hiicreden koken alirlar. Puberteye
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degin dinlenmede kalip, bu evrede testosteron hormonunun etkisiyle uyarilarak hiicre
dongiisiine  girerler (46). Spermatogonyumlar ¢ok sayida boliinmeler —gegirerek
spermatogonyum serilerini olustururlar. Insanda yapisal olarak ayirt edilebilen {i¢ tip
spermatogonyum vardir.

Bunlar:

Koyu A Tipi (Ad) spermatogonyumlar

Acik A Tipi (Ap) spermatogonyumlar

B Tipi spermatogonyumlar

Acik A tipi spermatogonyumlar; B tiplerinden daha azdir. Oval veya yuvarlak
sekillidirler. Bazal membran iizerine otururlar. Hiicre sekliyle uyumlu yuvarlak ya da oval
cekirdek Okromatiktir. Genelde tek bir g¢ekirdekgik goriiliir. A tipi spermatogonyumlarda
organeller sitoplazmada dagilmistir; yuvarlak mitokondriyonlar ¢ekirdek yakininda bulunur,
belirgin Golgi kompleksi ve ribozomlar izlenir. Ac¢ik A tipi spermatogonyumlar depo
hiicrelerdir. Gerektiginde spermatogenezi baslatmak igin devreye girerler (38, 42).

Koyu A tipi spermatogonyumlar; bazal membran ile baglantilar1 daha fazla olan kiigiik,
uzamis spermatogonyumlardir. Koyu bazofilik boyanan, oval heterokromatik c¢ekirdek
igerirler. Seminifer epitelin kok hiicreleridir. Diizensiz araliklarla boliinerek, yeni koyu ve
acik A tipi spermatogonyumlari olustururlar (38, 42, 45).

Spermatogonyumlarin en yaygin bulunan tipi, B tipidir. Bunlar da bazal membrana
otururlar. Ancak bazal membran ile baglantilar1 daha azdir. Hiicre c¢ekirdegi yuvarlaktir ve
merkezde yerlesmistir. Cekirdekte bir ya da iki koyu boyanan ¢ekirdekcik bulunur.
Sitoplazmada A tiplerine karsin daha ¢ok ribozom bulunur. Mitoz béliinme ile primer
spermatositleri olustururlar (38, 43).

Koyu ya da agik A tipi spermatogonyumlar kok hiicrelerdir. Boliinerek yeni agik ve
koyu A tipi spermatogonyumlari yaparlar. Koyu A tipi spermatogonyumlar da B tipi hiicreleri
olusturmak i¢in boliintirler. B tipi spermatogonyumlar son mitoz béliinmelerinden sonra
primer spermatositlere farklanirlar. Boylece spermatositogenezis tamamlanir ve mayoz
boliinme evresi baslar (38, 45, 56).

2.1.2.3.3.2. Primer Spermatositler

Primer spermatositler; spermatogenik serinin en sik gdriinen ve en iri hiicreleridir. 18
um Dbiyiikliigiindedirler, vezikiiler goriinimlii belirgin bir c¢ekirdek igerirler. Primer

spermatositler baglangigta 46 kromozom sayisina ve 2n DNA’ya sahiptirler. Kisa siirede
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Mayoz I’in profaz evresine girerler ve DNA’ larin1 4n’e ¢ikartirlar. Profaz evresi yaklasik ii¢
hafta (22 giin) siirer. Leptoten evresinde, kromozomlar uzun silindirik iplik¢ikler olarak
izlenirler. Zigoten’de homolog kromozomlar yan yana gelirler. Pakiten evresinde, kisa kalin
ve belirgin hale gelen kromozomlar dort kromatidden olusan tetratlar1 yaparlar. Diploten’de,
homolog kromozomlar arasinda krossing over denilen gen alisverisi gerceklesir. Pakiten
evresi insanlarda yaklagik 16 giin siirer. Profaz asamasindan sonra ¢ekirdek zari ortadan
kalkar ve homolog kromozomlar Metafaz I’de ekvatoryal diizlemde dizilirler. Anafaz 1’de
kutuplara gekilen ve birbirinden ayrilan iki kromatidli kromozomlar, Telofaz I’de haploid
sayida kromozom igeren iki adet sekonder spermatositi olusturur. Sekonder spermatositler
hizla komsu Sertoli hiicrelerinin arasindan gegerek adluminal bdlgeye dogru yer degistirmeye
baslarlar (38, 42, 43, 45, 46).

2.1.2.3.3.3. Sekonder Spermatositler

Olusan sekonder spermatositler kiigiik hiicrelerdir ve yeniden DNA eslesmesi yapmadan
(interfaz evresine girmeden) dogrudan mayoz II’ nin profaz evresine girdiklerinden, seminifer
epitelde sik izlenemezler. Ortalama sekiz saatlik bir yasam siireleri vardir. Sekonder
spermatositteki kromatidler, boliinme sonunda ayrilarak her biri bir spermatide gider. Sonugta

n kromozom sayisina sahip 4 adet spermatid olusur (sekil 2) (40, 43, 46).

I'ype Ad Sparmalogonium

e N

Type Ad Spermatagonium Type Ap Spermatagonium

)

I'ype B Spermatogonium

.

Primary Spermatocyie

8]

Secondary Spermatocyte

Sekil 2. Spermatogenezisin sematik goriiniimii (26).
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2.1.2.3.3.4. Spermatid

23 kromozom tasir. Spermatosit-2’nin yarist blyiliklige sahiptir. Birbirileriyle
sitoplazmik baglant1 yapan sinsityal hiicre kiimesi olustururlar. Primer spermatosit, sekonder
spermatosit ve spermatidlerin arasinda bulunan sitoplazmik kd&priiler spermatogenezisin
diizenlenisinde rol oynar, hiicreden hiicreye bilgi aktarilmasina olanak verir. Spermatogenezis
(spermatidin olusumu) tamamlaninca bu kopriiler kaybolur ve hiicreler serbest hale gelir.
Spermatid boliinmez, sekil degisikligi ile spermiuma doniistir. Boylece spermatogonyumdan
spermium olusana kadar iki evre bulunur. Spermatogonyumdan spermatid olusmasi
spermatositogenezis; spermatidin sekil degistirerek spermiumu olusturmasi; Spermiogenezistir
(29).

Spermiogenezis; Kiire ya da poligonal sekilde olan spermatidin sferik nukleusunun
kromatini yogun olup, merkezi yerlesimlidir. Cekirdege yakin iyi gelismis golgi kompleksi,
cok sayida mitokondri ve bir ¢ift sentriol bulunur.

Spermiogeneziste yukarida sayilan organellerin hepsinde degisim olmaktadir. Bu olay
dizisi su sekilde 6zetlenebilir;

1- Golgi Evresi: Golgi bolgesindeki kiigiik vezikiillerde karbonhidrattan zengin
graniiller birikir (proakrozomal graniil). Sonra graniillerin birlesmesiyle tek biiyiik bir graniil
olusur, ¢cevresel membranla kusatilmis olan bu graniile akrozomal graniil (akrozomal vezikiil)
denir. Golgi kompleksinden tiireyen akrozomal vesikiil ¢ekirdege dogru ilerleyerek c¢ekirdek
dis zarma yapisir. Cekirdek yiizeyinde giderek biiyiliyerek, c¢ekirdegi yariya kadar oOrter.
Akrozomal vesikiiliin igerdigi sivi rezorbe olunca, biiziiliir ve ¢ekirdegi kep gibi saran iKi
yaprakli kese durumuna gecer. Akrozomal maddelerin kep icinde dagilmasi ile yapisini
tamamlar ve akrozomal kep (akrozom) adin1 alir. Akrozomda bir¢ok hidrolitik enzim bulunur.
Bu sebeple akrozom 06zel tip lizozom olarak yorumlanabilir. Bu enzimler korona radiata
hiicrelerinin ovumdan ayrilmasinda ve zona pellusida’nin sindirilmesinde rol oynarlar.

2- Sentriollerin Yer Degistirmesi ve Flagellumun Olusmasi: Cekirdegin bir kutbunda
akrozom gelisirken karsi kutbunda sentrioller yerlesir. Cekirdege yakin olan sentriolden
(bazal sentriol) silindirik bir flagellum uzanir. Flagellum uzadik¢a ¢evresinde ince, fibriler bir
kilif olusur. Flagellum spermiumun kuyruk kismimi yapar. Diger sentriol (distal sentriol)
kuyrugun baslangic kismina yakin bir yere go¢ ederek flagellumu bir halka gibi kusatir

(annulus).
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3- Sitoplazmik Kayip: Sitoplazmanin bir kismi kuyruk ucuna dogru kayarak flagellumu
kusatir, geri kalanida rezidual cisim seklinde disariya atilir. Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir. Farklilagsma ilerledik¢e sitoplazma fazlasi atilmakta, sadece cekirdegi, orta
parcay1 ve falgellumu saran ince bir tabaka halindeki sitoplazmas1 geride kalmaktadir. Sertoli
hiicrelerinin lizozomdan zengin olusu, atilan sitoplazmanin sindirilmesini saglar. Sertoli
sitoplazmasi i¢inde sindirilemeyen lipit damlaciklari artik olarak birikir.

4- Mitokondrilerin Gog¢ii: Mitokondriler bazal sentriol ve annulus arasina spiral olarak
yerlesir. Boylece flagellumun ilk boliimii mitokondrial bir kilif ile kusatilir. Flagellumun
fonksiyonu i¢in, gerekli enerjiyi mitokondriler saglar. Flagellum hareketi mikrotiibiiller
arasindaki karsilikli iliski, ATP ve dynein denen proteinle ilgilidir. Spermium ayrica erkek
genital bezlerden seminal siviya verilen salgi i¢indeki karbonhidratlari da enerji kaynagi
olarak kullanmaktadir.

5- Nukleus Degisimi: Nukleus kromatini yogunlagsmaya ve yassilagmaya baslar. Hiicre
membranmma dogru yer degistirir. Nukleus akrozom ve ¢evresindeki az miktardaki
sitoplazmayla birlikte spermiumun bas kismini yapar. Akrozomal kepin arka kenarinda
nukleus ¢evresinde mikrotiibiiller silindirik bir bant olusturur. Bu bant nukleusun ince uzun
bir sekil almasi ve yassilasmasinda rol oynar. Olgun spermatidlerde kuyruklar tiibiil liimenine
dogru uzanir. Sertoli hiicreleri tarafindan limene serbest birakilan olgun hiicrelere spermium
(spermatozoon) denir. Bu sirada morfolojik olarak matur, fakat fonksiyonel olarak
immatiirdiir. Hareketsizdir ve ovumu dolleme yetenegi sinirlidir.

6- Olgunlasmanin Son Adimmi Olarak Kapasitasyon: Ejakiilasyondan sonra (seminal
stvinin bosalmasi) kadin organizmasi i¢inde fertilizasyondan az zaman 6nce spermde goriilen
enzimatik degisikliktir. Kapasitasyon yaklasik yedi saat siirer, morfolojik bir degisim olmaz
(29).

Meydana geldigi diisiiniilen degisimlerin bazilar1 sdyledir;

* Uterus ve fallop kanallarinda bulunan sivilar, erkek genital kanalindaki sperm
aktivitesini baskilayan ve ortadan kaldiran farkli inhibitor faktorleri yok eder.

* Spermatozoa erkek genital kanal sivisinda bulundugu zaman siirekli olarak, seminifer
tiibiillerden gelen ve yiliksek oranda kolesterol iceren birgok vesikiille karsilagir.
Vesikiillerdeki kolesterol devamli sekildedir. Sperm akrozomunu c¢evreleyen membraninin
saglamlagmas1 saglanirken, enzimlerin serbestlesmesi engellenir. Ejakiilasyon sonrasi,

vajinada depolanan spermler ve kolesterol vesikiilleri uterus sivisina katilir. Ardindan birkag
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saat i¢inde kolesteroliin biiyilk miktarda kayboldugu goriiliir. Bu durumda spermin bas
bolgesinde membran zayiflar.

* Aymi zamanda spermin bas bolgesindeki membranin kalsiyum iyonlarina karsi
gecirgenligi artar. Kalsiyumun sperme biiylik miktarlarda girisi flagellum aktivitesini
degistirir. Boylece eski gii¢sliz dalgali hareketi yerine giiclii hareketlere basladigi goriliir.
Buna ek olarak kalsiyum iyonlar1 akrozomun, bas bdoliimiinde membranin intraseliiler
yapisinda degismelere neden olur. Akrozomun enzimlerini hizli ve kolay olarak
serbestlestirecek hale getirir. Bu degisim sayesinde dogru hareket eder, hatta ovumun zona
pellusida bolgesine girmeye ¢alisir. Boylece kapasitasyon doneminde bir¢ok degisiklik ortaya
cikar. Onlar olmadan, sperm fertilizasyon i¢in ovuma gidecegi yolu bulamaz (57).

Spermiumlar; seminifer tiibiil ve bosaltict duktus sistemi i¢indeyken hareketli degildir.
Yani ilerlemesi sirasinda flagellum hareketi yoktur. Spermium epididimise sertoli ve rete
testis hiicreleri tarafindan salgilanan testikiiler sivi i¢inde tasinir. Seminifer tiibiil duvarinda
bulunan myoid hiicrelerin, efferent tiibiillerden itibaren duktus duvarlarinda bulunan diiz kas
tabakasinin kontraksiyonu, spermin ilerleyisinde yardimeidir (29).

Spermatogenezi Uyaran Hormonal Faktorler

1- Testosteron: Testislerde interstisyumda yerlesim gosteren Leydig hiicreleri tarafindan
salgilanir. Sperm olusumunda germinal hiicrelerin boliinmeleri ve gelismeleri i¢in gereklidir.

2- Luteinizan Hormon: On hipofiz bezinden salgilanir, Leydig hiicrelerini uyararak
testosteron salgilanmasini saglar

3- Folikiil Stimulan Hormon: On hipofiz bezinden salgilanir, Sertoli hiicrelerini uyarir.
Bu stimiilasyon olmadan spermatidlerin spermlere doniisiimii (spermiogenez olay1)
olanaksizdr.

4- Ostrojen: Folikiil stimulan hormon ile uyarilan sertoli hiicrelerinde testosteron ile
birlikte yapulir.

5- Biiyime Hormonu (ve diger bir¢ok hormon): Testislerin temel metabolik
fonksiyonlariin kontrolii i¢in gereklidir. Biiylime hormonu, 6zellikle spermatogonyumlarin
erken boliinmesini hizlandirir (57).

2.1.2.3.3.5. Olgun Spermium-Spermatozoon

Silindirik bi¢imli, total uzunlugu 55-65 mp olan, hareketli hiicrelerdir. Dort kisimdan

olusur:
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1- BAS: 4-5 pm uzunlugunda, 2,5-3 um genisliginde ve 1pum kalinligindadir (39).Yass1
armut seklindedir. Fusiform sekilli, kromatinden zengin ¢ekirdegi ve akrozomal kepi (galea
kapitis) tasiyan boliimdiir (29). Cekirdegin 2/3 6n kismini akrozom orter (57). Hepsini distan
hiicre zar1 kusatir. Cekirdegin yogun olmasi hacmini kiigiiltiir, bdylece hareketliligi artar (29).

Akrozomal membran ¢ekirdek zarma yapisiktir (29). Ozel tip bir lizozom olarak kabul
edilen akrozom; akrozin denilen tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz, hyaluronidaz ve
noroaminidaz gibi hidrolitik enzimler igerir (42, 46, 50). Lizozomal enzimlerin akrozomda
bulunusu (hyaluronidaz dahil) fertilizasyonda yardimcidir. Ovumu kusatan zona pellusida;
glikoprotein bir tabakadir ve hyaluronik asidi icerir (29).

2- BOYUN: Spermiyumun hareket merkezi olarak kabul edilen boyun pargasi kisadir.
Bir ¢ift sentriyol igerir. Proksimal sentriyolden ¢ikan mikrotubuluslar 9+2 (kinosilyum)
diizenlenimi ile aksonemi yaparlar. Aksonemin gevresi yogun fibroz yapida halkalarla
cevrilidir. Bu bolgede sitoplazma artiklar1 gézlenir (42, 45).

3- ORTA PARCA: Tipik flagellum ve mitokondrial kilif bulunur (29).

4- KUYRUK: Insanda 55 pum uzunlugundadir. Aksonem boyundan baslayip kuyrugun
son kismina degin uzanir. Kuyruk ii¢ par¢adan olusur; orta parga, esas parga ve son parca (38
42, 46)

Orta Parca ( Pars intermedia ): Aksonemin (9+2) ¢evresinde dokuz adet dis lifler, onun
da cevresinde kuyruga enerji saglayan spiral olarak yerlesmis mitokondriyonlar bulunur.
Ortalama uzunlugu 5-7 um’ dir (45).

Esas Parca ( Pars principalis ) : Kuyrugun en uzun boliimiidiir. Yedi dis yogun fibril ile
saril1 merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur. Hem dis yogun lifler hem de fibroz kilif
spermiyumun 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma i¢in gerekli saglam bir
iskelet olusturur (42).

Son Parca ( Pars terminalis ) : Kuyrugun son kisminda fibréz kilif kaybolur (29).
Aksonemi kapsar. Kisa bir sonlanma boliimiidiir (38).

Olgun spermatozoon iiretimi insanda 70 + 4 giinliik bir zamanda tamamlanir. Sicanlarda
izlenen siiregte benzer sekilde gelisir; ancak yaklasik 50+4 giin siirer. Seminifer epitel siklusu;
epitelde belli bir hiicre evresinin ardigik iki goriinimii arasinda olusan maturasyon

basamaklidir (38).
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Seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar; kollajen lifler, kan ve lenf damarlari, sinir lifleri
ve ¢esitli hiicrelerce doldurulmustur. Bu hiicreler; fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve
testisin Leydig hiicreleridir (38, 43, 46).

Leydig hiicreleri endokrin islevleri nedeniyle kilcal damarlarla iligkili yerlesim
gosterirler ve degisen sayilar iceren topluluklar yaparlar. Bu hiicreler steroid hormon
sentezleyen hiicrelere 6zgili organel ve enzimlerden zengindir. Leydig hiicreleri ¢ok koseli,
yaklasik 15 um ¢apinda ve genelde tek c¢ekirdekli hiicrelerdir. Cekirdek ¢ogunlukla ekzantrik
duruslu olup, bir ya da iki ¢ekirdekgik bulunur. Cekirdek kromatinden yoksundur, bu nedenle
soluk boyanir. Sitoplazma asidofiliktir. Sitoplazmalarinda iyi gelismis Golgi kompleksi,
mitokondriyonlar ve lipid damlaciklar1 igerir. Cok iyi gelismis graniilsiiz endoplazmik
retikulumlart vardir. Sitoplazmada peroksizom, lizozomlar ve yas ilerledik¢e artan oranda da
lipokrom pigmenti bulunur. Leydig hiicrelerinde islevleri bilinmeyen, insana 6zgii olan
renksiz, azokarmin ile boyanan ve biiyiikliikleri degisebilen Reinke kristalleri bulunmaktadir
(38, 39, 40, 42, 43, 44, 46, 55).

Leydig hiicreleri, ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelimesinden sorumlu olan testosteron
hormonunu iireterek spermatogenezisin siirekliligini saglar. Testosteron, mitokondriyon ve
graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce sentezlenir (40, 41).

Embriyonik gelisim sirasinda, plasental gonadotropik hormon anne kanindan fetusa
gecerek, androjenik hormonlart iireten fotal testikiiler intersitisyel hiicreleri uyarir.
Hormonlar, embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin gelismesi i¢in gereklidir.
Embriyonik intersitisyel hiicreler gebeligin dordiincii ayina degin farklilasmis olarak kalirlar.
Daha sonra ise testosteron sentezindeki azalmaya kosut gerilerler. Hiicreler, gebelik siiresince
ve hipofizden salinan LH uyarimi altinda, testosteron sentezine yeniden basladiklar1 ergenlik
oncesi doneme degin dinlenmede kalirlar (40, 41, 53).

Olgun Leydig hiicreleri, dogumdan sonraki birka¢ hafta disinda, 10 yasina degin erkek
cocuk testisinde bulunmaz. Leydig hiicrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artar, ileri yaslarda
azalir. Leydig hiicre sayisi 60 yasindaki bir erkekte, 20 yasindaki bir erkekteki saymin
yarisindan da azdir (58).

2.1.3. Testis Fizyolojisi

Testis ekzokrin ve endokrin isleve sahip bilesik tiibiiler bir bezdir. Testislerin iki 6nemli
islevi vardir (47, 53, 57).

1) Cinsiyet hormonlar1 ya da androjenlerin sentezlenmesi (steroidogenezis )
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2) Erkek treme hiicreleri olan spermiyumlarin {retilmesi (spermatogenezis,
gametogenezis )

Testisin  endokrin islevi; Leydig hiicrelerinin testosteron, dihidrotestosteron,
androstenedion gibi androjenler olarak tamimlanan erkek cinsiyet hormonlarmin
salgilanmasidir (59). Testosteron en 6nemli testis hormonudur. Testislerde ve bobrek {istii
bezlerinde kolesterolden ya da dogrudan asetil koenzim A’ dan sentezlenir. Testosteronun
biiyiik bir kismi1 hedef dokularda daha aktif olan dihidrotestosterona doniistir (60).

Testosteron sentezinin biyosentetik agsamalar1 su sekilde gergeklesir (61).

Leydig hiicresi
HBL g.qrBl
& )
Kolesterol Pregnonelon —ilProgesteron
StAR v, 17
" Finar i
Kolestero/ o o ety 170-OH-
1 K Pregnonelon " Progesteron
Pregnonefon l $ore
DHEA — 4-Androstenedion
Mitokondriyon 1 |
Androstenediol—+Testosteron

\ Endoplazmik retikulum J

Sekil 3. Testosteronun sentezinin biyosentez asamalari

Testosteron testislerden salgilandiktan sonra, yaklasik %97’ si zayif baglarla plazma
albumini ya da giiclii bir sekilde cinsiyet hormonu baglayan globulin olarak adlandirilan 18
globulinle baglanir. Bagli hormonun dolagim sisteminde kalis siiresi 30 dakika—1 saat olabilir.
Bu siire sonunda testosteron ya dokularda tutulur ya da inaktif iirlinlere doniiserek viicuttan
atilir.  Dokularda tutulmayan testosteron, karacigerde baslica androsteron ve
dehidroepiandrosterona doniisiir. Ayn1 anda her iki yap1 glukuronoidlerle ya da siilfatlarla
birleserek bagli hale getirilir. Bunlar da ya safra i¢inde sindirim kanalina verilirler ya da
idrarla bobreklerden atilirlar (60, 61).

Testosteron protein sentezini arttirir, yikimini azaltir; bdylece biiylime hizint etkiler.
Kemik biiylimesini durdurur. Testosteron esas etki yeri olan prostat ve diger birka¢ dokuda 5-
a rediiktaz enzimi araciligr ile dihidrotestosterona doniisiir ve sitoplazmik reseptdr proteinine

baglanir.
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Reseptor-hormon kompleksi daha sonra ¢ekirdege gider, burada bir ¢ekirdek proteiniyle
baglanarak DNA-RNA kayit islemini uyarir. RNA polimeraz aktiflesir ve prostat hiicrelerinde
RNA igerigi artar, bunu hiicresel protein artisi izler. Boylece testosteron viicudun her
yerindeki protein sentezini arttirmakla birlikte bu artis daha 6zgiin olarak ikincil cinsiyet
ozelliklerinin gelismesinden sorumlu olan hedef organ ve dokularda goériilmektedir (56, 59).

Testosteron yiiksek yerel etkiyle seminifer tiibiillerde spermatogenezisi etkilerken, kana
verilerek (endokrin etkiyle) hedef organlari (iskelet kas1 vb.) ve erkek lireme sistemi yardimci
bezlerinin (prostat, vesikula seminalisler, bulboiiretral bezler) islevini diizenler (56, 62).

Erkek iireme organlarimin tiimiiniin yapist ve islevleri testosteron varligina baghdir.
Testosteron, erkege 6zgii ikincil cinsiyet Ozelliklerinin (pubik killanma, sakal-biyik, erkege
Ozgii ses, kasli viicut sekli ) ortaya ¢ikmasindan sorumludur (40, 41).

Fotal yasam siiresince testisler, plasentada olusturulan koryonik gonadotropinlerle
uyarilarak orta diizeyde testosteron salgilar. Bu hormon, fotal gelisim siirecinde ve dogumdan
sonra 10. haftaya degin viicutta bulunur. Yaklasik 10-13 yasina kadar testosteron liretilmez.
Puberte evresinde testosteron yapimi hizla artar. 50 yasindan sonra ise hizi diisiise geger, 80
yasinda en iist diizeyin % 20-50’ sine iner (59).

Her iki cinste de cinsel islevler hipotalamo-hipofizer sistemin denetimi altinda olaylanir.
Hipotalamik noéronlarin arkuat ¢ekirdeklerinde yiiksek yogunlukta sentezlenen gonodotropin
serbestlestirici hormon (GnRH), hipotalamik hipofizer portal kan yoluyla, hipofiz bezinin 6n
lobuna taginir, LH ve FSH salgilanmasini uyarir. GnRH, 1-3 saatte birka¢ dakika siireyle
salgilanirlar. LH ve FSH testislerdeki hedef dokular iizerinde siklik adenozin monofosfat
ikinci haberci sistemini uyarir. Bu sistem daha sonra hedef hiicrelerdeki 6zgiil enzim
sistemlerinin aktive olmasini saglar. LH, Leydig hiicrelerinde 6zgiin reseptorlere baglanarak
etki gosterir. Adenohipofizden LH salgis1 siirekli degildir, geceleri 90 dakikalik araliklarla
olur. LH disinda, prolaktin ve LHRH’ da dogrudan Leydig hiicrelerini etkileyerek testosteron
salgilanmasimi etkiler. Salgilanan testosteron diizeyi, uyarict LH miktarlariyla dogru
orantilidir. Yiiksek diizey testosteron varligi, negatif geri bildirim etkisi ile hipotalamus ve
hipofiz 6n lobu salgisini azaltarak, testosteron sentezininin baskilanmasma neden olur ve
hormon diizeyi normale gelir. Buna karsit olarak, testosteron diizeyinin ¢ok az olmasi
kosulunda hipotalamustan yiiksek diizeyde GnRH salgilanir, hipofiz 6n lobundan LH ve FSH

salgilanmasi artar ve testikiiler testosteron salgis1 yiikselir (40, 56, 59).
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LH disinda, spermatogenezisin baglamasi ve siirmesinde adenohipofizden salgilanan bir
diger hormon olan FSH da etkilidir. FSH, Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat siklaz
yapimini uyarir ve sonugta cCAMP artisina neden olur. Ayni zamanda androjen baglayici
protein (ABP) salgilanmasini saglar. ABP, testosteron ile baglanir ve bunu seminifer tiibiil
liimenine tasir. Boylece spermatogenezis i¢in gerekli oranda testosteron yerel etkisi saglanmig
olur. Bu etki spermatogenezisin baglamasi i¢in gereklidir. Spermiyumlarin azalmasi FSH
salgisin1 uyarir. FSH salgilanmasi, Sertoli hiicrelerinden salgilanan inhibin hormonuyla
baskilanir. Ostrojenler, kadin iireme hormonlari, ABP’ yi baglayarak spermatogenezisi azaltir
(40, 41, 59).

Testilerin dis salgisi, holokrin bir salgi iiriinii olan spermiyumlardir. Insanda giinliik
ortalama spermiyum {iretimi iki testisten toplam 200 milyondur (40, 41, 45, 47, 59).

Testosteron {iretimi normal viicut sicakliginda olaylandigi halde, normal spermiyum
tiretimi yaklagik 35°C” de gergeklesir. Spermatogenezisin diizenlenmesinde 1s1 ¢ok 6nemlidir.
Testikiiler 1s1 yaklasik 35°C’ dir. Zengin vendz bir pleksus (pampiniform pleksus) her bir
testikiiler arterin ¢evresini sarar. Bu anatomik diizenlenim, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde
onemli olan kars1 bir 1s1 akimi saglar. Diger etkenler; skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1
kayb1 ve spermatik kordondaki kremaster kaslarinin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir
1s1da kalabilecegi inguinal kanallara ¢ekilmesidir (33, 40, 60).

2.2. APOPITOZ VE NEKROZ

Apopitozis ve nekroz, hiicre 6liimiinde rol oynayan mekanizmalardir. Hiicrenin intihari
olarak adlandirilan apopitozis, organizmanin biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarlanmig
hiicrelerinin, ¢evredeki komsu hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen, programli, biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin oldugu
bir hiicre 6liimii seklidir. Ilk kez 1972 yilinda Iskogyal1 arastirmacilar olan Kerr ve arkadaslari
tarafindan ‘ayr1 diismek’ anlamma gelen bu terim kullanilmig, canli dokulardaki hiicre
azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tanimlanmistir
(63). Genetik olarak programlanmis olan apopitozis, intrinsik faktorler ile kontrol edilmekle
birlikte disaridan gelen ekstrinsik sinyaller de hiicre zarindaki reseptorler araciligiyla bu
intihar yolunu uyarabilmektedir (64, 65).

Nekroz ise; hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, ultraviole 1s1k
gibi zararli hiicre dis1 uyaranlar sonucu olusan, istenmeyen bir siirectir. Hiicre plazma

membran lipitlerinin peroksidasyonu sonucu, hiicre icerigi ortama dokiilerek inflamatuar yanit
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olusturmakta ve komsu hiicreler de bu durumdan etkilenmektedir. Nekroz patolojik bir
olaydir. Apopitozis ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusabilir (66).

2.2.1. Elektron Mikroskopik Morfolojik Ozellikler;

Apopitozis; hiicreleri asenkron ve tipik olarak inflamatuar degisiklik olmaksizin etkiler.
En erken gozlenen olay; keskin sinirli, yogun, ince graniiler hilal seklinde ¢ekirdek zarina
bitisik kiitle olusturmak tizere kromatinin kondensasyonudur. Kondanse kromatinin niikleusa
oran1 hiicre tipine gore degisir. Ornegin lenfoid hiicrelerde yiiksek, az heterokromatinli
hiicrelerde diisiiktiir. Niikleer porlar; kondanse Kkitlelerin yakininda nadiren goézlenirken,
niikleer zarin geri kalan kisimlarinda belirgin bir sekilde gozlenirler. Nukleolar degisiklikler
de olusur, ancak bunlar sadece kesitlerin bazi seviyelerinde goriilmektedir (67, 68).

Bu niikleer degisimlerle apoptotik hiicreler, komsu hiicrelerden ayrilir. Hiicre ylizey
Ozellesmeleri (mikrovilluslar gibi) kaybolur. Hiicre hacmi azalir, yogunlugu artar, sitoplazmik
organeller kompakt hale gecer, hiicrenin ve niikleus taslaginin kivrimlar1 goriiniir. Niikleus,
cogu ¢ift membranla sinirli birgok ayr1 fragmana pargalanabilir ve hala kromatin ayrimi
yapilabilir. Bunlar, kondanse kromatin icerir ve yiizey kabarintilarinin olusmasi (blebing)
esnasinda ayrilirlar. Her fragmanda kromatin igerigi ve ebati degisir; kondanse kromatin tiim
enine kesiti kaplayabilir veya periferde hilal seklinde kalabilir. Niikleer kivrimlanma ve
fragmantasyon, timositler gibi yliksek niikleer/sitoplazma oranina sahip hiicrelerde sinirlanir.
Bu esnada, sitoplazmada, hiicre yiizeyine paralel isinlar halinde sitoskeletal filamanlar
toplanir; ribozomal partikiiller semikristalin yapilar seklinde kiimelenir; kaba endoplazmik
retikulumlar, konsantrik sarmallar olusturacak sekilde tekrar diizenlenir; diiz endoplazmik
retikulumdan gelisen ve plazmalemmanin altinda yerlesen sayisiz vakuoller, plazma
membrant ile birlesip tarayici elektron mikroskop (SEM) ile gozlenebilen krater tarzinda
yapilar olusur. Bol sitoplazmali hiicreler, genis yiizey kabarintilar1 (bleb) ve cikintilar
olustururlar ve en iyi SEM ile demonstre edilebilirler (67, 68, 69, 70, 71).

In vivo apoptotik cisimler; komsu epitel hiicrelerince, mononiikleer fagositlerce veya
tiimor hiicrelerince olustuktan hemen sonra fagosite edilirler. Intraepitelyal makrofajlar;
glanduler epitelde olusan apoptotik cisimlerin uzaklastiriimasinda 6nemli bir rol oynar ve
sayilar1 glandular atrofi ve involiisyonda, mononiikleer fagosit gogii ve mitoz ile artar (69,

70).
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2.2.2. Istk Mikroskopik Morfolojik Ozellikler;
En erken 151k mikroskobik belirti olan ani hiicre biiziismesi, niikleer degisimlere bagl

simultane olusur. Bu arada, kiiltiire hiicrelerde komsu hiicreler arasi baglant1 kayb1 da bunun

delilidir. Biiziisme; muhtemelen sodyum (Na+)-potasyum (K+)- kloriir (Cl-) kotransporter
sistemin inhibisyonundan dolay1 net bir disa siv1 akisindan olusur (67, 72).

Histolojik olarak apoptotik cisimler; bazofilik niikleer materyalli veya materyalsiz,
yuvarlak - oval sitoplazmik kitleler halinde goriiniirler. Cogu apoptotik cisimler eozinofilik
olsa da, pankreatik asiner hiicreler gibi fazla ribozom igeren hiicrelerden tiireyenler bazofilik
olabilir. Tomurcuklanmanin sinirlandig1 hiicrelerden olusan apoptotik cisimler, orijinal hiicre
boyutundan hafif kiigliktiirler. Yaygin tomurcuklanmanin miimkiin oldugu hiicrelerde, ebat
olarak apoptotik cisimler epeyce degisiktir, en kiigiigii bile en az bir bazofilik niikleer fragman
icerdigi takdirde 1s1tk mikroskobu ile goriilebilir. Yiiksek niikleus/sitoplazma oranh
hiicrelerden koken alanlarda, dar bir sitoplazma ile g¢evrelenen piknotik kromatin Kkitlesi
seklinde goriiliir. Diger apoptotik cisimler ise, daha ¢ok degisik miktarda daha kii¢iik niikleer
fragmanlarin bulundugu sitoplazma igerirler. Ultrastriiktiirel olarak karakteristik hilal sekilli
goriilen kromatin kiimeleri, Sum’lik parafin kesitlerde nadiren goriiniir; bunun yerine
kromatin, yogun bazofilik kitleler olarak goriiliir. Kesitlerde apoptotik cisimler, sik¢a belirgin
acik bosluklarda yer alirlar. Bunlarin bir kismi, soluk boyali makrofajlardaki cisimleri
gosterir; digerleri ekstraselliiler, doku hazirlanmasi esnasinda biiziisme artefakti sonucunda
olusan bosluk olabilir. Daha biiyiik, normal ve patolojik durumlarda uzun siiredir bilinen ayr1
apoptotik cisimler, farkli isimler alabilir. Bunlar; karacigerdeki Councilman cisimleri, barsak
kriptalarindaki karyolitik cisimler, lenf nodlarinin germinal merkezindeki makrofajlarin
tingible cisimleri, liken planusta Civatte cisimleri, ultraviyole radyasyon sonrasi giines yanigi
hiicrelerini kapsar (67).

Apoptotik cisimler, dokuda daginik kiimeler halinde olabilir. Bunlar, tek tek hiicrelerin
fragmantasyonu sonucu olusabilir veya tek bir fagositte, tipik olarak makrofajda birkag
hiicreden olusan apoptotik cisimlerin toplanip olusturdugu daha biiyiik agregatlar seklinde
olabilir. Apoptotik cisimlerin sayilar1 yiiksekse, makrofajlarda degredasyon lipofuskin
pigment olusumuyla sonuglanir. ilgi cekici sekilde, apoptotik cisimlerin fagositozunda
makrofajlar, inflamatuar mediatdr salinimiyla cevap vermezler (67, 73).

Apoptotik cisimlerin kiiglik ebatlar1 ve kisa yart Omiirleri, inflamasyonun yoklugu,

apoptotik hiicreler uzaklastirildiginda kalan hiicrelerin, hiicre siralarin1 kapatmasi, apopitozisi
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hiicre delesyon oraninin yiiksek oldugu zamanda bile goreceli olarak histolojik agidan az goze
carpar hale getirir. Apopitozis oraninda kiiglik artiglar bile epeyce artmis hiicre kaybiyla
ortaya cikar (74).

2.2.3. Apopitozun Biyokimyasal Ozellikleri;

Apopitozis islemi, enerji gereksinimi olan bir siirectir. Fizyolojik hiicre 6limiinii, belli
fazlara bolmek uygun olur. En erken faz, apoptotik cevabi baslatan stimulus fazidir. Bu,
ylizey reseptorleri araciligiyla yayilan bir eksternal sinyal olabilir veya bir ilag, toksin veya
radyasyon etkisiyle hiicre iginden orijin alabilir. Ikinci faz, sinyalin veya metabolik durumun
saptanmasi ve sinyal iletimini igerir. Sinyal iletim yollari, bu mesaj1 hiicre 6limi effektor
mekanizmasina iletir. Effektor faz ise, hiicre 6liim mekanizmasinin ii¢iincii kismidir ve pozitif
ve negatif regiilatorleri ile beraber proteazlarin aktivasyonunu igerir. Dordiincii faz, hiicre
kromatininin kondanse oldugu ve DNA’sinin degrade edildigi postmortem fazdir (75).

Hizli niikleer DNA yariklanmasina, uzun zamandir apopitozisin en 6nemli biyokimyasal
gostergesi olarak bakilmistir (76). Bu DNA degredasyonu, iki asamada olusur. 1lki, 200-300
kilobaz ciftlik fragmanlara ve/veya 50 kilobaz ¢iftlik fragmanlara yariklanir. (77). Niikleer
zarfa dogru kromatin marjinasyonu, muhtemel morfolojik goriiniimdiir (78). Ikincisi,
apopitoza giden hiicrelerin tamamini olmasa da cogunu etkileyen, internukleozomal
(nukleozomlar aras1 baglayici bolgelerden) c¢ift iplikli DNA yariklanmasidir, bdylece
oligonukleozomal ebatli fragmanlar olusur (79).

Apoptotik hiicre debrisleri, in vivo hemen fagosite edilirler. Bu yiizden hiicre riiptiire
olmadan oOnce, apoptotik hiicrelerin fagositlerce taninabilmeleri i¢in plazma membran
degisimlerini tamamlamalar1 gerekir. Gergekten plazma membran degisimlerinin,
programlanmis hiicre 6liimiinde ¢ok erken olustuklari gosterilmis (80, 81). Apopitozise giden
hiicrelerde olugan dramatik morfolojik degisikliklerden, sitoskeletal elemanlardaki degisimler
ve yaygin sitoplazmik proteinaz aktiviteleri sorumludur. In vivo, apoptotik cisimlerin lizis
olmamasi ve bdylece inflamasyona yol agmadigi gergegi apoptotik hiicrelerde ii¢ 6nemli olay1
vurgular; membran integrasyonunun korunmasi, ani taninma ve fagositoz. Sitoplazmik
proteinlerle, genis ¢apraz baglar kuran doku transglutaminazinin (tTG) aktivasyonu, ylizey
kabarintilarinin (bleb) olusumunda ve intraselliiler igerigin hiicrede tutulmasinda anahtar bir

rol oynamaktadir (82). tTG, apoptotik cisimlerde en yiiksek konsantrasyondadir (83).
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2.2.4.Kaspaz Ailesi ve Apopitozdaki Rolleri;

Kaspazlar (caspase-cysteine aspartate spesific proteases); zimojen (inaktif prekiirsor)
olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan, sistein proteazlar
olarak adlandirilan bir enzim grubudur ve ¢ok az rastlanan bir substrat alani olan aspartik
asitten sonraki peptid bagini kirarlar (84, 85). Hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunurlar ve
birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskata (selale tarzi reaksiyon dizisi) neden olurlar.
Bazilan (Kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor
kaspazlar olarak bilinir. Baslatici kaspazlar, apoptotik uyariyla baglayan 6liim sinyallerini
efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti
proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan
PARP’1) parcalayarak apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. ilk
tanimlanan enzim interlokin 1-B doniistiiriicii enzimdir (ICE) ve prokaspaz 1 olarak bilinir
(86). Kaspaz kaskadi, mitokondri aracili intrinsik yolla sitokrom c’nin sitoplazmaya
saliverilmesi sayesinde prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da
sitokrom c¢’nin saliverilmesine neden olabilirler. Sitokrom c ile birlikte apopitoz indiikleyici
faktor (AIF) de sitoplazmaya salinir. Bu yolda, apopitotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1)
de gorev almaktadir. Sitokrom ¢ ve Apaf-1 birleserek, prokaspaz-9’u aktive ederler. Aktif
kaspaz 9 da kaspaz-3’u aktive eder. Proteolitik aktivite ile sitoplazmada yapisal proteinlerin
sindirimi, kromozomal DNA’nin degredasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanir. Ya da
ekstrinsik yolla 6liim aktivatorlerinin (fas ligand-FasL- ve Tiimor nekroz faktor-TNF-) hiicre
yiizeyindeki reseptorlerine [Fas (diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor
reseptorii-1 (TNFR-1)] baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8’i aktive eden sinyaller yayilir.
Bu baglanmalar, 6liim domain proteinleri aracilifiyla olur. Kaspaz 8 de diger kaspazlari
uyararak hiicrenin fagositozuna yol acar (Sekil 4). Son mekanizma ise endoplazmik retikulum

aracili apopitozdur. Kaspaz-12, endoplazmik retikulum membraninda lokalizedir. Hiicre igi

CaH seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin etkisiyle prokaspaz 12 aktiflesir ve sitoplazmaya
yonelir. Kaspaz-9 ile etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder. Terminal ug olan aktif
kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitériinii (ICAD, inhibitor of caspase-
activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir, boylece ICAD’1n bagladig1 kaspazla-aktiflesen
deoksiriboniikleaz (CAD, caspase-activated deoxyribonuclease) serbestlesir ve bu da
apopitozisin  karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve

oligontikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-
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bagimli apopitozisi gosterir; oysa kaspaz-bagimsiz apopitozisin varligi da bilinmektedir.
Kaspaz-bagimsiz apopitozis, yine mitokondriden saliverilen bir faktdr olan AIF’iin etkisiyle
gerceklestirilir. Fakat AIF’ilin etkiledigi niikleazin ne oldugu heniiz bilinmemektedir. Bir
kaspaz inhibitorleri ailesi olan apopitozun inhibitorleri (IAPs), kaspazlar1 selektif olarak
inhibe ederler, boylece apoptotik mekanizmay1 durdururlar. IAP’ler tarafindan caspase -3, -7,
ve —9’un inhibisyonunun yapisal temeli, son zamanlarda rapor edilmistir (84, 85, 86, 87, 88,
89, 90, 91). Bu inhibitorler birgok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler.
IAP’ler, ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek apopitozisi durdurabilirler.

Kaspazlarin siiflandirilmasi (92)

* Kaspaz-1 (ICE)

* Kaspaz-2 (ICH-1, Nedd-2)

* Kaspaz-3 (CPP32, Apopain, Yama)

* Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEren)

* Kaspaz-5 (ICErel, TY)

* Kaspaz-6 (Mch2)

* Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1)

* Kaspaz-8 (FLICE, Mch5, MACH)

* Kaspaz-9 (Mch6, ICE-LAP6)

* Kaspaz-10 (Mch4)

* Kaspaz-11 (ICH-3)

* Kaspaz-12

* Kaspaz-13 (ERICE)

* Kaspaz-14 (MICE)
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Sekil 4. Apopitoz / Kaspaz yolu

Kaspazlarin ¢ogu sitoplazmada bulunuyorsa da bazi iiyeleri, 6rnegin kaspaz 12, Golgi
apparatusunda; kaspaz 2, kaspaz 3 ve kaspaz 9 mitokondri ile iliskide bulunabilir (93). En
onemli baglatic1 kaspazlar; tip | apopitoz (mitokondri aracili, intrinsik) i¢in kaspaz 8, tip Il
apopitoz (ekstrinsik) i¢in kaspaz 9, tip III apopitoz (endoplazmik retikulum aracili) igin
kaspaz 12’ dir. Kaspaz 3 aktivasyonu programlanmis hiicre o6liimiinde geri doniisiimsiiz
noktanin en 6nemli gostergesidir (94).

2.2.5.Spermatogezis ve Apopitoz

Disi ve erkek gonadlarin normal gelisimi esnasinda hiicre 6liimii olmaktadir. Ovaryan
folikiillerin % 90’1 hayatin erken doneminde apopitoza ugrar ve bu folikiillerin atrezisi
kadinlarin tireme doneminde de 6nemlidir. Erkeklerde ise testisteki germ hiicrelerinin % 75’1
apopitoza ugrar ve bu mekanizma ile bozuk germ hiicreleri yok edilmis olur.

Normal spermatogenez iginde, hiicre gelisimi ve farklanmasina ilave olarak germ hiicre
Oliimii de goriiliir ve bu sperm olusumunda kritik rol oynar. Sinka ve arkadaslar1 tarafindan
normal spermatogenez sirasinda olan spontan hiicre 6limii ve gonadotropik destegin
kesilmesi ile skrotumda sicaklik artigina bagli hizlanmis germ hiicre Sliimiiniin apopitoz
yoluyla oldugu gosterilmistir (95). Apopitoz, spermatogenezde genellikle spermatositler ve

spermatogonyada programli hiicre oliimiine yol agar (96). Germ hiicrelerindeki bu 6liim,
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spermin normal gelisimi i¢in mutlaka gereklidir (97). Testiste, defektif germ hiicrelerinin yok
edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin % 75'i apopitoza maruz kalir (98).
Sperm apopitozu ve sperm DNA’sinda hasar; erkek infertilitesinin potansiyel belirleyicileri
olarak kabul edilir. Apopitoz ile ortaya ¢ikan germ hiicre kaybi, spermatogenez sirasinda
olusur ve p53, p21, Kaspaz, Bcl-2 ve Fas diizeylerinle degisik yollarla saptanabilmektedir
(99, 100, 101).

Testislerde sperm yapimi ve matiirasyonu, Sertoli hiicrelerinin destegi altinda
gerceklesir. Ancak bu olayin saghkli siirebilmesi, Sertoli hiicrelerinin sayis1 ile
spermatogonyum sayisi arasindaki belirli orana baglidir. Ciinkli zaten ¢ogalma kapasitesi
olmayan Sertoli hiicreleri, sadece belirli sayidaki spermatogonyumlar1 destekleyebilir. Yani,
mayoz boliinmeye girecek spermatogonyum sayisi sinirlidir. Eger spermatogonyum sayist,
Sertoli hiicrelerinin destek kapasitesini asarsa, fazla hiicreler apopitoz ile parg¢alanir (102).

Baz1 c¢alismalarda germ hiicrelerinin apopitozunda testosteronun da etkili oldugu
bildirilmistir (103). Spermatogenez sirasinda apopitozun baslatilmasinda etken bir baska
faktor ise germ hiicreleri ve 16kositlerden kaynaklanan ROS yapimi ve miktaridir (104, 105).
Insan spermi ile yapilan ¢ok sayidaki caligmada, hiicre dliimii ile ROS iiretimi arasinda siki
iligski bulundugu vurgulanmistir (106, 107).

Spermatogenezde, testikiiler germ hiicre apopitozun hormonal kontrol altinda
gerceklestigi bildirilmistir (108, 109). Hipofizektomize immatiir ratlarda, hem germinal hem
de somatik hiicrelerde apopitozun ortaya ¢iktig1 ve bu olgularda FSH ya da insan karyonik
gonadotropin hormonu (Human Chorionic Gonadotropine Hormone, hCG) tedavileri ile bu
yogun programlanmis hiicre 6liimiiniin engellenebildigi gosterilmistir (109, 110).

Seminifer tiibiil epitelinin 1s1, toksik madde, radyasyon veya soguk gibi faktorlere olan
duyarliligi da germ hiicrelerinin programlanmis hiicre dliimlerini artiran diger bir faktordiir
(111). Sonugta, testikiiler fizyolojiyi bozan ekzojen stimiilanlarin varliginda fizyolojik
olmayan diizeyde apopitoz gerceklesir ve klinik olarak spermatogenezde bozulma ve
infertilite olusabilir (112, 113, 114).

2.3. REAKTIF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Serbest radikal; bir ya da daha fazla ¢iftlenmemis elektronu bulunan atom ya da
molekiil olarak tamimlanmistir. ROS, yiiksek derecede reaktif oksijenlenmis ajanlara sahip
serbest radikaller sinifidir (115). Organizmada, gecis metallerini (Fe2+ ve Cu+ gibi metaller)

iceren enzimler vasitasityla, molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi ile oksidasyon
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reaksiyonlart meydana gelmektedir (14). Sonug olarak; NADH ve NADPH, oksijenden reaktif
oksijen ara {rlinlerinin meydana gelmesine yol a¢maktadir. Bu bilesikler; aerobik
metabolizmanin, ilaglar ve cevresel toksinlerle olusan reaksiyonlarin yan {iriinleri olarak
siirekli meydana gelmektedir. ileri derecede reaktiftirler ve DNA, proteinler ve doymamis
yaglarda ciddi kimyasal degisikliklere neden olurlar. ROS' lar; reperfiizyon hasari, kanser,
inflamatuvar hastaliklar ve yaslanma gibi ¢ok sayida patolojiden sorumlu tutulmuslardir
(116). Molekiiler oksijen, biradikal dogasinin bir sonucu olarak yiiksek derecede reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS); normal oksijen
metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan siiper oksit radikali (O2), hidrojen peroksit (H,O,)
ve hidroksil radikali (OH)' dir. Reaktif oksijen tiirleri, ¢esitli serbest radikallerin olustugu
serbest radikal zincir reaksiyonlarmi baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik
radikaller (R), peroksit radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri (RS),
stilfenil radikalleri (RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO;) gibi ¢esitli serbest radikaller
olustururlar (117).

RMS Reakalyan ROS Reaksiyon
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Sekil 5. Reaktif Nitrojen /Oksijen Tiirleri

2.3.1. Ros’un hiicresel substratlar

2.3.1.1. Lipitler;

Lipitler, serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki kolesterol ve poliansatiire (doymamis) yag asitleri (PUFA) serbest
radikallerle (16).

membranlarinda lipit serbest radikalleri (L) ve lipit peroksit radikallerinin (LOO) olusmasi,

kolayca reaksiyona girer, lipit peroksidasyonu olusturur Hiicre
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reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak kabul
edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna ‘nonenzimatik lipit
peroksidasyonu’ denir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna neden olur. Boylece plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesi
sonucu serbest radikal iiretimine ‘enzimatik lipit peroksidasyonu’ denir (14). Malondialdehit
(MDA) lipit peroksidasyon son {iiriinidiir ve MDA dl¢iilmesi lipit peroksit seviyelerinin
indikatorii olarak kullanilir (117).

2.3.1.2. Protein;

Proteinler, serbest radikallere kars: poliansatiire yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.

2.3.1.3. Karbonhidratlar;

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle g¢esitli iiriinler meydana gelir ve gesitli
patolojik siire¢lerde 6nemli rol oynarlar.

2.3.1.4. Niikleik Asitler Ve DNA;

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. Hidroksil radikali (OHe) deoksiriboz ve bazlar ile kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen
peroksit (H,O2) membranlardan kolayca geger ve hiicre ¢ekirdegine ulasir. Sonunda DNA
kalic1 ‘oksidatif hasara’ ugrar. Eger hidroksil radikalleri DNA'ya yakin olusursa, purin ve
pirimidin bazlarina saldirarak mutasyonlara ve hatta hiicre 6liimiine sebep olabilirler (117).

2.3.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
onlemek i¢in birgok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma
sistemleri" veya kisaca ‘antioksidanlar’ olarak bilinirler. Antioksidan savunma
mekanizmalari, hem intraseliilar (superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, peroksidaz, ferritin)
hem de ekstraseliilerdir (transferrin, laktoferrin, seroloptazmin, haemopexin, haptoglobin ve
albumin). Baz1 serbest radikaller bu antioksidanlardan kurtulup, hasara yol a¢ma
yetenegindedir (14, 15).

Antioksidan sistemde enzimatik (siiperoksitdismutaz: SOD, Glutatyon peroksidaz /

Glutatyon reduktaz: GPX / GRD, Katalaz: CAT) ve enzimatik olmayan (Askorbat, Urat,
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Vitamin E, pirlivat, taurin, hipotaurin) antioksidanlar mevcuttur. Bu antioksidanlar iig¢
savunma mekanizmasi igerir. Bunlar: 6nleme, durdurma ve tamir etmedir (16, 17).

Endojen Antioksidanlar:

Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.
Enzim olan endojen antioksidanlar sunlardir: Siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-GPx), glutatyon S-transferazlar (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz (117).

Enzim olmayan endojen antioksidanlar sunlardir: Melatonin, seruloplazmin, transferrin,
miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, iirat, laktoferrin,
albiimin.

Eksojen Antioksidanlar:

Disaridan alinan antioksidanlar sunlardir: a-tokoferol (vitamin E), b-karoten, askorbik
asit (vitamin C), folik asit (folat), ksantin oksidaz, mannitol, albiimin, barbitiiratlar, demir
selatorleri (14).

2.3.3. Insan Semeninde Ros’un Kaynag

Semende ROS kaynagi; 16kositler ve spermatozoondur (84).

2.3.3.1. Loékosit

Erkek genital sisteminde siirmekte olan enfeksiyon i¢in bir gosterge olarak kabul edilir.
Biitiin infertil erkeklerin %10-20'sinde bulunur. Semendeki 16kositlerin kaynagi epididim ve
prostattir (118). Lokositler; hem normal hem de infertil erkeklerin semenlerinde bulunabilir.
%60-70"ini polimorf niikleuslu nétrofiller olusturur. Mikroorganizmalara karst miicadele
verirken ortama siiperoksit anyonu (Oy) salarlar ki bu da diger ROS ve iyonlarla reaksiyona
girerek ya da dismutasyon ile hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil radikali (OHe) veya
hipoklorid gibi diger toksik maddelerin olusmasina neden olur (14). Lokosit, spermatozoona
gore 100 kat daha fazla ROS fdiretebilir (17). Serbest oksijen radikallerinin {iretimi
l6kositospermik (semen 16kosit kontaminasyonu) orneklerde anlamli olarak daha fazladir.
Lokositospermik  bireylerde, saglikli  dondrler ve 16kositi olmayan hastalarla
karsilastirlldiginda DNA hasar1 anlamli derecede artig gosterir (119). Eger semende 16kosit
konsantrasyonu 3 milyon/ml'yi gegerse fertilizasyonda anlamli bozulma gozlenir (118).

2.3.3.2. Spermatozoon

ROS'un ikinci kaynagi spermatozoonun kendisidir. Insan spermatozonu endojen ROS’

un az bir kismmi kontrollii bir sekilde olusturma yetenegine sahiptir (16,120). Aslinda
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spermatozoon kapasitasyonu igin, sinyal iletim mekanizmasi sirasinda faydalanilmak {izere az
miktarda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit iiretmektedir (120). Spermatozoonun
H.O2’nin  diisiik  konsantrasyonu ile inkiibe edildiginde kapasitasyonu (121),
hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve oosit flizyon yetenegi kazanmasi ile fertilizasyon
yeteneginin stimiile edilebildigi gosterilmistir (16). Erken evre spermatositler, yuvarlak ve
uzamig spermatidlerin  hepsi aym diizeyde ROS yaparlar. Epididimisteki heniiz
maturasyonunu tamamlamamis spermatozoon, bunlardan daha fazla ROS iiretmektedirler
(17, 121). Matiirasyonu bozulan spermatozoon, spermiyogenezin son evresinde fazla
sitoplazma artigin1 atamaz. Sonugta spermatozoon normalden daha fazla ROS yapar ve
oksidatif stres belirtileri verir. Zaten ROS diizeyi yiiksek olan semenlerde gliikoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivitesi de artmistir. Bu enzim sitoplazmik artigin fazla oldugu semen
orneklerinde ylikselmektedir (16, 121).

2.3.4.Spermatozoon Antioksidan Sistemi

Seminal plazma; antioksidan enzimler olan SOD, GPX/ GRD, katalaz, ve enzimatik
olmayan askorbat, iirat, E vitamini, piruvat, glutatyon, taurin, hipotaurin gibi antioksidanlar
icerir (14). Seminal plazmadaki diisiik antioksidan kapasite, 6zellikle katalaz aktivitesi ve
TAK (total antioksidan kapasitesi) anormal spermatozoon etiolojisinde 6nemli olabilecegi
belirtilmistir (122). In-vitro, oksidatif stresin aktive 16kositlerle gerceklestirilen calismalar
dahil olmak tizere; hipotaurin, indirgenmis glutatyon ve N-asetil sisteinin de dahil oldugu ¢ok
genis bir aralikta antioksidanlarin, insan spermatozoonu ekzojen kaynakli toksik oksijen
metabolitlerinden korumada potansiyel klinik degerleri oldugu gosterilmistir  (16).
Spermatozoonlari ekzojen kaynakli ROS'dan koruyan SOD, katalaz, hipotaurin, pentoksifilin
veya vitamin E gibi ajanlarin hi¢birinin NADPH' nin indiikledigi oksidatif strese karsi etkin
olmadigi gosterilmis olup, bunun nedeni ROS' in intraseliiler kaynakli olmasi olarak
diigiiniilmiistiir. Ne yazik ki bugiine kadar antioksidanlarm, insan spermatozoonunu endojen
kaynakli ROS' dan koruma kabiliyetlerini gosterecek bir model gelistirilmemistir (123).

2.3.5. Oksidatif Stres ve Erkek Infertilitesi

Spermatozoon, ROS’ a normal hiicrelerden daha hassastir. Ciinkii plazma membranlar1
biiyilk oranda poliunsatire (doymamis) Yyag asitleri ve sitoplazmalart da diisiik
konsantrasyonlarda antioksidan sistem enzimleri igerir (15, 16, 117). Normalde serbest

oksijen radikallerinin {iiretiminde ve antioksidan sistem arasinda bir denge vardir.
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Spermatozoon, oksidatif ajanlardan DNA’sin1 iki savunma mekanizmast ile korur. Bunlardan

ilki; DNA’nin paketlenerek diizenlenmesi, digeri ise seminal plazmadir (15).

Antioksidan sistem ROS dreten sistem
Superoksit Dismutaz (SO0}
Katalaz {Cat)

Glutatyon Peroksidaz {Gp=

Polimorfenitkleer Likositler
Hip oksantin-Ksantin Oksidaz
Demln selatirlen

Karoitin llaclar
Glutatyon Radyasyon

Sitoplazmik artik
immatiir germ hiicresi

Samtrifiij
l Kiyoprezervasyon

——-‘—\_ Seminal Plazma l

Diyetle alman antieksidanlan

| Dksidatif Stres

.‘J’) //. ‘\'\ Ry
e \ .
-
| Protein || Lipid “‘F’Inzma membran HA
Hasan Peroksidasyonu hasan rasarn

!

[Spernn Disfonksiyenu]

Sikka C.5uresh. 2004 den wyar lbanmmgtr

Sekil 6. Oksidatif Stres ve Erkek infertilitesi

Oksidatif stresin erkek infertilitesindeki 6nemi, 1943’te isko¢ androlog John
MacLeod un aerobik sartlarda enkiibe edilen insan spermazoonlarin hareketliliginin katalaz
eklenmesi ile arttigin1 gostermesinden beri bilinmektedir (121). Erkek faktorlii infertilitede,
oksidatif stres siiresince temel degisikler sonucunda spermatozoon DNA’sinda biitiinliik
hasari, DNA fragmantasyonu ve kromatin ¢apraz baglanmalar1 oldugu, bunun da germ hiicre
apopitozisini hizlandirabilecegi ileri siiriilmiistiir (17). Immatiir spermatozoonlar tarafindan
tiretilen ROS’ un matiir spermatozoonlar iizerinde oksidatif hasar yapabilecegi ve bunun
infertilite nedeni olabilecegi distintilmustir (12, 17, 119). Spermatozoonda ROS toksisite
mekanizmasi lipit peroksidasyonuyla baslar, motilitenin bozulmasiyla devam eder ve niikleer
DNA hasari olusturur (15, 17) .

Spermatozoonda ROS' un etkisinin ilk gostergesi flagellar salinim sikliginda progressif
bir azalma olmasidir. Bu etki hiicre ici ATP (Adenozin trifosfat) konsantrasyonunun
diismesine baglidir ve aksonem proteinlerinin cAMP-protein kinaz A-bagimli yolla

fosforilizasyonunda bozulmaya yol agan bir takim olaylar zinciri tarafindan tetiklenir. ROS;
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spermatozoon DNA’sin1 baz modifikasyonu, DNA zincir kirigi, kromatin karsilikli
baglanmasi seklinde etkiler (17).

2.4. RESVERATROL

5-[(E)-2-(4-hydroxyphenyl)-ethenyl]benzene-1,3-diol veya  trans-3, 5, 4'-
trihydroxystilbene olarak da adlandirilan bir molekiildiir. Mol agirligi 228. 25 g/mol olup
kirmizi tiziim kabugu, yerfistigi, bazi bitkilerin sap ve koklerinde ve kirmizi sarapta bulunan
resveratrol dogal bir polifenolik fitoaleksin’ dir (Sekil 7). Kirmiz1 tiziim kabugu ile birlikte
fermentasyona ugratildigi igin kirmizi sarapta yaklasik 5 g/l bulunmasina ragmen beyaz
sarapta ¢ok daha az miktarda bulunur. Bunun sebebi olarak beyaz sarap yapiminda kabuklarin

ayrilarak tiziimiin fermentasyona birakilmasi gosterilir (18).

HO_ 4'

OH

Sekil 7. Resveratroliin kimyasal yapisi

Ultraviyole spektral ozelliklerine gore resveratroliin cis- ve trans- izomerleri bulunur.
Trans —resveratrol 1Siktan korundugu siirece sabit kalir ve iiztim ekstirelerinde de bu formu
bulunur (124).

Uziimdeki resveratroliin oda sicaklii, mikrobiyal enfeksiyon, ultraviyole radyasyon,
ozona maruziyet gibi ¢evresel kosullardan etkilendigi ve oraninin degistigi gosterilmistir
(125). Resveratroliin emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tasindig: ve biiyiik oranda idrar
yolu ile atildig1 gosterilmistir (126).

2.4.1. Resveratroliin Farmakolojisi

2.4.1.1. Biyosentezi

Resveratrol kisaca; stres, travma, enfeksiyon ya da uv 1S1g1 maruziyetinde 4-kumarol
koenzim A (4-kumarol-CoA) ve malonil koenzim A (malonil-CoA)’dan sentezlenir, yani
sentezi yapisal degil indiiklenebilirdir. 4-kumarol-CoA ve malonil-CoA biitiin bitkilerde
bulunan enzimlerdir. 3 molekiil malonil-CoA ve 1 molekiil 4-kumarol28 CoA tetraketid

yapisini olusturur. Bu asamaya kadar sentez basamaklar1 ayn1 iken bundan sonra ki basamakta
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olusan iiriiniin RES mi yoksa flavonoit mi oldugu uzun yillar sir olarak kalmis. Daha sonra ise
ortamda Resveratrol sentaz varsa iiriiniin RES ve kalkon sentaz varsa iiriiniin flavonoit oldugu

anlagilmistir.

o oumarol-Coos

Mal o riyl-Cod, CnASH
® COs 'H

Diketida

Malonyl-CoA —r— 3 *—» ConsH
® CO: .

Triketida
Maloryl & ob —i—h- *—’ CoASH
- CO;
Reszveratrol
Chalcona
s-ynﬂ-uasa I synthase
2 -
: I ' H i, ; ..ah.,.E 3
Chalecone Ee‘-’zral OH
steps Resveratrol
(=tilbeng)
Quercetin

Sekil 8. Final iirtindeki karbonlarin nerden geldigi renklendirme ile gosterilmektedir
(127, 128).

Resveratrol, esas olarak albumine baglanarak kanda tasinir. Lipoproteinlere de
baglandig1 bildirilmistir. Hepatoblastoma hiicreleri iizerinde resveratroliin kinetik karakteriyle
ilgili yapilan calismaya gore; RES hiicre igine asil olarak tasiyici aracili gegis ve pasif
diflizyonla almmmaktadir. RES albumine baglanip kompleks olusturduktan sonra, albumin
membran reseptorlerince bu kompleksin tutuldugu ve daha sonra da bu reseptorler tarafindan
serbest RES’ iin hiicre membranina dogru saliverildigi diistiniilmektedir. Ancak bu asamadan

sonra gegisle ilgili bir bilgi bulunmamaktadir (129).
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Sekil 9. Resveratroliin kanda tasinmasi ve hiicre igine gecis hipotezi (129).

2.4.1.2. Resveratroliin biyotransformasyonu :

Resveratroliin degisik doz ve uygulama siireleriyle yapilan biyoyararlanim ¢alismalarina
gore; RES oral yolla alindiktan sonra hizla bagirsaklardan emilir ve bir saat gibi kisa siirede
kana gecer ve karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak iizere ¢esitli organlara dagilir.
Oral yolla 25 mg verildiginde en az % 70’inin emildigi bildirilmistir. Saf RES ile dogal
kirmiz1 sarap i¢imiyle alinan RES emiliminin karsilastirildigi ¢calismalarda RES’ in alkoldeki
formunun daha fazla emildigi bildirilmistir. Uziim suyunun igilmesiyle emilen RES miktari,
saf RES emiliminden daha diisiiktiir. RES {iziim suyu i¢inde glikozit formundadir ve bu
formunun RES emilimini giiglestirdigi diistiniilmektedir. Biyotransformasyonu asil olarak
karaciger mikrozomlarinda ve az miktarda da bagirsaklarda olur.

Resveratroliin emiliminin hizli oldugu, dokulara kolay tasindigi ve biiyiik oranda idrar
yolu ile atildig1 gosterilmistir (19). Resveratroliin farkli dokularda farkli etkinligi vardir. Bu
etkiler 4 ana baslik altinda toplanabilir.

1. Vazodilatator etki

2. Trombosit agregasyonu inhibisyonu

3. Antiinflamatuar aktivite

4. Antioksidan aktivite
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2.4.2. Resveratroliin Vazodilatator Etkisi

Bu etkinin mekanizmasi tam olarak anlasilabilmis degildir. Damar endotel
hiicrelerinden saliman NO’ in, damar diiz kasinda kasilma-gevseme yanitlar {izerine etkisi
oldugu bilinmektedir. Resveratroliin vazodilatator etkisi nitrik oksit antagonizmasi yolu ile
ortaya cikiyor olabilir. Resveratrolin ve kirmizi sarabin potansiyel kardiyoprotektif
ozelliklerinin yaninda, damar tonusunu diizenleme, endotel fonksiyonunu siirdiirtme gibi
etkileri de tespit edilmistir (127). Kirmiz1 saraptaki polifenollerin endoteli saglam aorta
halkalarinda olusturdugu vazodilatator etkiden, endotel hiicrelerinin varligi ve endotel
hiicrelerindeki Ca+? diizeyinin artisnin sorumlu oldugu belirtilmistir. Uziimde bulunan
ekstirenin endoteli saglam olan sican aorta halkalarinda fenilefrin ile olusturulan kasilma
yanitlarinda anlamli gevseme cevabi olusturdugu, endoteli ¢ikarilmis halkalarda ise etkisinin
olmadig1 gosterilmistir (130). Resveratroliin kimyasal yapisi ve biyolojik etkileri dstrojene
benzemesi onun fitodstrojen oldugunu diisiindiirmiisse de bu etkilerin Ostrojen reseptor
blokerleri ile geri dondiiriilemedigi gosterilmistir (131).

2.4.3. Resveratroliin Trombosit Agregasyon Inhibisyonu

Trombositler damar endotelinde olusan bir hasarda; kanin akiskanligi degistirmeksizin
hizla hemostazi saglamaya yarayan kan hiicreleridir. Yaralanan damarda, hasarli damarin
subendotelyal alanlarina yapisirlar. Yaralanma yiizeyine yayilarak, agregasyonu ve trombus
Olusumu i¢in yeni trombositlerin toplanmasina katkida bulunur. Bu hasarlanan endotelin
normal iyilesme siirecidir. Kanama-pihtilasma fonksiyonunun temel hiicresi olan trombosit
fonksiyonlarmin yetersizligi kanamaya, fazlaligi ise tromboza yol agabilir. Trombosit
aktivasyon ve agregasyonunun artisi tromboz ve ateroskleroz patogenezinde Snemli risk
faktorleridir (132). Arasidonik asitden siklooksijenaz enzimi ile olusan TxA2 trombositlerde
agregasyonu tetikler, PGI2 ise inhibe eder. Endotel kaynakli NO’de agregasyon ve adezyonu
inhibe eder (133). Agregasyonu tetikleyen ajanlarin trombositlerde hiicre i¢i Ca+2 artirdiklari,
inhibe edicilerin ise azalttiklar1 goriilmiistiir. Resveratroliin trans formu hiicre i¢i kalsiyum
miktarmi diisiirerek agregasyonu engeller (127). Resveratroliiniin cis izomerinin daha fazla
antiagregan oldugunu bildiren bir ¢alisma da mevcuttur (134).

2.4.4. Resveratroliin Antiinflamatuar Aktivitesi

Resveratroliin bu aktivitesinin proteazlar, kompleman sistemi, bradikininler, NO,
sitokinler, adezyon molekiilleri ve prostaglandinler gibi inflamasyondan sorumlu tutulan

maddelerin olusumunu engelleyerek gosterdigi diistiniilmektedir (127, 135, 136). Trans-
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resveratroliin antioksidan ve antiinflamatuar etkisinin, immiin sistem hiicrelerinde inflamatuar
sitokinleri diizenleyerek ortaya koydugu bilinmektedir (127).

Invitro bir calismada trans-resveratroliin naturel killer hiicrelerinin sitotoksisitesini
azalttigl, CD4 ve CD8 T henfositlerinde de sitokin tiretimini diistirdiigii gosterilmistir (137).
Bir bagka c¢aligmada resveratroliin hiicresel toksisiteyi azalttigi, lenfosit proliferasyonunu
baskiladigi, lenfosit kaynakli interlokinlerin ve tiimor nekroz faktdriin (TNF-a) tiretimini
azalttigimi gosterilmistir (138).

2.4.5. Resveratroliin Antioksidan Aktivitesi

Resveratroliin antioksidan 6zelligi ve peroksi radikal siipiiriicii etkisi ile kalbi korudugu
diisiiniilmektedir. Iskemi ve iskemi-reperfiizyon hasari, dokuda lipid peroksidasyonunu
artirmakta ve peroksi radikaller olusturmaktadir. Koroner okliizyonla iskemi ve iskemi-
reperfiizyon hasarinin olusturuldugu bir c¢alismada, resveratrol koroner perfiizatta lipid
peroksidasyonu gostergesi kabul edilen Melondialdehit diizeylerini anlamli olarak azaltmigtir
(139). Peroksi radikal siipiiriicii olarak bilinen ‘trolox’ ile karsilastirilan bir ¢alismada
resveratroliin bu acidan daha giicli oldugu gosterilmistir. Diislik dansiteli lipoprotein
peroksidasyonlarinin demir ve bakir iyonlar1 ile artirildigr bilinmektedir. Serbest radikal
stiptiriicii etkinin arastirildigi bir ¢calismada resveratroliin demir ve bakir iyonlar1 diizeyini
anlamli olarak diistirdiigii gosterilmistir (140). Resveratroliin bakir selasyon kapasitesinin
yiksek oldugu bilinmektedir. Cis izomerinin selasyon Kkapasitesi trans izomerinin
kapasitesinin yaris1 kadardir. Bunun nedeni olarak OH gruplarinin konumu gosterilmistir.
Resveratroliin bakir Selasyon kapasitesinin yiiksekligi, antioksidan 6zelligi ve radikal
stipiiriicii 6zelligi birbirleri ile uyusmaktadir (141). Resveratroliin lipid peroksidasyonunu
azaltic1 etkisinin ‘epicatecin’, ‘catechin’ ve ‘quercetin’ gibi diger fenollerden giiglii oldugu
gosterilmistir (142). Serbest radikallerin DNA hasar1 yaptigi bilinmektedir.

Resveratroliin potent hidroksil radikal siipiiriicii etkisi ile DNA kirilmalarini azalttigi
ortaya konmustur (143). Diisiik dansiteli lipoproteinlerin perkosidasyonunun resveratrol
tarafindan belirgin olarak azaltildigi gosterilmistir. Resveratroliin  koroner damar
hastaliklarina karst koruyucu etkisinin anlagilmasinda, diisiik dansiteli lipoproteinlerin
oksidasyonunu 6nleyici etkisinin bulunmasi, ¢ok énemli bir doniim noktast olmustur. Bunun
yant sira resveratroliin lipid peroksidasyonunu azalttigi fakat hidroksil radikal siipiiriicii

etkisinin anlamli olmadig bildirilen ¢alismalar da mevcuttur (144).
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Ostrojenler klasik olarak kadin hormonu olarak bilinir. Ancak &strojen sentezi, erkek
iireme sisteminde androjen hormonlar1 kontroliinde bir miktar gerceklesmektedir. Ostrojen;
erkek tireme dongiisiinde noroendokrin feedback ile kontrol edilerek, testisten ve
androjenlerden lokal aromatizasyonla iiretilir. Bu {iretim testisin parakrin fonksiyonu
dahilinde gerceklesir (145). Bu bilgilere dayanilarak yapilmis bir caligmada, yapisal olarak
Ostrojenlere benzeyen trans-resveratroliin yetiskin siganlarda spermatogenez ve testis lizerine
tedavi edici etkisi arastirllmis ve oral resveratrol tedavisi ile siganlarda spermatozoa
tiretiminde artis goriilmiis ve herhangi bir yan etkiye rastlanmamustir (146).

2.4.6. Resveratroliin Testis Uzerine Etkilerini Gosteren Calismalar

Normal dokuda resveratrol etkisini arastiran bir ¢alismada, testislerin makroskopik
goriinim ve agirlik agisindan farklilik gostermedigi, ancak resveratrol verilen grupta
seminifer grup dansitesinin ve spermatozoa sayisinin daha ytliksek bulundugu gdosterilmistir.
Ayni ¢alismada anomali spermatozoa oraninin daha diisiik; serum LH, FSH ve testosteron
diizeylerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu degisikliklerin nedeninin hipotalamus-
hipofiz-gonad aksinin resveratrol tarafindan uyarilmasi oldugu bildirilmektedir (146). Testiste
torsiyonla gergeklestirilen iskemi- reperfiizyon hasar1 sonrasi resveratrol verilen sicanlarda,
germ hiicre apopitozisinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (147). Benzer bir ¢alismada
resveratrol verilen grupta torsiyon sonrast doku MDA diizeylerinin anlamli olarak disiik;
GSH seviyesinin ise anlamli olarak yiiksek bulundugu gosterilmistir (145). Sigaradaki toksik
maddelerden Benzopirenin kullanilarak DNA hasar1 ve apopitozis olusturulan testis
modelinde, resveratrol verilmesinin spermatozoa parametrelerindeki bozulmayir anlamli
miktarda azalttig1 gosterilmistir (148).

2.5. PERFLORLU BIiLESIiKLER

2.5.1. Genel Ozellikleri

Perflorlu bilesikler, karbon zincirinde tiim hidrojenlerin flor ile degistirildigi organo-flor
bilesiklerdir. Perflorlu bilesikler biiylik molekiiler agirliga sahiptir ve molekiilleri farkli en az
bir atom ya da fonksiyonal grup i¢ermektedir. (1, 2, 3).

Dayanikli, biyo-birikimli ve zehirli olan bu bilesiklerin bir¢ok alanda etkin bi¢imde
yararlanilmasinin sebebi de uzun 6miirlii olmalaridir (2, 3, 4). Fotoliz, hidroliz ve biyolojik
bozulmalara kars1 dayanikli olduklarindan dogada c¢ok uzun siire (yillarca, on yillarca) ve

belki de sonsuza kadar kalabilirler (149).

43



Perflorlu bilesikler gol, okyanus, sediment, kanalizasyon, toprak, yagmur suyu, kapali
ve agik havada, ev tozunda bulunur ve cesitli toksik etkilere yol agarak biyolojik sistemleri
sekteye ugratirlar (150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157).

2.5.1.1. Perflorlu Bilesiklerin Kullanim Alanlari:

Perflorokarbonlar ¢gogunlukla sanayide yiizey aktif madde ve karisimlarinin kararligin
saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Leke ve su gecirmez ozellikleri sayesinde ayakkabi,
giysi, canta gibi tiiketici tirlinlerde kullanilir. Ayrica mutfak esyalari, hali, mobilya, bocek
ilaglar1, yangin sondiirme kopiikleri, fotograf filmleri, temizlik maddeleri, yer cilalari, kagit
tirlinleri, sgampuan ve gida ambalaj1 yapiminda kullanilmaktadir (9).

2.5.1.2. Perflorlu Bilesiklerin Cevreye ve Besin Zincirine Katilma Yollar

Perflorlu bilesiklerin dogaya karisiminin nedeni bu bilesiklerin dogrudan emisyonu ve
kazara sizint1 seklinde olabildigi gibi, PFC igerikli iiriinlerin {iretimi ve bunlarin kullanimiyla
da olabilir (4, 8). Tiiketiciler tarafindan kullanilip atilan PFC igerikli {irinler, ¢6p sahalarindan
sizarak ¢evreye karisabilirler. Ayrica perforlu bilesiklerin yagmur suyunda olusan ¢okeltileri,
bu bilesiklerin topraga karigmalarima sebep olmaktadir. Bu yiizden topragin perflorlu
bilesikler agisindan 6nemli bir ¢evresel atik deposu oldugu diistiniilmektedir (5). Kullanilan
yangin sondiiriicli kopiikler de bu kimyasallarin ¢evreye sizmalarina neden olmaktadir. Ayrica
yiizeyi temizlenen firiinlerin (elbise, hali vs) ve bu kimyasallarin endiistriyel siireglerde
kullanim1 perflorlu bilesiklerin kentsel atik su aritma sistemlerine karigmasina neden
olmaktadir (6). Bu sekilde perforlu bilesikler sudaki beslenme agina karisirlar (7, 8).

Perflorlu bilesikler kiiresel kirleticilerdir ve yayildiklar1 yakin gevreyi kirlettikleri gibi,
nehirlerle, hava akimlariyla ve okyanus akintilariyla binlerce kilometre yolculuk
yapabilmektedirler. Gezegenin sicak bolgelerinden soguk bolgelerine yayilirlar ve buralarda
biiyiik oranda yogunlasarak yeniden diinya yiizeyine inerler. Bugiin, kuzey kutbu gibi ¢ok az
endiistriyel etkinlik olan uzak bolgeleri bile kirletmis durumdadirlar (4).

2.5.1.3. Perflorlu Bilesiklerin Insanlara Saghk Agisindan Etkileri

Perflorlu bilesiklerin kagit ve ambalajli triinlerde, ev ve is yerlerindeki halilarda,
lekelere karst dayanikli kumaslarda, temizliyicilerde kullanilmasi; insanlarin stirekli bu
bilesiklere maruz kalma sebeplerinden biridir (158). Ayrica PFC igeren kapali ortam
havasiin ve tozunun, yetiskinler ve ¢ocuklar tarafindan solunumu, kullanilan teflon tavalar
ve pizza kutular1 gibi fast-food paketlenmesinde bu bilesiklerin kullanimi insanlarin bu

kimyasallara maruz kalmasina neden olmaktadir (155, 159, 160). Perflorlu bilesiklerin
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diinyadaki tiim canlilar1 ve dogal yasami tehdit ettigine iliskin bir¢ok bilimsel kanit vardir.
Insanlarin bu kimyasallara maruz kalmasima yol agan en &nemli sebep ozellikle et, balik ve
ciftlik trtinleri gibi yagh besinlerdir. Besin olarak tiiketilen s1v1 yag, siit, tereyagi, et ve insan
dokular1 gibi yaghh maddelerde birikerek yogunlagmaktadir. Haziran 2000°’de ABD Cevre
Koruma Ajansi (EPA), ¢ok yagli besin tiiketen insanlarin dioksine maruz kaldiklarini ve binde
bir oraninda kanser riskiyle karsi karsiya olduklarini saptamistir. Perflorlu bilesiklerin
plasenta yoluyla anne rahmindeki fetusa, anne siitli yoluyla da bebege gectigi bilinmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda anne siitii emen bebekler ic¢in, Diinya saglik 6rgiitii’niin kalic1 organik
kirletici dioksinler icin belirlemis oldugu gilinlik ist sinirinin 144 katina kadar ¢iktigi
saptanmustir (9).

Perflorlu bilesiklerin saglik acisindan olusturdugu etkilerden bazilari; endokrin
bozukluklari, 6grenme bozukluklari, infertilite gibi ilireme sorunlari, bagisiklik sistemi
degisimleri, endometriosis seker hastalig1 sikliginda artis seklinde siralanabilir (9). Hayvanlar
ve gelisme cagindaki gengler, bu kimyasallarin toksik etkilerinden en fazla zarar goren
gruplardir. Baz1 arastirmalar bu kimyasallarin pankreas, karaciger, testis ve meme kanseri
riskini arttirabilecegini isaret etmistir. Hamilelikte diisiik riski, kilo kaybi, tiroid problemleri,
bagisiklik sisteminde zayiflik gibi farkli sorunlarda bu bilesiklerle iliskilendirilmistir (10).

2.5.2. Perflorlu Bilesiklerin Tiirleri

Perfluoroalkil asitler (PFAAs), karbon omurgasi genellikle 4-14 karbon uzunlugundan
olusan perflorlu kimyasallar ailesindendir ve perfluorooktanoik asit (PFOA), perfluorooktane
sulfat(PFOS),perfluorodekanoik asit (PFDA) ve perfluorododekanoik asit (PFDoA)
igcermektedir (178). Bunlarin disinda ¢ok sayida perflorlu bilesik tiirli mevcuttur (tablo 1) .
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Tablo 1. Florokimyasal listesi (179).

Ismi TICARI iSMi

PFDoA Perflorododekanoik asit

POSF Perflorooktan siilfonil florit

PFOA Perflorooktanoik asit

PFOS.NH4 tuzu Amonyum perflorooktan siilfonat
PFOS.DEA tuzu Perflorooktan siilfonat, diethanolamin tuzu
PFOS.K tuzu Potasyum Perflorooktan siilfonat

PFOS.Li tuzu Lityum Perflorooktan stilfonat

FOSA Perflorooktan siilfonamid

PFOSH Perflorooktan siilfonik asit

N-EtFOSA N-Etil perflorooktan siilfonamid
N-MeFOSA N-Metil perflorooktan siilfonamid
N-EtFOSE N-Etil perflorooktan siilfonamid etanol
N-MeFOSE N-Metil perflorooktan siilfonamid etanol
N-EtFOSEA N-Etil perflorooktan siilfonamid etilakrilat
N-EtFOSEMA N-Etil perflorooktan siilfonamid metakrilat
N-MeFOSEA N-Metil perflorooktan siilfonamid etil akrilat
N-EtFOSGE N-Perflorooktilsufonil-N-Etilglisinat

2.5.2.1. Perflorododekanoik asit (PFD0oA,C12)

Perflualkil asitlerden (PFCAs,

kozmetik, déseme, surfaktan ve yiizey koruyucu gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (11).
PFDoA gibi omurgasinda yediden fazla karbon igeren perflorlu kimyasallarin viicutta
metabolize olmalari ve viicuttan atilimi kolay olmamaktadir. Ayrica kisa karbon zincirli
perflorlu kimyasallara gore yiiksek biyobirikim kapasitesine sahip ve fizyolojik olarak daha

kalic1 oldugu goriilmektedir (161). Fakat PFDoA’ nin erkek hayvanlarda {ireme toksisitesi ve

ilgili mekanizmalar1 ¢ok az bilinmektedir.

Akut (14 giin) ve kronik (110 giin) calismalarda, PFDoA tarafindan olusan testosteron

inhibisyonunun, kolesterol tasima ve steroidogenezden sorumlu genlerin ekspresyonunda

degisiklik ile iligkili oldugu gosterilmistir (12, 13).
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Cevresel kirleticilere maruz kalma, artmis ROS diizeyleri ile sonuglanir (162). Bazi
calismalarda superoksit anyon ve H,O; gibi reaktif oksijen iirtinlerinin, in vitro steroidogenezi
inhibe ettigi goériilmektedir (163). Cevresel bilesikler tarafindan olusan endokrin bozulmada
superoksit anyonu ve H,O, o6nemli rol oynamaktadir (164, 165). SOD ve H-ATPase
aktivitesindeki degisiklikler dogrultusunda mRNA ve protein seviyelerinde baskilanma
goriilmektedir. PFDoA’ya maruz kalma sonucunda olusan mitokondriyal bozulma ve

oksidatif stres testikiiler toksisitede 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir (166).

FF FF FF FEF RF FF
OH

FF FF FF FF FF O

Sekil 10. Perflorododecanoik asidin kimyasal formiili

PFC’lerin insanda ve kiiresel ortamda bulunmasi, toksisitesi, ¢cevresel akibeti ve insan
maruziyet kaynaklari Onemli bir arastirma konusu olmustur (167, 168). Bilimsel ve
diizenleyici topluluklar tarafindan yapilan arastirma faaliyetleri ve PFC’lerin toksikolojik

calismalari son 10 yilda artmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calisma da Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Birimi’nden
(DETFAB) temin edilen, Spraque Dawley susu toplam 28 erkek sican ( 230- 240 gr)
kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda,
Spraque Dawley susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir
secilmigtir. Tiim denekler deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlari’nda
12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-26°C oda sicakliginda %30-70 bagil nemde
barindirildi. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile ad libitum
beslendi.

4 calisma grubu olusturuldu. Deney gruplar1 asagidaki sekilde diizenlendi.

Kontrol Grubu: Higbir miidahale yapilmayan grup (n=7).

Sham Grubu: Resveratrol ve PFDoA alkol ile ¢oziileceginden alkoliin etkilerini
gorebilmek i¢in 14 giin boyunca 4ml/kg hacimde %5’lik alkol verilen grup (n=7).
Asit Grubu: 14 giin boyunca oral gavaj ile 10mg/kg PFDOA verilen grup (n=7).

Resveratrol + Asit Grubu: 14 giin boyunca oral gavaj ile 40 mg/kg resveratrol

uygulamasindan sonra ve 10 mg/kg PFDoA verilen grup (n=7).

Tiim gruplar i¢in deney siiresi 14 giin olarak belirlendi. PFDoA’nin toksik etkilerine
kars1 arastirmact ve personel i¢in maske ve eldiven kullanildi. Toksik maddelerin
hazirlanmasi, inhalasyonla zehirlenme riskine karsi ¢eker ocakta yapildi. Sakrifikasyondan
sonra hayvanlar ve ortaya c¢ikan atiklar, tibbi atik torbalarmma alinarak, deney hayvanlari
multidisiplin laboratuar1 tarafindan hastanenin imha bdliimiine gonderilerek kurallara uygun
kosullarda yok edildi.

3.1. ARASTIRMANIN TiPi

Arastirma deneyseldir.

3.2. ARASTIRMANIN YERI VE ZAMANI

Aragtirmanin deneysel ayagi Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Histokimyasal, immunohistokimyasal ve ultrastriiktiirel
degerlendirmeleri Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda,
biyokimyasal parametreler ise Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda

(ARLAB) gerceklestirilmistir.
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3.3. ARASTIRMANIN EVRENI VE ORNEKLEMI / CALISMA GRUPLARI
Kontrol Grubu: Hig bir miidahale yapilmayan grup (n=7).

Sham_Grubu: Resveratrol ve PFDoA alkol ile ¢6ziileceginden alkoliin etkilerini
gorebilmek igin 14 giin boyunca 4ml/kg hacimde %5’ lik alkol verilen grup (n=7).

Asit Grubu: 14 giin boyunca oral gavaj ile 10 mg/kg PFDoA verilen grup (n=7).

Resveratrol+ Asit Grubu: 14 giin boyunca oral gavaj ile 40 mg/kg resveratrol

uygulamasindan sonra ve 10 mg/kg PFDoA verilen grup (n=7).

3.4. CALISMA MATERYALI

Bu c¢alismada Spraque Dawley susu toplam 28 erkek sigan ( 230- 240 gr) kullanild.
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda, Spraque Dawley
susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu tiir secilmistir. Tiim denekler
deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlari’nda 12/12 saat karanlik/aydinlik
periyodunda, 20-26°C oda sicakliginda %30-70 bagil nemde barindirildi. Denekler
dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile ad libitum beslendi.

3.5. ARASTIRMANIN DEGIiSKENLERI

Calismada kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmamistir. Sham grubuna,
resveratrol ve PFDoA alkol ile ¢oziileceginden alkoliin etkilerini gorebilmek i¢in 14 giin
boyunca 4ml/kg hacimde %5’lik alkol verilmistir. Asit Grubuna, 14 giin boyunca oral gavaj
ile 10mg/kg PFDoA verilmistir. Resveratol + asit grubuna ise 14 giin boyunca oral gavaj ile
40 mg/kg resveratrol verildikten sonra 10 mg/kg PFDoA uygulanmistir.

3.6. VERI TOPLAMA ARACLARI

3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Aragtirmada deneklerin agirliklarin1 6lgmek icin terazi; deneklerden elde edilen
dokularin doku takibinde etiiv, incelenmesinde kesit almak i¢in mikrotom, boyamalarda
kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal incelemeler i¢in
nemli cember ve otomatik mikropipetler kullanilmistir. Biyokimyasal incelemeler i¢in HPLC,
sogutmal1 santrifiij, santrifiij, terazi, pH metre, vorteks, manyetik karistirici, derin dondurucu,
plak okuyucu (Abs/Flu/Lum) kullanilmistir.

3.6.2. Arastirmada kullanilan yontemler

3.6.2.1. Perflorododekanoik Asidin Hazirlanmast

PFDoA, %96 saflikta Alfa Aesar’ dan temin edildi. PFDoA ve koruyucu gruplar i¢in

belirlenen 10 mg/kg asit (PFD0A) dozu igin si¢anlarin ortalama kilolart hesaplandi. Ortalama

49



250 gr gelen sicanlar icin, her bir sicanin giinliik almasi gereken PFDoA miktart 2. 5 mg
olarak belirlendi (12). PFDoA, literatiirle uyumlu olarak alkolde ¢oziildii (169). %96’lik
alkolden 5 pl alinarak yaklasik 2. 5 mg PFDoA ependorf tiip i¢inde ¢oziilerek iizeri 1 ml’ye
kadar distile su ile tamamlandi. Belirlenen doz 1 ml’ lik insiilin enjektorii ile oral gavaj
yontemi ile verildi. PFDoA tazeligini korumasi i¢in giinliik hazirlandi.

3.6.2.2. Resveratroliin Hazirlanmasi

Resveratrol, > 98,0 % saflikta Cayman Chemicals (USA) ¢ dan temin edildi. Koruyucu
grubuna verilecek resveratrol dozunu belirlemek igin siganlarin ortalama kilolar1 hesaplandi.
Seg¢inlen 40 mg/ kg resveratrol dozu i¢in ortalama 250 gr gelen bir sicanin giinliilk almasi
gereken miktar 10 mg olarak belirlendi (170). Resveratroliin tazeligini korumak igin haftalik
solisyonlar hazirlandi. Bir haftalik resveratrol dozu, sican agirliklari g6z Oniinde
bulundurularak 490 mg olarak belirlendi ve tartilarak falcon tiipe aktarildi. Hazirlanan
soliisyon vortekslendikten sonra aliminyum folyo ile sarilarak buzdolabinda saklandi.

3.6.2.3. Doku Orneklerinin Hazirlanmas:

Deney siiresi biten sicanlarin agirliklari, sakrifikasyondan once terazi ile tartildi.
Sicanlar sakrifikasyon i¢in eter anestezisi altina alindi. Ardindan testis dokulari ¢ikarildi. Sol
testis 151k mikroskobik inceleme igin, sag testis ise elektron mikroskobu ve biyokimyasal
inceleme igin ayrildi. Isik mikroskobik incelemeler igin sol testis, % 10’ luk formaldehite
alindi. Sag testisin bir kismi elektron mikroskobik inceleme i¢in % 2,5 luk gluteraldehite,
diger kismi1 ise biyokimyasal inceleme i¢in ependorf tiiplere alindi. Biyokimyasal inceleme
i¢in alinan 6rnekler -80°C’ ye kaldirildu.

3.6.2.4. Rutin Doku Takibi

%10’luk formaldehitte tic gilin bekletilen testis dokulari, rutin histolojik takip
islemlerinden gecirildi.

Rutin doku takibindeki tiim islemler 60°C etiivde gerceklestirildi.

e %70’ lik alkol (20 dk)

e %380’ lik alkol (20 dk )

e %96’ lik alkol (20 dk)

e Aseton 1 (20 dk)

e Aseton 2 (20 dk)

e Aseton 3 (20 dk)

e Aseton 4 (20 dk)
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e Ksilol 1 (30 dk)
e Ksilol 2 (30dk )
e Parafin 1 (1 saat)
e Parafin 2 (1 saat)

Dokular parafine gomiildii. Mikrotom yardimiyla dokulardan lizinli lamlara 5 ¥ m
kalinliginda kesitler alindi. Kesitlerin bir kismi 151tk mikroskobunda incelenmek {izere
Hematoksilen Eosin (H&E), Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Masson Trichrome boyast ile,
diger kismi1 ise immunohistokimyasal incelemeler ig¢in Tunel ve Aktif Caspase- 3 yontemiyle
boyandi.

3.6.2.5. Isik mikroskobik incelemeler

3.6.2.5.1. Hematoksilen& Eozin Boya Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in bir gece 60°C’ lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 20 dk (etiivde), diger ikisi 10’ ar dakikalik ti¢ farkli ksilende bekletildi. Daha
sonra rehidratasyon islemi icin 2 kere absolii alkol ve %96’ dan % 70’ e azalan alkol
serilerinden gegirildi. Kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 5 dakika hematoksilen
(01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire ) ile boyandi. Boyamanin
ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 5 dk akarsuda yikanan kesitler, 45
sn Eozin ( 01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire ) ile boyandi.
Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolii alkolden gecirilen kesitler,
seffaflandirma amaciyla 20 ser dk 3 degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ( UN 1866,
Merck, Darmstadt, Germany ) ile kapatildu.

3.6.2.5.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) Boya Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dk 60 ° C ‘lik etlivde birakildi. Ardindan
ilki 20 dk (etiivde) diger ikisi 10° ar dakikalik ti¢ farkli ksilende bekletildi. Rehidratasyon
islemi icin 2 degisim absolii alkol ve %96 dan %70’ e azalan alkol serilerinden geg¢irildi.
Kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 3-5 dk periyodik asit ile boyandi. Boyamanin
ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 1-2 dk akarsuda yikanan kesitler,
20-23 dk schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra kesitler 5 dk akarsuda tutuldu ve 1
dakika Mayer’s hematoxylen ile boyandi. Daha sonra rehidratasyon islemi i¢in sirasiyla %70,
%80, %96 ve 2 seri absolii alkol serilerinden gecirileren kesitler seffaflandirma amaciyla
20’ser dk 3 degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,
Germany) ile kapatildi.
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3.6.2.5.3. Masson Trichome Boya Protokolii

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dk 60 ° C ‘lik etlivde birakildi. Ardindan
ilki 20 dk (etiivde) diger ikisi 10’ ar dakikalik ii¢ farkli ksilende bekletildi. Rehidratasyon
islemi i¢in 2 degisim absolli alkol ve %96’ dan %70’ e azalan alkol serilerinden gecirildi.
Kesitler distile su ile ¢alkalandiktan Masson Trichrome boyama seti (Bio- Optica, 20134,
Milano, italya) igerisinden dokular iizerine 6 damla reaktif A ve 6 damla reaktif B
damlatilarak 10 dakika bekletildi. Yikama yapilmadan kesitlerden reaktifler siizdiiriilerek 10
damla reaktif C damlatild1 ve 4 dakika bekletildi. Distile su ile yikama yapildiktan sonra 10
damla reaktif E damlatilarak 10 dakika bekletildi. Yikama yapilmadan kesitlerden reaktifler
stizdirildii ve 10 damla reaktif F damlatilarak 5 dakika bekletildi. Distile su ile yikama
yapildiktan sonra kesitler hizlica artan alkol serilerinden geg¢irildi ve 1 dakika absolii alkolde
bekletildi. Ksilolde seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

3.6.2.6. Histolojik skorlama

3.6.2.6.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

Rutin doku takip islemlerinin ardindan 5 pm kalinhiginda alinan kesitler PAS ile
boyandi. Her grup icin ayr1 ayr1 100 tiibiil degerlendirilerek, her bir tiibiile Johnsen testikiiler
biyopsi skorlamasi yapildi. Yontemin skor tablosu sekil 11°de gosterilmistir. Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili
karsilagtirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. P <0,05 olan degerler istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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Skor Histolojik Bulgular

[N
o

Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

Birgok spermatozoa var, germinal epitelyum bozuk ve liimen oblitere

Yalniz birka¢ spermatozoa var (<5-10)

Spermatozoa yok, bircok spermatid var

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

Spermatozoa/spermatid yok, ¢cok sayida spermatosit var

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

Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

N Wl & 01l O | © ©

Tiibiiller igerisinde germ hiicresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut

1 Tiibiiller igerisinde hiicre yok

Sekil 11. Jonhsen Biyopsi Skor Tablosu

3.6.2.6.2. Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

Rutin doku takip islemlerinin ardindan Sum kalinliginda alinan kesitler PAS ile
boyandi. Seminifer tiibiil ¢ap Ol¢iimii icin oval ya da ovale yakin tiibiiller tercih edildi. Her
grup icin 100 tiibiil olacak sekilde rastgele segilen toplamda 500 tiibiilde, 20 X’lik objektifte
UTHSCA Image Tool Version 3.0 programi kullanilarak ¢ap ol¢limii yapildi. Gruplar arasi
istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarm ikili
karsilastirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. P <0,05 olan degerler istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

3.6.2.6.3. Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinligi Olgiimii

Rutin doku takip islemlerinden gegirildikten sonra Sum kalinliginda alinan kesitler PAS
ile boyandi. Bazal membran 6l¢iimii, her bir gruptan rastgele secilen 100 tiibiilde 100X’ lik
objektif altinda UTHSCA Image Tool Version 3. 0 programi kullanilarak yapildi. Gruplar
aras1 istatistiksel karsilastirmada Kruskal Wallis Varyans Analizi testi, gruplarmn ikili
karsilagtirmasinda da Mann-Whitney U testi kullanildi. P <0,05 olan degerler istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.

3.6.2.7. Immunohistokimyasal incelemeler

Apopitotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in DNA fragmantasyonu immunolojik yontemle
gosterildi. Apoptotik sinyaller DNA {izerinde kiriklar olusturmaktadir. Ac¢iga ¢ikan DNA

pargaciklarinin serbest 3'-OH ugclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) aracilig1 ile
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biotin ile isaretlenmis ve isaretlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile
isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine, isaretlenmis Ornek ile tepkimeye girerek DNA kirigi bolgesinde
¢Oziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili veya hematoksilen ile ters boyama yapilarak
islem sonlandirilir.

3.6.2.7.1. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine
Triphosphate DNA Nick-End Labelling (TUNEL) Boyamast

Bu teknik i¢in Apoptag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kiti (Millipore S7101,
USA) kullanildi.

Kesitler oncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin 11k
mikroskobik deparafinizasyon siirecinden gegirildi. Seffaflagtirma amaciyla 15'er dakika iig
degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol serilerinden gegirilip
hidratasyon saglanarak distile suda bekletildi. Distile su agsamasina getirilen kesitler dncelikle
nemli ¢embere yerlestirilmis ve fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile bes dakika muamele
edildi. Boyanacak alanin etrafi PapPen ile c¢izilerek alan kisitlandi. Kurutma kagidi ile
tizerindeki PBS emdirilen dokulara Proteinaz K soliisyonu ile 15 dakika oda 1sisinda muamele
edildi. Daha sonra dokular 2 kez PBS ile yikandi. Taze hazirlanmis %3’liik H,O, (hidrojen
peroksit (TA-015-HP, Lab vision, Fremont, CA) ile 5 dakika oda 1sisinda bekletilen dokuda
endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi ve tekrar PBS ile 2 defa yikandi. Kesitlerdeki su
kurutma kagidi ile emdirildi ve dokular kitin igerisinde mevcut kullanima hazir bulunan
dengeleme soliisyonu (Equilibration buffer) ile 10 dakika muamele edildi. Doku {izerindeki
fazla siv1 kurutma kagidi ile emdirildi ve kit igerisinde reaksiyon soliisyonu ve TdT enzim
soliisyonu seklinde ayr1 ayr1 bulunup kullanimdan once ikisinin karistirilmasiyla taze bir
sekilde hazirlanan TdT enzim karisimi (%70 reaksiyon soliisyonu + %30 TdT enzim
sollisyonu) ile muamele edilen kesitler 37°C’de 1 saat nemli gemberde inkiibe edildi. Etiivden
cikarilan kesitler 1 ml Reaksiyonu durdurma ve yikama soliisyonunun 34 ml distile su
icerisinde diliie edilmesiyle hazirlanan soliisyonla 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Bu
islemin ardindan 3 kez PBS ile yikama yapildi. Kesitler Anti-Digoxigenin soliisyonu ile otuz
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS ile 2 kez yikama yapildiktan sonra reaksiyonun
goriintirliigiinii saglamak amaciyla diaminobenzidine (DAB) kromojeniyle muamele edilen

kesitler distile su ile iyice calkalandi. Mayer’s hematoksilen ile art alan boyamas1 yapildi ve 3
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degisim ksilol ile seffaflagtirilan kesitler entellan ile kapatildiktan sonra mikroskopta
goriintlilendi.

3.6.2.7.2. Active Caspase-3 Boya Protokolii

Alinan kesitler oncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin 151k
mikroskobik deparafinizasyon siirecinden gegirildi. Seffaflastirma amaciyla 15'er dakika {i¢
degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol serilerinden gegirilip
hidratasyon saglanarak distile suda bekletildi. Distile su kurutma kagidi yardimiyla
uzaklagtirilarak dokularin etrafi PapPen ile ¢izildi. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler
2 kez 5’er dk sitrat (Bio-Optica) ile kaynatildi. Ikinci kaynatmaya gegmeden 6nce sitratin
sogumasi beklenildi. 3 kez 5’er dk PBS ile yikanan kesitler 10 dk H,0; ile oda 1sisinda
muamele edildi. Tekrar 3 kez 5’er dk PBS ile yikama yapildi. Sekonder antikor kitin i¢inde
bulunan ‘Blocking Sollisyonu’ (A soliisyonu) ile 15 dk bekletildikten sonra yikama
yapilmadan 1/100 oraninda PBS ile dnceden hazirlanan primer antikor (active Caspase 3)
koyulup 1 gece overnight’a birakildi. Ertesi giin PBS ile 3 kez 5’er dk yapilan yikamadan
sonra ‘Sekonder Antibody’ (B Soliisyonu) ile 10 dk muamele edildi. PBS ile yikama
yapilarak ‘HRP-Streptavidin® (C soliisyonu)’'nda 10 dk bekletilip PBS ile yikama
gerceklestirildi. Sirastyla DAB ve Mayer’s Hematoksilen uygulanan kesitler 3 degisim
ksilolde seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatildi. Mikroskop altinda incelemeler
kaydedildi.

3.6.2.8. Ultrastriiktiirel Incelemeler

3.6.2.8.1. Elektron Mikroskobu Doku Takibi

Karnovski soliisyonuna (pH 7. 4) konulan dokular 4°C’de bir gece birakildi. 0,1 M
sodiumphosphate buffer ve 0,1 M sucrose karisiminda 3 kez 15 dk bekletildi. %?2
sodiumphosphate buffered osmium tetraoxide (pH 7. 4) soliisyonu ile 90 dk post fiksasyon
icin muamele edildi. 0,1M sodiumphosphate buffer (pH 7. 4) ile 3 kez 15 dk yikandi. %50
oraninda hazirlamig aseton ile 2 kez 15 dk. dehidratasyonu yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5
uranylasetate ve %1 phosphotungstic acid karisimi ile 4°C’de kontrast amagl overnight’a
birakildi. Sirasiyla %80,90 ve 96’11k aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen dokular %100°1iik
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 bir gece birakildi. 3.giin hazirlanan yeni epon soliisyonunda 48 saat

65°C’ye polimerizasyon i¢in birakildi.
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3.6.2.9. Biyokimyasal incelemeler

3.6.2.9.1. Malondialdehit Diizeylerinin Incelenmesi

MDA diizeyleri, sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi olan HPLC
yontemi ile belirlendi. HPLC ¢alisma prensibi, bir kolon igerisindeki karigimdan 2 veya
fazlasiyla ¢ok bilesenin, hareketli ( tasiyan ) bir faz yardimiyla, duragan ( sabit ) bir faz
arasindan farkli hizlarda kinetik etmeleri esasina dayanir.

Analiz Kosullari

e Kolon 6zellikleri: 250x 4,6mm 5uM tanecik ¢capinda C18 kolon

e Mobil faz bilesimi: KHPO4(0,01M) %30 metanol icerecek sekilde hazirlanir.
K2HPO,4(0,01M) %30 metanol icerecek sekilde hazirlanir (pH 7)’ye ayarlanir. Mobil faz 0. 2
UM capinda filtreden gecirilerek siiziiliir.

e Mobil faz akis hizi: 0,8mL/dakika

e Gradient program: izokratik

e Firin sicakligi: 30 °C

e Dedektor: Floresans (eksitasyon 515 nm, emisyon 553 nm)

e Enjeksiyon hacmi: 10 pL

o Standart/ standart icin ¢ozgen: Standartlar saf su ile ¢oziiliir ve dilue edilir.

Uvygulama basamaklari

1. 40 uL, o6rnek (veya standart) kapakli cam tiiplere konur.

2. 100 pL saf su ilave edilir.

3. 20 pL, 2. 8 mmol/L BHT (etanolde) ilave edilir. 40 uL, %81 SDS, 600 uL, 8 g/L
TBA+Asetik asit karisimi ilave edilir.(TBA, 200 mL/L asetik asid ile 1: 1 dilue edilir, 2 M
NaOH pH NaOH ile 3. 5’a ayarlanir.)

4. 95 °C’de su banyosunda 1 saat bekletilir.

5. Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra buz iizerinde sogutulur.

6. 200 uL saf su, 1000 uL, butanol: piridin (15: 1) ilave edilir ve tam 1 dakika
vortekslenerek karistirilir. 2-3 dakika tiipler bekletilir.

7. Renkli iist (organik) fazin kendiliginden ayrildig1 gozlenir.

8. Ust fazlar eppendorf tiiplerine almnur.

9. 10,000 rpm’de 5-10 dakika santrifiij edilir.

HPLC cihazina 10 mikrolitre enjeksiyon yapilir
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3.6.2.9.2. GSH (indirgenmis glutatyon ) Diizeylerinin Belirlenmesi

GSH diizeyleri, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile belirlendi.
Analiz Kosullari

e Kolon 6zellikleri: 250/4.6 mm, 5uM C18 kolonu (ACE/121-254)

e Mobil faz bilesimi: Mobil faz; 50 mM CH3COONa ve asetonitril 70:30 oraninda

karisimi hazirlanir. Karisimin pH’s1 50 mM asetik asit ile 6.20 ye ayarlanir. Mobil faz 0. 2
uM capinda filtreden gecirilerek siiziiliir.

e Mobil faz akis hizi: 0,7 mL/dakika

e Gradient program1: izokratik

e Firin sicakligi: Oda 1sis1

e Dedektor: Floresans (eksitasyon 340 nm, emisyon 420 nm)

¢ Enjeksiyon hacmi: 10 pL.

e Standart/ standart i¢in ¢ozgen: GSH standart 0.01 N HCl i¢inde ¢oziiniir.

Uygulama basamaklari

A-Indirgenmis glutatyon 6lciimii icin 6rneklerinin hazirlanmasi

100 pL 6rnek veya standarda, 150 uL Tris tamponu eklenir ve vortekslenir.
o Karisimdan100 pL alinarak 800 pL % 6 MPA eklenir ve vortekslenir.

o 10,000 rpm, +4°C’de 7 dakika santriifiij edilir.

o 100 uL siipernatanta, 400 pL fosfat tampon eklenir (ndtralizasyon)

o 100 uL nétralize edilmis drnek/standarta, 100 uL OPA eklenir.

o 5 dakika bekletilir.

800 pL fosfat tamponu eklenir.

(@]

o Hazirlanan 6rnekten 5 pL HPLC cihazina enjekte edilir.

B-Total glutatyon Olciimii icin 6rneklerinin hazirlanmasi

1. 100 uL paket eritrosit veya standarda, 100 uL DTT ve 50 uL Tris tampon eklenir ve
vortekslenir.

2. 30 dakika +4°C’de bekletilir.

3. Karisimdan100 pL’ye 800 uL % 6 MPA eklenir ve vortekslenir.

4. 10,000 rpm ve +4°C’de 7 dakika santriifiij edilir.

5. 100 pL stipernatanta, 400 pL fosfat tampon eklenir (notralizasyon).

6. 100 pL notralize edilmis 6rnek/standarda, 100 uL. OPA eklenir.
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7. 5 dakika beklenir.

8. 800 uL fosfat tampon

9. Hazirlanan 6rnekten 5 uL HPLC cihazina enjekte edilir.

3.6.2.9.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Diizeylerinin Belirlenmesi

SOD diizeyleri, Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chemical Item No. 706002)
kullanilarak belirlendi.

Standart grafigi i¢in SOD stock soliisyonu hazirlandi. Bunun igin;

20ul SOD standart, 1,98 ml sample buffer ile diliie edildi. 7 temiz cam test tiipii A’dan
G’ ye isaretlendi. Her bir tiibe tablo 2’ de belirtildigi gibi SOD stock ve sample buffer eklendi

Tablo 2. SOD stock ve sample buffer

Tube SOD stock (ul) Sample Buffer (pl) Final SOD Activity (U/ml)
A 0 1,000 0
B 20 980 0.025
C 40 960 0.05
D 80 920 0.1
E 120 880 0.15
F 160 840 0.2
G 200 800 0.25

SOD Standart kuyucuklarina, 200 pl diliie edilmis radical detector ve 10ul standart (A-
G tiipler) eklendi.

Ornek kuyucuklarina, 200 pl diliie edilmis radical detector ve 10l standart eklendi.

Reaksiyonu baslatmak i¢in kuyucuklara 20ul diliie edilmis xanthine oxidase eklendi.

96 kuyucuklu plak, kapagi kapatilarak yavas¢a karistirildi.

Oda sicakliginda 20 dk inkiie edildi ve plak okuyucuda 450 nm dalga boyunda plak
okundu.

3.6.2.9.4. Testosteron Diizeylerinin Belirlenmesi

Testosteron diizeyleri, Testosterone EIA Kit (Cayman Chemical Item No. 582701) ile
belirlendi.

Testosteron EIA standart hazirlamak icin, pipet ucu art arda birka¢ kez ethanol ile
doldurulup bosaltilarak ethanolde dengelendi. Dengelenmis pipet ucu kullanilarak 100 pl
testosteron EIA standart ( Item No. 482704) temiz test tiipiine aktarildi. Sonra 900 pul ultrasaf
su ile dilue edildi. Bu soliisyonun konsantrasyonu 5 ng/ ml dir.

8 test tiipleri 1°den 8’e kadar numaralandirildi. 900 pl EIA buffer 1. Tiibe, 500 pl EIA

buffer 2°den 8’e kadar numaralandirilmis tiiplere alikotlandi. Toplam standarttan (5 ng/ml)
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100ul 1.tiibe transfer edildi ve hizla karistirildi. Seri olarak standart, 1.tiipten 500 ul alinip
2.tiipe aktarilarak diliie edildi. Sonra 2.tiipten 500ul alinip 3.tiibe aktarildi. Bu siire¢ 4’ten 8’e

kadar numaralandirilmig tiiplerde de devam etti.
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_ 900zl 500w S0, g 500, =00,
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Sekil 12. Testosteron standartlarinin hazirlanmasi

Plakanin gelisimi; bos kuyucuklar wash buffer ile 5 kez yikandi. Her bir kuyucuga 200
ul Ellman’s Reagent eklendi. Total aktivite kuyucuklarma 5ul tracer eklendi. Plaka plastik
film ile kaplandi. Orbital karistirici ile biiylik diiz kapak kullanilarak plagin karanlikta
gelisimi saglandi. Bu testin gelisim siiresi 60-90 dakikadir. 405- 420 dalga boyunda plak
okuyucuda plak okundu.
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3.7. ARASTIRMA PLANI VE TAKViMIi
1 Tez konusu Belirlenmesi ve Literatiir Arastiriimasi
- | Haziran 2011-Eyliil 2011 |

=0

| Etik Kurul ve Yonetim Kurulu Onay! |
| Ekim 2011-Kasim 2011 |

| BAP Proje Girisi ve Kabulii |
| Kasim 2011-Subat 2012 |

| Deneysel Materyallerin Toplanmasi ve Dokularin Degerlendirilmesi |
| Subat 2012-Mart 2012 |

| BAP Malzeme Istegi |
| Mart 2012 |

| Laboratuvar Calismalan |
| Nisan 2012-Haziran 2012 |

| Tez Yazimi |
| Nisan 2012-Ekim 2012 |

3.8. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Veri analizleri Windows i¢in SPSS’in 15. 0 versiyonu ile yapildi. Degerler ortalama +
standart sapma olarak verildi. 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.

3.9. ARASTIRMANIN SINIRLILIKLARI

Aragtirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilasilmamistir.
Arastirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya ¢ikmamagtir

3.10. ETIK KURUL ONAYI

Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 04/19/2011 Toplant1 no, 07 Ekim 2011 toplant: tarihinde 61/2011 Protokol no ile

etik acidan uygun bulunmustur. Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HAYVAN AGIRLIKLARININ DEGERLENDIRILMESI

Deney baslangicinda ve deney bitiminde (sakrifikasyondan 6nce) hayvanlarin agirliklar
Olciilmiistiir. Baslangic ve son agirliklar sekil 13’da gdsterilmistir. Deney sonunda kontrol ve
sham gruplart hayvan agirliklarinda anlamli bir fark bulunmamistir (p >0.05 ). Asit ve
resveratrol + asit grubundaki hayvanlarin agirliklarinda anlamli bir azalma goriilmistiir
(p<0,05). Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann-
Whitney U testleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Viicut Agirliklar

300

250

200 -

Milk agirhk

150 A
M zon agirhk

100

50 A

kontrol sham asit resverat rol+asit

Sekil 13. Baslangi¢ ve son viicut agirliklar

4.2, ISIK MiKROSKOBIK DEGERLENDIRME

4.2.1. Hematoksilen- Eosin Boyama

Kontrol gruplarina ait testis dokularinda, seminifer tiibiiller interstisyel doku i¢inde
normal morfolojide goriilmekteydi ve tiibiil epitelindeki spermatogonyum, spermatosit,
spermatid ve sertoli hiicreleri, bazal laminaya komsu myoid hiicreler ile interstisyum ve bu
alandaki leydig hiicrelerinin normal yapida oldugu gozlenmistir. Spermatozoonlarin
kuyruklar1 limene ve bas kisimlart ise sertoli hiicrelerinin tepesindeki oyuklara girmis
durumdayd. Interstisyel alandaki leydig hiicreleri, tipik eksantrik yerlesimli ve 1 yada 2
cekirdekeik iceren g¢ekirdekleriyle normal goriinlimdeydi ayrica interstisyel bag dokusunda
kan ve lenf damarlar1 bulunuyordu. Seminifer tiibiiliin bazal laminasina yakin yerlesen myoid
hiicrelerin de diizgiin duruslar1 ve mekik tarzindaki ¢ekirdekleri oldukga tipik goriiniimdeydi

(sekil 14, 15, 16).
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Sham grubuna ait testis kesitleri incelendiginde birka¢ vakuolize olmus tiibiil disinda
kontrol grubuna yakin testikiiler morfoloji gozlenmistir ( sekil 17).

Asit grubu testis kesitleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda; atrofik degisiklikler,
tiibiiller arasindaki sekil ve boyut farkliliklar1 en goze ¢arpan 6zelliklerdi. Atrofik tiibiillerin
boyutlarindaki kii¢iilme yani sira normal yapinin bozuldugu, hiicrelerin bazal membrandan
ayrilarak limene dokiildiigii dikkat cekiciydi. Biiyiik biiyiiltmelerde hiicrelerin liimene
dokiilmiisi ile hiicre debrisleri gozlendi. Sinirlar1 bozulmus tiibiil epitelinde vakuolizasyon
alanlar1 mevcuttu. Bu tiibiillerde genelde germ hiicre diziliminin bozuldugu ve
spermiyogenezin duraksadigi goézlendi. Atrofik tiibiillerde sertoli hiicreleri disinda
spermatogenetik seri hiicrelerinden primer spermatosit ve spermatidler izlendi, ancak
spermatozoa goriillmedi. Interstisyel alan testis dokusunun genelinde genislemis, leydig
hiicrelerinde azalma goriilmekte idi (sekil 18, 19, 20).

Koruyucu grup olan resveratrol + asit grubuna ait testis kesitleri incelendiginde, gerek
bazal lamina ve gerekse seminifer tiibiil yapilar1 kontrol grubuna benzer bir yap1 gosteriyordu.
Asit grubunda gozlenen dejenerasyonun neredeyse tamamen engellendigi dolayisiyla
korunmus spermatogenik hiicreler, diizgiin seminifer tiibiil yapisi, interstisyel alanda normale
yakin goriiniimlii ve sayida leydig hiicreleri gézlendi. Spermatogenezin de normal oldugu ve
spermium lretiminin devam ettigi goriildii. Baz tiibiillerde epitel hiicreleri arasinda az da olsa

vakuollii goriiniime rastlandi (sekil 21).

Sekil 14. Kontrol grubuna ait testis dokusu 10X H&E. Normal testis morfolojisi
goriinmektedir. Mavi ok interstisyel bag doku. Turuncu ok seminifer tiibiil. G.E germinal

epitel. S.T.L. seminifer tiibiil liimeni.
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Sekil 15. Kontrol grubuna ait testis dokusu 20X H&E. Normal testis morfolojisi
goriinmektedir. Yildiz interstisyel bag doku. Siyah ok leydig hiicreleri.

Sekil 16. Kontrol grubuna ait testis kesiti 40X H&E. Lacivert ok kan damari. Sar1 ok

myoid hiicreler. Mavi ok spermatogonium.
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Sekil 17. Sham grubuna ait testis kesiti 20X H&E. Kontrol grubuna yakin morfolojik

gorunim.

Sekil 18. Asit grubuna ait testis kesiti 20X H&E. Mavi ok Seminifer tiibiil ¢apinda azalma
seminifer epitel liimeninde genisleme ve seminifer epitel kalmliginda azalma. Yildiz

seminifer tiibiillerde atrofi goriilmektedir
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Sekil 19. Asit grubuna ait testis kesiti 20X H&E. Smirlar1 bozulmus seminifer tiibiil.

Yildiz seminifer epitelinde vakuolizasyon alanlart. Ok genislemis interstisyel alan.

Sekil 20. Asit grubuna ait testis kesiti 40X H&E. Sinirlar1 ve germ hiicre dizilimi
bozuk tiibiiller. OK hiicre debrisleri. Interstisyel alanda bag doku artis1 goriilmektedir.

Seminifer tiibiillerde spermatozoa goriilmemektedir.
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Sekil 21. Resveratrol+asit grubu 20X H&E. Kontrol grubuna yakin morfoloji

goriilmektedir.

Sekil 22. Resveratrol+ asit grubu 40X H&E
4.2.2. PAS Boyama

Kontrol grubu ait kesitlerin PAS boyamalar1 incelendiginde, seminifer tiibiillerin bazal

Membranlar1 normal olarak izlenmektedir.
Sham grubuna ait PAS boyamalar1 incelendiginde kontrol grubuna yakin morfoloji

gozlendi.

66



Asit grubuna ait kesitlerin PAS boyamasinda tiibiil ¢evresindeki bazal membranda
bozulmalar mevcuttu. Ayrica bazal membran kalinliginda ve intersitisyel bag dokuda artig
gbzlenmistir.

Resveratrol+asit grubunda ise seminifer tiibiillerde normal testikiiler morfoloji ve bazal

membran kalinliginin kontrol grubuna yakin oldugu goézlenmistir.

Sekil 23. Kontrol grubuna ait testis kesiti 20X (PAS). OK intersitisyel alanda bag doku

normal goriiniimde

Sekil 24. Kontrol grubuna ait testis kesiti 40X (PAS). Ok seminifer tiibiil bazal

membran normal kalinlikta

67



Sekil 25. Kontrol grubuna ait testis kesiti 100X (PAS). Yildiz intersitisyel alanda bag
doku normal goriillmektedir.

Sekil 26. Kontrol grubuna ait testis kesiti 100X (PAS). Ok bazal membran normal
kalinlikta goriilmektedir.



Sekil 27. Sham grubuna ait testis kesiti 20X (PAS). Ok bazal membran kalinlig1 kontrol

grubuna yakin goriiniimdedir.

Sekil 28. Sham grubuna ait testis kesiti 40X (PAS). Ok bazal membran kalinlig1 kontrol

grubuna yakin goriiniimdedir.
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Sekil 29. Sham grubuna ait testis kesiti 100X (PAS). Yildiz interstisyel alanda bag

doku normal gériinimdedir.

Sekil 30. Asit grubuna ait testis kesiti 20X (PAS). Ok seminifer tiibiillerin bazal

membran kalinliginda artis gézlenmektedir.
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Sekil 31. Asit grubuna ait testis kesiti (PAS) 40X. Ok seminifer tiibiillerin bazal

membran kalinliginda artis goriillmektedir.

Sekil 32. Asit grubuna ait testis kesiti 100X (PAS). Ok Kalinlasmis bazal membran.



Sekil 33. Asit grubuna ait testis kesiti 20X (PAS). Yildiz interstisyel alanda bag doku

artist goriilmektedir.

Sekil 34. Resveratrol+asit grubuna ait testis kesiti 40X (PAS). Ok bazal membran
kalinlig1. Yildiz interstisyel alan kontrol grubuna yakin goriilmektedir.
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4.2.3. Masson Trichrome Boyama

Tiim gruplarda bag doku artigin1 gorebilmek amaci ile PAS boyamasina ek olarak tiglii
boyama metodu ( Masson Trichrome ) kullanildi.

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde, interstisyel alandaki bag dokunun normal
oldugu gozlenmistir.

Sham grubuna ait kesitler incelendiginde benzer sekilde istersitisyel alanda bag doku
artigina rastlanmamuistir.

Asit grubuna ait kesitler incelendiginde ise interstisyumun genisledigi ve bag dokusu
iceriginin arttig1 ve giderek kalinlagtigr dikkati cekmektedir.

Resveratrol+asit grubuna ait kesitler incelendiginde kontrol grubuna yakin testikiiler

morfoloji gézlenmistir.

Sekil 35. Kontrol grubuna ait testis kesiti 20X (Masson Trichrome). Yildiz normal

goriiniimlii interstisyel alan.
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Sekil 36. Kontrol grubuna ait testis kesitleri 40X (Masson Trichrome). Normal

goriiniimli interstisyel alan.

Sekil 37. Sham grubuna ait testis kesitleri 20X (Masson Trichrome)
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Sekil 38. Asit grubuna ait testis kesiti 20X (Masson Trichrome). Siyah ok
interstisyumun genisledigini ve bag doku igeriginin arttigin1 gostermektedir. Mavi ok ise

seminifer tiibiillerin bazal membranlarindaki artan kollajen fibrilleri géstermektedir.

Sekil 39. Asit grubuna ait testis kesiti 40X (Masson Trichrome). Mavi ok
interstisyumda bag doku artisin1 ve siyah ok bazal membrandaki kollajen fibril artigim

gostermektedir.
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Sekil 40. Resveratrol+asit grubuna ait testis kesitleri 20X (Masson Trichrome). Kontrol
grubuna yakin goriintiiler elde edilmistir.

4.3. MORFOMETRIK BULGULAR

4.3.1.Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru

PAS ile boyanan testis kesitlerinde yapilan incelemeler sonucu, tiim gruplarin johnsen
testikdiler biyopsi skorlar1 sekil 41 de gosterilmistir.

Sham grubu ile kontrol grubu testikiiler biyopsi skorlar1 karsilastirildiginda, sham
grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir azalma bulunmustur (p<0.05).

Asit grubuna ait testikiiler biyopsi skorlamasinda, kontrol ve sham grubuna oranla
anlamli bir azalma bulunmustur (p< 0.05).

Koruyucu grup olan resveratrol+asit grubunda, asit grubuna gore anlamli artis (p>0.05)
ve kontrol grubuna yakin sonuglar elde edilmistir.

Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann-
Whitney U testleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 41. Tiim gruplarin Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru ortalamasi.

4.3.2.Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimii

PAS ile boyanan testis kesitlerinde ¢ap ol¢limii, 20X’ li objektifte UTHSCA Image Tool
Version 3.0 programi kullanilarak yapildi. Tiim gruplarin seminifer tiibiil ¢ap olglimleri sekil
42’ de gosterilmigstir. Yapilan dl¢timler sonucunda;

Sham grubundaki Seminifer tiibiil ¢caplar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmuistir.

Asit grubundaki Seminifer tiibiil ¢aplari, kontrol ve sham grubuna goére anlamli olarak
azalmistir (p<0.05).

Resveratrol+ asit grubundaki Seminifer tiibiil ¢aplar1 asit grubuna gore anlamli artmis
(p<0.05) fakat kontrol grubuna gore yakin degerler bulunmamustir.

Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann-
Whitney U testleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 42. Tiim gruplarin seminifer tiibiil ¢ap ortalamasi

4.3.3.Seminifer Tiibiil Bazal Membran Kalinlig1 Olgiimii

PAS ile boyanan testis kesitlerinde 100X’lik objetifte UTHSCA Image Tool Version 3.0
programi kullanilarak bazal membran kalinlig1 6l¢limii yapildi. Tiim gruplarin seminifer tiibiil
bazal membran kalinlik dl¢timleri sekil 43° de gosterilmistir.

Asit grubundaki bazal membran kalinlig1 kontrol ve sham grubuna gore anlamli olarak
artmistir (p<0.05).

Resveratrol grubunda ise bazal membram kalinlig1 asit grubuna gore anlamli azalmigtir
(p<0.05) ve kontrol grubuna yakin sonuglar elde edilmistir.

Sonuglar SPSS 15,0 paket programinda Kruskal Wallis Varyans Analizi ve Mann-
Whitney U testleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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Sekil 43. Tiim gruplarin seminifer tiibiil bazal membran ¢ap ortalamasi

4.4, IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.4.1. TUNEL Boyama

Kontrol grubu testis kesitlerinde; seminifer tiibiiller, ara bag dokusu ve bag dokusunda
yer alan damar ve Leydig hiicre topluluklar1 normal yapida gozlemleniyordu. Kontrol
grubunda seminifer tiibiillerde bulunan primer spermatositlerde birkag TUNEL pozitif
hiicreye rastlanmigtir.

Sham grubu testis kesitlerinde kontrol grubuna yakin sayida tunel pozitif hiicreye
rastlanmigtir.

Asit grubunda seminifer epitelde ve leydig hiicrelerinde kiigiik, orta ve biiyiik
biiyiiltmelerde TUNEL pozitif hiicrelerin son derece arttigi gozlendi. TUNEL pozitif
hiicrelerin genellikle primer spermatositler oldugu belirgindi.

Resveratrol uygulanan grupta TUNEL pozitif hiicrelerin bir dnceki asit grubuna gore

anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 44. Kontrol grubuna ait testis kesitleri 20 X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+

hiicreler gosterilmistir.

Sekil 45. Sham grubuna ait testis kesitleri 20X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+ hiicreler

gosterilmistir.
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Sekil 46. Asit grubuna ait testis kesiti 20X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+ hiicreler

gosterilmistir.

Sekil 47. Asit grubuna ait testis kesiti 40X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+ hiicreler

gosterilmistir.
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Sekil 48. Asit grubuna ait testis kesiti 40X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+ hiicreler

gosterilmistir.

Sekil 49. Asit grubuna ait testis kesiti 40X (TUNNEL). OKk ile interstisyel alanda
bulunan leydig hiicrelerindeki TUNNEL+ hiicreler gosterilmistir.
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Sekil 50. Resveratrol+asit grubuna ait testis kesiti 20X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+

hiicreler gosterilmistir.

Sekil 51. Resveratrol+asit grubuna ait testis kesiti 40X (TUNNEL). Ok ile TUNNEL+

hiicreler gosterilmistir.
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Sekil 52. Tiim gruplarin TUNNEL+ hiicre sayilar yiizdesi

4.4.2. Active Caspase-3 Boyama

TUNEL boyamaya ek olarak apoptotik hiicreleri belirlemek icin aktif kaspaz-3
boyamas1 yapilmistir.

Kontrol ve sham grubuna ait kesitler incelendiginde birka¢ pozitif hiicre disinda aktif
kaspaz-3 immunoreaktivite gosteren apoptotik hiicreye rastlanmamistir (Sekil 53, 54).

Asit grubuna ait kesitler incelendiginde apoptotik hiicre sayisinin artmig oldugu
gozlenmistir (Sekil 55).

Resveratrol+asit grubuna ait kesitler incelendiginde apoptotik hiicre sayisinin dnemli

olglide azaldig1 gozlenmistir (Sekil 56).
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Sekil 53. Kontrol grubuna ait testis kesiti 40X. Ok Aktif kaspaz-3 immunoreaktivite

gosteren hiicreler gosterilmistir.

Sekil 54. Sham grubuna ait testis kesiti 40X. Ok ile Aktif kaspaz-3 immunoreaktivite

gosteren hiicreler gosterilmistir.
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Sekil 55. Asit grubuna ait testis kesiti 40X. Ok ile Aktif kaspaz-3 immunoreaktivite

gosteren hiicreleri gosterilmistir.

Sekil 56. Resveratrol+asit ait testis kesiti 40X. Ok ile Aktif kaspaz-3 immunoreaktivite

gosteren hiicreler gosterilmistir.

86



4.5. Elekron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde; seminifer tiibiilleri ¢evreleyen membrana
propria tabakasi incelendiginde diizenli bir bazal lamina yapisi gozlenmekteydi. Bazal
laminanin altinda bulunan myoid hiicre ve spermatogonyumlarin ¢ekirdek ve sitoplazmasinin
normal yapida oldugu dikkat ¢ekmektedir. Centikli, ovoid sekle sahip, dkromatik niikleus,
belirgin niikleolusa sahip sertoli hiicreleri ile seminifer tiibiil i¢inde yerlesmis olan farkl
gelisim asamalarindaki spermatositler, hiicre-hiicre baglantilar1 ve sertoli-sertoli hiicre
baglantilar1 da diizgiin morfolojide oldugu goriilmektedir (sekil 57).

Sham grubuna ait kesitler incelendiginde kontrol grubuna benzer bulgular elde
edilmistir. Bazal lamina {izerine oturan diizglin ve yuvarlak spermatogonyumlar gozlendi.
Sertoli hiicreler ve primer spermatositlerde ise dikkat edilecek bir farklilasma
gozlenmemektedir (sekil 58).

Asit grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda bazal membranda kalinlagsma oldugu ve
yapisinin bozuldugu saptandi. Spermatositler arasinda hiicresel bozulmalar ve spermatogenik
seri hiicreleri arasinda ayrilmalar gozlenmekteydi. Spermatogonyumlarin aralarinda sertoli
hiicreleri goriilmekteydi. Sertoli-sertoli hiicreleri arasindaki baglant1 6zeliklerinde bozulmalar
gozlemlendi ve hiicreler arasinda olduk¢a fazla miktarda bosluklar bulundu. Primer ve
sekonder spermatositlerin iizerinde gelismekte olan spermatidlerin dizilimler bozulmus ve
daginik olarak gozlemlendi. Leydig hiicrelerinde ise yogun diizensiz ¢ekirdekler, koti
tanimlanmis niikleer membran ve kondanse kromatin gézlendi (sekil 59 ).

Resveratrol+asit grubuna ait kesitler incelendiginde; bazal lamina, leydig, sertoli ve
spermatogenik hiicrelerde kontrol grubuna yakin bulgular elde edildi. Bazal lamina normal
kalinlikta, sertoli, leydig ve spermatogenik hiicrelerde hiicresel biitiinliik korunmaktaydi. Bu

sonuglar resveratroliin, PFDoA tarafinda olusan ultrastriiktiirel hasar1 onledigini gdstermistir
(sekil 60).
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Sekil 57. Kontrol grubuna ait testis dokusunun ince kesiti. Bazal membran (Bl),
spermatogonyum (Sg), primer spermatosit (St), sertoli hiicresi (Se) gozlenmektedir ve
interstisyel alanda leydig hiicreleri (L) goriilmektedir. Uranil Asetat-Kursun Sitrat, X630,
X800, X2000 biiyiitme.

Sekil 58. Sham grubuna ait testis ince kesiti. Spermatogonyum (Sg), primer spermatosit
(St) ve interstisyel alanda leydig hiicreleri (L) goriilmektedir. Uranil Asetat-Kursun Sitrat
X1600, X2000 biiyiitme.
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Sekil 59. Asit grubuna ait testis ince kesiti. Kalinlasan bazal membran (B.L) ve hiicreler
arasinda olusan bosluklar gozlenmektedir. (L) leydig hiicresi. Uranil Asetat-Kursun Sitrat
X1000, X1250, X1000 biiyiitme

Sekil 60. Resveratrol +asit grubuna ait testis ince kesiti X1600. Normal kalinlikta bazal
membran (B.L), hiicresel biitiinliigii bozulmamig ve birbirine yakin hiicreler gézlenmektedir.
(Sg) Spermatogonyum, (St) primer spermatosit, (L) leydig hiicreleri. Uranil Asetat-Kursun
Sitrat X1600, X1250 biiyiitme.

4.6. Biyokimyasal Bulgular

4.6.1. MDA Degerleri

Tiim gruplarin ortalama MDA degerleri sekil 61° de gosterilmistir.

Asit grubundaki MDA, kontrol ve sham grubuna gdre anlamli artmistir (p<0,05 ).

Resveratrol+asit grubundaki MDA, asit ve kontrol grubuna gore anlamli azalmistir
(p<0,05).
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Sekil 61. Tiim gruplarin ortalama MDA degerleri.

4.6.2. GSH degerleri

Tiim gruplarin ortalama GSH degerleri sekil 62° de gosterilmistir.

Asit grubundaki GSH degerleri, kontrol ve sham grubuna gore anlamli olarak azalmistir
(p<0,05).

Resveratrol+asit grubundaki GSH degerleri, kontrol, asit ve sham grubuna gore anlamli
artmistir (p<0,05 ).

Sham grubundaki GSH degerleri, kontrol grubuna gore anlaml diigmiistiir (p<0,05 ).
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Sekil 62. Tiim gruplarin ortalama GSH degerleri.



4.6.3.80D Degerleri

Tilim gruplarin ortalama SOD degerleri sekil 63’de gosterilmistir.

Asit grubundaki SOD degerleri kontrol grubuna gore artmistir fakat anlamli degildir
(p>0,05).

Resveratrol+asit grubundaki SOD degerleri, kontrol, sham ve asit grubuna gore anlaml

olarak artmistir (p<0,05).
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Sekil 63. Tiim gruplarin ortalama SOD degerleri

4.6.4. Testosteron Degerleri

Tiim gruplarin ortalama testosteron seviyesi sekil 64’de gosterilmistir.

Asit grubundaki testosteron seviyeler kontrol ve sham grubuna gore anlamli azalmigtir
(p<0,05).

Sham grubundaki testosteron seviyesi kontrol grubuna gére anlamli olarak artmigtir
(p<0,05).

Resveratrol+asit grubundaki testosteron seviyesi kontrol ve asit grubuna gore anlaml

olarak artmistir (p<0,05).
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Sekil 64. Tiim gruplarin ortalama testosteron seviyeleri
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5. TARTISMA

Insan saglig1 ve doga icin zararli, biyo birikimli ve dogada kolay ¢oziinmeyen perflorlu
bilesiklerin diinyadaki tiim canlilar1 ve dogal yasami tehdit ettigine iliskin birgok bilimsel
kanit bulunmaktadir.

Oksidatif stres, serbest radikallerin dokularda fiziksel hasara yol agtig1 bir siirectir. Bu
hasar antioksidan maddelerle giderilmeye calisilir (171, 172). Testiste ¢esitli nedenlerle
oksidatif stres gelistigi ve olusan serbest radikallerin antioksidanlarla giderildigini gosteren
calismalar mevcuttur (147, 173).

Son donemlerde, antioksidan 6zellige sahip dogal maddelerin ve besinlerin serbest
radikallerin neden oldugu hiicresel hasar iizerine olan olas1 faydalari bircok arastirici
tarafindan calisilmaktadir. Bu dogal bilesiklerden biri de viniferinler ailesinden olan RES’dir
(174). En ¢ok bilinen antioksidanlar olan E vitamini ve C vitamininden daha gii¢lii olan RES;
OH. ve O; .- radikallerini siiptiriir, OH. radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonu inhibe
eder, OH. ile H20,’in neden oldugu DNA hasarmi onler. Protein oksidasyonunu engeller.
Serum antioksidan kapasitesini artirir. Diisiik dansiteli lipoproteinlere baglanarak lipoprotein
peroksidasyonunu inhibe eder. RES’iin ayrica, antikanser, Ostrojenik, antiplatelet,
vazorelaksan, iskemireperfiizyon hasarindan koruyucu, antienflamatuvar, hepatoprotekitif,
antimikrobiyal aktiviteli oldugu tespit edilmistir (175, 176).

Bu calismada ise perflorododekonoik (PFDoA) asidin testiste olusturdugu hasara karsi
resveratroliin koruyucu etkisi ultrastriiktiirel, immunohistokimyasal ve biyokimyasal olarak
arastirilmastir.

PFDoA’ nin testiste olusturdugu hasara karsi resveratroliin koruyucu etkisi ilk kez
caligilmistir.

Calismamizda oksidatif stres belirteclerinden biri olarak doku MDA diizeyleri
degerlendirilmistir. Ciinkii artmis MDA konsantrasyonu lipid peroksidasyonu ve doku
hasarina isaret etmektedir (177).

H.zhang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada, rat karacigerlerinde PFDoA ile indiiklenen
oksidatif stres sonucunda MDA seviyelerinde anlamli artis gosterilmistir (178). Bizim
calismamizda da, PFDoA verilen asit grubundaki si¢anlarin testislerinde MDA seviyelerinin
diger gruplara gore anlaml olarak yiiksek bulundugu gosterilmistir (p<0,05). Ayni sekilde
resveratroliin oksidatif stres iizerine olumlu etkisinin dokularda MDA diizeylerini azaltarak

gosterdigi de bilinmektedir (173, 179). Ancak PFDOA ile birlikte resveratrol verilerek doku
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MDA diizeylerinin bakildigr bir c¢alisma literatiirde yoktur. Bu bilgilerden hareketle
resveratrol, PFDoA’nin olusturdugu oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ve doku hasarimi
olumlu olarak etkiledigi gosterilmistir.

Bir diger biyokimyasal parametre olarak testis GSH diizeyleri incelenmistir. GSH
stiperoksit radikaline karsi hiicresel savunma sisteminin kilit bilesenidir. GSH konsantrasyonu
ve hiicresel GSH-GSGG  turnover hizi oksidatif stresin bir gostergesidir. GSH seviyelerinin
stiperoksit radikali ile siiperoksid kokenli diger bilesenlerin yarattigi lipid peroksidasyon
miktar1 ile ters orantili oldugu gosterilmistir (180). Cesitli sebeplerle oksidatif stres
olusturulan c¢alismalarda doku GSH diizeylerinin oksidatif siirecin takibi i¢in iyi bir parametre
oldugu gosterilmistir (173, 181). Ancak PFDOoA ile birlikte resveratrol verilerek doku GSH
diizeylerinin bakildigi bir ¢alisma yoktur. Yaptigimiz ¢alismada PFDOA’ ya maruz kalan
grupta GSH diizeylerinin anlamli olarak diismesi, oksidatif stres halinde dokuda GSH
tiketiminin artmasi ile agiklanabilir. PFDoA ve resveratroliin beraber verildigi grupta GSH
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli artmasi (p<0,05) resveratroliin oksidatif stresi
azaltarak GSH tiiketimini diisiirmesine bagli oldugu diistinlilmiistiir. Bizim ¢alismamizda ise
resveratroliin koruyucu etkisi gorebilmek icin PFDoA’ dan Once resveratrol oral gavaj ile
uygulanmistir. Sonuglarimiza gére RES, PFDoA’nin neden oldugu artan radikal iiretimini
azaltarak GSH diizeylerinin artmasina neden olmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ise resveratrol grubundaki GSH diizeyi, kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p<0,05).

Bir metalloenzim olan SOD, O, .-’i detoksifiye ederek, hiicreleri serbest radikallerin
neden oldugu oksidatif hasara kars1 korur.

Levi ve Arasia’nin yaptig1 calismada ise 0,2 ve 0,5 mg/kg/ PFDoA verilen gruplarda
SOD aktivitesindeki anlamli diisis, SOD protein seviyesindeki azalma ve SOD’un
antioksidan yeteneginin inhibe oldugunu gostermislerdir (182). Boylece testis hiicrelerinin
stiperoksit radikallerini temizleme yetenegi azalmis olur. Bizim ¢aligmamizda ise asit grubuna
10 mg/kg/giin PFDoA verilmis, kontrol grubuna gore artis goriilmiistiir fakat anlamli degildir
(p>0,05). Kontrol ve sham gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamuistir (p>0,05).

Sicanlarda olusturulan kronik alkol tiikketiminin karaciger dokusunda neden oldugu
oksidatif hasara bagli olarak azalan SOD aktivitesinin RES uygulamasiyla kontrole yakin bir
diizeye yiikseldigi bildirilmistir (183). Bizim ¢alismamizda ise RES uygulamasi ile testis

dokusundaki SOD aktivitesi, asit grubuna gore anlamli olarak artmistir (p<0,05).
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Ureme fonksiyonlari {izerinde énemli bir gorevi olan serum testosteron seviyeleri de
PFDoA ‘dan olumsuz bir sekilde etkilenmektedir. Shi ve arkadaslarinin yaptig1 calismada 5
ve 10 mg/kg/giin PFDoA verilen grupta serum testosteron seviyesi kontrol grubuna gore
anlamli olarak diismistiir (p<0,05) (12). Shi ve arkadaslarinin yaptiklar1 benzer ¢alismada ise
0,2 mg/kg/giin veya 0,5 mg/kg/glin PFDoA ‘ya kronik (110 giin) maruz kalan ratlarin serum
testosteron seviyesinde de benzer sonuglar elde edilmistir. Bizim c¢alismamizda da asit
grubuna ait deneklerin serum testosteron seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli olarak
azalmistir (p<0,05) (161). Bu sonuglarla birlikte leydig hiicrelerinde goriilen apopitoz,
PFDoA’nin leydig hiicreleri lizerine direkt etkisi oldugunu ve steroid sentezini inhibe ettigini
distindiirmektedir.

Shin ve arkadaglar1 trans-resveratroliin erkek iireme sistemi islevlerine etkisini
incelemislerdir. Calismada ex vivo olarak penis ereksiyonu, in vivo olarak da sperm sayis1 ve
kalitesi incelenmistir. Calismanin sonucunda trans-resveratroliin kan testosteron diizeylerini,
sperm sayilarini ve epididimal sperm hareketliligini arttirmanin yaninda, penis ereksiyonunu
da tetikleyerek tireme islevinde olumlu bir etkiye neden oldugu belirlenmistir (184).

Forgacs ve arkadaslar1 fare primer Leydig hiicre kiiltiirliniin testosteron liretimine
resveratroliin etkisini incelemiglerdir. Primer Leydig hiicre kiiltiirleri, 48 saat siiresince 1,56-
200 pM konsantrasyonda resveratrole verilmistir. Sonugta 12,5-50 pM resveratrolun
testosteron liretimini arttirdigi belirlenmistir (185).

Bizim ¢aligmamizda ise 40 mg/kg/giin resveratrol ile birlikte 10 mg/kg/giin PFDoOA
uygulanan grupta resveratroliin, serum testosteron seviyesi lizerindeki olumlu etkisi
gosterilmistir. Resveratrol uygulanan gruptaki serum testosteron seviyesi asit gurubuna gore
anlamli olarak artmistir (p<0,05).

Shi ve arkadaslariin yaptig1 ¢alismada 110 giin (kronik) 0. 5 mg PFDoA/kg/gilin maruz
kalan sicanlarin testislerinde morfolojik degisikliklerin gdzlendigini ve spermatogenezisde
onemli rol oynayan seminifer tiibiillerin olumsuz yonde etkilendigi gosterilmistir (161).
Literatiir taramasinda 14 giin (akut) PFDoA’ya maruz kalan sicanlarin testislerin histolojik ve
immunohistokimyasal degerlendirilmesi bulunmamaktadir. Bizim ¢alismamizda elde edilen
151k mikroskobik bulgularda ise; 14 giin (akut) 10 mg/kg/PFDoA’ ya maruz kalan asit
grubunun seminifer tiibiil ¢aplari, kontrol ve sham grubuna gore anlamli olarak azalmistir.

Bazal membran kalinlig1 ise kontrol ve sham grubuna gére anlamli artmistir (p<0,05).
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Yong-guang ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada, 2,5-hexanedione (HD) ile olusturulan
testikiiler hasarda resveratroliin spermatogezis siirecinindeki olumlu etki gosterilmistir. Bu
calismada 5 grup olusturulmustur. 5 hafta boyunca grup A kontrol, grup B,C,D,E’ye 1% 2,5-
HD, 9 hafta boyunca grup C,D,E’ ye intragastrik uygulama ile farkli konsantrasyonlarda
resveratrol (20 mg-kgt-d?, 40 mgkg'd* ve 80 mgkg'd') verilmistir. Caligmanin
bitiminde, resveratroliin artan dozunda seminifer tiibiil ¢aplar1 kontrol grubuna yakin oldugu
ancak kontrol grubundan daha diisiik oldugu gosterilmistir (170).

Bizim c¢alismamizda ise PFDoA’ ya maruz kalan grupta, epitel boyunun ve seminifer
tiibiil capinin diger gruplara karsin azaldigi, PFDoA ile birlikte resveratrol uygulanan grupta,
seminifer tiibiil capinda, kontrol grubuna goére hala anlamli azalmanin goriilmesi,
resveratroliin dozunun seminifer tiibiil cabinda tam yeterli olamadigini, etki siiresinin kisa ya
da dozun yetersiz oldugunu diistindiirmektedir.

Resveratrol+PFDoA grubundaki bazal membran kalinliginin ise asit grubuna gore
anlamli olarak azalmasi, resveratroliin yeterli oldugu gosterilmistir (p<0,05).

Akut ve kronik, oral ya da intraperitonal etanol uygulanan c¢alismalarda serbest
radikallerin ve lipid peroksidasyonun arttigi gosterilmistir (186, 187, 188, 189, 190, 191).
Husain ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada etanol ile indiiklenen oksidativ stres sonucunda
GSH-Px, SOD ve CAT aktivitesinde diisiis gozlenmistir (192). Kurus ve arkadaslarinin
yaptig1i c¢aligmada ise 3 ay boyunca 6% etanol ve standart diyet ile ad libitum beslenen
deneklerin GSH-Px, SOD ve CAT degerlerinde anlamh diisiis go6zlenmistir (193).
Grattagliano ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada ise 8 hafta 3% liik etanol uygulanarak GSH
degerlerinde anlamli azalma gozlenmistir (194). Bizim ¢alismamizda ise 14 giin oral yolla 5%
lik alkol uygulanan deneklerde GSH degerlerinde anlamli olarak azalma gézlenirken, MDA
ve SOD degerlerinde anlamli degisiklikler gozlenmemistir.

Akut alkol tiiketiminin testikiiler hasara yol agtigini gosteren calismalar vardir (195,
196). Kurus ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada 3 ay boyunca 6% etanol ve standart diet ile
ad libitum beslenen deneklerin testislerindeki seminifer tiibiil ¢caplarinda azalma, seminifer
tiibiillerde dejenerasyon ve atrofi, epitel boyunca kisalma ile dokiilmeler gozlenmistir (193).
Bizim ¢alismamizda ise sham grubunda 14 giin boyunca 5% lik etanol uygulanarak seminifer
tiibiil caplarinda azalma, az da olsa seminifer tiibiillerde atrofi ve spermatogenezisde
bozulmalar gbzlenmistir. Bu sonuglar diger gruplar ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda;

sham grubundaki seminifer tiibiil ¢ap1 kontrol grubuna gére anlamli olarak azalmistir. Johnsen
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skorlama sistemi gore elde edilen sonuglarda ise sham grubunda kontrol grubuna gére anlaml
azalma gozlenmistir. Fakat asit grubundaki azalma kontrol ve sham grubuna gore anlamli
bulunmustur. Bazal membran kalinliginda ise sham grubunda anlamli degisiklikler
gbzlenmemistir. Bu sonuglar 14 giin 5% lik alkol tliketiminin seminifer tiibiil capinda anlaml
azalmaya, spermatogenezisde az da olsa bozulmalara yol agtigini, oksidatif stres
belirteclerinden biri olan GSH degerlerinde anlamli azalmaya yol acarken diger degerleri
etkilemedigi gozlenmistir.

Etanoliin hipotalamus-hipozif gonadal aks {izerine etkileri kapsamli olarak
calistlmaktadir (197, 198). Akut Yiiksek doz etanoliin genel olarak ratlarda testosteron
seviyesini diislirdigii bilinmektedir (199, 200). Diisiik dozlarda ise testosteron seviyesini
diistirdiigii, arttirdign ya da degistirmedigini gosteren ¢alismalar da rapor edilmistir (199, 200,
201, 202). Fernandez-Mateos ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada 35 giin boyunca (6. 2 %
w/v) etanol diyeti uygulanmistir. 5 hafta boyunca haftanin 3 giinii alkol diyeti, 4 giinii ise siv1
diyeti uygulanmistir. Deney bitiminde kesintili alkol tiiketiminin kronik alkol tiiketimine gére
testosteron seviyesini arttirdigl gosterilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise sham grubunda 14 giin
boyunca yaklasik 5%’ lik alkol uygulanarak testosteron seviyesinin kontrol grubuna gore
anlamli arttig1 goriilmistiir (203).

Bu calismada histolojik parametrelerden biri olan Johnsen skoru da kullanildi. Ciinkii
Johnsen skoru seminifer tiibiillerde gergeklesen spermatogenezin yeterliligini ve olgun
spermatozoa sayisini verir. Antioksidanlarin oksidatif stres sonucu bozulan spermatogenez
tizerine olumlu etkilerinden yola ¢ikarak, PFDoA ve resveratroliin testiste ortaya ¢ikaracagi
etkilerini Johnsen kriterleri ile degerlendirdik.

Dort grubun testis seminifer tubulleri histolojik olarak incelendiginde Johnsen skoru
PFDoA’ya maruz kalan grupta digerlerine gore anlamli olarak diisiikk bulundu (p<0,05).
Bulgularimiz 1s18inda PFDoA maruziyetin tiibiiler spermatozoa maturasyonunu bozdugu
goriilmistiir. PFDoA alimiyla birlikte resveratrol verilmesinin sperm maturasyon siireci
tizerindeki olumsuz etkiyi degistirdigini diistinmekteyiz.

Revel ve arkadaslari, Benzo(a)piren’e (Bap) etkin kalmanin sperm DNA’ sinda hasar ve
apopitoza etkisi ile dogal aril hidrokarbon reseptér (AhR) antagonisti olan resveratroliin olasi
hasarlara koruyucu oOzelligini degerlendirdikleri c¢alismalarinda 2 deney diizenegi
olusturmuslardir. Calismanin sonucunda, farelerin Bap’a etkin kalmasinin spermatogenezisde

toksik bir etki olusturdugu ve sperm yogunlugunda azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
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Bununla birlikte, resveratroliin, ireme islevinde, toksik maddenin etkilerinin 6nlenmesinde
tyilestirici islev gosterdigi, sperm DNA hasar iiriinlerinin olusumunu ve apopitozu dnemli
oOl¢iide azaltabildigi saptanmistir (204).

Uguralp ve arkadaslarinin yaptiklar1 g¢alismada, deneysel testis torsiyonu sonrasi
resveratrol uygulamasinin, testikiiler iireme hiicrelerinin apopitozu {izerine etkilerini
degerlendirmislerdir.  Sonugta resveratroliin  testislerde {ireme hiicre apopitozunu
azaltabilecegi gosterilmistir (147).

Shi ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, 5 ve 10 mg PFDoA/kg/giin’ ya maruz kalan
ratlarin testislerinde bulunan leydig, sertoli ve spermatogenik hiicrelerde apoptozun
karakteristik ozellikleri gozlenmistir. Bu 06zellikler; yogun diizensiz nukleus, kondanse
kromatin ve iyi tanimlanmamis niiklear membrandir (12).

Bizim ¢alismamizda da bazal membranda kalinlagsma oldugu ve yapisinin bozuldugu,
spermatogonyumlardan tiirevlenen spermatositler arasinda hiicresel bozulmalar ve
spermatogenik seri hiicreleri arasinda ayrilmalar gozlenmekteydi. Sertoli-sertoli hiicreleri
arasindaki baglant1 6zeliklerinde bozulmalar ve hiicreler arasinda oldukca fazla miktarda
bosluklar bulundu. Primer ve sekonder spermatositlerin {iizerinde gelismekte olan
spermatidlerin dizilimleri bozulmus ve daginik olarak gozlemlendi. Leydig hiicrelerinde ise
yogun diizensiz ¢ekirdekler, kotii tanimlanmis niikleer membran ve kondanse kromatin
gozlendi.

PFDoA’nin neden oldugu olumsuz etkiye resveratroliin koruyucu 0&zelligi
arastirildiginda  asit uygulanan gruptaki tunel pozitif hiicrelerin ve aktif kaspaz-3
immunoreaktivite gosteren apoptotik hiicre sayisinin anlamli olarak arttigi goriilmustiir.

Revel ve arkadaslarinin yaptigi calismada, resveratroliin, iireme islevinde, toksik
maddenin etkilerinin 6nlenmesinde iyilestirici islev gosterdigi, sperm DNA hasar {irlinlerinin
olusumunu ve apopitozu 6nemli 6l¢iide azaltabildigi saptanmistir.

Bizim calismamizda da resveratrol+asit grubunda apoptatik hiicre sayisinin asit grubuna
gore anlamli olarak azaldigi Revel ve Uguralp’ in bulgularina benzer sonuglar elde edilerek
apoptozis ve apoptotik degisikliklerin resveratroliin antioksidan etkisi ile anlamli olarak

azaldig1 saptanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz endiistriyel alanda yaygin kullanimi olan PFDoA’ nin erkek iireme sistemi
lizerine neden olabilecegi olumsuz etkilerin belirlenmesi ve bu etkilere antioksidanlarin
koruyucu etkilerin arastirilmasi agisindan 6nem kazanmaktadir.

Literatlirde resveratroliin, perflorlu kimyasallardan PFDoA toksisitesine kars1 koruyucu
etkisini gosteren bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu agidan ¢alismamiz literatiirdeki boslugu
dolduracaktir. Resveratroliin, PFDoA sonucu olusan testikiiler hasara karsi koruyucu etkisi ilk
defa bizim calismamizda histokimyasal olarak hematoksilen & eozin, masson trikrom ve
PAS, immiinohistokimyasal olarak TUNEL ve aktif kaspaz-3 boyamalar1 yapilarak, testis ince
yapist ultrastriiktiirel diizeyde incelenerek ve biyokimyasal olarak SOD, MDA, GSH ve
testosteron diizeyleri dlciilerek degerlendirilmistir.

Calismamizdan elde edilen verilere gore perflorlu kimyasallara maruz kalan sicanlarin
testislerinde doku hasar1 olusturdugu, oksidatif strese yol agtii, apoptozu arttirdigi,
biyokimyasal parametrelerde de Onemli degisikliklere yol actifi sonucuna varilmistir.
Resveratroliin, PFDoA’nin ile olusturulan oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, doku hasarini,

apoptozu Onledigi ve serum testosteron seviyelerini olumlu olarak etkiledigi goriilmektedir.
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