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OZET

Postnatal Gelisim Siirecinde Sican Testis ve Epididimisinde GSTK1 ve GSTT1
[fadesinin Incelenmesi

Testis ve epididimis, postnatal gelisimde karmasik hiicresel farklilasma ve hormonal
diizenlemelerle islevsel hale gelir. Bu siireglerde artan reaktif oksijen tiirleri, oksidatif
stres potansiyeli yaratir. Glutatyon S-transferaz (GST) enzimleri, indirgenmis
glutatyonu zararh bilesiklerle birlestirerek bu strese karsi koruma saglayan antioksidan
savunma sisteminin 6nemli bir pargasidir. GSTK1 ve GSTTI izoenzimlerinin
ifadesindeki degisikliklerin sperm kalitesi, DNA biitiinliigli ve hormon dengesini
etkileyerek erkek infertilitesiyle iligkili olabilir. Bu ¢alismada GSTK1 ve GSTTI1
izoenzimlerinin sigan testis ve epididimis (baslangi¢, kaput, korpus ve kauda)
dokularindaki postnatal gelisim siiresince (neonatal: 5. giin, infantil: 20. giin,
peripubertal: 50. giin, ge¢ ergenlik: 70. giin) hiicresel lokalizasyon ve ifade bigimleri
degerlendirilmistir. ifade diizeyleri immiinohistokimyasal yontem ile belirlenmistir.
Semikantitatif skorlamaya ek olarak kantitatif analiz gerceklestirilmistir. GSTK1
acisindan neonatal donemde testis dokusunda yalnizca gonositlerde sinirli diizeyde
immiinreaktivite gdzlenmis, Sertoli ve Leydig hiicreleri negatif bulunmustur. Infantil
donemde spermatositler ve Leydig hiicrelerinde pozitiflik saptanmistir. Peripubertal
donemde primer spermatositlerde en yliksek diizeyler goriilmiis, diger germ hiicreleri
ve Sertoli hiicrelerinde ifade daha diisiik seviyelerde seyretmistir. Geg ergenlik
doneminde primer spermatositlerdeki yogunluk korunmus, diger hiicre tiplerinde
sinirhi  dlizeyler devam etmistir. Epididimis epitelinde artis yasla birlikte
belirginlesmis, maksimum deger gec ergenlik doneminde kauda segmentinde tespit
edilmistir. Kantitatif analizde testis i¢in en yiiksek deger ge¢ ergenlik doneminde elde
edilmistir. GSTT1 agisindan neonatal donemde testiste yalnizca Leydig hiicrelerinde
giiclii pozitiflik bulunmus, germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri negatif olarak
degerlendirilmistir. Infantil ddnemde Leydig hiicrelerindeki yiiksek ifade korunmus,
spermatogonyum, spermatosit ve Sertoli hiicrelerinde diisiik diizeyli pozitiflik ortaya
cikmistir. Peripubertal ve gec ergenlik donemlerinde Leydig hiicrelerindeki ifade
devam etmis, germ hiicrelerinde diigiik seviyeler izlenmistir. Epididimis epitelinde
neonatal donemde diisiik olan GSTT1 ifadesi, infantil ddonemden itibaren artmis ve en
yiiksek diizeyler peripubertal ve ge¢ ergenlik donemlerinde kauda segmentinde tespit
edilmistir. Kantitatif analizde testis i¢in en yiiksek deger peripubertal ve gec ergenlik
doneminde gézlenmistir. Sonug olarak, GSTK1 daha ¢ok germ hiicrelerinde, 6zellikle
primer spermatositlerde ve epididimis distal segmentinde yogunlasirken; GSTT]1 esas
olarak Leydig hiicrelerinde ve epididimis epitelinde yaygin olarak ifade edilmistir.
Bulgular, antioksidatif savunma mekanizmalarinin postnatal gelisim siiresince hiicre
tipi ve bolgeye Ozgii olarak farklilastigini ve her iki enzimin oksidatif stresin
kontroliinde tamamlayici roller listlendigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epididimis, Glutatyon-S-transferazlar, Oksidatif Stres, Testis

Xi



ABSTRACT

Investigation of GSTK1 and GSTT1 expression in rat testis and epididymis during
postnatal development

The testis and epididymis are crucial components of the male reproductive system,
becoming functional during the postnatal development process through complex
cellular differentiation and hormonal regulations. Throughout these processes, the
production of reactive oxygen species increases, elevating the potential for oxidative
stress. Glutathione S-transferases (GSTs) are an important part of the antioxidant
defense system that counteracts this condition by conjugating reduced glutathione with
harmful compounds, thereby neutralizing them. Changes in the expression of GSTK 1
and GSTTI isoenzymesmay be associated with male infertility by affecting sperm
quality, DNA integrity, and hormonal balance. In this study, the cellular localization
and expression patterns of GSTK1 and GSTT1 isoenzymes were evaluated in the testis
and epididymis (initial segment, caput, corpus, and cauda) tissues of rats during
postnatal development (neonatal: 5th day, infantile: 20th day, peripubertal: 50th day,
late pubertal: 70th day). Expression levels were determined using the
immunohistochemical method. Besides semiquantitative scoring, a quantitative
analysis was performed. Limited GSTK1 immunoreactivity was observed only in
gonocytes in the testis tissue during the neonatal period, while Sertoli and Leydig cells
were found to be negative. During the infantile period, positivity was detected in
spermatocytes and Leydig cells. The highest levels were seen in primary
spermatocytes during the peripubertal period, with expression remaining at lower
levels in other germ cells and Sertoli cells. In the late pubertal period, the intensity in
primary spermatocytes was maintained, while limited levels continued in other cell
types. In the epididymal epithelium, the increase became more pronounced with age,
with the maximum value detected in the cauda segment during the late pubertal period.
In the quantitative analysis for the testis, the highest value was obtained during the late
pubertal period. Strong GSTT1positivity was found only in Leydig cells in the testis
during the neonatal period, while germ cells and Sertoli cells were evaluated as
negative. During the infantile period, the high expression in Leydig cells was
maintained, and low-level positivity emerged in spermatogonium, spermatocytes, and
Sertoli cells. Expression in Leydig cells continued during the peripubertal and late
pubertal periods, with low levels observed in germ cells. In the epididymal epithelium,
GSTT]1 expression, which was low in the neonatal period, increased from the infantile
period onwards, and the highest levels were detected in the cauda segment during the
peripubertal and late pubertal periods. In the quantitative analysis for the testis, the
highest value was observed during the peripubertal and late pubertal periods. In
conclusion, GSTK1 is more concentrated in germ cells, particularly primary
spermatocytes, and the distal segment of the epididymis, while GSTTI is
predominantly expressed in Leydig cells and the epididymal epithelium. The findings
indicate that antioxidant defense mechanisms differentiate in a cell-type and region-
specific manner during postnatal development and that both enzymes undertake
complementary roles in the control of oxidative stress.

Keywords: Epididimis, Glutathione S-transferases, Oxidative Stress, Testis
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1. GIRIS

Erkek iireme sisteminin islevsel biitiinliigii, temel olarak iki onemli organin
uyum icerisinde ¢alismasina dayanmaktadir: Testis ve epididimis. Testis, erkek gamet
hiicrelerinin, yani spermatozoalarin iiretildigi spermatogenez siirecinin gerceklestigi
esas lireme organidir. Bu karmasik siire¢, seminifer tiibiiller ad1 verilen 6zellesmis
yapilar igerisinde, kok hiicre niteligindeki spermatogonyumlarin bir dizi mitotik ve
mayotik boliinme gecirerek olgun spermatozoalara farklilagmasiyla tamamlanir. Bu
gelisim, germ hiicrelerini besleyen, koruyan ve destekleyen Sertoli hiicreleri ile
tiibiiller arasindaki interstisyel alanda yer alan ve testosteron sentezinden sorumlu
Leydig hiicreleri tarafindan olusturulan mikrogevre iginde hassas bir sekilde yonetilir.
Testisten ayrilan spermatozoalar morfolojik olarak olgunlagsmis olsalar da heniiz
hareket ve dolleme yeteneginden yoksundurlar. Bu yeteneklerini, testislerle iligkili bir
bir organ olan epididimiste kazanirlar. Epididimis baslangi¢c segmenti, kaput, korpus
ve kuyruk olmak iizere anatomik ve islevsel olarak farkli boliimlere ayrilan uzun,
kivrimli bir yapiya sahiptir. Spermatozoalar, bu yap1 boyunca ilerlerken, epididimal
epitel tarafindan salgilanan cesitli proteinler ve molekiillerle etkilesime girerek
biyokimyasal ve yapisal olgunlagma siirecinden gegerler ve fertilizasyon kapasitesine

ulasarak kauda segmentinde depolanirlar (Picut ve ark., 2015).

Bu organlarin islevsel kapasitelerine ulagmasi, postnatal periyot boyunca
ger¢eklesen ve neonatal, infantil, juvenil, peri-pubertal ve post-pubertal olarak
siniflandirilan ardisik gelisim evrelerini kapsayan kapsamli bir yeniden yapilanma
stirecini gerektirir. Bu evreler boyunca, seminifer tiibiillerin limensiz kord yapisindan
liimenli tlibiil formuna gegisi, ¢aplarinin artmasi, kan-testis bariyerinin kurulmasi ve
germ hiicre serilerinin kompozisyonundaki degisimler gibi temel histomorfolojik
transformasyonlar gozlenir. Bu dinamikler, hipotalamus-hipofiz-gonad eksenin
aktivasyonuyla diizenlenen endokrin sinyaller ve parakrin etkilesimler tarafindan

hassas bir sekilde yonetilir (Shima, 2022).

Bu yogun metabolik ve proliferatif aktivite, ka¢inilmaz olarak reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretiminde bir artisa neden olur. ROS, fizyolojik konsantrasyonlarda

hiicresel sinyal yolaklarinin modiilasyonunda rol alarak gelisimi desteklerken,



antioksidan savunma mekanizmalarini agan diizeyde birikimi oksidatif stres sorununu
ortaya c¢ikarmaktadir. Erkek iireme sistemi, sperm plazma membranlarinin yiiksek
oranda coklu doymamis yag asidi (PUFA) igermesi, spermatozoalarin siirl
sitoplazmik antioksidan kapasitesi ve siirekli hiicre boliinmesi gibi nedenlerle oksidatif
hasara karst olduk¢a savunmasizdir. ROS {iretimindeki kontrolsiiz artig lipid
peroksidasyonu, protein denatiirasyonu ve DNA fragmentasyonu gibi sitotoksik
hasarlara yol acgarak germ hiicre apoptozunu tetikleyebilir, sperm morfolojisini
bozabilir ve sonug olarak fertilite kapasitesine ciddi sekilde azaltabilir (Barati ve ark.,

2020).

Hiicreler, bu oksidatif tehdide karsi, Faz II detoksifikasyon sisteminin iiyeleri
olan glutatyon S-transferazlar (GST’ler) da dahil bir¢ok enzim ve molekiilden olusan
karmasik ve etkin antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. GST enzimleri,
hiicrenin temel antioksidan molekiilii olan indirgenmis glutatyonu (GSH), ¢esitli
endojen ve eksojen toksik elektrofilik bilesiklere konjiige ederek bu maddelerin
biyolojik olarak inaktif ve viicuttan uzaklagtirilabilir maddelere doniistiiriilmesini
katalize ederler. Bu enzim ailesi i¢cinde, mitokondriyal matrikste lokalize olan GSTK 1
ve sitozolik bir enzim olan GSTT1, hiicre alt1 yerlesimlerine 6zgii islevleriyle dikkat
cekmektedirler. GSTKI1, o6zellikle enerji metabolizmasinin  yogun oldugu
mitokondrilerde olusan oksidatif yan iiriinlerin detoksifikasyonunda etkin bir rol
oynarken; GSTT1, lipid peroksidasyonu sonucu olusan reaktif karbonil bilesiklerinin
ve ¢esitli ksenobiyotiklerin nétralizasyonunda gorev alir (Ferreira ve ark., 2023; Raza,

2011; Salinas ve Wong, 1999; Sharma ve ark., 2004).

GST izoenzimlerinin ifade profillerinin tireme dokularinda gelisimsel olarak
diizenlendigini ve bu diizenlemenin spermatogenezin verimliligi ile sperm kalitesinin
siirdiiriilmesinde hayati bir rol oynadigi gosterilmistir. Dolayisiyla, bu enzimlerin
postnatal donemdeki konumsal-zamansal dagiliminin ve yogunlugunun ortaya
cikarilmasi, erkek fertilitesinin altinda yatan fizyolojik mekanizmalarin ve oksidatif
stres kaynakli infertilitedeki patofizyolojik mekanizmalarin anlasilmasi bakimindan
son derece Onemlidir. Literatiir taramasi sonucunda farkli postnatal gelisimsel
donemlerindeki sican testis ve epididimis dokusunda GSTK1 ve GSTT1 proteinlerin

ifade diizeyine yonelik herhangi bir ¢alisma olmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu tez



calismasinda erkek Wistar albino sican (Rattus norvegicus) testis ve epididimis
(baglangi¢ segmenti, kaput, korpus ve kauda) dokularinda GSTKI1 ve GSTTI1
proteinlerinin ifade diizeyleri immiinohistokimyasal yontemlerle incelenmesi
amaclanmistir (Fafula ve ark., 2019; Kyls ve ark., 1992; Shu ve ark., 2023; Zeng ve
ark., 2022).

Calisma, postnatal gelisimin kritik evrelerini temsil eden dort farkli yas
grubunda (her grupta n = 6) gercgeklestirilmistir: postnatal 5. giin (PNDS5, neonatal
donem), postnatal 20. giin (PND20, infantil dénem), postnatal 50. giin (PNDS50,
peripubertal dénem) ve postnatal 70. giin (PND70, ge¢ ergenlik donemi). Her yas
grubunundaki hayvanlardan alman doku ornekleri Bouin soliisyonunda tespit
edildikten sonra standart histolojik takip asamalarindan gecirilmistir. Alkol serileri,
metil benzoat ve benzen uygulamalarini takiben parafine gomiilmiistiir. Parafin
bloklardan alinan kesitler immiinohistokimyasal boyamaya tabi tutularak, GSTK1 ile
GSTT1 proteinlerinin hiicresel lokalizasyonu, dagilim yogunlugu ve ddénemsel
farkliliklar1 degerlendirilmistir. Immiinohistokimyasal bulgulara gore, PND5’te testis
dokusunda GSTKI1 ifadesi zayif diizeyde olup, baslica Sertoli hiicrelerinde sinirh
sitoplazmik reaksiyon seklinde saptanmistir. Bu donemde GSTT1 proteini belirgin bir
immiinreaktivite gostermemistir. PND20’de GSTK1 ifadesi Sertoli hiicrelerinde
belirgin artis gostermis ve bazi spermatogonyumlarda pozitif boyanma izlenmistir.
Ayni1 donemde GSTT1 proteini, interstisyel bolgede 6zellikle gelismekte olan Leydig
hiicrelerinde yogun olarak lokalize olmustur. PND50’de GSTK1 ifadesi spermatositler
ve erken spermatidler basta olmak {izere seminifer tiibiil germ hiicrelerinde artis
gostermistir. GSTT1 ise hem germ hiicreleri hem de interstisyel hiicrelerde yaygin
olarak ifade edilmistir. PND70’te GSTKI1 proteini, 6zellikle olgunlagsmakta olan
spermatidlerin sitoplazmasinda yogun olarak lokalize olmus; epididimisin kauda
bolgesinde de gliglii immiinreaktivite sergilemistir. Ayn1 donemde GSTT1 proteini,
kaput ve kauda epididimis bdlgelerinde yiiksek yogunlukta ifade edilmis; testiste ise
ileri evredeki spermatidler ve interstisyel hiicrelerde belirginlesmistir. Elde edilen
veriler, GSTK1 ve GSTTI1 enzimlerinin testis ve epididimis gelisiminde hem
donemsel hem de hiicre tipine 6zgii bir ifade paterni sergiledigini ortaya koymaktadir.

Bulgular, bu enzimlerin postnatal gelisim siiresince oksidatif dengenin korunmasinda,



germ hiicre maturasyonunun desteklenmesinde ve epididimal iglevlerin

diizenlenmesinde 6nemli rol iistlendigini gostermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Neonatal Donem (0—7 Giin)

Neonatal donem (postnatal giin 0-7), testisin dogum sonrasi cevresel ve
hormonal degisimlere adaptasyon sagladigi ilk evredir. Bu siirecte testis heniiz
olgunlasmamistir ve seminifer tiibiiller, liimensiz yapilar olan seminifer kordlar
seklindedir. Bu kordlar, oldukca dar ¢aplidir ve igleri yliksek hiicresel yogunlukta, stk
dizilmis germ ve somatik hiicrelerle doludur. Seminifer kordlarin merkezinde
gonositler yer alir ve bu hiicreler, ¢evrelerinde yogun sekilde mitoz gegiren immatiir
Sertoli hiicreleri ile birlikte testisin yapisal temelini olusturur. Kan-testis bariyeri ile
liimen olusumu heniiz baglamamistir. Dogum sonrasi ilk giinlerde gonositler, kordlarin
merkezinden bazal laminaya dogru gbé¢ ederek spermatogonial hiicre tipine
donlismeye baslar. Postnatal 6. ila 7. giin civarinda bu doniisiim tamamlanir ve testis
dokusunda artik spermatogonyumlar ve somatik hiicreler goriilmeye baslar (Malkov
ve ark., Picut ve ark., 2015). Bu sirada Sertoli hiicreleri immatiir karakterdedir ve
yuksek proliferatif aktivite gosterir. Yeni dogan sican testisinde Sertoli hiicre
proliferasyonu oldukca belirgindir ve bu artis postnatal ikinci haftanin sonuna kadar
devam eder. Sertoli hiicrelerinin sayica artmasiyla birlikte inhibin salgis1 da artig
gosterir. Bu durum, negatif geribildirim yoluyla hipofizden folikiil uyarict hormon
(FSH) salinimin1 baskilamaya baglar. Dogumdan hemen sonraki giinlerde FSH diizeyi
oldukca yiiksektir ve gonositlerin spermatogonyumlara doniisiimiinii destekleyen
temel hormonal etkendir. Ancak inhibin salgisindaki artis ile birlikte neonatal donemin
sonuna dogru FSH diizeyi diismeye baslar (Nascimento ve ark., 2016; Picut ve ark.,
2015). Neonatal donemde luteinlestirici hormon (LH) diizeyleri de gorece artis
gosterir. Fotal donemde sicanlarda testis gelisimi, LH’dan bagimsiz olarak
gergeklestigi icin dogumdan sonra kisa siireli bir hormonal yiikselis meydana gelir. Bu
gecici hormonal dalgalanma, literatiirde “mini-puberte” olarak tanimlanmakta olup
insanlarda dogum sonras1 3—6. aylar arasinda, siganlarda ise dogumu takip eden ilk 6
saat i¢cinde gozlenmektedir (Picut ve ark., 2018). Bu kisa stireli, gegici hormon artisi,
testis ve androjen yanit veren dokularin erken androjenik uyartya maruz kalmasini
saglar. Neonatal siirecte serum testosteron diizeyi genellikle diigiiktiir. Bu donemde

testisteki tek steroid {lireten hiicre toplulugu, embriyonik kokenli fetal Leydig



hiicreleridir. Hipoftalamus-hipofiz-gonad ekseni, heniiz tam olarak aktive olmadigi
icin fetal Leydig hiicreleri, LH’dan bagimsiz sekilde androjen iiretmeye devam eder
(Ye ve ark., 2017). Ancak bu hiicrelerin sayisi, dogum sonras1 dénemde azalmaya
baslar. Gergekten de postnatal giin O ile 14 arasinda testis dokusunda fetal Leydig
hiicrelerinin sayisinda belirgin bir azalma meydana gelir. Bu doénemde eriskin tip
Leydig hiicreleri testiste heniiz belirginlesmemistir. Ancak interstisyel alanda,
ilerleyen gelisim evrelerinde farklilagacak olan yeni Leydig hiicre topluluklarina ait
progenitor hiicreler olusmaya baglamistir (Picut ve ark., 2015). Testisin interstisyel
bolgesi bu donemde oldukga genistir. Seminifer kordlar, kiiclik ve dar oldugundan
parankimal dokunun biiyiik boliimiinii interstisyum olusturmaktadir. Bu nedenle
neonatal dénemde testis hacminin yaklagik %37 sinin interstisyel doku tarafindan

kaplandig: bildirilmektedir (Dorostghoal ve ark., 2011).

2.2. Erken Infantil Dénem (8-14 Giin)

Neonatal evrenin ardindan gelen ve testis dokusunda belirgin hiicresel cogalma
ile karakterize 6nemli bir gelisim donemidir. Bu donemde seminifer tiibiiller hala
liimensizdir ancak ¢ap1 genislemeye baslamistir. Kordon yapisi daha belirgin hale
gelmistir fakat halen tiibiil ltimeni veya sivi dolu bosluk goézlenmez. Germ hiicre
toplulugunun biiylik boliimiinii olusturan spermatogonyumlar, bu donemde testis
parankiminde baskin hale gelmistir ve yogun mitotik aktivite gostererek hizli bir
sekilde ¢cogalmaktadir. Seminifer tiibiil bazalinde dizilen bu hiicreler, donemin ayirt
edici 6zelligi olan yiiksek proliferatif goriiniimii kazandirir. Ikinci haftanin sonuna
yaklasildiginda, artan spermatogonyum sayist Sertoli hiicreleriyle birlikte ¢ift katmanl
bir organizasyon olusturmaya baslar. Bu yapi, “rozet” olusumu olarak tanimlanir.
Histolojik olarak, bir Sertoli hiicresinin cevresine ¢elenk bi¢iminde yerlesmis
spermatogonyumlardan olusan bu dizilim, infant testisin karakteristik morfolojik
ozelligidir. D1s tabakada tip A ve tip B spermatogonyumlar yer alirken, i¢ tabakada
Sertoli hiicrelerinin ¢ekirdekleri yogun sekilde izlenir (Picut ve ark., 2015). Bu yapz,
liimensiz ancak gelisim halindeki seminifer epitelin erken donemdeki
organizasyonunu yansitir. Dénem boyunca spermatogenez mitotik evre ile sinirhidir.
Ancak postnatal 13. ve 14. giinlerde bazi tiibiillerde ilk mayotik béliinmelerin bagladigi

ve leptoten evresinde primer spermatositlerin goriilebildigi bildirilmistir. Buna ragmen



bu stirecte heniiz haploid hiicre olusumuna (spermatid gelisimine) rastlanmaz (Malkov

ve ark., 1998).

Sertoli hiicreleri, bu donemde hala immatiir 6zellik tasimaktadir ve aktif olarak
boliinmeye devam etmektedir. Bu hiicrelerin mitotik aktivitesi, seminifer tiibiillerdeki
hiicre yogunlugunun artmasina dogrudan katki saglar. Ancak ikinci haftanin sonlarina
dogru Sertoli hiicrelerinde mitotik boliinme yavaslar ve hiicresel farklilasma siireci
baglar (Picut ve ark., 2015). Literatiirde, sicanlarda Sertoli hiicrelerinin genellikle
postnatal 16. ila 18. gilin arasinda mitotik aktivitesini sonlandirdig1 ve son olgunlagma
evresine gectigi bildirilmektedir. Bu siirecle birlikte, Sertoli hiicreleri arasinda siki
baglant1 komplekslerinin ilk yapisal onciilleri de gelismeye baglar (Malkov ve ark.,
1998). Ozellikle okludin ve klaudin gibi baglant1 proteinlerinin ifadesi yaklasik olarak
postnatal 10. giinden itibaren saptanabilir diizeye ulasir. Ancak islevsel kan-testis
bariyerinin tam olarak kurulmasi bir sonraki donemde goriilmektedir (Gerber ve ark.,

2016).

Leydig hiicre toplulugu agisindan bu dénem, énemli bir gegis siirecini temsil
etmektedir. Dogum Oncesi testiste aktif olan fetal Leydig hiicreleri, postnatal siiregte
azalmaya devam etmektedir. Yapilan ¢alismalar, bu hiicrelerin dogumdan itibaren 14.
giine kadar sayica azaldigini ve islevlerini kaybetmeye basladigini gostermektedir.
Bununla birlikte, bu dénemde yeni bir hiicre toplulugu olan progenitér Leydig
hiicreleri interstisyel alanda belirginlesmeye baslar. Sican testisinde bu hiicreler, ilk
kez yaklagik olarak postnatal 11. giinde tanimlanabilir hale gelir ve LH reseptorii ile
birlikte steroid sentezine aracilik eden bazi anahtar enzimleri (Cypllal, Cypl7al,
HSD3B) ifade etmeye baglar. Donemin sonuna dogru progenitor Leydig hiicrelerinin
sayisinda hizli bir artig gozlenir. Bu hiicrelerin yaklasik olarak postnatal 21. giinde

sayica en ylksek diizeye ulastig1 bildirilmistir (Ye ve ark., 2017).

Progenitér Leydig hiicrelerinin steroid sentez kapasiteleri sinirlt oldugundan
testosteron tretiminde etkili degildirler. Bunun yerine, daha ¢ok dihidrotestosteron
(DHT) ve ¢esitli Sa-rediikte androjen metabolitlerini sentezledikleri diisiiniilmektedir.
Bu nedenle erken infantil donemde serum testosteron diizeyleri diisiik kalmaya devam

eder. Bu donem, literatiirde genellikle “stabil, diisiik testosteron fazi1” olarak



tanimlanmaktadir. Hipofizyal LH, neonatal donemden itibaren kanda goriilmektedir
ve infantil donemde de gorece yiiksek kalmaktadir. Ancak fetal Leydig hiicrelerinin
LH’dan bagimsiz ¢alismasi ve yeni olusan progenitér hiicrelerin steroid iiretim
diizeylerinin yetersiz olmasi nedeniyle LH etkisi sinirl1 kalmaktadir. Ote yandan, artan
inhibin tretimi nedeniyle FSH diizeyleri infantil evrede baskilanmig durumda
seyretmektedir. Ayrica, 9. ila 16. gilinler arasinda serum 6stradiol (E2) diizeylerinde
hafif bir artis oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Bu artisin, maternal kaynakli
Ostrojenlerin yikimi veya Sertoli hiicrelerindeki aromataz enzim aktivitesindeki
dalgalanmalarla iligkili olabilecegi ileri siirilmektedir. Prolaktin hormonu ise bu
stirecte erkek sicanlarda anlamli bir degisim gostermemekte, diisiik diizeylerde

seyretmektedir (Picut ve ark., 2015).

2.3. Geg Infantil Dénem (15-20 Giin)

Gec infantil donem (postnatal giin 15-20), testisin hizli morfo-islevsel
doniisiim gegirdigi, germ hiicre farklilasmasinin ivme kazandigi ve seminifer epitel
organizasyonunun yeni bir diizene gecis yaptigir kritik bir evredir. Bu dénemde
seminifer tiibiillerde ilk kez liimen olusumu gézlenmektedir. Tibiillerin ortasinda
kiiclik bosluklarin goriilmesiyle, neonatal ve erken infantil fazlardaki kord yapisindan
ayrisarak, gergek seminifer tiibiil morfolojisi gelismeye baslar. Histolojik olarak, 18—
20. giinler arasinda bir¢ok tiibiilde agik¢a tanimlanabilir limen izlenirken, bazi
kaynaklarda bu yapisal doniisiimiin 28. giin civarinda netlestigi belirtilmektedir. Bu
siireg, tiibiil ¢apindaki artigla paralel sekilde ilerlemektedir ve testis parankiminde
interstisyel doku hacmi gérece olarak azalmaktadir. Ornegin, dogumda testisin
yaklagik %36’sin1 olusturan interstisyel alan, bu donemde %20 civarina gerilerken,
tiibiillerin hacimsel orani1 artig gostermektedir. Bu yapisal yeniden organizasyon, germ
hiicre toplulugundaki dinamik degisimlerle es zamanli olarak ilerlemektedir

(Dorostghoal ve ark., 2011).

Germ hiicreleri agisindan degerlendirildiginde, ge¢ infantil donem belirgin bir
hiicresel farklilasmanin ve se¢ilimin yasandigr bir fazdir. Erken infantil evrede
proliferatif etkinligi en yliksek seviyeye ulasan spermatogonyumlar, bu donemde iki

farkli yol izlemektedir. Bir kism1 mitoz gegirerek gelismeye devam ederken, bir kismi



apoptoz yoluyla ortadan kaldirilmaktadir. Literatiirde ikinci haftanin sonunda
spermatogonyumlara ait mitotik aktivitede belirgin bir azalma ve apoptoz oraninda
artis gozlendigi bildirilmektedir. Bu fizyolojik ortadan kaldirma siireci, asir1 ¢ogalan
germ hiicrelerinin ayiklanmasini saglayarak, seminifer epitelin ileri donemlerdeki
diizenli mimarisinin kurulmasi agisindan temel bir basamaktir. Hayatta kalan
spermatogonyumlar, Sertoli hiicrelerinin bazalinde tek sira halinde hizalanmaya
baslar. Bu sayede infantil doneme 6zgli “rozet” mimarisi ¢oziilmeye baglar ve
seminifer epitelde lineer bir organizasyonun temelleri atilir. Bu evrede, mayoz
stirecine katilan hiicre toplulugunda da artis goriilmektedir. Leptoten ve zigoten
evresindeki primer spermatositler, neredeyse tiim tiibiillerde izlenebilir duruma

gelmistir (Picut ve ark., 2015).

Ozellikle postnatal giin 17-18 civarinda tiim tiibiillerde zigoten
spermatositlerin mevcut oldugu, bunu takip eden giinlerde ise erken ve ge¢ pakiten
evresindeki hiicrelerin art arda ortaya c¢iktigi bildirilmistir. Bu gelisim, mayoz I
boliinmesinin ilerledigini gostermektedir. Ancak heniiz spermatid olusumu
baslamamistir. Clinkii haploid germ hiicrelerine ait ilk yuvarlak spermatidler ortalama
postnatal giin 24-25’te gozlenecektir. Bu nedenle, ge¢ infantil dénemde spermatid
evresi temsil edilmez. Bununla birlikte, germ hiicre gelisiminin evreler halinde
ilerlemesi, seminifer epitelde senkronize olmayan bir yapinin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Ayn1 anda alian kesitlerdeki tiibiillerin bir kisminda ileri evre spermatositler
gozlenirken, bir kisminda spermatogonyumlar halen g¢ogunlugu olusturmaktadir

(Malkov ve ark., 1998; Picut ve ark., 2015).

Geg infantil donemde Sertoli hiicrelerinin mitotik aktivitesi biiyiikk oranda
sonlanmistir (Nascimento ve ark., 2016). Uciincii haftanin baslarinda bu hiicrelerin
sayisal artisi durmakta ve son olgunlasma siirecine girilmektedir. Sertoli hiicre
olgunlasmasinin en Onemli histolojik gdstergelerinden biri, islevsel kan-testis
bariyerinin kurulmasidir. Literatiirde kan-testis bariyerinin postnatal giin 16-19
arasinda etkin hale geldigi ve Sertoli hiicreleri arasinda gelisen siki baglantilar
sayesinde germ hiicrelerinin adluminal bolgeye gegisinin saglandigr bildirilmektedir.
Ozellikle pakiten evresindeki spermatositlerin bulundugu bolgelerde Sertoli hiicreleri

arasinda etkili bir bariyer organizasyonu izlenmistir. Bu yapisal gelisim, testis i¢inde



her seminifer tiibiiliin kendi gelisim evresine gore farkli zamanda kan testis bariyerinin
olusturdugunu ve bariyer olusumunun senkronize olmayan bir sekilde ilerledigini
gostermektedir. Kan-testis bariyerinin kurulmasiyla seminifer epitel, bazal ve
adluminal olmak iizere iki boliime ayrilir. Bu ayrim, mayoz siirecindeki germ
hiicrelerinin immiinolojik olarak korunmasimi saglar. Ayrica bu dénemde Sertoli
hiicreleri, salg1 yapici dzellik kazanmaya baslar. Ozellikle androjen baglayici protein
(ABP) tiretimi ve liimene sivi salgilama gibi islevler kazanarak testisin parakrin

mikrogevresini olusturmaktadir (Bergmann ve Dierichs, 1983).

Interstisyel alandaki hiicre topluluklar1 acisindan degerlendirildiginde, geg
infantil donem 6nemli bir gecis evresidir. Bu donemde fetal Leydig hiicreleri, sayica
bliyiik 6lciide azalmis olup, islevsel katkilar1 ihmal edilebilecek diizeydedir (Kerr ve
Knell, 1988). Yerlerini alan progenitér Leydig hiicreleri ise bu evrede hizli bir
proliferasyon siirecindedir. Sayica artiglarinin zirve noktasina postnatal giin 21°de
ulasacaklart ongoriildiigiinden, 15-20. giinler arasi bu hiicrelerin yogun ¢ogaldigi
donemdir (Chen ve ark., 2009). Progenitor hiicreler, morfolojik olarak igsi sekilli,
kiiciik boyutlu ve kiimelenme egilimindedir. Bu hiicreler, yaklasik postnatal giin 28—
30 itibariyle daha yuvarlak ve genis sitoplazmali immatiir Leydig hiicrelerine
farklilagsmaya baslar. Geg infantil donemde testosteron iiretimi hala diisiik seviyededir
(Ivell ve ark., 2013; Picut ve ark., 2015). Bunun nedeni, progenitdr Leydig hiicrelerinin
steroid sentezinde testosteron yerine daha ¢ok dihidrotestosteron (DHT) ve diger Sa-
rediikte androjen metabolitlerini iiretmeleridir. Bu hiicrelerde LH reseptorii mevcut
olsa da 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz aktivitesinin zayif olmasi nedeniyle sentez
tirtinleri ¢ogunlukla DHT gibi metabolitlerdir. Hormonal agidan degerlendirildiginde,
bu donemde LH dolagimda halen bulunmakta ve inhibe edici testosteron geri bildirimi
heniiz gelismedigi i¢in LH sekresyonu yiiksek kalmaktadir. Buna karsin, inhibin
iretiminin artmasi sonucu FSH diizeyleri en diisiik seviyesine inmektedir (yaklasik
postnatal giin 18). FSH’daki bu diisiis, Sertoli hiicrelerinin aromataz aktivitesini de
azaltarak Ostrojen iiretimini sinirlandirmaktadir. Dolayisiyla gec¢ infantil donemde
serum Ostrojen diizeyleri distiktiir. Prolaktin (PRL) diizeyi ise erkek siganlarda bu

stirecte diisiik kalmaya devam etmekte ve anlamli bir degisiklik gdstermemektedir

(Picut ve ark., 2015).
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2.4. Juvenil Donem (21-32 Giin)

Juvenil donem, postnatal 21. ile 32. giinler arasindaki siireci kapsar ve testisin
ergenlik Ooncesi son gelisim evresidir. Bu evrede testiste hem yapisal hem de hiicresel
diizeyde olgunlasma belirginlesir. Seminifer tiibiiller, artik acik liimene sahiptir ve
caplart hizla genislemektedir. Ozellikle postnatal giin 35’e yaklasildiginda testis
hacminde ve tiibiil hacminde dikkat ¢ekici bir artis meydana gelir. Bu hacim artisi,
bliyiik 6l¢lide seminifer tiibiil ¢apinin genislemesiyle iligkilidir (Dorostghoal ve ark.,
2011). Seminifer epitel, artik belirgin sekilde tabakalanmistir. Bazal membrana bitisik
olarak Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlar yer alirken, daha iist siralarda primer
ve sekonder spermatositler, liimene yakin bdlgelerde ise spermatidler goriilmektedir.
Ozellikle pakiten evresindeki primer spermatositler, biiyiik ¢ekirdekleri ve liimene
yakin yerlesimleriyle histolojik kesitlerde kolaylikla taninabilir (Picut ve ark., 2015).
Bu donemde ilk defa haploid germ hiicreleri olusur. Round spermatidler, yaklasik
postnatal giin 24 veya 25 civarinda goriinlir hale gelir. Bu bulgu, birinci mayotik
boliinmenin basariyla tamamlandigini ve spermiogenez siirecinin bagladigini
gostermektedir. Juvenil donemin ortalarinda round spermatid sayisi hizla artar.
Yaklasik olarak postnatal giin 30°dan itibaren elongasyon siirecine giren spermatidler
tanimlanabilir hale gelir. Postnatal giin 35 civarinda ise limende elongated
spermatidlerin ve olgun spermatozoalarin ilk kez goriildigi bildirilmektedir
(Dorostghoal ve ark., 2011). Bu veriler, birinci spermatogenez dalgasinin juvenil
donemde tamamlandigini ve ilk spermiasyon olaylarinin basladigin1 gostermektedir.
Histolojik olarak seminifer epitel, eriskin testisine benzer bir diizen kazanir. Bazal
membran boyunca tek sira halinde dizilen Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlar,
daha igeriye dogru diizenli siralanmis spermatositler ve spermatidler ile birlikte tam
katmanli bir goriinlim olustururlar. Bu yeniden yapilanma, infantil donemde goriilen
rozet olusumlarinin kayboldugunu ve erigkin tip epitel mimarisine gegisin
gerceklestigini gdstermektedir (Picut ve ark., 2015). Bu dénemde kan-testis bariyeri
tam anlamiyla islevseldir. Sertoli hiicreleri, artik olgun fenotipe sahip olup
boliinmezler ve aralarindaki siki baglantilar sayesinde germ hiicrelerini bagisiklik
sisteminden izole ederler. Ayrica Sertoli hiicreleri, spermatid gelisimi i¢in gerekli

besinleri ve parakrin faktorleri saglar, liimene sivi salgilar ve ABP firetir. Ayni
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zamanda inhibin salgilamaya devam ederek negatif geribildirim yoluyla FSH
diizeylerini diizenler. Bu evrede Sertoli hiicre sayis1 sabitlenmistir ve artik testisin
Sertoli hiicre kapasitesi eriskin doneme kadar degismeden kalir. Juvenil donem,
Leydig hiicre gelisimi agisindan da belirleyici bir evredir. Daha 6nceki evrede sayica
artis gosteren progenitor Leydig hiicreleri bu donemde immatiir Leydig hiicrelerine
doniismektedir. Literatiire gore postnatal giin 35 civarinda progenitdr hiicrelerin
tamamina yakini immatiir Leydig hiicresi formuna ge¢mistir (Ye ve ark., 2017). Bu
hiicreler daha biiyiik, yuvarlak morfolojilidir ve steroidojenik enzim ifadeleri artmistir.
Artik testosteron iiretebilir hale gelmis olsalar da bu iiretim heniiz erigkin diizeyde
degildir. Steroid metabolizmasi tam olarak islevsel olmadigi icin testosteron yerine

daha ¢ok dihidrotestosteron ve diger rediikte androjenler iiretilir (Picut ve ark., 2015).

Endokrin agidan degerlendirildiginde, infantil evredeki diislisiin ardindan
juvenil désnemde FSH diizeylerinde tekrar bir yiikselme gozlenir. Ozellikle postnatal
giin 26 civarinda FSH seviyesinin ilk yiikselisini yaptig1 bildirilmistir. Bu artig, Sertoli
hiicrelerinden salgilanan parakrin faktorler aracilifiyla Leydig hiicrelerinde LH
reseptOrii ifadesinin artmasina katki saglar. Bu siiregte PRL diizeylerinde de artis
oldugu ve Leydig hiicrelerinde LH reseptorii diizeyini artirarak LH’nin etkisini
giiclendirdigi gosterilmistir. LH diizeyi ise bu donemde daha da yiikselerek immatiir
Leydig hiicrelerini dogrudan uyarir ve testosteron sentezini artirir. Ancak testosteron
diizeyi hala erigkin seviyesinin altinda seyretmektedir ve bu hormonun asil yiikselisi
pubertal donemde gozlenir (Nascimento ve ark., 2016; Picut ve ark., 2015; Ye ve ark.

2017).

Juvenil donemle birlikte seminifer epitel dongiisii tanimlanabilir héale gelir.
Sicanlarda bu dongii 14 evreden olusur ve spermatid gelisiminin farkli asamalarina
gore smiflandirilir. Juvenil evrenin ortasinda round spermatidlerin varligi ile birlikte
donglintin ilk evreleri (I-VI) gozlenebilir. Ancak elongasyon evresine ait ileri
spermatid basamaklar1 heniiz tam gelismedigi i¢in dongiiniin geg¢ evreleri eksik kalir.
Round spermatidlerin 1. ile 8. asamalari, juvenil donemde yaygin sekilde
gozlenmektedir. Elongating spermatidlerin erken agsamalar1 (9. ile 15. Asamalar),
yaklasik olarak postnatal 30. giinden itibaren tanimlanabilir hale gelir. Liimene

atilmaya hazir durumda olan, tam farklilagmis elongated spermatidler ise bu donemde
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heniiz nadir olarak gézlenmektedir. Bu hiicrelerin seminifer epitelde diizenli bigimde
izlenmeye baglamasi genellikle 5. ile 6. haftalar arasinda ger¢eklesmektedir (Hess,

1990; Picut ve ark., 2015).

2.5. Peri-Pubertal Donem (33-55 Giin)

Peri-pubertal donem (postnatal 33.- 55. giin), erkek siganlarda cinsel olgunluga
gecis siirecini temsil eder. Bu evrede spermatogenez tam olarak tamamlanmakta ve
testis yapisi erigkin testisine yakin bir diizen kazanmaktadir. Bu donemde seminifer
tiibiiller, maksimum ¢aplarina ulasmaya baslar. Ozellikle 5. ve 6. haftalarda tiibiil
capinda hizli bir artig goriiliir ve 7. ile 8. hafta arasinda eriskin diizeyine yaklagir. Tiibiil
liimenleri genislemis, seminifer epitel kalinligt maksimum diizeye ulasmistir. Bu
siirecte testis hacmi hizla artar; postnatal 35. giin ile 42. giin arasinda yaklasik ti¢ kat
biiylime gdzlenmistir. Interstisyel alanin orani azalmis, seminifer tiibiiller testis

parankiminin biiyiik kismini1 kaplamaya baslamistir (Dorostghoal ve ark., 2011).

Bu donemde seminifer epitelde tiim spermatogenezis asamalari ayni anda
gozlenir. Spermatogonyumlar yenilenmeye devam ederken, spermatositler mayozu
tamamlamakta ve spermatidler olgunlagsmaktadir. Elongasyon siireci tamamlanmius,
tam farklilasmis elongated spermatidler goriinlir hale gelir. Postnatal 46. giinde
seminifer epitelin VIL evresinde 19. agsamadaki spermatidler tanimlanabilmistir (Picut
ve ark., 2015). Bu, yaklasik 6. hafta itibariyla olgun spermatidlerin spermiasyon i¢in
hazir oldugunu gostermektedir. Nitekim postnatal 36. giinden itibaren seminifer tiibiil
liimeninde serbest spermatozoa varligi histolojik olarak gosterilmistir. Bu gozlem,
testiste islevsel sperm {liretiminin peri-pubertal donem igerisinde basladigini ortaya
koymaktadir. Siirecin ilerleyen evrelerinde ise hem spermatozoa sayisinda hem de
morfolojik biitiinliik agisindan kalitesinde artis meydana gelmektedir ve boylece erkek

siganlar, fizyolojik olarak tam fertil kapasiteye ulasmaktadir (Picut ve ark., 2015).

Sertoli hiicreleri, bu siiregte tam anlamiyla olgunlagmis durumdadir. Artik
boliinmezler ve birbirleriyle siki1 baglantilar kurarak kan-testis bariyerini olugturan
islevsel yapiy1 saglamlastirirlar. Sertoli hiicreleri spermatidlerin gelisimini destekler,

besin saglar, liimene s1v1 salgilar ve ABP sentezler. Ayrica inhibin salgilamaya devam
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ederek negatif geribildirim yoluyla hipofizden FSH salgisin1 diizenlemektedirler.
Sertoli hiicre sayisi sabitlendiginden, bu donemde inhibin diizeyleri ile FSH arasindaki

denge saglanmistir (Picut ve ark., 2015).

Leydig hiicreleri agisindan bakildiginda bu donem, son farklilasma stirecini
temsil eder. Daha 6nce immatiir olan hiicreler biiyiiyerek matiir Leydig hiicrelerine
doniisiir. Arastirmalar, postnatal 56. giin civarinda immatiir hiicrelerin ¢cogunun matiir
forma gectigini gostermektedir. Bu hiicreler artik yiiksek diizeyde testosteron
sentezleme kapasitesine sahiptir. Sitoplazmalarinda yeterli miktarda lipit bulunmaz ve
biiylik, ¢okgen sekilli hiicreler haline gelmislerdir. Testosteron diizeyi 7. ile 8. hafta
arasinda belirgin sekilde artar ve postnatal 90. giin civarinda erigkin diizeyine ulasir.
LH, bu donemde en etkili hormondur. LH salinimi artmis ve pulsatil 6zellik
kazanmistir. Bu 6zellik, Leydig hiicrelerinde steroid {iretimini ve matiirasyonu uyarir.
PRL diizeyleri de yiikselmekte ve LH etkisini destekleyerek Leydig hiicrelerinin
testosteron iiretme kapasitesini artirmaktadir. FSH ise bu donemde iki belirgin artig
gosterir. Bunlardan ilki postnatal 26. giinde, digeri ise 45. giin civarinda gozlenmistir.
Ik artis Leydig hiicre olgunlasmasini desteklerken, ikinci artis spermatogenezin son
evrelerinin tamamlanmasina ve spermiasyona katkida bulunur. Bu evrelerin ardindan
FSH diizeyi diisiise gecerek eriskin diizeylere ulasir (Picut ve ark., 2015; Ye ve ark.,
2017).

Peripubertal donemde sican testisinde seminifer epitelin  dongiisel
organizasyonu (Evre [-XIV) tam anlamiyla oturmus durumdadir. Bu evreler, ilk
olarak Leblond ve Clermont (1952) tarafindan tanimlanmis olup, her biri belirli bir
germ hiicresi dizilimi ve spermatid gelisim diizeyine karsilik gelmektedir (Leblond ve
Clermont, 1952). Artik seminifer tiiblillerin her histolojik kesiti, bu dongiisel
evrelerden birine denk diiser. Nitekim postnatal 46. giin itibariyla yapilan histolojik
gbzlemlerde, Evre VII durumundaki tiibiillerde spermatid farklilagsmasinin en ileri
noktasina (19. asamaya) erisen spermatidlerin bulundugu saptanmistir. Bu
spermatidler, niikleus yogunlagmasini tamamlamis, flagellum gelisimini bitirmis,
akrozomlar sekillenmis ve spermatozoa olarak atilmaya hazir hiicrelerdir. Takip eden
Evre VIII’de ise bu hiicreler spermiasyon adi verilen siiregle seminifer epitelden

serbest kalarak tubiil liimenine birakilir ve serbest spermatozoa halini alirlar. Bu
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donemde seminifer epitelde spermatogenezin kesintisiz ve dongiisel olarak siirdiigii,
histolojik olarak net bi¢cimde gozlemlenebilmektedir. Aynmi anda testisin farkl
bolgelerinde epitelin farkli evrelerinin bulunmasi, sperm iiretiminin senkronize
olmayan bir sekilde ilerledigini ve bu sayede siirekli olarak olgun sperm iiretildigini
gostermektedir. Bu yapisal diizenin en 6nemli gostergelerinden biri, spermatidlerin
tim gelisim basamaklarinin (1-19) ayni anda testiste bulunabilir hale gelmesidir.
Yuvarlak spermatidler gelisimlerinin 1-8. basamaklar1 arasinda yer almakta,
elongasyon siirecine giren spermatidler 9—15. basamaklarda bulunmaktadir (Picut ve
ark., 2015). Son olarak, c¢ekirdek yogunlagsmasi ve morfolojik olgunlugunu
tamamlamis spermatidler ise 16-19. basamaklar arasinda tanimlanir. Ozellikle 19.
basamaktaki spermatidler, Evre VII sonunda en apikalde yer almakta ve Evre VIII’de
liimene gegerek spermatozoa haline doniismektedir. Sigan testisinde seminifer epitelin
tam bir dongiisiiniin siiresi yaklasik 12,9 giindiir. Al tipi spermatogoniumun
farklilagarak 19. basamaktaki olgun spermatide ulasmasi ve sperm olarak liimene
birakilmasi ise yaklagik 52 giin siirmektedir. Bu nedenle, peripubertal donemde
baslayan bu tam dongiisel spermatogenez siireci, pubertal donemde siireklilik
kazanmakta ve eriskin bir erkek sican testisinde yaklasik her 13 giinde bir tiim epitel
evrelerinin tamamlandig1 yeni bir sperm iiretim dongiisii gerceklesmektedir (Xiao ve

ark., 2014).

2.6. Ge¢ Ergenlik Donemi (Postnatal 56. Giin sonrasi)

Pubertal donem, yaklasik 8. haftadan itibaren erkek sicanin cinsel olgunluga
ulastig1 evreyi temsil eder. Bu donem, ayn1 zamanda geng eriskinlik donemi olarak da
tanimlanabilir. Testis histolojisi, bu donemde eriskin erkek siganin yapisal 6zelliklerini
tamamen yansitir. Seminifer tiibliller maksimum c¢apa ulasir. Wistar sicanlarda
ortalama 300 mikrometre tiibiil ¢ap1 bildirilmektedir. Liimenler, olgun spermatozoa ile
doludur. Artik seminifer epitelde tiim germ hiicreleri diizenli bicimde ve siirekli olarak
tiretilmektedir. Bu hiicreler arasinda A tipi ve B tipi spermatogonyumlar, primer ve
sekonder spermatositler, round spermatidler, elongating spermatidler, elongated
spermatidler ve olgun spermatozoalar yer alir. Spermatogenez, testiste kesintisiz bir
bicimde ilerler. Bir seminifer tiibiilde spermatogonyumlar boliiniirken, komsu tiibiilde

spermatozoalar liimene birakilir. Bu konumsal-zamansal organizasyon, ‘“seminifer
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epitel dalgas1” olarak tanimlanir ve her evrenin ardigik olarak testis boyunca
yayildigini ifade eder. Histolojik olarak, her seminifer tiibiil kesitinde farkli bir epitel
evresi izlenir ve bu durum testiste slirekli sperm iiretiminin slirdligiinii gosterir

(Dorostghoal ve ark., 2011).

Sertoli hiicreleri, pubertal donemde artik tam olgunluga ulasmis durumdadir.
Hiicre sayist sabittir ve bu say1 degismeden kalir. Literatiirde, sigan testisinde yaklasik
olarak 30 milyon Sertoli hiicresi bulundugu belirtilmistir. Bu hiicreler,
spermatogenezin diizenli bi¢imde ilerleyebilmesi i¢in uygun bir yapisal ve islevsel
mikrogevre saglar. Sertoli hiicreleri, ABP salgilayarak tiibiil ici testosteron diizeyini
yiiksek tutar. Ayrica spermatidlerin sekillenmesi, fazla sitoplazmalarinin fagositozu,
kan-testis bariyerinin kontrollii acilip kapanmas1 gibi siiregleri yonetir. Inhibin-B
tiretimi yoluyla hipofiz FSH salinimi {izerinde diizenleyici rol oynar. Bu dénemde
inhibin ve FSH diizeyleri arasinda dengeli bir geri bildirim sistemi kurulmustur. PRL
diizeyleri ise erigkin siganlarda fizyolojik diizeyde kalir ve LH reseptor ifadesinin
destekleyerek testosteron lretimine katki saglar. Ancak bu etkinin sinirlandirici
oldugu, yani PRL diizeyindeki fizyolojik artisin Leydig hiicreleri {izerindeki etkisinin
sinirli oldugu bilinmektedir (Picut ve ark., 2015).

Leydig hiicreleri, pubertal donemde tam olgunluk kazanir. Bu hiicreler, artik
olgun sekildedir ve eriskin diizeyde testosteron {iretimi gerceklestirmektedir.
Sicanlarda postnatal 90. giin civarinda serum testosteron diizeyi en yiiksek diizeye
ulasir. Bu diizeyden itibaren geng erigskin sican cinsel islevlerini siirdiirebilecek
hormonal donanima sahiptir. Tamamen islevsel hale gelen Leydig hiicreleri,
morfolojik olarak biiyiik, cokgen sekilli ancak sitoplazmalar1 az lipid igeren
hiicrelerdir. Fetal donemde kiimeler halinde bulunan fetal Leydig hiicrelerinin aksine,
olgun hiicreler testis interstisyumunda tek tek ya da kii¢lik gruplar halinde yer alir. LH
ve PRL tarafindan diizenlenen testosteron {iiretimi, hipotalamus-hipofiz eksenini
negatif geri bildirim yoluyla dengelemektedir. Testosteron, hipotalamusta
gonadotropin salgilatict hormon salinimini, hipofizde ise LH ve FSH salinimimi
baskilar. Ayni zamanda inhibin iiretimi de FSH {izerinde diizenleyici etki gosterir. Bu
mekanizmalar sayesinde pubertal donemde hormonal denge saglanmis olur

(Nascimento ve ark., 2016).
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Seminifer epitel dongiisii pubertal donemde tamamen diizenlenmis hale gelir.
Artik testisteki her seminifer tiibiil kesiti, Leblond ve Clermont (1952) tarafindan
tanimlanan 14 evreden birine karsilik gelir. Sican testisinde seminifer epitel
dongiisiiniin stiresi yaklasik 12,9 giindiir (Aire, 1980; Xiao ve ark., 2014). Bu siire
boyunca her giin farkl tiibiillerde farkli evreler gézlenmekle birlikte testis genelinde
siirekli sperm iiretimi devam eder. Her evre, belirli spermatid asamalar ile
karakterizedir. Ornegin, evre I’de round spermatidler 1. asamada yer alirken, evre
VIII’de spermiasyon gerceklesir ve elongated spermatidlerin 19. asamadaki formlari
liimene birakilir (Aire, 1980; Xiao ve ark., 2014). Spermatid farklilagsmasinin tiim
asamalar1 (1. asamadan 19. asamaya kadar olan gelisim basamaklar1) kesintisiz bir
sekilde gergeklesir. Bu siirece golgi, kap, akrozom ve olgunlasma fazlar1 eslik eder.
Pubertal testiste 19. asamadaki elongated spermatidler evre VII’de izlenirken, evre
VIII’de bu hiicrelerin spermatozoa olarak liimene atildigir goriiliir. Bu olgun
spermatozoalar, epididimise gecerek fertilizasyon yetenegi kazanir. Pubertal donemde
gozlenen diger bir 6zellik ise dis cinsel olgunluk belirtilerinin ortaya ¢ikmasidir. Erkek
siganlarda prepusiyal ayrilma (prepisyumun glans penisten ayrilmasi), genellikle
postnatal 42. giin ile 48. giin arasinda tamamlanir. Bu degisim, pubertenin klinik bir
belirteci olarak kabul edilir. Pubertal donem tamamlandiginda sigan artik iireme
acisindan tam olgunluga ulagmis sayilir. Testis yapisi, bu asamadan sonra ileri yaslara
kadar biiyiik ol¢iide sabit kalir. Yaglanmayla birlikte bazi dejeneratif degisiklikler
goriilebilse de pubertal donem sonrasinda testis histolojisi erigskin diizeyde

sabitlenmistir (Picut ve ark., 2015).

2.7. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel metabolizmanin dogal bir yan {iriinti
olarak hem enzimatik hem de enzimatik olmayan yollarla olusan oksidan
molekiillerdir. Diigiik diizeyde tiretildiklerinde hiicresel sinyal iletiminde gorev alarak
hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve adaptif gen ifadesi gibi fizyolojik siireclerin
diizenlenmesine katki saglarlar. Ancak ROS diizeyleri arttiginda ve denetim dis1
kaldiginda, oksidatif stres meydana gelir. Bu durum, hiicrede redoks dengesinin
bozulmasina ve sonucunda DNA hasari, proteinlerin oksidasyonu ve lipit

peroksidasyonu gibi zararli etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agar. Uzun siireli oksidatif
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stres, basta kanser olmak {lizere kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve dejeneratif
hastaliklara zemin hazirlar (Hong ve ark., 2024; Shu ve ark., 2023). Hiicreler bu zararl
etkilerle bas edebilmek i¢cin hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan
sistemler gelistirmistir. Bu sistemlerin temel bilesenlerinden biri de glutatyon S-
transferazlar (GST’ler) olarak bilinen detoksifikasyon enzimleridir. GST’ler,
indirgenmis glutatyonu (GSH) elektrofilik bilesiklere konjuge ederek bu zararh
molekiillerin etkisiz hale getirilmesini saglar. GST ailesi, alfa, mu, pi, theta, kappa ve

zeta olmak tizere ¢esitli siniflara ayrilir (Yang ve ark., 2001).

2.8. ROS Uretim Kaynaklar1 ve Olusum Mekanizmalar

Hiicreler, oksijenli solunum siirecinde c¢esitli ROS molekiilleri iiretir. En
onemli i¢sel kaynak mitokondrilerdir. Elektron tasima zincirinde NADH ve
FADH,’den oksijene elektron aktarilirken, bazi elektronlar sizarak molekiiler oksijenle
reaksiyona girer ve siiperoksit anyonu (O2*") olusur. Ayrica bagisiklik hiicrelerinde
bulunan NADPH oksidaz enzimleri, savunma amaciyla siiperoksit iiretmek iizere 6zel
olarak gorev yapar. Peroksizomlarda ise yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda hidrojen
peroksit (H20:2) agiga ¢ikar. Endoplazmik retikulumda yanlis katlanmis proteinlerin
birikmesi (ER stresi) de ROS {iretimini tetikleyen bir diger i¢sel kaynaktir (Miguel-
Jiménez ve ark., 2021; Shu ve ark., 2023; Yang ve ark., 2001).

ROS iiretimi yalnizca enzimatik siireglerle sinirlt degildir. Ultraviyole (UV)
1sinlar, iyonlastirict radyasyon ve ¢esitli kimyasallar, enzimatik olmayan yollarla da
ROS olusumuna neden olabilir. Agir metaller ve ksenobiyotik toksinler, oksijen
molekiillerinin kismi indirgenmesini kolaylastirarak siiperoksit veya hidrojen peroksit
{iretimini artirabilir. Ozellikle demir (Fe**) ve bakir (Cu®) gibi gecis metalleri
varliginda, hidrojen peroksit ¢ok reaktif bir tiir olan hidroksil radikaline (OHe)
dontisebilir. Bu doniisiim, Fenton reaksiyonu olarak bilinir ve ROS’larin en zararh
formlarindan biri olan OH<’un olusumunda kritik rol oynar (Sekil 2.1). ROS yalnizca
hiicre i¢inde degil, dis kaynaklarla da organizmaya girebilir. Sigara dumani, hava
kirliligi, pestisitler, ilaglar ve ¢esitli endiistriyel kimyasallar viicuda alindiginda
metabolik yikim siireclerinde ROS olusumunu artirabilir. Hem endojen hem de

eksojen kaynakli ROS’lar, hiicre i¢inde birikerek lipit peroksidasyonu, DNA kiriklari,
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protein yapilarinin bozulmasi, apoptoz ve otofaji gibi siiregleri baglatabilir. Hiicreler,
bu tiir hasarlar1 sinirlamak amaciyla savunma sistemlerini aktif hale getirir (Collin,

2019; Hong ve ark., 2024).
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Sekil 2.1. Reaktif oksijen tiirleri olusumunun kimyasal temeli (Collin, 2019).

2.9. ROS Simiflandirilmasi ve Yapisal Ozellikleri

ROS, belirli bir molekiilden ziyade, kimyasal olarak birbirine benzeyen ve
oksijen igeren reaktif molekiilleri kapsayan bir grubu ifade eder. Bu gruba giren
molekiiller, hiicresel oksijen metabolizmasi sirasinda olusur ve biyolojik sistemlerde
onemli etkilere sahiptir. ROS molekiilleri genel olarak iki ana gruba ayrilir: Serbest

radikaller ve radikal olmayan reaktif tiirler (Shu ve ark., 2023).

Serbest radikal ROS’lar, yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron
tasiyan ve bu nedenle yiiksek kimyasal reaktiviteye sahip molekiillerdir. Bu grubun
baslica tiyeleri arasinda siiperoksit anyonu (O2*"), hidroksil radikali (OHe), organik
peroksil radikali (ROO*) ve alkoksil radikali (ROe) yer alir. Ornegin, siiperoksit
anyonu, molekiiler oksijenin tek elektronla indirgenmis halidir ve genellikle
mitokondriyal solunum zinciri sirasinda olusur. Hidroksil radikali ise biyolojik
sistemlerde bilinen en reaktif oksijen tiirevidir ve neredeyse tiim biyomolekiillerle

kontrolsiiz reaksiyona girme potansiyeline sahiptir. ROO+ ve RO- gibi diger radikaller
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ise ¢ogunlukla lipit peroksidasyonu gibi zincir reaksiyonlar1 sirasinda meydana gelir
(Hong ve ark., 2024). Diger taraftan radikal olmayan ROS’lar, yapilarinda eslesmemis
elektron igermemesine ragmen kimyasal olarak reaktif molekiillerdir. Bunlarin
basinda hidrojen peroksit (H202) gelir. Hidrojen peroksit dogrudan bir serbest radikal
degildir, ancak biyolojik sistemlerde ROS sinifina dahil edilir; ¢ilinkii kolaylikla daha
reaktif tiirlere dontisebilir. Diger bir radikal olmayan ROS 6rnegi ise singlet oksijen
('02)’dir. Singlet oksijen, yiiksek enerjili bir molekiil formu olup eslesmemis elektronu

olmamasina ragmen yiiksek oksidatif potansiyele sahiptir (Shu ve ark., 2023).

Molekiiler oksijen (O:) biyolojik ortamda cift eslesmemis elektrona sahip bir
biradikal olarak bulunur. Bu 6zellik, onu tek elektronlu indirgenme reaksiyonlarina
uygun hale getirir. Ornegin, bir elektron kazandiginda O, siiperoksit anyonuna (Oz¢")
dontstir. Siiperoksit daha sonra siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
dismutasyona ugratilarak hidrojen peroksite (H202) gevrilir. H2O: ise katalaz veya
glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan suya indirgenebilir. Bununla birlikte, hiicre
icinde demir (Fe*") veya bakir (Cu®) gibi redoks aktif metallerin varlifinda Fenton
reaksiyonu gerceklesebilir ve H,O,, hidroksil radikaline (OH¢) doniisebilir. Bu sekilde,
ROS tiirleri birbirine déniisebilen dinamik bir yapiya sahiptir. Ornegin siiperoksit —
H20: — OHe doniisiim zinciri hiicrede yaygin olarak gozlenen bir siiregtir (Hong ve

ark., 2024).

ROS molekiillerinin yapisal 6zellikleri, biyolojik reaktivitesini belirler.
Stiperoksit anyonu negatif yiikliidiir ve hiicre zarlarindan gegisi sinirlidir ve
reaktivitesi nispeten diisiiktiir. Buna karsin hidroksil radikali nétr yapida olup son
derece kisa Omiirlii ve giiglii bir oksidan ajandir. Hidrojen peroksit ise polar bir
molekiil olup hiicre zarlarin1 gegebilse de tek basina ¢ok reaktif degildir. Bununla
birlikte metal iyonlariyla etkilesime girmesi durumunda daha tehlikeli radikallerin

olusumuna neden olabilir (Shu ve ark., 2023).

2.10. ROS’un Reaktivite Mekanizmalar: ve Biyolojik Etkileri

ROS molekiilleri, yiiksek reaktiviteleri nedeniyle biyomolekiillere saldirarak

oksidatif modifikasyonlara yol acar. Ozellikle lipit peroksidasyonu (LPO) ROS
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hasarmin zincirleme bir 6rnegidir. Hiicre zarlarindaki ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA’lar), hidroksil radikali gibi ROS tarafindan hedef alinir. OHe, bir lipit
zincirinden hidrojen ¢ekerek lipit radikali olusturur ve bu radikal, oksijenle reaksiyona
girerek lipit peroksil radikalini (ROQOe¢) olusturur. Peroksil radikalleri zincir
reaksiyonunu siirdiirerek bitisik yag asitlerini de okside eder ve sonucta membranda
yaygin peroksidatif hasar olusur. Bu siire¢, antioksidanlarla (6rnegin E vitamini gibi
lipofilik antioksidanlar) veya enzimatik mekanizmalarla durdurulmazsa, membran
biitlinliigii bozulur ve hiicre islevleri zarar goriir. Nitekim ROS kaynakli lipit
peroksidasyonu, hiicre zarmin akiskanlhigini ve gegirgenligini degistirerek hiicre
yasamini tehdit eder (Mannucci ve ark., 2022). ROS, ayni zamanda DNA ve
proteinlere de zarar verir. Hidroksil radikali, DNA bazlarina ve deoksiriboz sekerine
dogrudan saldirarak baz modifikasyonlari, tek sarmal ya da ¢ift sarmal kiriklari
olusturabilir. Bunun sonucunda mutasyonlar ve genomik kararsizlik ortaya ¢ikabilir.
Proteinlerde, ROS 6zellikle siilfidril gruplarma (—SH) sahip sistein ve metiyonin gibi
amino asitleri okside eder. Enzimlerin aktif merkezlerindeki kritik tiyol gruplarmin
oksidasyonu, bu proteinlerin inaktivasyonuna veya islevlerinin degismesine yol
acabilir. Ayrica proteinlerin omurgasinda oksidatif kirilmalar ya da yan zincirlerde
karbonilasyon gibi kalici modifikasyonlar gerceklesebilir. Bu tiir modifikasyona
ugramis proteinler genellikle islev kaybeder veya proteazlar tarafindan yikima

gonderilir (Ardestani ve Yazdanparast, 2007).

ROS diizeyi fizyolojik konsantrasyonu astiginda hiicre, ROS’un bu zararl
etkilerini onleyen antioksidan sistemlerini devreye sokar. Enzimatik antioksidanlar
arasinda SOD (siiperoksit dismutaz), katalaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
enzimler bulunur. Bun enzimler siiperoksit, hidrojen peroksit ve organik peroksitleri
daha zararsiz iirlinlere indirger. Non-enzimatik antioksidanlar ise vitamin E, vitamin
C, glutatyon, iirik asit gibi kiiclik molekiillerdir ve ROS’u dogrudan etkisizlestirebilir.
Ornegin askorbik asit (C vitamini) elektron vererek serbest radikalleri nétralize eder
ve alfa-tokoferol (E vitamini) membran lipid fazinda zincir kirict antioksidan rolii
oynar. Antioksidan savunmanin etkinligi, ROS diizeylerinin zararsiz tutulmasinda

kritiktir. Aksi takdirde, oksidatif stres geligir ve bu durum erkek infertilitesi gibi birgok
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hastaligin patogenezinde yer alir (Barati ve ark., 2020; Hong ve ark., 2024; Yang ve
ark., 2001).

Redoks aktif metal katyonlari, ROS olusumunda 6zel bir yere sahiptir. Demir
(Fe) ve bakir (Cu) gibi gecis metalleri, degisken degerlikli yapilariyla elektron
transferine aracilik ederek ROS iiretimini artirabilirler. Ozellikle Fe** iyonu, Fenton
reaksiyonu vasitasiyka hidrojen peroksitle reaksiyona girerek Fe**, hidroksil radikali
(OHe) ve hidroksit iyonu (OH") olusturur. Bu reaksiyon, viicutta serbest demir
varliginda en zararli ROS tiirii olan OH¢’iin iiretilmesindeki baslica mekanizmadir.
Benzer sekilde siiperoksit anyonu da Fe** iyonlarini1 Fe** formuna indirger ve Fenton
reaksiyonunu besleyen bir dongii olusturur (Haber-Weiss dongiisii). Bu nedenle
organizma, serbest demir ve bakir iyonlarini minimuma indirmek i¢in gili¢lii metal
baglayic1 proteinler (ferritin, transferrin, seruloplazmin vb.) kullanir. Ornegin, demirin
ferritin icinde depolanmasi, Fe?*”’in serbestgce dolasarak Fenton reaksiyonu
baslatmasini engeller. Agir metaller (kadmiyum, kursun gibi) dogrudan Fenton
reaksiyonu olusturmasalar da glutatyonu tiiketerek veya antioksidan enzimleri inhibe
ederek dolayli olarak oksidatif strese neden olabilirler. Ozetle, redoks aktif metalleri
kontrol altinda tutan mekanizmalar, ROS diizeylerinin yonetilmesi ve hiicresel
biitiinliiglin korunmasi agisindan hayati 6nem tasimaktadirlar (Barati ve ark., 2020;

Ghiselli ve ark., 2000).
2.11. Glutatyon S-Transferaz (GST) Enzimleri ve Ozellikleri
2.11.1. GST Ailesine Genel Bakis

Glutatyon S-transferazlar (GST’ler), hiicresel detoksifikasyonda rol alan faz II
enzimleri stiperfamilsine ait olup, temel reaksiyonlar1t GSH’nin elektrofilik bilesiklere
konjugasyonunu katalizlemektir. Bu sayede GST’ler, hiicrede olusan veya disaridan
alinan toksik elektrofilik molekiilleri suda ¢6ziinebilir ve atilabilir tiirevlerine
doniistiirerek zararsiz hale getirir. Insanlarda ve memelilerde GST ailesi, genetik ve
yapisal olarak ayrilmig birkag¢ sinifa ayrilir: Alfa, Mu, Pi, Theta, Kappa ve Zeta baslica
siniflardir. Bu siniflarin her biri farkli genlerle kodlanan izoenzimleri igerir ve farkli

substrat spesifikliklerine sahip olabilirler (Yang ve ark., 2001).
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GST enzimleri, genellikle homodimerik yapida sitozolik proteinlerdir. Her bir
monomer yaklasik 23-28 kDa biiyiikliigiindedir ve aktif enzim, iki monomerin
birlesmesiyle olusur. Her monomer, glutatyonu baglayan G-bolgesi denilen koruyucu
bir cep ve hidrofobik substrat1 baglayan H-bolgesi denilen ikinci bir bolgeden olusur.
GST kataliz mekanizmasinda G-bolgesi, GSH nin tiyolat formunu stabilize ederken;
H-bolgesi, elektrofilik substratin uygun konumda tutulmasimni saglar. Bdylece
GSH’nin stlfidril grubu substrata niikleofilik saldir1 yapar ve konjugat iiriinii olusur

(Ferreira ve ark., 2023).

Bazi GST izoenzimleri, klasik GSH konjugasyonunun &tesinde enzimatik
faaliyetler gosterebilir. Ornegin, alfa smifi GST’lerin insan karacigerinde, GSH
kullanarak organik peroksitleri indirgedikleri ve selenyumdan olarak bagimsiz
glutatyon peroksidaz aktivitesi sergiledikleri tespit edilmistir. Bu, GST’lerin oksidatif
stres Uirtinlerinin (6rn. lipid hidroperoksitlerin) detoksifikasyonunda da rol alabildigini
gostermektedir. Yine de bu peroksidaz aktivitesinin asil olarak alfa sinifinda belirgin
oldugu ve theta gibi diger siniflarda daha zayif oldugu bilinmektedir. GST ailesi
tiyeleri, yaygin olarak karaciger, bobrek, akciger gibi detoksifikasyonun onemli
oldugu organlarda yiiksek diizeyde ifade edilir. Bunun yaninda, pek ¢ok GST izoformu
dokuya 0zgii islevler de iistlenebilir. GST’lerin ifadesi indiiklenebilir 6zellik tasir.
Ornegin bazi ksenobiyotikler veya oksidatif stres durumlar1 Nrf2 gibi transkripsiyon
faktorleri iizerinden GST genlerinin ifadesini artirabilir. Bu adaptif yanit, hiicrenin
zararl bilesiklere ve oksidan stresine karsi hazirlikli olmasini saglar (Yang ve ark.,

2001).

GST’lerin testis ve epididimisdeki dagilimlar1 ve islevlerine yonelik
caligmalar, GST’lerin spermatozoalarda tiire-6zgli ve olgunlasma durumuna bagh
olarak farkli diizeylerde ifade edildigini ve lokalize oldugunu gdstermektedir.
Spermde GST varligi ilk kez insan, sigan ve farede gdosterilmis; daha sonraki
calismalar ise farkl: tlirlerde de sperm ve erkek lireme sistemi dokularinda ¢esitli GST
izoformlarinin bulundugunu ortaya koymustur. Bu enzimlerin, sperm ¢ekirdeginin
dekondensasyon siirecinde glutatyon (GSH) ile birlikte rol aldigi bildirilmistir.
Epididimal olgunlagma ve kapasitasyon siire¢leri boyunca GST’ler, spermin fizyolojik

gereksinimlerini karsilamak ve oksidatif dengeyi saglamak acisindan kritik gorevler
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tistlenmektedir. Sperm plazma membraninda c¢esitli antioksidan enzimler yer alsa da,
erkek iireme sistemi boyunca epididimis ve seminal vezikiiller basta olmak iizere
bircok yap1 reaktif oksijen tiirlerini (ROS) siipiiriicii salgilar iiretmektedir. Nitekim,
sigan seminifer tiibiillerinde GST salgilanimi gosterilmis; insan testisinde ise GSTP,
GSTA ve GSTM izoformlarinin immiinohistokimyasal boyama ile Sertoli ve Leydig
hiicrelerine 6zgii olarak lokalize oldugu belirlenmistir. Rodent modellerinde Sertoli
hiicrelerinin, belirli GST izoformlar1 ve GSH sentezi araciligiyla germ hiicrelerinin
detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ayrica, fare germ
hiicrelerinin de GST fiirettigi bildirilmistir. Ornegin, GSTM2 izoformu tip A ve B
spermatogonyumlarda yiiksek oranda ifade edilirken, olgun germ hiicrelerinde bu
ifade belirgin sekilde azalmaktadir. Benzer sekilde, farelerde GSTM2 ifadesinin testis
gelisimi  slirecinde  kademeli  olarak  azaldigi;  Sertoli  hiicreleri  ve
spermatogonyumlarda daha yiiksek, spermatositler ve spermatidlerde ise daha diisiik
diizeyde oldugu rapor edilmistir. Her ne kadar testiste GST ifadesine iligkin bulgular
arasinda bazi celiskiler bulunsa da, insan epididimal sivisinin proteom analizleri
bolgeye 6zgli GST izoform ifadelerinin varligini géstermektedir. Buna gore, GSTP1
ve GSTM3 korpus ve kauda bolgelerinde yiiksek oranda bulunurken, GSTM2,
GSTMS ve GSTOI kaput bolgesinde daha yogun ifade edilmektedir. GSTM2-3 ve
GSTP1’in epididimis membranlarinda lokalize oldugu; GSTM2-3 ve GSTMS5’in ise
epididimal liimen icerisinde kaput bolgesinden distale tasinma silirecinde sperm
membranina baglandig1 one siiriilmiistiir. Bu baglamda, epididimal salgilarin, sperm
olgunlagsmasinda rol alan ve liimen boyunca tasinarak sperm ylizeyine baglanabilen
GST izoformlarmi igerdigi anlagilmaktadir. Sperm yiizeyinde bulunan GST’lerin
oksidatif strese (OS) kars1 koruma sagladigi ve epididimal depolama siirecinde sperm
canliligini destekledigi diisiiniilmektedir. Seminal vezikiiller de dnemli bir antioksidan
kaynagi olup GSTM3 ve GSTPi izoformlarini igcermektedir. Ayrica prostat bezi,
prostazomlar aracilifiyla GSTP1 salgilamakta; GSTP1’in anormal metilasyonunun
prostat tiimorlerinin %90°1indan fazlasinda goriilmesi, bu enzimi potansiyel bir prostat
kanseri biyobelirteci haline getirmektedir. Sonug olarak, erkek iireme sisteminin farkl
bolgelerinde GST’lerin sentezlenmesi ve salgilanmasi, bu enzim ailesinin erkek
fertilitesinde dnemli ve ¢ok yonlii roller tistlendigini; testislerde ise ozellikle germ

hiicrelerini oksidatif strese kars1 koruyarak saglikli spermatogenezin stirdiiriilmesinde
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kritik islevlere sahip olabilecegini gostermektedir (Mukhtar ve ark., 1978; Klys ve
ark., 1992; Aravinda ve ark., 1995; Fulcher ve ark., 1995; Mukherjee ve ark., 1999;
Zu ve ark., 2003; Paz ve ark., 2006; Dacheux ve ark., 2009; Li ve ark., 2010; Batruch
ve ark., 2011; Llavanera ve ark., 2019).

2.11.2. GSTKI1: Yapisal ve islevsel Ozellikler

Glutatyon S-transferaz Kappa 1 (GSTK1), GST siiper ailesinin diger
tiyelerinden belirgin farkliliklar gésteren bir izoenzimidir. GSTK1 genetik olarak ayri
bir Kappa simifin1 temsil eder ve insan genomunda 7q34 bolgesinde lokalizedir ve 8
ekzonlu bir yapiya sahiptir. GSTK1 proteini, cogu GST’nin aksine sitozolde degil,
biiyiik 6l¢iide organel lokalizasyonuna sahiptir: C-terminalindeki -Ala-Arg-Leu dizisi
peroksizomal hedefleme sinyali sayesinde hem peroksizomlara hem de mitokondriyal
matrikse yonlendirilir. Bu essiz lokalizasyon, GSTK1’i glutatyon metabolizmasinin
bilinen tek peroksizomal enzimi haline getirmektedir. Yapisal olarak GSTK1, diger
GST smiflarindan farkl bir katlanma diizeni sergiler: Protein, tiyoredoksin benzeri bir
cekirdek yapiya ve bunun lizerinde yer alan ¢ok sayida a-helikal uzantiya sahiptir.
Bakteriyel izomeraz enzimlerine yapisal benzerlik gosteren bu katlanma motifi,
GSTK1’in geleneksel GST’lerden evrimsel olarak ayristigini gostermektedir (Costa
ve ark., 2023).

GSTK1’in katalitik 6zellikleri kendine has olup diger GST’lere kiyasla klasik
GST substratlar1 (6rn. 1-kloro-2,4-dinitrobenzen, CDNB) ile aktivitesi diisiiktiir. Bu
diisiik katalitik aktivite, GSTK1 in daha spesifik veya heniiz tam anlasilamamis farkl
reaksiyonlarda rol alabilecegini diislindiirmektedir. Nitekim baz1 ¢aligmalar,
GSTK1’in yag asidi metabolizmas1 ve enerji homeostaziyla iligkili olabilecegini 6ne
stirmiistiir. Peroksizomlardaki konumu geregi, a-oksidasyon ve [-oksidasyon
yolaklarinda olusan reaktif ara iirtinlerin detoksifikasyonunda gorev alabilir. Dahasi,
glutatyon peroksidaz benzeri bir aktivite sergiledigi diisliniilerek GSH ile organik

hidroperoksitleri indirgemede rol alabilecegi belirtilmistir (Ferreira ve ark., 2023).

Hiicresel islev acisindan GSTK1, mitokondriyal islevlerin siirdiiriilmesi ve

redoks homeostazin dengelenmesinde énemli goriilmektedir. Ornegin, tip 2 diyabetli
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hastalarin kan hiicrelerinde GSTK1 ifadesinin azaldig1; bunun da mitokondriyal iglev
bozuklugu ve kronik inflamasyon belirtecleriyle iligkili bulundugu bildirilmistir. Bu
durum, GSTK1 eksikliginin mitokondriyal biitiinliigli bozabilecegini ve hiicreyi
oksidatif hasara karst duyarli hale getirebilecegini disiindiirmektedir. Kanser
biyolojisinde de GSTK1’in ilging bir profili vardir: Sisplatin gibi kemoterapdtiklere
diren¢ kazanan bazi tiimor hiicre hatlarinda GSTK1 seviyelerinin arttig1, bazilarinda
ise azaldig1 gozlenmistir. Bu bulgu, ilaca diren¢ mekanizmalarinda kompleks bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. GSTK1, bir¢ok dokuda ifade edilmekle birlikte,
0zellikle enerji ihtiyaci ve oksidan liretimi yiiksek organlarda (karaciger, bobrek, kalp,
kas gibi) belirgin olarak bulunur. Insan ve kemirgen calismalarinda kalp, karaciger,
bobrek, akciger ve testis gibi dokularda GSTK1 protein diizeylerinin yiiksek oldugu
bildirilmistir. Bu genis dagilim, GSTK1 in hiicresel detoksifikasyon ve redoks denge
saglanmasinda yaygin fakat 6zel bir rolii olabilecegini gostermektedir (Blackburn ve

ark., 2011).

2.11.3. GSTT1: Yapisal ve Islevsel Ozellikler

Glutatyon S-transferaz Theta 1 (GSTT1), GST ailesinin Theta sinifi {iyesidir
ve klasik GST 6zelliklerini tastyan bir enzimdir. insan GSTT1 geni, 22. kromozom
tizerinde GSTT2 geni ile komsu halde bulunur ve her iki gen de bes ekzon igerir.
GSTTI1 ve GSTT2 proteinleri yaklasik %55 diizeyinde amino asit dizisi benzerligi
paylasir ve islevsel olarak da birbirine benzeyen enzimlerdir. GSTT1 enzimi, tipik bir
sitozolik GST olup homodimer yap1 olusturur. Her monomer, diger GST siniflarinda
oldugu gibi, GSH baglama bolgesi ve substrat baglama bolgesine sahiptir. Kristal yap1
analizleri, GSTT1-1 dimerinin genel katlanmasinin GSTM (Mu) ve GSTA (Alfa) sinifi
GST’lere benzedigini, ancak bazi kilit pozisyonlardaki amino asit farkliliklari
nedeniyle substrat tanima ve katalitik etkinlikte farkliliklar olabilecegini gostermistir.
Nitekim insan GSTT1 enziminin Kkatalitik aktiviteleri incelendiginde, klasik
substratlardan 1,2-epoksi-3-(4-nitrofenoksi) propana kars1 giiglii aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Webb ve ark., 1996). GSTT1, o6zellikle halojenli bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunda rol oynar. Ornegin, klorlu solvent metabolitleri veya bazi pestisit
tirevleri GSTT1 tarafindan GSH’ye baglanarak detoksifiye edilir. Bunun yani sira,
GSTT1 baz1 kiigiik molekiilleri aktiflestirici (biyotransformasyonda toksik
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metabolitlere doniistiiriici) bir etki de gosterebilir. Ornegin, diklorometan gibi
bilesikler GSTT1 aracilifiyla GSH ile konjiige olup formaldehit gibi reaktif iirlinlere
ayrisabilmektedir (Chen ve ark., 1996; Katoh ve ark., 1998).

GSTT1 enziminin ilgi ¢eken bir yonii, insan popiilasyonunda yaygin goriilen
bir genetik varyasyona sahip olmasidir. GSTT1 null genotipi, bu gende islevsel
delesyon olmasi anlamima gelir ve pek ¢ok bireyde her iki GSTTI1 alelinin de
bulunmadig1 gézlenmistir. GSTT1 null bireyler, bu enzime ait aktiviteden yoksundur
ancak genellikle saglikli goriiniirler. Bu durum, muhtemelen diger GST enzimlerinin
kismen telafi edici roliinden kaynaklanir. Ancak epidemiyolojik ¢aligmalar, GSTT1
null genotipinin belirli ¢evresel toksinlere maruziyet durumunda kanser riskini
etkileyebilecegini ortaya koymustur (Jaiswal ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2024).
Ornegin, baz1 arastirmalarda GSTT1 eksikliginin 16semi ve mesane kanseri riskini
artirabilecegi One siirtilmistiir. Bunun sebebi, GSTT1’in normalde bu karsinojenleri
detoksifiye ediyor olmas1 ve yoklugunda toksik etkinin artmasidir. Tlging olarak, erkek
infertilitesi alanindaki c¢alismalar da GSTTI1 genotiplerinin sonuglar {izerindeki
etkisini incelemistir. Bazi raporlara gore, GSTT1 ve GSTM1 genlerinin varyasyonlari
sperm parametrelerini etkileyebilir. Ozellikle, GSTT1 eksikliginin yiiksek ROS
diizeylerini dengeleyememesi yoluyla sperm kalitesini diisiirebilecegi 6ne siiriilmiistiir
(Jaiswal ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2024). Bunun aksine, bazi popiilasyon
caligmalarinda GSTT1 null genotipinin infertilite riskini azaltic1 (koruyucu) bir faktor
olabilecegi gibi beklenmedik bulgular da rapor edilmistir. Bu celigkili veriler farkl
etnik gruplar, cevresel maruziyetler ve diger genlerin etkilesimi gibi faktorlere baglh

olabilir (Jaiswal ve ark., 2012).

GSTT1’in doku dagilimi incelendiginde karaciger, bobrek ve akciger gibi
detoksifikasyon organlarinda anlamli diizeyde mRNA ve protein ifadesi goriildigi
belirlenmistir (Knight ve ark., 2007). Ayrica, insanlarda GSTT1 proteininin eritrositler
ve lenfositler gibi kan hiicrelerinde de ifade edildigi, hatta baz1 16semi hiicre hatlarinda
yuksek bulundugu bildirilmistir. Bu, GSTT1’in ksenobiyotikler kadar endojen
metabolik yan iiriinlerin de detoksifikasyonunda gorev alabilecegine isaret etmektedir
(Wang ve ark., 2000). islevsel agidan GSTTI, basta elektrofilik ksenobiyotikleri

konjiige ederek hiicreyi zararli kimyasallardan korur. Aynit zamanda endojen olarak
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strese bagli iiretilen 4-hidroksi-2-nonenal (4-HNE) gibi aldehit {iriinlerinin GSH ile
temizlenmesinde rol alabilir. Her ne kadar Alfa ve Mu smifi GST’ler bu tiir lipid
peroksidasyon iirtinlerine daha yiiksek afiniteler gosterse de Theta siifinin da belli
katkilar1 vardir. Sonug olarak, GSTT1 insan ve deney hayvanlarinda antioksidan
savunma ve detoksifikasyon aginin 6nemli bir pargasidir. Genetik olarak yoklugunun
ciddi bir fenotipe yol agmamasi, islevlerinin kismen diger GST’lerce telafi
edilebilmesine baglanmaktadir. Yine de GSTT1 in varhidi, ozellikle toksik maruziyet
kosullarinda ve muhtemelen lireme sagligi gibi 6zel durumlarda hiicresel koruma

acisindan avantaj saglayabilir (Ferreira ve ark., 2023).

2.12. GST Enzimlerinin Antioksidan Savunmadaki Gorevleri

Glutatyon S-transferazlar, oksidatif stres kosullarinda hiicreyi koruyan cok
yonlii savunma mekanizmalarindan birini temsil eder. Klasik rolleri olan GSH
konjugasyonu sayesinde, ROS etkisiyle olusan pek ¢ok zararli yan iirlinii detoksifiye
edebilirler. Ornegin, lipit peroksidasyon iiriinleri olan alfa, beta-enoaldehitler (4-HNE
gibi) hiicrede birikerek protein ve DNA’ya zarar verebilir. GST’ler, bu elektrofilik
aldehitleri GSH ile konjiige ederek daha az reaktif alkollere doniistiirerek enzimatik
yollarla metabolize edilmelerini saglar. Bu bakimdan GST’ler, peroksidatif zararin
zincirleme etkisini durdurarak hiicre zarlarinin ve makromolekiillerin korunmasina
katkida bulunur. Ayrica, baz1 GST izozimleri (6zellikle Alfa sinif1) selenyum bagimsiz
glutatyon peroksidaz aktivitesi sergileyerek organik hidroperoksitleri (6rn. yag asidi
hidroperoksitleri veya kolesterol ester hidroperoksitleri) GSH yardimiyla su ve alkole
indirgeyebilir. Bu reaksiyon, klasik GPx enzimlerinden bagimsiz ek bir koruyucu yol
saglar. Her ne kadar bu aktivite insanlarda cogunlukla Alfa sinifi GST’ler tarafindan
gergeklestiriliyor olsa da tiim GST’ler, hiicrede GSH diizeyini ve dagilimin

etkileyerek antioksidan savunmaya dolayli katkilar sunar (Yang ve ark., 2001).

GST’ler, antioksidan savunmada hem enzimatik aktiviteye hem de diizenleyici
islevlere sahiptirler. Bazi calismalar, GST’lerin hiicre sinyal yollariyla etkilestigini ve
ornegin kinazlar1 veya transkripsiyon faktorlerini baglayarak oksidatif stres yanitlarini
modiile ettigini gdstermektedir. Ornegin, GSTP1 izoenziminin JNK (c-Jun N-terminal

kinaz) yolunu diizenledigi, asirt ROS etkisi altinda GSTP1’in JNK’y1 baglayarak
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inaktif tuttugu, ancak GSH eksikligi veya asir1t ROS bulunmasi halinde bu kompleksin
dagilarak JNK’nin apoptoz sinyalini baglattig1 gosterilmistir. Bu da GST’lerin bir ¢esit
sensOr ve diizenleyici gibi davranabilecegine isaret eder (Yang ve ark., 2001).
Ozellikle GSTK1 ve GSTT]1 gibi spesifik izoenzimler, antioksidan savunmada belirli
roller oynar. GSTK1’in mitokondri ve peroksizomlarda yer almasi, onu bu
organellerde olusan ROS’a kars1 ilk savunma hatt1 haline getirir. Mitokondriyal
elektron tagima sirasinda olusan siiperoksit ve peroksizomal yag asidi oksidasyonu
sirasinda olusan H>O», GSTK1 tarafindan tiretilen GSH konjugatlar1 sayesinde dolayli
olarak temizlenebilir veya daha asagi toksisite diizeyine indirilebilir. GSTKI
eksikliginde mitokondriyal islev bozuklugu ve kronik inflamasyon belirle¢lerinin
artisi, bu enzimin normalde mitokondriyi oksidatif hasardan korudugunu
gostermektedir. GSTT1 ise, daha yaygin detoksifikasyon faaliyetlerinin parcasi
olmakla birlikte, hiicresel oksidan birikimini sinirlandirmaya yardimci olur.
Konjugasyon olmamasi durumunda 6zellikle glutatyonla konjuge olan ara {irlinlerin
bir kismu, serbest radikal veya giiglii elektrofil olarak hiicreye zarar verebilir. Ornegin,
tiyoeter konjugasyonlar1 sayesinde klorlanmis organiklerin reaktif tlirevleri
uzaklastirilir, arsenik metabolitlerinin atilim1  kolaylasir ve endojen tiyol
modifikasyonlarina yol agabilecek bilesikler detoksifiye edilir. Bunlarin sonucunda,
hiicre icinde ROS kaynakli zincir reaksiyonlar kontrol altinda tutulur. Nitekim in vitro
sperm modeli ¢calismalarinda GST aktivitesinin azalmasina bagli ROS diizeylerindeki
artisin lipid peroksidasyonunu ve DNA par¢alanmasini artirtigr bildirilmistir (Jaiswal

ve ark., 2012).

Epididimis gibi organlarda GST’lerin salgilanarak veya hiicre ylizeyinde
lokalize olarak lokal antioksidan koruma sagladigi diisiiniilmektedir. Epididimal
stvinin ylksek GSH igerdigi ve gesitli antioksidan enzimlerce desteklendigi ve bu
sayede olgunlagsan spermleri zararli oksijen tiirlerinden korundugu bilinmektedir
(Llavanera ve ark., 2019). Sperm yiizeyinde tespit edilen GST enzimlerinin, sperm
plazma membranin1 c¢evreleyen mikro ¢evredeki oksidanlart nétralize ederek
spermlerin epididimisde hayatta kalma siiresini uzattigi One siiriilmistiir. Bir
calismada sperm plazma membraninda lokalize GST Mu smifi bir alt birimin

(GSTM3) dondurma-¢dzme sirasinda artan ROS’a kars1 koruyucu rol oynadigi ve
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icerik diizeyinin sperm kalitesiyle iligkili oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, sperm
yiizeyindeki GST’lerin olas1 bir islevi, epididimal depolama esnasinda oksidatif strese
kars1 koruma saglamak seklinde tanimlanmistir (Llavanera ve ark., 2019). Bu bulgular,
GST ailesinin hem hiicre i¢cinde hem hiicreler arasi ortamlarda oksidan kontroliine

katkida bulundugunu gostermektedir.

2.13. Erkek Ureme Sisteminde ROS Olusumu ve GSTK1/GSTT1’in Rolleri

Erkek iireme sistemi Ozellikle de spermatogenez ve sperm matiirasyonu
siirecleri, son derece hassas bir oksidan/antioksidan dengeye gereksinim duymaktadir.
Spermlerin saglikli gelisimi ve islevi icin hem ROS hem de antioksidan sistemlerin
uygun diizeylerde bulunmasi gerekmektedir. Diisiik diizeylerde ROS, testis icinde
hiicresel sinyallesmenin bir parcast olup spermatogenez ve steroidogenez gibi
siireglerde diizenleyici roller oynar (Gram ve ark., 2022). Ornegin fizyolojik
miktarlarda siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit, gelisen germ hiicrelerinin
farklilasma yolaklarin1 etkileyebilir. Ancak ROS {iretimi kontrolden c¢iktiginda
oksidatif stres baslar ve bu durum iireme hiicrelerine ciddi zararlar verir. Bu nedenle,
testis ve epididimis gibi ortamlarda giiclii antioksidan savunma sistemleri bulunur.
Nitekim testiste bulunan enzimatik antioksidan savunma sistemi siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz, glutatyon peroksidazlar (GPx), glutatyon-S-transferazlar (GST) ve
glutatyon rediiktaz gibi enzimleri barindirir (Gram ve ark., 2022). Sertoli ve Leydig
hiicreleri, yliksek glutatyon (GSH) diizeyleri ve SOD, katalaz, GPx gibi enzimlerle
seminifer tiibiillerde oksidanlar1 etkisiz hale getirerek germ hiicrelerini korurlar.
Caligsmalar, infertil erkeklerde oksidatif stres belirteclerinin fertil erkeklere gére daha
yiiksek, toplam antioksidan kapasitelerinin ise daha diisiik oldugunu ve oksidatif
dengenin bozulmasinin klinik olarak sperm kalitesini diigiirdiiglinii ortaya

koymaktadir (Ayad ve ark., 2022).

2.13.1. Testis ve Spermatogenezde Oksidatif Denge

Testis, spermatogonyumlardan olgun spermatozoalara kadar uzanan
spermatogenez siirecinin gergeklestigi organdir. Bu siire¢ boyunca hiicrelerde yogun

enerji harcamasi ve hizli boliinmeler olur. Normal kosullarda testiste ROS iiretimi,
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hiicre sinyal mekanizmalarimin bir pargast olarak kontrolli diizeydedir ve
spermatogenezin diizenlenmesine katk1 saglar. Ornegin, ROS’un fizyolojik miktarlari
hiicre dongiistiyle ilgili baz1 yollar1 uyararak spermatogenezde gerekli adimlarin
gergeklesmesine yardim eder. Ancak yliksek diizeyde ROS birikimi son derece
zararhidir.  Oksidatif stres olustugunda germ hiicrelerinde apoptoz, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA/RNA hasar1 gozlenir (Sekil 2.2).
Nitekim asir1 ROS, spermatosit ve spermatidlerde DNA pargalanmasina ve hiicre
Oliimiine yol agarak spermatogenezi sekteye ugratabilir. Bu nedenle testis ortaminda

ROS seviyeleri siki kontrol edilmelidir (Barati ve ark., 2020; Gram ve ark., 2022).

ROS’un Fizyolojik rolii * ———— ROS’un Patolojik rolii
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Sekil 2.2. Erkek tireme sisteminde ROS’un fizyolojik ve patolojik rolleri (Barati ve
ark., 2020).

Sitozol

’ Sperm Kapasitasyonu |

Testiste Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri, redoks dengesinin korunmasinda
kritik rol oynar. Sertoli hiicreleri, hem germ hiicrelerini besler hem de oksidatif
hasardan koruyacak bir mikrogevre olusturur. Bu hiicreler, yiiksek miktarda glutatyon
tasimakla birlikte SOD, katalaz ve GPx gibi antioksidan enzimleri de ifade ederler.
Boylece gelisen spermatidler, Sertoli hiicrelerinin sagladig1 antioksidanlar sayesinde

zararli ROS etkilerinden korunur. Leydig hiicreleri de testosteron sentezi sirasinda
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olusabilecek ROS’u detoksifiye eden enzim sistemlerine sahiptir. Normal bir testiste
antioksidan savunma mekanizmalari, ROS’un patolojik diizeylere ulagmasini
engelleyerek bunlarin fizyolojik sinyal diizeylerinde kalmasini saglar. Ancak ROS’ un
asir1 liretimi, testisteki oksidatif dengeyi bozabilir. Nitekim kriptorsidizm, varikosel,
enfeksiyonlar veya toksik ajanlara maruziyet gibi durumlar, testiste ROS olusumunu
belirgin sekilde artirmaktadir. Bu kosullar altinda oksidatif stres diizeylerinin
ylkselmesi, spermatogenez siirecini ciddi bigimde olumsuz etkileyerek yapisal ve
islevsel bozukluklara yol agabilir. Yiiksek ROS seviyeleri, spermatogenik hiicrelerde
DNA hasar1 ve hiicre 6liimiine yol agarak sperm iiretimini azaltir. Ciinkii varikosel,
enfeksiyon gibi infertiliteyle iligkili durumlarda siklikla oksidatif stres artisi
saptanmugstir (Kaltsas, 2023). Geng ve saglikli bir erkekte bile testis, asir1 1s1ya veya
radyasyona maruz kalirsa kisa siirede sperm parametrelerinde diisiis gozlenebilir.
Bunun temel nedeni, artan ROS’nin sperm {iretimine zarar vermesidir. Bu nedenle, in
vivo antioksidan mekanizmalarin giiclii olmasi, testis islevi i¢in hayati Oonem
tasimaktadir. Testiste GST enzimlerinin bulunmasi, bu noktada Oonem kazanir.
Ozellikle mitokondride yer alan GSTKI, testiste enerji ihtiyac1 yiiksek germ
hiicrelerinde (6rnegin spermatidler) olusan ROS’nin lokal olarak temizlenmesine
yardimci olabilir. Clinkii siganlarda gebelik sirasinda arsenige maruz kalinmasinin,
ergenlik donemindeki erkek yavrularin testisinde antioksidan gen ifadelerini
degistirdigi ve oOzellikle SODI1, SOD2, katalaz ve GSTKI1 genlerinde belirgin
farkliliklar oldugu gosterilmistir. Bu adaptif yanit, GSTK1’in oksidatif strese karsi
testiste rol alabilecegini diisiindiirmektedir. insan testisinde de GSTKI proteininin
ifade edildigi bilinmektedir. Immiinohistokimyasal incelemeler,
spermatogoniumlardan spermatidlere kadar germ hiicrelerinde GSTKI1 ifadesini
ortaya ¢ikarmistir. Bu bulgular, GSTK1’in spermatogenez boyunca hiicreleri oksidatif
hasardan korumaya katki sagladigini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, GSTT]I
enzimi de testiste hem germ hiicrelerinde hem de somatik hiicrelerde bulunabilir. Bazi
caligmalarda GSTT1 mRNA’sinin testis dokusunda ifade edildigi gosterilmistir (Gram
ve ark., 2022; Okubo ve ark., 2005; Ichioka ve ark., 2009). Testiste GSTT1 in olas1
rolii, spermatogenez sirasinda olusan toksik yan iirlinleri detoksifiye etmek olabilir.
Ornegin, spermlerin farklilasmasi siirecinde agiga ¢ikan elektrofilik ara iiriinler veya

cevresel ksenobiyotikler, GSTT]1 tarafindan GSH ile konjiige edilerek zararsiz hale
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getirilebilir. GSTT1 geninin eksik oldugu (null) bireylerde spermatogenezin nasil
etkilendigine dair kesin veriler olmamakla birlikte, baz1 popiilasyon c¢alismalarinda
GSTT1 yoklugunun erkek infertilitesi riskini etkileyebilecegine (artirabilecegine) dair
bulgular vardir. Bu durum, GSTT1 in testiste islevsel 6Gneme sahip olabilecegini ortaya
koymaktadir. Ornegin, varikosel hastalarinda yapilan bir calismada, GSTT1 ve
GSTMI1 genotipi pozitif (yani bu genleri tasiyan) olan erkeklerin varikoselektomi
ameliyat1 sonrasinda sperm motilitesinde, bu enzimleri tagimayanlara kiyasla daha
belirgin iyilesme gosterdigi bildirilmistir. Bu sonug, varikosel gibi oksidatif stresin
arttigt  durumlarda GSTT1’in  spermleri koruyucu etki saglayabilecegini

distindiirmektedir (Okubo ve ark., 2005).

2.13.2. Epididimis ve Sperm Matiirasyonunun Mikrog¢evresi

Epididimis, testiste iiretilen spermatozoonlarin morfolojik ve islevsel olarak
olgunlastig1i, ayn1 zamanda ejakiilasyona kadar depolandigi kivrimli bir kanaldan
olusan, erkek genital sisteminin tiibiiler yapilarindan biridir. Anatomik olarak
baslangi¢c segmenti, kaput, korpus ve kauda olmak {izere dort ana boliimden olusan
epididimis, sperm hiicrelerinin testisten ¢iktiktan sonraki yaklasik iki ila ii¢ hafta siiren
transit stirecinde ardisik biyokimyasal ve biyofiziksel degisimlere maruz kaldigi,
0zglin mikroortam sunmaktadir. Her bir segment, sperm matiirasyonunun belirli
asamalarint destekleyecek sekilde farkli yapisal ve molekiiler 6zelliklere sahiptir
(Chabory ve ark., 2009; O’Flaherty, 2019). Epididimis epitel hiicreleri, sperm
hiicrelerinin artik kendilerinin sentezleyemedigi koruyucu proteinleri ve enzimleri
salgilar. Ozellikle glutatyon peroksidaz 5 (GPx5) enzimi, memelilerde sadece
epididimal sivida bulunan selenyum icermeyen bir glutatyon peroksidazdir ve
spermlerin plazma membranindaki lipit hidroperoksitlerini indirger. Bu sayede sperm
DNA biitiinliigiinii korur ve délleme kapasitelerinin siirmesine yardimei olur. GPx5’in
Onemini gosteren bir c¢alismada, Gpx5-geni nakavt edilen (GPx5-/-) farelerin
epididimlerinde depolanan spermlerde zamanla DNA hasarinin biriktigi ve ileri
yaslarda bu erkeklerin eslerinde gebelik kayiplarinin arttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar,
epididimal antioksidan savunmanin saglikli sperm ve embriyo gelisimi i¢in kritik

oldugunu kanitlamaktadir (Chabory ve ark., 2009).
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Epididimisin enzimatik antioksidan sistemi SOD, katalaz, peroksiredoksin
(PRDX), tioredoksin gibi cesitli enzimleri igerdigi gibi GST ailesi iiyelerini de
barindirir. Epididimisin antioksidan savunma sisteminde glutatyon-S-transferazlarin
bulundugu ve tiim bu enzimlerin ortaklasa ¢alisarak epididimal matiirasyon siiresince
ROS seviyelerini diisiik tuttuklar1 vurgulanmistir (Chabory ve ark., 2009). Nitekim
immunohistokimyasal ¢aligmalar, si¢can epididimisinde Mu sinifina ait Yb1 alt birimi
gibi bazi1 GST lerin bolgesel 6zgiinliik gosterdigini ve epididimal liimen sivisinda da
bulunabildigini ortaya koymustur. Bu durum, epididimal epitelinin bazi GST
enzimlerini limene salgilayarak sperm yiizeyine baglanmalarini sagladigi goriisiinii
ortaya atmaktadir. Bdylece spermatozoalar, epididimis liimeninde beklerken,

cevrelerindeki s1vi ortam ROS’a kars1 tamponlanmis olur (Chabory ve ark., 2009).

Sperm matiirasyonu siireci, fizyolojik olarak kontrollii diizeyde reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretildigi ve bu tiirlerin sinyal iletimi mekanizmalarinda diizenleyici
roller tistlendigi kompleks bir biyokimyasal asamadir. Epididimis kanalinin proksimal
bolgesi olan kaput segmentinde, heniiz tam islevsel olgunluga erismemis
spermatozoonlarin plazma membrani kompozisyonu ve yiizey proteinlerinde énemli
yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu siire¢ esnasinda diisiik konsantrasyonlardaki
ROS, o6zellikle hidrojen peroksit (H20:), sperm hiicresinin ilerleyici motilite
kapasitesini kazanmasi ve kapasitasyon olarak tanimlanan olgunlagma siirecinin
baslatilmasi agisindan sinyal molekiilii niteligi tasir (Wang ve ark., 2025). Literatiirde
NADPH oksidaz 5 (NOXS5) enziminin kapasitasyon siirecinde aktive oldugu,
spermatozoonlar tarafindan siiperoksit iiretiminin artirildigi ve bu artigin hiicre igi
cAMP diizeyleri ile protein tirozin-fosforilasyonlarint modiile ederek hiperaktivasyon
ile karakterize edilen gii¢lii kuyruk hareketlerinin ve akrozomal reaksiyona hazirligin
tetiklenmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Ancak epididimisin distal segmenti olan
kauda bolgesine ulasildiginda spermatozoonlar, artik depolama fazina gecer ve
metabolik aktiviteleri minimum seviyeye indirgenir. Bu dénemde ROS iiretimi
baskilanir ve epididimal sivinin antioksidan kapasitesi maksimum diizeye ulagir.
Kauda epididimis sekresyonlarinin, basta indirgenmis glutatyon (GSH) olmak tizere
cesitli non-enzimatik antioksidan molekiiller ve enzimatik savunma proteinleri

acisindan zengin oldugu gdosterilmistir. Bu zengin antioksidan ortam, sperm
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hiicrelerini depolama siiresince oksidatif hasara karsi koruyarak hiicresel
biitiinliiklerinin ve fertilizasyon yeteneklerinin korunmasina katki saglar. Dolayisiyla
epididimal redoks mikrogevresi, sperm gelisiminin erken donemlerinde ROS aracili
fizyolojik olgunlagma siireclerini desteklerken, ge¢c donemlerde bu oksidanlarin zararh
etkilerini siirlayacak sekilde yeniden diizenlenir. Bu c¢ift yonlii denge, sperm
islevlerinin optimal diizeyde siirdiiriilmesinde temel bir fizyolojik mekanizma olarak
kabul edilmektedir (Agarwal ve ark., 2019; Barati ve ark., 2020; Lee ve ark., 2017;
Wang ve ark., 2025).

Domuz spermlerinde GSTK1 proteininin  bol miktarda bulundugu,
kapasitasyon sonrasi akrozom bdlgesinde yogunlastigi gdsterilmistir. Bu ¢aligmada,
hareketliligi diisiik (motilitesi zayif) spermlerde GSTK1 seviyesinin anlamli 6lciide
azaldig1 ve GSTK1’in genel olarak sperm kalitesiyle pozitif iliski gosterdigi rapor
edilmistir. Ayrica kapasitasyon sonrasi spermlerin anti-GSTK1 antikoru ile inkiibe
edilmesinin, in vitro fertilizasyonda basari oranini diislirdiigi bulunmustur. Bu
bulgular, epididimisde spermlerin kazandigi GSTK1 proteininin fertilizasyon yetenegi
icin Onemli olabilecegini disiindiirmektedir. Muhtemelen GSTKI1, sperm
akrozomunda konumlanarak akrozomal reaksiyon sirasinda veya sperm-oosit
etkilesimi esnasinda lokal oksidatif ortamin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir

(Zeng ve ark., 2022).

GSTT1’e dair epididimis veya sperm 6zgiil ¢alismalar daha sinirli olsa da
epididimal GST sisteminin genel olarak sperm korumasi igin gerekli oldugu agiktir.
GSTT1, epididimisdeki diger GST izoenzimleri (6r. Mu ve Pi siniflar) ile birlikte
calisarak liimendeki potansiyel toksik metabolitlerin temizlenmesine yardim edebilir.
Ayrica bazi bulgular, GSTT1 varliginin sperm parametreleriyle iligkili olabilecegini
ima etmektedir. Ornegin, oksidatif stresin yiiksek oldugu varikosel durumunda
antioksidan takviyelerin semen parametrelerini iyilestirdigi ve ROS seviyelerini
diisiirdiigii bilinmektedir. Bu iyilesmede endojen GST sisteminin desteklenmesinin
pay1 olabilecegi diistiniilmektedir. Ciinkii GSTT1 pozitif genotipe sahip varikoselli
hastalarin ameliyat sonrasi sperm motilite artisi, GSTT1 olmayanlara kiyasla daha
fazla olmustur (Marks ve ark., 1986; Ichioka ve ark., 2009). Genel olarak

degerlendirildiginde GST ailesi iiyelerinin rat testis ve epididimisteki ifade ve islevine
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yonelik ¢alismalarin oldukga sinir olmasi (Papp ve ark., 1995; Veri ve ark., 1994) ve
farkli postnatal gelisim donemlerine ait ¢alismalarin bulunmamasi, bu ¢aligmanin
Onemini artirmaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada farkli postnatal gelisim
donemlerindeki sigan testis ve epididimis segmentlerinde GSTK1 ve GSTTI

ifadesininn arastirilmas1 amaglanmastir.

Bu calismada, erkek ilireme sisteminde testis ve epididimis dokularindaki
glutatyon-S-transferaz Kappa 1 (GSTK1) ve glutatyon-S-transferaz Theta 1 (GSTT1)
izoenzimlerinin gelisimsel siire¢ boyunca hiicresel dagilimimi degerlendirmek
amaciyla toplam 24 adet saglikli erkek Wistar albino sican (Rattus norvegicus)
kullanilacaktir. Hayvanlar, testikiiler ve epididimal gelisimin postnatal donemlerini
temsil edecek sekilde dort farkli yas grubuna ayrilacaktir. Postnatal 5. giin (PND 5)
neonatal donemi, postnatal 20. giin (PND 20) infantil dénemi, postnatal 50. giin (PND
50) peripubertal donemi ve postnatal 70. giin (PND 70) gec ergenlik donemini temsil
edecek bigimde siniflandirilacaktir. Her bir yas grubunda alt1 birey bulunacak sekilde
(n = 6) deneysel planlama yapilacaktir. Bu zaman noktalari, sican erkek iireme
sisteminin histolojik ve islevsel olgunlasmasinin farkli evrelerini yansitmakta olup,
GSTK1 ve GSTTI1 ifadelerinin gelisimsel silire¢ igerisindeki degisimini
degerlendirmek acisindan biyolojik olarak anlamli bir cergeve sunmaktadir. Caligmada
elde edilecek bulgularla, testikiiler ve epididimal dokularda bu enzimlerin bolgesel
dagilim ozellikleri ve olasi koruyucu islevleri detayli sekilde ortaya konulacaktir.
Boylece, erkek iireme sisteminde antioksidatif savunmanin 6nemli bilesenlerinden biri
olan GST ailesine ait bu iki izoformun fizyolojik gelisim siirecindeki katkilari, ilk kez

karsilastirmali ve donemsel olarak incelenmis olacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Diizenegi ve Etik Kurul izni

Bu c¢alismada Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen toplam 24 adet saglikli erkek
Wistar albino si¢an (Rattus norvegicus) kullanildi. Hayvanlar, testikiiler ve epididimal
gelisimin postnatal donemlerini temsil edecek sekilde dort farkli yas grubuna ayrildi.
Gruplar postnatal 5. glin (PND 5) neonatal donemi, postnatal 20. giin (PND 20) infantil
donemi, postnatal 50. giin (PND 50) peripubertal donemi ve postnatal 70. giin (PND
70) ge¢ ergenlik donemini temsil edecek sekilde siniflandirildi. Her yas grubunda
altisar hayvan yer aldi (n = 6). Deneysel uygulamalar, Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nun 14.02.2024 tarihli ve 1270

sayil1 karariyla onaylandi.
3.2. Immunohistokimyasal Analiz

Hayvanlar, uygun anestezi altinda sakrifiye edildikten sonra her hayvandan
testis ve epididimis dokular dikkatlice diseke edildi. Epididimis dokulari, anatomik
farkliliklar dikkate alinarak baslangi¢c segmenti, kaput, korpus ve kauda olmak tizere
dort segmente ayrildi ve her biri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Elde edilen doku 6rnekleri,
Bouin soliisyonu ile oda sicakliinda 12 saat stireyle fikse edildi. Fiksasyonu takiben
dokular, sirasiyla %70, %80, %96 ve %100 etanol serilerinden gegirilerek dehidrate
edilmis, ardindan benzol ve metilbenzoat ile saydamlastirildi ve parafin
infiltrasyonuna alinarak parafine gémiildii. Mikrotom yardimiyla parafin bloklardan
alman 5 pm kalinhiginda seri kesitler, APES (3-aminopropiltriethoksisilan) kaph
lamlara  yerlestirildi. Lamlar oda  sicaklifinda  kurutulduktan  sonra
immiinohistokimyasal boyama agamasina gecildi. Testis ve epididimis segmentlerinde
GSTK1 ve GSTT1 proteinlerinin doku diizeyindeki dagilim ve ifade yogunlugunu
belirlemek amaciyla streptavidin-biyotin-peroksidaz temelli indirekt
immiinohistokimyasal yontem uygulandi. Boyama siirecinde Abcam firmasina ait

Mouse and Rabbit Specific HRP Detection IHC Kit (ab93677) kullanildi. Lamlar,
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deparafinizasyon amaciyla 60°C’de 1 saat etiivde bekletildi, ardindan iki kez 10’ar
dakika siireyle ksilende tutuldu. Rehidrasyon islemi i¢in %100’den %70’e azalan
dereceli etanol serilerinden gegirilen kesitler, fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikandi.
Endojen peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu amaciyla %3’liikk hidrojen peroksit
cozeltisi ile 10 dakika inkiibasyon yapildi. Bunu takiben, kit iceriginde bulunan blokaj
serumu ile Ozgiil olmayan antikor baglanmalarini engellemek amaciyla oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyon uygulandi. Primer antikor uygulamasinda
Proteintech firmasina ait GSTK1 (Cat. No: 14535-1-AP) ve GSTT1 (Cat. No: 15838-
1-AP) primer antikorlar1 kullanildi. Antikorlar {iretici 6nerileri dogrultusunda 1:300
oraninda, Thermo Scientific Antibody Diluent (Cat. No: TA-125-ADQ) kullanilarak
seyreltildi. Hazirlanan primer antikor soliisyonlari lamlar {izerine damlatildi ve
+4°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
lamlar PBS ile ii¢ kez beser dakika yikandi. Ardindan, biyotin konjugath sekonder
antikor ve streptavidin-peroksidaz konjugati sirasiyla uygulandi ve her biri oda
sicakliginda 30 dakika inkiibasyona tabi tutuldu. Enzim substrati olarak AEC (3-
Amino-9-etilkarbazol) ¢ozeltisi kullanildi. Renk gelisimi sirasinda kirmizimsi
kahverengi ¢okelti olusumu mikroskop altinda gbzlemlendi ve reaksiyon siiresi 5—10
dakika araliginda kontrol edildi. Reaksiyon distile su ile durduruldu. Kesitler, Gill
hematoksilen ile kisa siireli kars1 boyamaya tabi tutuldu ve mavi renk olusancaya kadar
musluk suyu altinda yikandi. Hazir duruma gelen preparatlar, alkol ve ksilen

serilerinden gecirilmeden dogrudan su bazli montaj ortami ile kapatildi.

Boyama 6zgiilliigiinii degerlendirebilmek amaciyla her boyama setinde kontrol
gruplar1 olusturuldu. Negatif kontrol grubunda primer antikor yerine PBS uygulandi.
Pozitif kontrol olarak ise glutatyon S-transferazlarin yogun olarak ifade edildigi
bilinen sican bobrek dokusu kullanildi. Boyanan kesitler, Olympus BXS51 1s1k
mikroskobu ile incelendi, mikroskopa entegre DP72 dijital kamera sistemi araciligiyla

goriintiilendi ve dijital olarak kaydedildi.

3.3. immunohistokimyasal Boyamalarin Semikantitatif analiz

Testis ve epididimis dokularinda GSTK1 ve GSTT1 proteinlerinin ifade

diizeyleri, immiinohistokimyasal olarak boyanmis kesitlerde ger¢eklestirilen
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semikantitatif analiz yontemiyle degerlendirildi. Her bir hayvana ait {iger ardisik doku
kesitinde, rastgele secilen bes farkli mikroskobik alanda yapilan gdzlemler esas
alimarak germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri, peritiibiiler hiicreler ve
epididimis epitel hiicreleri ayr1 ayr1 analiz edildi. Immiinboyanmanin hiicre ici
lokalizasyonu (sitoplazmik, niikleer veya membrandz), dagilim oriintiisii (fokal ya da
diffiiz) ve yogunlugu dikkate alindi. ifade diizeyleri, hiicre tipi ve anatomik
lokalizasyona gore asagidaki sekilde derecelendirildi: boyanma yok (-), cok zayif (—
/+), zayif (+), zayif-orta (+/++), orta (++), orta-giiclii (++/+++), giiclii (+++). Bu
degerlendirme yaklasimi, daha dnce vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve
reseptorlerinin sigcan testis ve epididimis dokularinda postnatal gelisim siiresince
gosterdigi spatiotemporal ifade Oriintiilerini analiz etmek amaciyla kullanilan yontem

esas almarak yapilandirildi (Ozbek ve ark., 2025).
3.4. Kantitatif Immiinohistokimyasal Gériintii Analizi

GSTTI1 ve GSTK1 immiinifadesine yonelik immiinohistokimyasal boyanma
diizeyleri, testis ve epididimis dokularina ait kantitatif goriintii analizleri ile
degerlendirildi. Her gruptaki alti hayvandan, ilgili her bir bolgeye ait iki temsili
goriintii alinarak toplamda her grup igin 12 goriintii analiz edildi. Goriintiiler, aynm
biiyiitmede (40x) ve sabit pozlama kosullarinda Olympus BX51 mikroskop ve dijital
kamera sistemiyle elde edildi. Analiz islemleri, Image]J (NIH, USA) yazilimi ile
gerceklestirildi. Immiinpozitif sinyallerin ayristirilmasi i¢in Color Deconvolution
eklentisi (H-AEC vektorii) kullanildi. AEC substratina ait immiinpozitif alanlar,
toplam doku alanina oranlanarak pozitif boyanma yiizdesi hesaplandi. Degerlendirme
sirasinda yalnizca hedef hiicre popiilasyonlarini temsil eden doku alanlar1 kullanildi.
Bag dokusu, damar bosluklar1 ve teknik artefakt igeren alanlar analiz kapsamina
alinmadi. Tiim goriintiiler, iki bagimsiz gézlemci tarafindan cift korleme yontemiyle

incelendi ve ortalama degerler iizerinden degerlendirme yapildi (Ozbek ve ark., 2025).
3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen boyanma yiizdesi verileri, GraphPad Prism 9.0 yazilimi

kullanilarak analiz edildi. PNDS5, PND20, PND50 ve PND70 donemlerine ait gruplar
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arasinda anlamli fark olup olmadigini belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi
(One-way ANOVA) uygulandi. Anlamli farklilik saptanan gruplar arasinda
karsilastirma yapmak i¢in Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Tiim sonuglar,
ortalama =+ standart hata (mean £ SEM) olarak ifade edildi ve anlamlilik diizeyi p <
0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Pozitif ve Negatif Kontrol Degerlendirmesi

GSTKI pozitif kontroliinde proksimal kivrimhi tiibiil epiteli, distal kivrimli tiibiil
epiteli ve glomertiler alanlarda immiin boyanmasi gézlendi (Sekil 4.1). GSTT1 pozitif
kontroliinde distal kivrimli ve toplayict kanal tiibiil epitel hiicrelerinde olduk¢a zay1f
sitoplazmik immiin boyanma goézlenirken proksimal kivrimli tiibiil epitel hiicrelerinde
yogun immiin boyanma gozlendi (Sekil 4.2). Negatif kontrol boyamasinda ise
herhangi bir reaksiyon gézlenmedi (Sekil 4.3).

Sekil 4.1. GSTK1 pozitif kontrol. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.2. GSTT1 pozitif kontrol. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.
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Sekil 4.3. Negatif kontrol. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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4.2. Postnatal 5. Giin — GSTK1 immiinreaktivitesi

Postnatal 5. giin testis dokusuna ait immiinohistokimyasal incelemelerde
GSTKI1 proteininin ifadesi son derece siirli diizeyde bulundu. Bu donemde seminifer
epitel, yalnizca gonositler ve sertoli hiicrelerinden olusmakta olup, germ hiicre hattinin
ileri farklilagma evrelerine ait hiicreler heniiz histolojik olarak belirgin degildi. GSTK1
pozitifligi 6zellikle gonositlerde cok zayif diizeyde izlendi (—/+). Bu hiicrelerin
sitoplazmasinda diizensiz, silik nitelikte immiinreaktivite dikkati g¢ekti. Sertoli
hiicrelerinde GSTK1 ifadesine dair herhangi bir bulguya rastlanmadi1 (-)(Sekil 4.4-
4.5). Epididimis dokusuna iligkin degerlendirmelerde baslangi¢ segmenti, kaput,

korpus ve kauda bolgelerinin tamaminda epitel hiicrelerinde ¢ok zayif diizeyde (—/+)

GSTKI pozitifligi gozlendi (Sekil 4.6-4.7).

Sekil 4.4. PND5 donemi sigan testis dokusunda GSTK1 ifadesi. Seminifer tiibiiller
icerisinde gonositler (G) c¢ok zayif diizeyde sitoplazmik GSTKI1 pozitifligi
gostermektedir (—/+). Sertoli hiicrelerinde (S) herhangi bir pozitiflik izlenmemektedir
(-). Tubiller aras1 alanda yer alan Leydig hiicrelerinde (L) de GSTKI ifadesi
gozlenmemektedir (—). Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.5. PNDS5 donemi sican testis dokusunda GSTKI1 ifadesi. Gonositlerde (G)
sitoplazmik yerlesimli ¢ok zayif diizeyde boyanma izlenmektedir (—/+). Sertoli
hiicrelerinde (S) ve Leydig hiicrelerinde (L) GSTK1 ifadesi gézlenmemektedir (-).
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 20 um.

Sekil 4.6. PND5 donemi sican epididimis dokusunda GSTKI1 ifadesi. Epitel
hiicrelerinde (E) ¢ok zayif diizeyde sitoplazmik GSTK1 pozitifligi izlenmektedir (-
/+). Kanal duvari, diiz kas tabakas1 ve vaskiiler yapilarda ifadesi saptanmamaktadir (—
). Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.7. PND5 doénemi sican epididimis dokusunda GSTKI1 ifadesi. Epitel
hiicrelerinde (E) ¢ok zayif diizeyde sitoplazmik GSTK1 pozitifligi izlenmektedir (-
/+). Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.

4.3. Postnatal 20. Giin — GSTK1 immiinreaktivitesi

Postnatal 20. giin testis dokusundaki spermatogoniumlarda GSTK1 ifadesi,
pozitiflik goriilmedi (—). Spermatositlerde sitoplazmik yerlesimli zayif diizeyde
boyanma izlendi (+). Round spermatid, elongating spermatid ve spermatozoon
hiicrelerine rastlanmadi. Sertoli hiicrelerinde ¢ok zayif diizeyde boyanma gozlendi (—
/+). Leydig hiicrelerinde zayif diizeyde sitoplazmik GSTK1 pozitifligi saptandi (+).
Peritiibiiler diiz kas hiicrelerinde ve damar duvarina ait yapilarda boyanma goézlenmedi
(-) (Sekil 4.8). Epididimis dokusunda epitel hiicrelerinde zayif diizeyde pozitiflik
izlendi (+). Baslangig, kaput, korpus ve kauda segmentlerinde epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda diizensiz yerlesimli boyanma saptandi. Kanal duvari, diiz kas tabakasi

ve vaskiiler yapilarda GSTK1 ifadesi gozlenmedi (-) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. PND20 donemi sican testis dokusunda GSTK1 ifadesi. Spermatositlerde
(Sp) ve Leydig hiicrelerinde (L) zayif diizeyde (+) sitoplazmik pozitiflik
izlenmektedir. Spermatogoniumlarda (Sg) ve Sertoli hiicrelerinde (S) GSTKI1’e
yonelik herhangi bir pozitiflik izlenmemistir (—). Streptavidin-biyotin-peroksidaz,
AEC. Bar: 50 pm.

Sekil 4.9. PND20 donemi sigan epididimis dokusunda GSTKI ifadesi. Epitel
hiicrelerinde (E) zayif diizeyde (+) sitoplazmik pozitiflik izlenmektedir. Kanal duvari,
diiz kas tabakasi ve vaskiiler yapilarda GSTK1 ifadesi izlenmemistir (—). Streptavidin-
biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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4.4. Postnatal 50. Giin — GSTK1 immiinreaktivitesi

Postnatal 50. giin testis dokusundaki immiinohistokimyasal degerlendirmeler,
sigan seminifer epitelinin klasik olarak tanimlanan 14 histolojik evresi ve spermatid
gelisiminin 19 morfolojik basamagi temel alinarak gerceklestirildi. Bu gelisim
diizeyinde seminifer epitelde tiim germ hiicre evrelerinin ayirt edilebilir oldugu
saptandi. Degerlendirme, hiicrelerin morfolojik ve konumsal o6zelliklerine gore
gergeklestirildi. GSTK1 ifadesi, her hiicre tipi i¢cin ayr1 ayr1 analiz edildi. Primer
spermatositler, 6zellikle pakiten evresinde yogun olmak iizere, leptoten, zygoten,
diploten ve diyakinez alt evrelerinde tanimlandi. Bu hiicre grubunda orta diizeyde
GSTK1 ifadesi izlendi (++). Round spermatidlerde (step 1-8) zayif diizeyde pozitiflik
saptand1 (+). Elongating (step 9—12) ve elongated spermatidler (step 13—19) ise ¢ok
zay1f diizeyde pozitiflik goriildii (—/1). Spermatozoonlarda da benzer sekilde ¢cok zay1f
diizeyde GSTK1 boyanmasi izlendi (—/+). Sertoli hiicrelerinde sitoplazmik alanda ¢ok
zayif diizeyde GSTK1 immiinreaktivitesi saptandi (—/+). Spermatogonyumlarda ise
cok zayif diizeyde GSTKI ifadesi gozlendi (—/+). Leydig hiicrelerinde zayif diizeyde
GSTKI pozitifligi mevcuttu (+). Peritiibiiler diiz kas hiicreleri ve damar duvar diiz
kaslarinda GSTK1’e yonelik herhangi bir pozitiflik saptanmadi (—) (Sekil 4.10-4.11).
Postnatal 50. giin sican epididimis dokusunda yapilan degerlendirmelerde GSTK1
ifadesinin yalnizca epitel hiicreleri ile sinirli kaldig1 gézlendi. Diger hiicresel yapilarda
herhangi bir immiinpozitiflik gozlenmedi. Baslangi¢ segmentindeki epitel
hiicrelerinde zayif diizeyde GSTKI1 pozitifligi saptandi (+) (Sekil 4.12). Kaput
epididimisteki epitel hiicrelerinde zayif ile orta diizey arasinda degisen GSTK 1 ifadesi
gozlendi (+/++) (Sekil 4.13). Korpus epididimisteki epitel hiicrelerinde GSTKI
ifadesinin orta diizeyde oldugu saptandi (++) (Sekil 4.14). Kauda epididimisteki epitel
hiicrelerinde ise zayif ile orta diizeyde GSTK1 ifadesi gézlendi (+/++) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.10. PND50 donemi sican testis dokusunda GSTK1 ifadesi. Seminifer
epiteldeki farkli gelisim donemlerini temsil eden 14 evre, Roma rakamlariyla (I-XIV)
gosterilmistir. Spermatidlerin morfolojik olarak ayirt edilen 19 gelisim asamasi ise
sayilar ile ifade edilmistir. Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S) ve Leydig
hiicresi (L) ilgili morfolojik o6zelliklerine gore isaretlenmistir. Lp: Leptoten
evresindeki primer spermatosit, P: Pakiten evresindeki primer spermatosit.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.11. PND50 doénemi sigan testis dokusunda GSTKI1 ifadesi. Seminifer
epiteldeki farkli gelisim donemlerini temsil eden 14 evre, Roma rakamlariyla (I-XIV)
gosterilmistir. Spermatidlerin morfolojik olarak ayirt edilen 19 gelisim asamasi ise
sayilar ile ifade edilmistir. Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi (S), Leydig hiicresi
(L) ve mayoz boliinme asamasindaki spermatosit (M) morfolojik 6zelliklerine gore
isaretlenmistir. Lp: Leptoten evresindeki primer spermatosit, P: Pakiten evresindeki
primer spermatosit. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.12. PND50 donemi sican epididimis dokusunda (baslangi¢c segmenti) GSTK1
ifadesi. Baslangic segmentindeki epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTK1
pozitifligi izlenmektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.

Sekil 4.13. PND50 donemi sigan epididimis dokusunda (kaput segmenti) GSTK1
ifadesi. Kaput segmentindeki epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTK1 pozitifligi
izlenmektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.14. PND50 donemi sigan epididimis dokusunda (korpus segmenti) GSTK1
ifadesi. Kaput segmentindeki epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTK1 pozitifligi
izlenmektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.
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Sekil 4.15. PND50 donemi sican epididimis dokusunda (kauda segmenti) GSTKI
ifadesi. Kaput segmentindeki epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTK1 pozitifligi
izlenmektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.



4.5. Postnatal 70. Giin — GSTK1 immiinreaktivitesi

PND70 donemine ait sigan testis dokusunda seminifer epitel, gelisimini
tamamlamis olup karakteristik 14 evreye gore simiflandirildi. Spermatidlerin
farklilasma siireci ise klasik olarak 1’den 19’a kadar tanimlanan asamalara gore
degerlendirildi. Bu baglamda elongated spermatidlerin 13—19. asamalarda yer aldig1
gdz Oniine alinarak degerlendirme yapildi. Primer spermatositlerin ise zygoten,
leptoten, pakiten ve diyakinez gibi farkli evrelerde bulundugu bilinmektedir. Ancak bu
calismada primer spermatositler genel baglik altinda birlikte degerlendirildi.
Spermatogonyumlarda zayif diizeyde GSTKI1 ifadesi gozlendi (+). Primer
spermatositler, 6zellikle pakiten evresinde belirgin olmak iizere, orta diizeyde GSTK1
pozitifligi sergiledi (++). Round spermatidler (+) ve elongating/elongated spermatidler
(+) de sitoplazmik diizeyde zayif-orta GSTKI boyanmasi gozlendi.
Spermatozoonlarda ise GSTK1 pozitifligi, oldukca sinirli diizeyde olup ¢ok zayif bir
boyanma paterni sergiledi (-/+). Sertoli hiicrelerinde ¢ok zayif boyanma (-/+)
gozlenirken, Leydig hiicrelerinde zayif diizeyde sitoplazmik ifade tespit edildi (+).
Peritiibiiler myoid hiicreler ve damar duvari diiz kas tabakasinda herhangi bir GSTK 1
pozitifligi izlenmedi (-) (Sekil 4.16-4.17). Epididimis dokusuna ait incelemelerde
baslangic segmenti, kaput, korpus ve kauda bolgeleri ayr1 ayr1 degerlendirildi.
Baslangi¢ segmenti epitelinde GSTK 1 pozitifligi zayif-orta (+/++) diizeyde saptandi
(Sekil 4.18). Kaput ve korpus epididimis epitel hiicrelerinde ise orta (++) diizeyde
pozitiflik gdzlendi (Sekil 4.19-4.20). Kauda segmentindeki GSTK1 ifadesi daha yogun
olup epitel hiicrelerinde giiclii boyanma (++/+++) gbzlendi (Sekil 4.21). Bu boyanma
cogunlukla sitoplazmik karakterdeydi ve apikal bolgelerde daha belirgidi. Kanal

duvari kas tabakas1 ve damar yapilarinda herhangi bir boyanma saptanmadi (-).
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Sekil 4.16. PND70 donemi sigan testis dokusunda GSTK1 ifadesi. Seminifer epitelin
evreleri Romen rakamlariyla, spermatidlerin gelisim basamaklar1 ise say1 ile
gosterilmistir. Sayilar round, elongating ve elongated spermatidlerin farklilasma
asamalarin1 ifade etmektedir. Spermatogonyum (Sg), leptoten evresindeki primer
spermatosit (Lp), pakiten evresindeki primer spermatosit (P), Sertoli hiicresi (S),
Leydig hiicresi (L) ve mayoz boliinme evresindeki spermatosit (M) oklarla
gosterilmistir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.17. PND70 donemi sigan testis dokusunda GSTK1 ifadesi. Seminifer epitelin
evreleri Romen rakamlartyla, spermatidlerin gelisim basamaklar1 ise say1 ile
gosterilmistir. Sayilar round, elongating ve elongated spermatidlerin farklilasma
asamalarin1 ifade etmektedir. Spermatogonyum (Sg), leptoten evresindeki primer
spermatosit (Lp), pakiten evresindeki primer spermatosit (P), Sertoli hiicresi (S),
Leydig hiicresi (L) ve mayoz boliinme evresindeki spermatosit (M) oklarla
gosterilmistir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.18. PND70 doénemi sican epididimisinin baslangic segmentinde GSTKI1
ifadesi. Epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTK1 immiinreaktivitesi izlenmektedir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.
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Sekil 4.19. PND70 donemi si¢an epididimisinin kaput segmentinde GSTK1 ifadesi.
Epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTKI1 immiinreaktivitesi izlenmektedir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.
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Sekil 4.20. PND70 donemi si¢an epididimisinin korpus segmentinde GSTK1 ifadesi.
Epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTKI1 imminreaktivitesi izlenmektedir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.

Sekil 4.21. PND70 donemi sican epididimisinin kauda segmentinde GSTK1 ifadesi.
Epitel hiicrelerinde (E) sitoplazmik GSTKI immiinreaktivitesi izlenmektedir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.
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GSTKU!’in farkli postnatal donemlerdeki immiinohistokimyasal dagilimi, testis ve
epididimis dokularinda hiicre tipi ve anatomik lokalizasyona gore yapilan
semikantitatif degerlendirmelerle analiz edilmistir. PND5, PND20, PND50 ve PND70
donemlerine ait bulgular, her bir hiicre tipi i¢in ayr1 ayr1 skorlanmis ve elde edilen

sonuclar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Postnatal gelisim agsamalarindaki siganlarda GSTK1 immiin reaksiyonunun
subjektif degerlendirmesi.

Doku Hiicre Tipi PND5 PND20 PND50 PND70
Spermatogonyum (Gonosit) -/+ - -+ +
Spermatosit 0 + ++ ++
Round spermatid 0 0 + +
Elongating/elongated spermatid 0 0 -/+ +
Testis Spermatozoon 0 0 _+ -+
Sertoli hiicreleri - - -+ -+
Leydig hiicreleri = + + n
Peritubular myoid hiicreler - - - -
Damar duvari kast 3 o - -
; i § -+ + + +/++
Epididimis Epitel hiicreleri / /
baslangi¢ Damar duvari kast - - - -
segmenti Kanal duvarindaki kas katmani - 3 - -
Epitel hiicreleri -/+ + +/++ ++
K?p}lt. . Damar duvari kasi - - - -
epididimis
Kanal duvarindaki kas katmani - - - -
Epitel hiicreleri -+ + ++ T+
K(fr[.)u‘s . Damar duvar kast - - - -
epididimis
Kanal duvarindaki kas katmani - - - -
Epitel hiicreleri -/+ + +/++ +/4+++
K?ufla. . Damar duvari kasi - - - -
epididimis

Kanal duvarindaki kas katmani - - - -

- (boyanma yok), -/+ (¢ok zayif boyanma), + (zayif boyanma), +/++ (zayif-orta boyanma), ++ (orta
boyanma), ++/+++ (orta-giiglii boyanma), +++ (giiglii boyanma)

4.6. GSTK1 Kantitatif Analizi

Testis dokusunda, GSTK1 immiinreaktivitesine ait en yiiksek boyanma orani
postnatal 70. giin (PND70 T) grubunda tespit edildi. Bu grup, tiim diger testikiiler
gruplardan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek bir ortalama degere sahipti
(A). PND70 T grubunu izleyen ikinci yiiksek deger, postnatal 50. giin testis (PND50
T) grubunda goriilmiis olup, bu grup PND70 T’den anlamli olarak diisiik, ancak
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PND20 ve PND5 gruplarindan anlamli sekilde daha yiiksek diizeye sahipti (B).
PND20 testis dokusu (PND20 T), PND50 T’den istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik, ancak PNDS testisine gore daha yiiksek diizeye sahipti (D/E). PNDS5 T ise, tiim
testis gruplar1 arasinda en diisiik GSTK1 boyanma oranina sahipti ve harf grubu
acisindan yalnizca PNDS E ile ayn1 kategoride yer almakta (G), diger tiim testikiiler
gruplardan istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik gosterdi. Epididimis dokusu
incelendiginde, en yiiksek GSTK1 boyanmasi postnatal 70. giin kauda epididimis
(PND70 Ka) grubunda belirlendi. Bu grup, hem tiim diger epididimal segmentlerden
hem de testikiiler PND50 ve PND70 gruplarinin disinda kalan testis gruplarindan
anlamli olarak daha yiiksek boyanma yiizdesine sahipi (B). Ikinci sirada PND50 testis
(PND50 T) ve PND50 kauda epididimis (PND50 Ka) gruplar1 yer almakta olup, bu iki
grup birbirine istatistiksel olarak benzer, fakat PND70 Ka ile anlamli diizeyde farklilik
gosterdi (B ve C).

Epididimis segmentlerinin degerlendirmesinde PND50 kaput (PND50 K) ve
PND70 korpus (PND70 Ko) benzer boyanma yiizdeleri gosterdi ve ayn1 harf grubunda
yer aldilar (D). Bu iki segment, kauda segmentine gore istatistiksel olarak daha diisiik
degerlere sahipti. PND50 baslangi¢ segmenti (PND50 B), PND70 baslangi¢c (PND70
B) ve PND70 kaput (PND70 K) gruplari, harf grubu olarak D/E kategorisinde
bulunmakta olup hem kendi iclerinde hem de diger epididimal segmentlerle belirli
Olctide farkliliklar gosterdi. En diisiik GSTK1 ifadesine sahip epididimis segmentleri,
PNDS5 baslangic (PND5 B) ve PNDS5 epididimis tamami (PNDS5 E) olup, bu gruplar
PNDS testis ile birlikte ayn1 harf grubunda (G) yer aldi. Bu bulgu, neonatal donem
testis ve epididimis dokusundaki GSTK1 ifadesinin minimal diizeyde oldugunu ortaya
koydu. Bu kantitatif veriler, her grup icin farkli bireylerden elde edilen 12 fotograf
tizerinden yapilan Ol¢timlerle belirlendi ve Image] yaziliminda Color Deconvolution
yontemi kullanilarak analiz edildi. Biitiin goriintiiler, ayn1 biiylitmede kaydedildi ve
veriler arasi karsilagtirilabilirlik saglandi. Boyanma ylizdesine gore elde edilen
sonuglar, tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile istatistiksel olarak test

edildi ve anlaml1 farkliliklar harf gruplandirmasi ile gosterildi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. GSTK1 immiinreaktivitesine iligskin kantitatif analiz sonuglari. Postnatal
giin 5, 20, 50 ve 70’¢ ait testis (T), epididimis baslangi¢ (B), kaput (K), korpus (Ko)
ve kauda (Ka) bolgelerinden elde edilen boyanma yiizdesi degerleri gdsterilmistir.
Immiinhistokimyasal pozitiflik oranlari ImageJ] programinda “Color Deconvolution”
yontemi kullanilarak belirlenmis ve elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p < 0.05).

4.7. Postnatal 5. Giin — GSTT1 immiinreaktivitesi

Postnatal 5. giin testis dokusunda GSTT1 immiinreaktivitesi olduk¢a sinirlidir.
Seminifer epitelde yalnizca gonositler ve Sertoli hiicreleri ayirt edilebildi. Bu iki hiicre
popiilasyonundan yalnizca peritiibiiler bolgeye komsu bazi hiicrelerde zayif diizeyde
GSTT1 pozitifligi gozlendi. Gonositlerde GSTT1 ifadesine rastlanmadi (-). Sertoli
hiicrelerinde de herhangi bir pozitiflik izlenmedi (—). Buna karsin, interstisyel bolgede
bulunan Leydig hiicrelerinde belirgin diizeyde GSTT1 pozitifligi (+++) gozlenirken,
peritiibiiler myoid hiicrelerde ¢cok zayif diizeyde reaksiyon saptandi (—/+) (Sekil 4.23-
4.24). Epididimis dokusunun tiim segmentlerindeki (baslangi¢c segmenti, kaput, korpus
ve kauda) epitel hiicrelerinde GSTT1 pozitifligi ¢ok zayif diizeyde (—/+) saptandi.
Kanal duvar1 kas tabakasi ve damar duvari diiz kaslarinda GSTT1 ifadesine

rastlanmadi (-) (Sekil 4.25-4.26).
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Sekil 4.23. PNDS5 donemi sigan testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Leydig hiicrelerinde
(L) gliglii diizeyde sitoplazmik pozitiflik gozlenmistir. Peritiibliler myoid hiicrelerde
(Ptm) ise ¢ok zayif diizeyde GSTT1 immiinreaktivitesi izlenmektedir. Seminifer
tiibiillerdeki gonositler ve Sertoli hiicrelerinde GSTT1 pozitifligi bulunmamaktadir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.24. PND5 donemi sican testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Leydig hiicrelerinde
(L) yogun sitoplazmik GSTT1 pozitifligi izlenmistir. Peritiibiiler myoid hiicrelerde
(Ptm) ise GSTT1 immiinreaktivitesi ¢ok zayif diizeydedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 20 pm.
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Sekil 4.25. PND5 donemi sigan epididimis dokusunda GSTT1 ifadesi. Tim
segmentlerde epitel hiicrelerinde (E) ¢ok zayif diizeyde sitoplazmik GSTT1 pozitifligi
izlenmektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.

Sekil 4.26. PND5 doénemi sigan epididimis dokusunda GSTT1 ifadesi. Epitel
hiicrelerinde (E) GSTTI pozitifligi ¢ok zayif diizeyde ve smirli dagilim
gostermektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 um.
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4.8. Postnatal 20. Giin — GSTT1 immiinreaktivitesi

PND20 doénemine ait testis dokusunda GSTT1 immiinreaktivitesi, hiicre
tiplerine 6zgii farkliliklar gosterdi. Seminifer epitelde spermatogoniumlar ¢cok zayif
diizeyde boyanma (—/+) sergilerken, primer spermatositlerde de benzer sekilde ¢ok
zayif diizeyde sitoplazmik GSTTI1 pozitifligi izlendi (—/+). Sertoli hiicreleri ¢cok zay1f
diizeyde GSTT1 immiinreaktivitesi gosterdi (—/+). Peritiibiiler myoid hiicrelerde zayif
diizeyde pozitiflik (+) saptanirken, Leydig hiicrelerinde giiglii boyanma (+++)
belirlendi. Bu donemde round spermatid, elongating spermatid ve spermatozoon gibi
ileri evre germ hiicreleri heniliz gelismediginden, bu hiicrelerde GSTT1 ifadesine
saptanmadi. (Sekil 4.27-4.28). Epididimis dokusuna ait degerlendirmelerde baslangi¢
segmenti, kaput, korpus ve kauda bolgelerinin epitel hiicrelerinde orta diizeyde
sitoplazmik GSTT1 pozitifligi (++) izlendi. Bu ifade, segmentler arasinda benzer
yogunlukta olup, esit sekilde dagildi. Kanal kas tabakasi ve damar yapilarinda
herhangi bir GSTT1 pozitifligi gozlenmedi (—) (Sekil 4.29-4.30).
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Sekil 4.27. PND20 dénemi sigan testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer epitelde
spermatogoniumlar (Sg), primer spermatositler (Sp) ve Sertoli hiicreleri (S) ile birlikte
interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri (L) ve peritiibiiler myoid hiicreler (Ptm)
GSTT1 immiinreaktivitesi gostermektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC.
Bar: 100 pm.
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Sekil 4.28. PND20 donemi si¢an testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer epitelde
spermatogoniumlar (Sg), primer spermatositler (Sp) ve Sertoli hiicreleri (S) ile birlikte
interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri (L) ve peritiibiiler myoid hiicreler (Ptm)
GSTT1 immiinreaktivitesi gostermektedir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC.
Bar: 20 um.

Sekil 4.29. PND20 doénemi sigan epididimis dokusunda GSTT1 ifadesi. Tim
segmentlerde epitel hiicrelerinde (E) GSTT1 immiinreaktivitesi gozlenmektedir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.30. PND20 donemi sican epididimis dokusunda GSTTI1 ifadesi. Tim
segmentlerde epitel hiicrelerinde (E) GSTT1 ifadesi izlenmektedir. Streptavidin-
biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 20 pm.

4.9. Postnatal 50. Giin — GSTT1 Immiinreaktivitesi

Postnatal 50. giin testis dokusuna ait immiinohistokimyasal degerlendirmede
germ hiicre serilerinin erken ve ileri farklilagma evrelerinde genellikle ¢ok zayif
diizeyde GSTT1 ifadesi gozlendi. Seminifer epitelin yapisal organizasyonu, 14 farklh
evre (stage [-XIV) ve 19 farkli spermatid gelisim asamasina gore degerlendirildi. Bu
kapsamda spermatogonyum, primer spermatosit, round spermatid,
elongating/elongated spermatid ve spermatozoonlarda c¢ok zayif diizeyde (—/+)
sitoplazmik GSTT1 boyanmasi tespit edildi. Leptoten, zygoten, pakiten ve diploten
asamalarinda olan primer spermatositler tanimlanabildi ve genel olarak tiim
asamalarda benzer sekilde sinirli immiinreaktivite gozlendi. Sertoli hiicreleri de bu
donemde GSTT1 yoniinden immiinnegatif veya ¢ok zayif diizeyde pozitiflik gosterdi
(—/+). Leydig hiicrelerinde ise GSTT1’e kars1 belirgin ve giiclii sitoplazmik ifade
gozlendi (+++). Bu bulgular, postnatal 50. giindeki bu hiicrelerin GSTT1 protein
ifadesi bakimindan aktif oldugunu gostermektedir. Peritiibiiler myoid hiicrelerde ise
zayif diizeyde pozitiflik (+) saptandi. Ancak damar diiz kas hiicrelerinde herhangi bir

ifade saptanmadi (—) (Sekil 4.31-4.33). Postnatal 50. giin sican epididimis dokusunda
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GSTT!1 ifadesi, segmentlere gore farklilik gosterdi. Baslangic segmentinde epitel
hiicrelerinde zayif diizeyde pozitiflik gozlendi (+). Kaput ve korpus epididimis
segmentlerinde orta diizeyde GSTTI1 ifadesi gorildi (++). Kauda epididimis
epitelinde ise giiclii diizeyde GSTT1 immiinreaktivitesi saptandi (+++). Kanal duvari,
diiz kas tabakas1 ve damar yapilarinda herhangi bir GSTT1 pozitifligi izlenmedi (-)
(Sekil 4.34-4.37).
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Sekil 4.31. PND50 donemi sican testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer tiibiiller
icinde gdzlenen Roma rakamlari, seminifer epitelin gelisim evrelerini (I-XIV), sayilar
ise farkli spermatid gelisim asamalarini (1-19) ifade etmektedir. Spermatogonyum
(Sg), primer spermatosit (P), leptoten evresindeki primer spermatosit (Lp), Leydig
hiicresi (L) ve peritiibiiler myoid hiicreler (Ptm) gosterilmistir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 100 pm.
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Sekil 4.32. PND50 donemi sigan testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer epitelde
yer alan Roma rakamlari, seminifer epitelin evrelerini (stage [-XIV), Arap sayilari ise
spermatidlerin farkli gelisim asamalarini (1-19) gostermektedir. Spermatogonyum
(Sg), primer spermatosit (P), leptoten evresindeki primer spermatosit (Lp), mayoz
evredeki spermatosit (M), Sertoli hiicresi (S), Leydig hiicresi (L) ve peritiibiiler myoid
hiicreler (Ptm) gosterilmistir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.33. PND50 donemi sigan testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer epitelde
yer alan Roma rakamlar1 seminifer epitel evrelerini (IV ve VIII), sayilar ise
spermatidlerin gelisim asamalarini (4, 8, 17 ve 19) gostermektedir. Spermatogonyum
(Sg), primer spermatosit (P), Sertoli hiicresi (S) ve Leydig hiicresi (L) isaretlenmistir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.34. PND50 doénemi sigan epididimisinin baslangi¢ segmentinde GSTT1
ifadesi. Epitel hiicrelerinde (E) GSTT1 pozitifligi gozlenmektedir. Streptavidin-
biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.

Sekil 4.35. PND50 donemi sigan epididimisinin kaput segmentinde GSTT1 ifadesi.
Epitel hiicrelerinde (E) GSTT1 pozitifligi goézlenmektedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.36. PND50 donemi si¢can epididimisinin korpus segmentinde GSTT]1 ifadesi.
Epitel hiicrelerinde (E) GSTTI pozitifligi gozlenmektedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.

Sekil 4.37. PND50 donemi sigan epididimisinin kauda segmentinde GSTT1 ifadesi.
Epitel hiicrelerinde (E) GSTT1 pozitifligi goézlenmektedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.

66



4.10. Postnatal 70. Giin — GSTT1 immiinreaktivitesi

Postnatal gelisimin ileri donemini temsil eden 70. giinde testis dokusu
seminifer epitelin 14 evresine gore ve spermatidlerin 19 morfolojik gelisim asamasi
dikkate almmarak degerlendirildi. Germ  hiicre populasyonlar1 arasinda
spermatogonyum, primer spermatosit (leptoten, zygoten, pakiten, diploten, diyakinez),
round spermatid, elongating/elongated spermatid ve spermatozoonlar histolojik olarak
ayirt edilebildi. Germ hiicrelerindeki GSTT1 immiinreaktivitesinin genel olarak sinirl
diizeyde oldugu gozlendi. Spermatogonyumlar, primer spermatositler, round
spermatidler, elongating/elongated spermatidler ve spermatozoonlarda ¢ok zayif
diizeyde boyanma saptandi (—/+). Sertoli hiicrelerinde de benzer sekilde ¢ok zayif
diizeyde sitoplazmik GSTT1 pozitifligi izlendi (—/+). Leydig hiicrelerinde ise giiclii
diizeyde GSTT1 immiinreaktivitesi belirlendi (+++). Peritiibliler myoid hiicrelerde
zay1f diizeyde boyanma goriildii (+). Damar duvar diiz kas tabakasi, GSTT1 ifadesi
bakimindan negatifti (—) (Sekil 4.38-4.40). Epididimis dokusundaki GSTT]1 ifadesi,
epitel hiicreleri diizeyinde belirgin farklilik gosterdi. Baslangic segmenti epitelinde
GSTT1 boyanmasi zayif diizeyde gozlendi (+). Kaput epididimisteki pozitiflik orta ile
giicli diizey arasinda degerlendirildi (++/+++). Korpus segmentinde orta diizeyde
GSTT1 ifadesi saptand1 (++). Kauda segmenti epitel hiicrelerinde ise yaygin ve
belirgin GSTT1 pozitifligi tespit edildi (+++). Kanal duvari, kas tabakasi ve damar

yapilarina ait hiicrelerde GSTT1 immiinreaktivitesi gozlenmedi (—) (Sekil 4.41-4.44).

67



v P Vil i
S vk %10 X ' X
v oL SR
PR A ' 3 b xn )
- AL Covorer h p
Ry N |
RS V/T ‘;_\*;-' 2 mé e

Sekil 4.38. PND70 dénemi sican testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer epitelin
evreleri Roma rakamlartyla (IL, IV, VIII, X, XII), spermatidlerin gelisim asamalari ise
sayilarla (2, 8, 10, 12, 17, 19) gosterilmistir. Spermatogonyum (Sg), Sertoli hiicresi
(S), Leydig hiicresi (L), peritiibiiler myoid hiicre (Ptm) ve primer spermatositlerin
leptoten (Lp) ve pakiten (P) evreleri isaretlenmistir. Streptavidin-biyotin-peroksidaz,
AEC. Bar: 100 pm.
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Sekil 4.39. PND70 donemi sican testis dokusunda GSTT]1 ifadesi. Seminifer epitelin
evreleri Roma rakamlariyla (I, II, III, VIII, XII), spermatidlerin gelisim asamalari ise
sayilarla (1, 2, 3, 8, 12, 15, 16, 19) gosterilmistir. Spermatogonyum (Sg), Sertoli
hiicresi (S), Leydig hiicresi (L), peritiibiiler myoid hiicre (Ptm) ve primer
spermatositlerin leptoten (Lp) ile pakiten (P) evreleri isaretlenmistir. Streptavidin-
biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 100 um.
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Sekil 4.40. PND70 dénemi sican testis dokusunda GSTT1 ifadesi. Seminifer epitelin
evreleri Roma rakamlariyla (XIII, XIV), spermatidlerin gelisim asamalari ise sayilarla
(13, 14) gosterilmistir. Primer spermatositlerin gelisim evrelerinden zygoten (Z) ve
diyakinez (D) evreleri ile mayoz boliinme asamasindaki spermatositler (M), Leydig
hiicresi (L) ve pakiten evresindeki primer spermatositler (P) gdsterilmistir.
Streptavidin-biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.

Sekil 4.41. PND70 donemi sigan epididimis dokusunun baslangic segmentinde
GSTT1 ifadesi. Epitel hiicrelerinde (E) pozitiflik gozlenmektedir. Streptavidin-
biyotin-peroksidaz, AEC. Bar: 50 ym
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Sekil 4.42. PND70 donemi sican epididimis dokusunun kaput segmentinde GSTT]1
ifadesi. Epitel hiicrelerinde (E) pozitiflik gozlenmektedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.43. PND70 donemi si¢an epididimis dokusunun korpus segmentinde GSTT1
ifadesi. Epitel hiicrelerinde (E) pozitiflik goézlenmektedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.44. PND70 donemi si¢an epididimis dokusunun kauda segmentinde GSTT1
ifadesi. Epitel hiicrelerinde (E) pozitiflik goézlenmektedir. Streptavidin-biyotin-
peroksidaz, AEC. Bar: 50 pm.

PND5, PND20, PND50 ve PND70 donemlerine ait testis ve epididimis
dokularinda GSTT1 immiinohistokimyasal boyanma bulgulari, hiicre tipi ve anatomik
lokalizasyona gore ayrintili bigimde degerlendirilmistir. Farkli postnatal donemlerdeki
GSTTI1 immiinreaktivitesi, germinal hiicreler, somatik destek hiicreleri ve epididimis
segmentleri dikkate alinarak analiz edilmistir. Her bir hiicre grubunda ve segmentte
saptanan reaksiyon dereceleri semikantitatif olarak smiflandirilmis ve bu bulgular

Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 4.2. Postnatal gelisim asamalarindaki siganlarda GSTT1 immun reaksiyonunun
subjektif degerlendirmesi

Doku Hiicre Tipi PND5 PND20 PND50 PND70
Spermatogonyum Gonosit - -/+ -/+ -/+
Spermatosit 0 o A A
Round spermatid 0 0 i s
Elongating/elongated spermatid 0 0 i i
Testis Spermatozoon 0 0 i s
Sertoli hiicreleri - A -+
Leydig hiicreleri ot -t ot -t
Peritubular myoid hiicreler r* * * *
Damar duvar kasi
; - : /+ ++ + +
Epitel hiicrel
Epididimis pitel tierelen
baslangic Damar duvar kast
segmenti Kanal duvarindaki kas katmani
Epitel hiicreleri ot = o A
K?pflt. . Damar duvar kasi
epididimis
Kanal duvarindaki kas katmani
Epitel hiicreleri a A A A
K({r[.)u.s . Damar duvari kast
epididimis
Kanal duvarindaki kas katmani
Epitel hiicreleri 4 o i Aand
Ka}ufla. g Damar duvar kasi
epididimis

Kanal duvarindaki kas katmani

- (boyanma yok), -/+ (¢ok zayif boyanma), + (zayif boyanma), +/++ (zayif-orta boyanma), ++ (orta
boyanma), ++/+++ (orta giiglii boyanma),+++ (gliclii boyanma)

4.11. GSTT1 Kantitatif Analizi

Testis dokusunda GSTT1 boyanma oraninin en yiiksek oldugu grubun,
postnatal 70. giin testis (PND70 T) grubu oldugu belirlendi (A). Bu grup, tiim diger
testikiiler gruplardan anlamli sekilde daha yiiksek diizeyde immiinreaktivite gdsterdi.
Bunu, postnatal 20. giin testis (PND20 T) grubu (C) ve postnatal 50. giin testis (PND50
T) grubu (F) takip etti. PND5 testis (PNDS5 T) grubu ise, testikiiler gruplar arasinda
oldukca diisiik bir GSTT1 immiinreaktivitesi gostermekte olup (H), sadece PNDS5
epididimis (PND5 E) grubundan (I) anlamli sekilde farkli bulundu. Epididimis
segmentleri incelendiginde en yiiksek GSTT1 ifadesi, hem PND70 kauda (PND70 Ka)
hem de PND50 kauda (PND50 Ka) gruplarinda gozlendi (A). Bu iki grup, diger
epididimis segmentlerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli bulundi. PND70

kaput (PND70 K) grubu ise ifade agisindan ikinci sirada yer almakta olup (B), kauda
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segmentlerinden daha diisiik diizeyde boyanma gosterdi. PND50 kaput (PND50 K),
PND50 korpus (PND50 Ko) ve PND70 korpus (PND70 Ko) gruplart benzer ifade
diizeylerine sahip olup (E), PND70 Ka/PND50 Ka ve PND70 K gruplarindan
istatistiksel olarak diisiik diizeyde yer aldi. PND50 baslangic (PND50 B) ve PND70
baslangic (PND70 B) gruplar1 da (E-F) harf gruplarinda bulundu. ifade diizeyi
acisindan diisiik, fakat kauda ve kaput segmentlerinden anlamli sekilde farkli bulundu.
PND20 epididimis (PND20 E) ve PNDS50 testis (PND50 T) gruplar orta-diisiik
diizeyde GSTT1 ifadesi gosterdi (F). PNDS5 baslangi¢c segmenti (PNDS5 B) ve PND5
epididimis (PNDS5 E) gruplart ise en diisiik boyanma ytizdelerine sahip gruplar olarak
degerlendirildi (H-I). Epididimis segmentleri arasinda yasa bagli olarak ozellikle
kauda ve kaput bolgelerinde belirgin artis izlendi. PND70 doneminde kauda segmenti,
tiim testis ve epididimis gruplari i¢inde en yiiksek diizeye ulast1 (A) (Sekil 45).

GSTT1

‘;\ Q/ {‘{‘O{‘@ A 3%) {~+O+®

Q Q Q
Qé é é é éQéQé éqéqéé é

Sekil 4.45. GSTT1 immiinreaktivitesine iliskin kantitatif analiz sonuglari. Postnatal
giin 5, 20, 50 ve 70’¢ ait testis (T), epididimis baglangi¢ (B), kaput (K), korpus (Ko)
ve kauda (Ka) bolgelerinde GSTT1 immiinboyanma yiizdesi degerlendirilmistir.
Boyanma oranlar1 Image] yaziliminda “Color Deconvolution” eklentisiyle analiz
edilmis; her hayvandan elde edilen, ayni biiylitmede cekilmis toplam 12 gdriintii
tizerinden Ol¢iim gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile analiz edilmis, istatistiksel olarak anlaml1 gruplar harflerle gosterilmistir
(p <0.05).
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5. TARTISMA

Bu calismada GSTK1 ve GSTTI1 izoformlarinin testis ve epididimis
dokularindaki postnatal gelisim siireci boyunca hiicresel ve segmental diizeydeki ifade
paternleri degerlendirilmistir. PND5, PND20, PND50 ve PND70 donemlerinden elde
edilen veriler, her iki enzimin de gelisimsel silirecte zamana bagli olarak farkl
yogunluklarda ifade edildigini ve bu degisimlerin hiicre tipleri ile anatomik segmentler
arasinda belirgin farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, GSTK1 ve
GSTTV!’in ifade diizeylerindeki degisimlerin, postnatal gelisim siirecinde testis ve
epididimis dokularinin farkli islevsel gereksinimlerine uyum saglayacak sekilde

diizenlendigini diislindiirmektedir.

Zeng ve ark. (2022) tarafindan erigkin erkek domuzlarda gergeklestirilen
calismada, GSTK1’in testis i¢indeki hiicresel dagilimi ve islevsel iliskileri ayrintil
olarak incelenmistir. Immiinohistokimyasal analizlerde GSTK 1’in 6zellikle Leydig ve
Sertoli hiicrelerinde yogun sekilde ifade edildigi belirlenmis olup, bu dagilimin
steroidogenezde gorev alan Leydig hiicreleri ile germ hiicre gelisiminde kritik parakrin
destek saglayan Sertoli hiicrelerinde redoks homeostazinin korunmasinda énemli rol
oynadig1 vurgulanmistir. Western blot sonuglari, bu hiicrelerdeki GSTK1 bollugunu
dogrulamis ve sperm motilitesi ile anlamli pozitif korelasyon bulundugunu ortaya
koymustur. Diisiik motiliteye sahip spermlerde GSTK1 seviyelerinin belirgin olarak
azaldig1 bildirilmistir. Ayrica kapasitasyon sonrast sperm akrozomunda GSTKI
varligi tespit edilmistir. Anti-GSTK1 antikorlariyla yapilan blokaj deneylerinde
fertilizasyon oraninda anlamli azalma go6zlenmistir. Bu sonug, sperm islevsel
biitlinliigii {lizerinde enzimin dogrudan etkili olabilecegini diistindiirmiistir.
Calisgmamizda Leydig ve Sertoli hiicrelerinde GSTK1 pozitifligi saptanmis olmakla
birlikte, Zeng ve ark. (2022)’min bildirdigi kadar yogun bir boyanma paterni
izlenmemistir. Bu hiicrelerdeki immiinreaktivitenin calismamizda daha diisiik diizeyde
olmasi, tiirler aras1 biyolojik farkliliklar, antikorlarin epitope 6zgiilliigii, doku isleme
ve boyama protokollerindeki teknik degiskenlikler veya testis fizyolojisindeki
metabolik taleplerin farklilig1 ile agiklanabilir. Buna ragmen PND70 déneminde bu

hiicrelerde goriilen pozitiflik, GSTK 1 in steroidogenez siirecinde ortaya ¢ikabilecek
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reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu ve germ hiicrelerinin oksidatif hasardan
korunmasi agisindan anlamli oldugunu gostermektedir. Sertoli hiicrelerinde saptanan
sinirlt GSTK1 ifadesi, germ hiicre gelisiminde redoks dengenin korunmasina yonelik
bir destek mekanizmasinin varli§im isaret ederken, Leydig hiicrelerindeki diisiik
diizeyli GSTK1 varligi, steroid sentezinin yan friinleri olan ROS’un
etkisizlestirilmesinde rol oynayabilecek potansiyel bir islevin varlifina isaret
etmektedir. Dolayisiyla, Zeng ve ark. (2022)’nin bulgular ile ¢calismamiz arasindaki
en belirgin fark, Leydig ve Sertoli hiicrelerindeki boyanma yogunlugu olsa da, her iki
calismada da bu hiicre tiplerinde GSTK1 varlig1 dogrulanmistir. Bu bulgu, testikiiler
redoks homeostazinin korunmasinda GSTK1’in germ ve destek hiicreleri arasinda

esglidiimlii bir rol iistlendigi yonilindeki goriisii desteklemektedir.

An ve ark. (2025) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada mevsimsel lireyen kemirgen
tiirii olan Eospalax baileyi’de androjen blokaj1 ile (flutamid uygulanarak) testikiiler
regresyon modeli olusturulmustur. Bu model lireme sezonu disinda dogal olarak
meydana gelen testis kiigiilmesini taklit edecek sekilde planlanmis ve androjen
diizeylerindeki diisiisiin testis dokusu iizerindeki molekiiler etkileri ayrintili olarak
incelenmistir. Arastirmacilar, regresyon siirecinde glutatyon metabolizmasi ile iligkili
genlerin ifade profillerini kapsamli bi¢cimde analiz etmis ve bu genler arasinda
GSTKI’in anlamli diizeyde yukari regiile oldugunu belirlemislerdir. Caligma,
androjen diizeylerinin baskilanmasinin testis dokusunda oksidatif stres riskini
artirdigini ve bu durum karsisinda antioksidan savunma sistemi bilesenlerinden biri
olan GSTK1’in koruyucu bir yanit olarak devreye girdigini ortaya koymaktadir.
Arastirmacilar hormon seviyesindeki azalmanin yarattig1 redoks dengesizligini telafi
etmek iizere GSTK1 ifadesini arttigin1 ve bu artigin doku biitiinliigiinlin korunmasi ile
germ hiicre sagkaliminin desteklenmesi agisindan adaptif bir yanit oldugunu
vurgulamislardir. Ayrica androjen baskilanmasinin mitokondriyal islevler ve lipid
metabolizmas1 iizerinde olusturdugu baski dikkate alindiginda GSTKI’in
peroksizomal ve mitokondriyal diizeyde oksidatif metabolizmay1 dengeleyerek
ferroptozis gibi hiicre 6lim mekanizmalarini sinirlayabilecegi one siirtilmiistiir.
Caligmamuz ise farkli bir endokrin baglamda yani puberte sonrasi donemde fizyolojik

testosteron artist kosullarinda GSTK 1 ifadesini degerlendirmistir. PND50 ve 6zellikle
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PND70 doénemlerinde primer spermatositler basta olmak iizere germ hiicre hattinda
GSTK1 ifadesinin belirgin sekilde arttig1 tespit edilmistir. Modelimizdeki GSTK1
ifadesinde gozlenen artis, androjen diizeylerinin yiikseldigi bir doénemde
spermatogenezin  hizlanmasi ve metabolik oksidatif yiikiin artmasi ile
iligkilendirilebilir. Dolayisiyla An ve ark.’min (2025) hormon azalmasina karsi
gozlemledigi GSTKI artis1 ile calismamizda hormon artis1 esliginde saptadigimiz
GSTK1 artis1 farkli fizyolojik kosullara ait olsa da benzer bir biyolojik amaca yani
germ hiicrelerin oksidatif stres karsisinda korunmasina hizmet eden adaptif yanitlar

olarak degerlendirilebilir.

Blackburn ve ark. (2011) tarafindan yiiriitillen calismada Mus musculus
modelinde GSTK1 geni hedeflenerek islev kaybi (knockout) olusturulmus ve bu
eksikligin farkli organlardaki etkileri karsilastirmali olarak incelenmistir.
Arastirmacilar, GSTK1 eksik fareler ile normal genotipli fareleri degerlendirdiklerinde
tireme islevlerinde belirgin bir bozukluk saptamamislardir. Bununla birlikte, doku
dagilim analizleri normal genotipli farelerde testisin GSTK1 acgisindan en yiiksek ifade
seviyelerinden birine sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu durum, testisin oksidatif
dengeyi koruma kapasitesinde GSTK1’in siirekli aktif tutuldugunu ve fizyolojik
kosullarda énemli bir antioksidan islev iistlendigini gdstermektedir. Ureme islevinde
belirgin bir kayip gézlenmemesi, GSTK1 eksikliginde diger glutatyon S-transferaz
izoformlarinin veya farkli antioksidan savunma yollarinin devreye girerek telafi
sagladigini diisiindiirmektedir. Ancak bu olasi telafi mekanizmalari, normal kosullarda
yiksek GSTKI1 diizeylerinin korunmasmin biyolojik gerekliligini ortadan
kaldirmamaktadir. Calismamizda PND70 doneminde hem germ hiicrelerinde hem de
Sertoli ve Leydig hiicreleri gibi destek hiicrelerinde belirgin GSTKI1 pozitifligi
saptanmistir. Bu bulgular, Blackburn ve ark. (2011)’nin normal genotipli farelerde
tanimladig yiliksek ifade diizeyleri ile uyumlu olup, GSTK1’in olgun testiste oksidatif
stresin  sinirlandirilmasi, hiicre biitiinliigiiniin  korunmas1 ve spermatogenezin
siirekliliginin saglanmasinda temel bir molekiiler bilesen olarak islev gordiigiini
gostermektedir. Ayrica verilerimiz, GSTKI1’in yalnizca bazal seviyede degil,

gelisimsel ilerleme ile birlikte artan metabolik ve redoks taleplere yanit olarak da
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yiiksek diizeylerde tutuldugunu ortaya koymaktatir ve bu yoniiyle normal gelisim

kosullarinda dahi kritik rol oynadigini vurgulamaktadir.

Souza ve ark. (2021) tarafindan yiiriitiilen calismada gebelik siirecinde arsenik
maruziyetine ugrayan si¢canlarin erkek yavrularinda prepubertal donemde testis ve
epididimis dokularinda antioksidan yanit profili degerlendirilmistir. Aragtirmacilar,
prenatal arsenik maruziyetinin postnatal 42. giinde GSTK1 dahil olmak tizere SODI,
SOD2 ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin gen ifade diizeylerini anlamli bicimde
artirdigini ortaya koymuslardir. Bu artis, epididimal GST aktivitesindeki yiikselme ve
oksidatif hasar belirteclerindeki artisla birlikte goriilmiistiir. Calismada elde edilen
bulgular, prenatal donemdeki toksik maruziyetin heniiz erginlige ulagmamis bireylerde
redoks homeostazini yeniden programlayarak oksidatif strese karsi koruyucu adaptif
yanitlan tetikleyebilecegini gostermektedir. Calismamizla karsilastirildiginda Souza
ve ark. (2021)’nin modelinde GSTK1 artis1 patolojik bir ¢cevresel stres faktoriine yanit
olarak ortaya c¢ikarken; modelimizdeki artig, fizyolojik postnatal gelisim ve puberte
sonrasi hormonal olgunlasma siirecinde gozlenmistir. Her iki durumda da GSTK1
diizeylerindeki yilikselme, germ hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasina hizmet
eden ortak bir biyolojik mekanizmanin devreye girdigini gostermektedir. Bu benzerlik,
GSTKT1’in hem fizyolojik hem de stres kosullarinda redoks dengesinin korunmasinda

stratejik bir konumda oldugunu diistindiirmektedir.

Gandy ve ark. (1996), sican epididimisinde toplam glutatyon S-transferaz
aktivitesini segmentler bazinda degerlendirmis ve caput bolgesinde en yiiksek, corpus
ve kauda bolgelerine dogru kademeli olarak azalan bir profil bildirmistir. Calismada
izoform ayrimi1 yapilmamis olmasi nedeniyle GSTK1’e 6zgii veri saglanmamis, ancak
antioksidan kapasitenin anatomik boélgelere gore farklilik gdosterebildigi ortaya
konmustur. Souza ve ark. (2021), prenatal arsenik maruziyeti modelinde postnatal 42.
giinde epididimis epitelinde GSTK1, SOD1, SOD2 ve katalaz gibi antioksidan
genlerin anlamli sekilde yukari regiile oldugunu, epididimal GST aktivitesinde artis ve
oksidatif hasar belirteclerinde yilikselme goriildiigiinii bildirmislerdir. Bu bulgular,
gelisimsel donemde toksik etkilere karsi GSTK1’in adaptif yanit olarak devreye
girdigini gostermektedir. Zeng ve ark. (2022) eriskin domuzlarda spermatozoada

GSTK1 varligmm1 dogrulamis, kapasitasyon sonrasi akrozomal lokalizasyonunu
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gostermis, anti-GSTK1 antikorlar ile yapilan blokaj sonrasi fertilizasyon oranlarinin
diistiigiinii ve GSTK1 diizeyi ile sperm kalitesi arasinda pozitif iliski bulundugunu
bildirmistir. Bu veriler birlikte degerlendirildiginde GSTK1’in epididimis dokusunda
segmental dagilim gosterebildigi (Gandy ve ark., 1996), cevresel stres faktorlerine
kars1 giiglii bir sekilde yanit verebildigi (Souza ve ark., 2021) ve spermin islevsel
biitiinliglinde kritik rol istlenebildigi (Zeng ve ark., 2022) anlasilmaktadir.
Calismamizda PND5-PND70 donemleri arasinda epididimis epitelindeki GSTK1
ifadesi, segment ve zaman diizleminde haritalanmis, PND50’de kaput ve korpusta
baslayan artisin PND70’te kauda segmentinde en yiiksek seviyeye ulastigi
gosterilmistir. Bu patern, olgun spermin depolandig1 kauda bolgesinde artan oksidatif
ylkiin kontroliine yonelik fizyolojik bir adaptasyon olarak yorumlanmaktadir. Gandy
ve ark. (1996) tarafindan bildirilen caput merkezli toplam GST aktivitesi profili ile
kauda merkezli GSTK1 immiinifade haritamiz arasindaki farklilik, hem metodolojik
yaklasim farkini (toplam aktivite Sl¢limii yerine izoform-6zel immiinohistokimya)
hem de segmentlerin islevsel rollerini yansitmaktadir. Souza ve ark. (2021)
modelindeki yaygin artis ile fizyolojik modelimizdeki segmental artis farkl
tetikleyicilere yanit olarak ortaya c¢ikmis olsa da ortak biyolojik hedef
spermatozoalarin oksidatif hasara kars1 korunmasi oldugu agiktir. Zeng ve ark. (2022)
tarafindan sperm diizeyinde gosterilen kalite ve fertilizasyon iligkisi, kauda
segmentinde saptanan yiiksek GSTK1 ifadesinin islevsel onemini desteklemekte ve

epididimis haritalamamizin biyolojik gegerliligini giiglendirmektedir.

Knight ve ark. (2007), C57BL/6 farelerde 19 farkli glutatyon S-transferaz
(GST) izoformunun bazal mRNA profillerini sistematik olarak analiz etmis, erkek ve
disi bireylerden alinan ¢ok sayida doku 6rneginde total RNA izolasyonu ve izoform-
spesifik kantitatif PCR uygulamis, referans genlerle normalize edilen sonuglarda
GSTT1 dahil birgok GST geninin gonadlarda anlamli diizeylerde ifade edildigini
ortaya koymustur. Calisma, hiicresel lokalizasyon veya gelisimsel patern bilgisi
sunmamis ancak cinsiyetler arasi karsilastirmalarda bazi izoformlarin disi gonadlarda
erkek gonadlara kiyasla daha yiiksek diizeyde ifade edildigini rapor ederek GSTT1’in
hormon diizeylerinden ve cinsiyete 6zgii endokrin mikrogevreden etkilenebilecegini

diisiindiirmiistiir. Saadat ve ark. (2010), diisiik frekansh elektromanyetik alan (50 Hz,
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500 uT) maruziyetinin rat testisinde GSTT1 ifadesine etkisini aragtirmistir. Caligmada
erigkin erkek Wistar si¢anlar, 30 giin boyunca giinde 8 saat manyetik alana maruz
birakmis ve RT-PCR analizlerinde kontrol ile maruziyet gruplari arasinda anlamli fark
bulunmadigini belirleyerek GSTT1’in bazi ¢evresel stres faktorlerine karsi stabil bir
ifade paternine sahip olabilecegini ortaya koymustur. Wu ve ark. (2013)’nin hem genis
Olcekli bir vaka—kontrol ¢alismasi (n=2371) hem de meta-analiz (19 ¢alisma, toplam
6934 birey) calismasi, GSTT1 ve GSTMI1 null polimorfizmlerinin erkek infertilitesi
ile iliskisini incelemis, GSTT1 null genotipinin genel popiilasyonda anlamli risk artigi
gostermedigini ancak Asya kokenli alt grupta infertilite riskinin belirgin diizeyde
arttigin1 saptamustir. Ayrica islevsel GSTT1 genotipine sahip bireylerde GSTTI
diizeylerinin null genotiplilere kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu ve bunun
sperm islevlerinin korunmasinda, oksidatif stresin sinirlandirilmasinda  rol
oynayabilecegini vurgulamistir. Zhang ve ark. (2024) ise 568 erkekten elde edilen
semen Orneklerinde GSTT1 genotipini PCR ile belirlemis, sperm mitokondriyal DNA
(mtDNA) kopya sayisimt kantitatif PCR ile 6lgmiis ve CASA sistemi ile sperm
motilitesini degerlendirmistir. islevsel GSTT1 varliginda total ve progresif motilitenin
daha yiiksek oldugu, oksidatif stres kosullarinda motilite kaybinin daha az belirgin
oldugu, GSTTI1-null genotipinde ise bu koruyucu etkinin ortadan kalktigin
bildirmislerdir. Bu literatiir bulgulariyla birlikte degerlendirildiginde g¢aligmamiz,
postnatal gelisimin tiim donemlerinde (PNDS5, PND20, PND50, PND70) germ hiicre
serilerinde ~ (spermatogonyum,  primer  spermatosit, round  spermatid,
elongating/elongated spermatid, spermatozoon) GSTT1 ifadesinin ¢ok zayif
diizeylerde kaldigini, Sertoli hiicrelerinde diisiik diizeyli reaksiyon goriildiigiinii, buna
karsilik Leydig hiicrelerinde PNDS5 ten itibaren giiclii pozitifligin tiim déonem boyunca
korundugunu ortaya koymustur. Peritiibliler myoid hiicrelerde diisiik-orta diizeyde
pozitiflik saptanmasi ise enzimin testikiiler mikrocevrede yapisal ve parakrin destek
mekanizmalarina katki sagladigini diigiindlirmektedir. Bu hiicresel dagilim, Wu ve
Zhang’m islevsel GSTT1 varligimin sperm islevlerini korudugu ve null genotipin
infertilite riskini artirdig1 yoniindeki bulgularini desteklemektedir. Knight ve Saadat’in
sonuclart ile uyumlu olarak GSTT1’in germ hiicrelerine-6zgii bir enzimden ziyade
somatik hiicre aracili redoks kontroliinde gorev aldigimi ve dolayli olarak sperm

kalitesini destekledigini gostermektedir.

79



Epididimis dokusunda GSTT1 ifadesine iliskin mevcut literatiir incelendiginde
izoform-6zgli dogrudan veri saglayan c¢alisma sayisinin olduk¢a smnirli oldugu
goriilmektedir. Cogu arastirma, toplam GST aktivitesine veya Alpha, Mu ve Pi smifi
izoformlara odaklanmakta, theta smifi ve oOzellikle GSTT1 biiyiik Ol¢iide
degerlendirme dis1 birakilmaktadir. Gandy ve ark. (1996), Western blot ve HPLC
teknikleriyle sican epididimisinde toplam GST protein diizeyi ve aktivitesinin kaput
segmentinde en yiiksek, korpus ve kaudada ise giderek azalan bir profil sergiledigini
bildirmislerdir. Ancak bu 6l¢iimler, izoform ayrimi yapilmadan gerceklestirilmistir.
Benzer sekilde, Jervis ve Robaire (2001) mikroarray analizleri ile GST-Pi
transkriptinin proksimal segmentlerden distale azaldigin1 ortaya koymus ve kaput
agirlikli antioksidan aktivite modelini desteklemistir. Montiel ve ark. (2003) ise insan
epididimisinden izole edilen hiicre kiiltiirlerinde toplam GST aktivitesinin kauda
kaynakli hiicrelerde daha yiiksek olabilecegini bildirmislerdir. Bu calisma tiir,
metodoloji ve hedef izoform farkliliklarinin segmental antioksidan profili dogrudan
etkileyebilecegini gostermistir. GSTT1’e 6zgii dogrudan kanitlar ise daha ¢cok genotip
diizeyinde elde edilmistir. Wu ve ark. (2013) GSTTI-null genotipin Asya
popiilasyonunda infertilite riskini artirabilecegini; Zhang ve ark. (2024) ise islevsel
GSTT1 varliginda epididimal olgunlagmasini tamamlamis spermatozoalarda
motilitenin daha yiiksek ve oksidatif stres altinda motilite kaybinin daha az oldugunu
gostermistir. Bu veriler, GSTT1’in epididimal sperm islevlerinin korunmasinda
potansiyel bir rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Bu literatiir cercevesinde
degerlendirildiginde, ¢alismamizda postnatal gelisim boyunca epididimis epitelinde
GSTT!1 ifadesinin segmental ve zamansal olarak belirgin bir diizenlenme gosterdigi
saptanmistir. PND5’te tiim segmentlerde cok zayif diizeyde ifade bulunurken,
PND20’de tiim segmentlerde orta diizeyde ve yaygin sitoplazmik boyanma
izlenmistir. PND50’de segmentler arasi belirgin farklilik ortaya ¢ikmis; baslangic
segmentinde zayif, kaput ve korpusta orta, kaudada ise giiclii ifade tespit edilmistir.
PND70’te bu desen korunarak olgunlagsmis ve kauda segmentinde en yiiksek diizeye
ulagmistir. Tiim donemlerde kanal duvari kas tabakasi ve damar yapilarinda GSTT1
ifadesinin olmamasi, enzimin epitel hiicrelerine 6zgli oldugunu gdstermektedir.
Erigkin donemde kaudada saptanan yiiksek GSTT1 diizeyi, Montiel ve ark. (2003)’iin
insan kauda epididimisinde yiiksek hiicre i¢ci GST aktivite bulgusu ile uyum
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gostermektedir. Buna karsin, Gandy ve Jervis’in kaput agirlikli paternleri ile gézlenen
farklilik, GSTTI’in diger GST smiflarindan bagimsiz, sinifa-6zgii bir dagilim
sergileyerek kauda segmentinde uzun siireli depolama kosullarinda oksidatif stresin
sinirlandirilmasina yonelik 6zgiin bir rol {istlenebilecegini diisiindiirmektedir. Bu
sonuglar, GSTT1’in epididimal antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir bileseni
oldugunu ve 6zellikle sperm depolama siirecinde islevsel biitiinliiglin korunmasinda

kritik bir gorev iistlenebilecegini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada elde edilen bulgular, GSTK1 ve GSTT1’in testis ve epididimis
dokularinda postnatal gelisime bagli olarak hem zamansal hem de segmental diizeyde
belirgin farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. GSTKI, testiste puberte sonrasi
donemde oOzellikle primer spermatositler ve ileri evre germ hiicrelerinde artis
gosterirken, epididimis dokusunda PND50’den itibaren kaput ve korpusta baslayan
ylukselisin PND70’te kauda segmentinde en yiiksek seviyeye ulastig1 tespit edilmistir.
Bu segmental ifade bi¢imi, kauda epididimisin olgun sperm depolama bolgesi olarak
artan oksidatif yiikii dengeleme gereksinimi ile uyumlu goriilmektedir. GSTT1 ise
testiste tiim gelisim evrelerinde Leydig hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilerek
steroidogenezle iliskili redoks kontroliine katkida bulunmus, epididimis dokusunda ise
PND20’den itibaren tiim segmentlerde benzer diizeyde gozlenmis ancak eriskin
donemde kauda segmentinde belirginlesmistir. Segmentler arast bu farkliliklar,
epididimis boyunca degisen fizyolojik rollerin izoform diizeyinde yansimasi olarak
degerlendirilebilir. Her iki enzimin de belirgin sekilde epitel hiicrelerine 6zgii
lokalizasyon gostermesi, epididimal olgunlagsma siirecinde dogrudan spermatozoalarla
temas eden hiicrelerde redoks dengesinin saglanmasinda stratejik bir gorev
tistlendigini gostermektedir. Literatiirde postnatal gelisim siirecinde bu izoformlarin
birlikte, hiicresel ve segmental baglamda haritalandig1 baska bir ¢alisma bulunmamasi,
elde edilen verilerin hem temel lireme biyolojisi hem de klinik androloji agisindan
onemli bir referans niteliginde oldugunu ortaya koymaktadir. Bu sonuglar 1s18inda,
ilerleyen arastirmalarda GSTK1 ve GSTT1 in farkli ¢evresel stres kosullari, hormonal
degisimler ve yaslanma siirecleri altindaki ifade dinamiklerinin karsilastirmali olarak
incelenmesi, bu enzimlerin {ireme sagligindaki rollerinin daha kapsamli anlagilmasina

katki saglayacaktir.
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	1. GİRİŞ
	Erkek üreme sisteminin işlevsel bütünlüğü, temel olarak iki önemli organın uyum içerisinde çalışmasına dayanmaktadır: Testis ve epididimis. Testis, erkek gamet hücrelerinin, yani spermatozoaların üretildiği spermatogenez sürecinin gerçekleştiği esas ü...
	Bu organların işlevsel kapasitelerine ulaşması, postnatal periyot boyunca gerçekleşen ve neonatal, infantil, juvenil, peri-pubertal ve post-pubertal olarak sınıflandırılan ardışık gelişim evrelerini kapsayan kapsamlı bir yeniden yapılanma sürecini ger...
	Bu yoğun metabolik ve proliferatif aktivite, kaçınılmaz olarak reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretiminde bir artışa neden olur. ROS, fizyolojik konsantrasyonlarda hücresel sinyal yolaklarının modülasyonunda rol alarak gelişimi desteklerken, antioksi...
	Hücreler, bu oksidatif tehdide karşı, Faz II detoksifikasyon sisteminin üyeleri olan glutatyon S-transferazlar (GST’ler) da dahil birçok enzim ve molekülden oluşan karmaşık ve etkin antioksidan savunma sistemleri geliştirmiştir. GST enzimleri, hücreni...
	GST izoenzimlerinin ifade profillerinin üreme dokularında gelişimsel olarak düzenlendiğini ve bu düzenlemenin spermatogenezin verimliliği ile sperm kalitesinin sürdürülmesinde hayati bir rol oynadığı gösterilmiştir. Dolayısıyla, bu enzimlerin postnata...
	Çalışma, postnatal gelişimin kritik evrelerini temsil eden dört farklı yaş grubunda (her grupta n = 6) gerçekleştirilmiştir: postnatal 5. gün (PND5, neonatal dönem), postnatal 20. gün (PND20, infantil dönem), postnatal 50. gün (PND50, peripubertal dön...
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Neonatal Dönem (0–7 Gün)
	Neonatal dönem (postnatal gün 0–7), testisin doğum sonrası çevresel ve hormonal değişimlere adaptasyon sağladığı ilk evredir. Bu süreçte testis henüz olgunlaşmamıştır ve seminifer tübüller, lümensiz yapılar olan seminifer kordlar şeklindedir. Bu kordl...
	2.2. Erken İnfantil Dönem (8–14 Gün)
	Neonatal evrenin ardından gelen ve testis dokusunda belirgin hücresel çoğalma ile karakterize önemli bir gelişim dönemidir. Bu dönemde seminifer tübüller hâlâ lümensizdir ancak çapı genişlemeye başlamıştır. Kordon yapısı daha belirgin hâle gelmiştir f...
	Sertoli hücreleri, bu dönemde hâlâ immatür özellik taşımaktadır ve aktif olarak bölünmeye devam etmektedir. Bu hücrelerin mitotik aktivitesi, seminifer tübüllerdeki hücre yoğunluğunun artmasına doğrudan katkı sağlar. Ancak ikinci haftanın sonlarına do...
	Leydig hücre topluluğu açısından bu dönem, önemli bir geçiş sürecini temsil etmektedir. Doğum öncesi testiste aktif olan fetal Leydig hücreleri, postnatal süreçte azalmaya devam etmektedir. Yapılan çalışmalar, bu hücrelerin doğumdan itibaren 14. güne ...
	Progenitör Leydig hücrelerinin steroid sentez kapasiteleri sınırlı olduğundan testosteron üretiminde etkili değildirler. Bunun yerine, daha çok dihidrotestosteron (DHT) ve çeşitli 5α-redükte androjen metabolitlerini sentezledikleri düşünülmektedir. Bu...
	2.3. Geç İnfantil Dönem (15–20 Gün)
	Geç infantil dönem (postnatal gün 15–20), testisin hızlı morfo-işlevsel dönüşüm geçirdiği, germ hücre farklılaşmasının ivme kazandığı ve seminifer epitel organizasyonunun yeni bir düzene geçiş yaptığı kritik bir evredir. Bu dönemde seminifer tübüllerd...
	Germ hücreleri açısından değerlendirildiğinde, geç infantil dönem belirgin bir hücresel farklılaşmanın ve seçilimin yaşandığı bir fazdır. Erken infantil evrede proliferatif etkinliği en yüksek seviyeye ulaşan spermatogonyumlar, bu dönemde iki farklı y...
	Özellikle postnatal gün 17–18 civarında tüm tübüllerde zigoten spermatositlerin mevcut olduğu, bunu takip eden günlerde ise erken ve geç pakiten evresindeki hücrelerin art arda ortaya çıktığı bildirilmiştir. Bu gelişim, mayoz I bölünmesinin ilerlediği...
	Geç infantil dönemde Sertoli hücrelerinin mitotik aktivitesi büyük oranda sonlanmıştır (Nascimento ve ark., 2016). Üçüncü haftanın başlarında bu hücrelerin sayısal artışı durmakta ve son olgunlaşma sürecine girilmektedir. Sertoli hücre olgunlaşmasının...
	İnterstisyel alandaki hücre toplulukları açısından değerlendirildiğinde, geç infantil dönem önemli bir geçiş evresidir. Bu dönemde fetal Leydig hücreleri, sayıca büyük ölçüde azalmış olup, işlevsel katkıları ihmal edilebilecek düzeydedir (Kerr ve Knel...
	2.4. Juvenil Dönem (21–32 Gün)
	Juvenil dönem, postnatal 21. ile 32. günler arasındaki süreci kapsar ve testisin ergenlik öncesi son gelişim evresidir. Bu evrede testiste hem yapısal hem de hücresel düzeyde olgunlaşma belirginleşir. Seminifer tübüller, artık açık lümene sahiptir ve ...
	Endokrin açıdan değerlendirildiğinde, infantil evredeki düşüşün ardından juvenil dönemde FSH düzeylerinde tekrar bir yükselme gözlenir. Özellikle postnatal gün 26 civarında FSH seviyesinin ilk yükselişini yaptığı bildirilmiştir. Bu artış, Sertoli hücr...
	Juvenil dönemle birlikte seminifer epitel döngüsü tanımlanabilir hâle gelir. Sıçanlarda bu döngü 14 evreden oluşur ve spermatid gelişiminin farklı aşamalarına göre sınıflandırılır. Juvenil evrenin ortasında round spermatidlerin varlığı ile birlikte dö...
	2.5. Peri-Pubertal Dönem (33–55 Gün)
	Peri-pubertal dönem (postnatal 33.- 55. gün), erkek sıçanlarda cinsel olgunluğa geçiş sürecini temsil eder. Bu evrede spermatogenez tam olarak tamamlanmakta ve testis yapısı erişkin testisine yakın bir düzen kazanmaktadır. Bu dönemde seminifer tübülle...
	Bu dönemde seminifer epitelde tüm spermatogenezis aşamaları aynı anda gözlenir. Spermatogonyumlar yenilenmeye devam ederken, spermatositler mayozu tamamlamakta ve spermatidler olgunlaşmaktadır. Elongasyon süreci tamamlanmış, tam farklılaşmış elongated...
	Sertoli hücreleri, bu süreçte tam anlamıyla olgunlaşmış durumdadır. Artık bölünmezler ve birbirleriyle sıkı bağlantılar kurarak kan-testis bariyerini oluşturan işlevsel yapıyı sağlamlaştırırlar. Sertoli hücreleri spermatidlerin gelişimini destekler, b...
	Leydig hücreleri açısından bakıldığında bu dönem, son farklılaşma sürecini temsil eder. Daha önce immatür olan hücreler büyüyerek matür Leydig hücrelerine dönüşür. Araştırmalar, postnatal 56. gün civarında immatür hücrelerin çoğunun matür forma geçtiğ...
	Peripubertal dönemde sıçan testisinde seminifer epitelin döngüsel organizasyonu (Evre I–XIV) tam anlamıyla oturmuş durumdadır. Bu evreler, ilk olarak Leblond ve Clermont (1952) tarafından tanımlanmış olup, her biri belirli bir germ hücresi dizilimi ve...
	2.6. Geç Ergenlik Dönemi (Postnatal 56. Gün sonrası)
	Pubertal dönem, yaklaşık 8. haftadan itibaren erkek sıçanın cinsel olgunluğa ulaştığı evreyi temsil eder. Bu dönem, aynı zamanda genç erişkinlik dönemi olarak da tanımlanabilir. Testis histolojisi, bu dönemde erişkin erkek sıçanın yapısal özelliklerin...
	Sertoli hücreleri, pubertal dönemde artık tam olgunluğa ulaşmış durumdadır. Hücre sayısı sabittir ve bu sayı değişmeden kalır. Literatürde, sıçan testisinde yaklaşık olarak 30 milyon Sertoli hücresi bulunduğu belirtilmiştir. Bu hücreler, spermatogenez...
	Leydig hücreleri, pubertal dönemde tam olgunluk kazanır. Bu hücreler, artık olgun şekildedir ve erişkin düzeyde testosteron üretimi gerçekleştirmektedir. Sıçanlarda postnatal 90. gün civarında serum testosteron düzeyi en yüksek düzeye ulaşır. Bu düzey...
	Seminifer epitel döngüsü pubertal dönemde tamamen düzenlenmiş hâle gelir. Artık testisteki her seminifer tübül kesiti, Leblond ve Clermont (1952) tarafından tanımlanan 14 evreden birine karşılık gelir. Sıçan testisinde seminifer epitel döngüsünün süre...
	2.7. Reaktif Oksijen Türleri
	Reaktif oksijen türleri (ROS), hücresel metabolizmanın doğal bir yan ürünü olarak hem enzimatik hem de enzimatik olmayan yollarla oluşan oksidan moleküllerdir. Düşük düzeyde üretildiklerinde hücresel sinyal iletiminde görev alarak hücre büyümesi, fark...
	2.8. ROS Üretim Kaynakları ve Oluşum Mekanizmaları
	Hücreler, oksijenli solunum sürecinde çeşitli ROS molekülleri üretir. En önemli içsel kaynak mitokondrilerdir. Elektron taşıma zincirinde NADH ve FADH₂’den oksijene elektron aktarılırken, bazı elektronlar sızarak moleküler oksijenle reaksiyona girer v...
	ROS üretimi yalnızca enzimatik süreçlerle sınırlı değildir. Ultraviyole (UV) ışınlar, iyonlaştırıcı radyasyon ve çeşitli kimyasallar, enzimatik olmayan yollarla da ROS oluşumuna neden olabilir. Ağır metaller ve ksenobiyotik toksinler, oksijen moleküll...
	Şekil 2.1. Reaktif oksijen türleri oluşumunun kimyasal temeli (Collin, 2019).
	2.9. ROS Sınıflandırılması ve Yapısal Özellikleri

	Bu çalışmada, erkek üreme sisteminde testis ve epididimis dokularındaki glutatyon-S-transferaz Kappa 1 (GSTK1) ve glutatyon-S-transferaz Theta 1 (GSTT1) izoenzimlerinin gelişimsel süreç boyunca hücresel dağılımını değerlendirmek amacıyla toplam 24 ade...
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	Testis ve epididimis dokularında GSTK1 ve GSTT1 proteinlerinin ifade düzeyleri, immünohistokimyasal olarak boyanmış kesitlerde gerçekleştirilen semikantitatif analiz yöntemiyle değerlendirildi. Her bir hayvana ait üçer ardışık doku kesitinde, rastgele...
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