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ONSOZ

Daidzein ve genistein bitkilerde yaygin olarak bulunan izoflovan grubu
fitoostrojenlerdendir. Izoflavonlarin bilinen en iyi kaynagi Leguminosae ailesine ait

bitkilerden kurubaklagiller (bezelye, fasulye, mercimek vb.) 6zellikle de soya fasulyesidir.

Son yillarda, fitodstrojenler hormon tedavisine etkili alternatifler bulma girisimi i¢cinde
ilagc endustrisinde ilgi gérmektedir. Yapilan galismalar fitodstrojenlerin gogiis, prostat,
endometrium gibi hormona bagli kanser tiirleri ile kolon, rektum ve pankreas gibi diger
kanser tiirlerine karsi koruyucu olabilecegini goOstermistir. Fakat fitodstrojenlerin ¢ok
miktarda tiiketilirse hayvanlarda infertiliteye yol actigi bildirilmistir. Sunulan calismada

daidzein’in rat testislerindeki etkileri incelenmistir.

Arastirma, “Ratlarda daidze’in testis histolojisine etkisi” isimli ve VTF-11026 kodlu
proje olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenerek gerceklestirilmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

pm : Micrometer (Mikrometre)
ABP: Androgen-binding protein (Androjen- baglayici protein)
DNA: Deoxyribonucleic acid (Deoksiribonukleik asit)

FSH: Follicle-stimulating hormone (Folikul-stimile edici hormon)
LH: Luteinisation hormone (Luteinizasyon hormonu)

PAS: Periodic acid shift (Peryodik asit shift)

PBS: Phosphate-buffered saline (Fosfat-tamponlu salin)

UTF-1:  Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1 (Farklilasmamis embriyonik

hicre transkripsiyon faktor-1)
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1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Testislerin embriyonal gelisimi

Kromozomal cinsiyet: Kromozomal cinsiyet dollenme ile belirlenir. Haploid spermin
yeni organizmaya Y kromozomu mu, yoksa X kromozomu mu aktaracagina baglidir.
Cinsiyetin ikiye ayrilmasindaki anahtar, cinsiyeti belirleyen bolgesinde cinsiyet belirleyen
faktor genini tasiyan Y kromozomudur. Y kromozomundaki diizenleyici Sry geni bir
transkripsiyon faktorini kodlar. Germinal kordonlar somatik hiicrelerde kisa bir siire
boyunca aktive olur ve bunlar Sertoli hiicrelerine farklilasarak antimulleriyen hormon

salgilamalarini saglar (Drews 2000, Moore ve Persaud 2002).

Gonadal cinsiyet: Gonad Y kromozomu varliginda farklilagip testise doniismeye baslar.

Y kromozomu yoksa ovaryumolusur (Drews 2000).

Testisler, embriyonun bel bolgesindeki intermedier mezodermin rogenital plak’ indan
meydana gelirler. Bu bdlgedeki coelom epitelinde sagli-sollu iki kabarti meydana gelir.
Crista genitalis (gonadlar) adin1 alan bu kabartilar testisin ¢atisin1 olustururlar. Cinsiyet
hlcrelerinden yoksundurlar. Cinsiyet hicreleri allontois orjinine yakin vitellus kesesinin
kaudal duvarindaki endodermal hiicrelerden gelisir. Bu hiicreler arka bagirsagin dorsal
mezenteri boyunca embriyonun lumbar bdlgesindeki gonadal kabartiya go¢ eder ve oraya
yerlesirler. Bu donemde crista genitalisler ve buraya gelen pirimitif cinsiyet hicreleri

heniiz farklilasmamistir (Moore ve Persaud 2001, Hassa ve Ast1 2003).

Crista genitalis’ lerde germinatif epitelyum hiicreleri mezensimine dogru kordonlar
seklinde coker. Ilkel cinsiyet kordonlar1 kalinlasir ve gonadin medullasina uzanirlar.
Olusan bu kordonlara “Medulla kordonlar1” denir. Testis kordonlari, gonadin hilusunda
ince hiicre kordonlarina parcalanarak rete testisler olusur. Daha ileri gelismede, kalin
fibroz bir kapsiil olan tunika albuginea olustugunda, testis kordonlar yiizey epiteli ile

baglantilarin1 keserler. Kalin fibrdz tunica albuginea insanlarda 12. haftada olusur.



Onaltinc1 haftada testis kordonlar1 at nali bigimini alir ve u¢ noktalar1 birleserek tubuli
rekti’leri olustururlar. Testis kordonlart bu evrede, ilkel cinsiyet hucrelerini ve sélom
epitelinden koken alan Sertoli hiicrelerini igermektedir. Testis kordonlari arasindaki
mezensimde ise Leydig hiicreleri bulunur (Moore ve Persaud 2001). Memelilerdeki Leydig
hiicreleri en az iki farkl tip igerirler. Fotal tip Leydig hucreleri, fotal ve neonatal yasam
boyunca erkege ait primer cinsiyet karakterlerinin olusmasindan sorumludur. Daha sonra
pubertal erkege ait 6zelliklerden sorumlu yetigkin tip Leydig hiicreleri olusur (Christensen

1975).

Puberteden once testis kordonlarinin i¢i doludur. Piipertede limen kazanmakta ve
seminifer tubul adin1 almaktadir. Daha sonra kanalize olan diger genital bosaltma yollarina
acilirlar. Testis gelismesinin son asamasinda yiizey epiteli yassilasmakta ve ergin testisin

dis yiizeyini doseyen tek katli mezotelyumu olusturmaktadir (Sadler 1996).

Prenatal siirecte abdomende gelisimini siirdiiren testisler, doguma yakin bir
zamanda inguinal kanaldan gecerek skrotuma inerler ve burada funikulus spermatikus ile

asilt halde tutulurlar (Stevens ve Lowe 1997).

1.1.2. Testis histolojisi

Testis, gametlerin (sperm, spermatozoa) meydana getirilmesi (gametogenezis,
spermatogenezis) ve steroid yapidaki hormonlarin iretilip salgilanmasini (steroidogenezis)
saglayan hem ekzokrin hem endokrin islevi olan bir organdir (Erbengi 1990, Sriraman ve
ark 2003).

Testisler ti¢ tabakadan meydana gelen testikiiler kapsiil ile sarilidir (Artan 1988, Young ve
Heath 2000).

1. Tunika vaginalis : Mezotelyal hiicrelerin olusturdugu bu en distaki tabaka peritondan
koken alan serdz bir kesedir. Testisin 6n ve yan yizeylerini cevreleyen visseral

tabakasi ve skrotum iizerine uzanan pariyetal tabakasi vardir.



2. Tunika albuginea : Diiz kas hiicreleri igeren, fibroelastik bag dokusundan olusan en
belirgin tabakadir. Bazal lamina ile tunika vaginalisten ayrilir. Testisin posterior

tarafinda kalinlasarak mediastinum testis olarak organ i¢ine sokulur.

3. Tunika vaskiiloza : Kan damarlart aglarin1 igeren, bag dokusundan olusan en i¢

tabakadir.

Mediastinumdan testikiiler kitleye dogru uzanan fibroz septumlar dokuyu 250-300 lobguga
boler. Spermatogenezis seminifer tubul bolimlerinde gergeklesir. Herbir lobcuk 1-4
seminifer tubulii icerir (Junqueira ve Carneiro 2006). Her bir seminifer tubul yaklasik 150
M. captadir ve ve 80 cm. uzunlukta kivrintili bir yapidadir (Abraham 2006). Etrafi zengin
kilcallarla cevrilidir. Her testiste seminifer tubuliin toplam uzunlugu 300-900 m. dir.
Seminifer tubul iki belirgin hiicre popiilasyonunu igeren 6zellesmis seminifer epitelyum ile
doseli merkezi bir limenden olusur. Bu hiicreler spermatogenetik hiicreler ve Sertoli
hicreleridir. Seminifer tubuller, tubuli rekti denen diiz tubullerle birlesirler. Bu birlesme
noktalari, mediyastinum testisteki bag dokusu igerisinde bulunan ve bosluklar1 epitelle

doseli bir agi, rete testisi olustururlar (Angelova ve ark 1996).

Tubulus seminiferus bazal membran ile cevrilir (Dellmann ve Brown 1987).
Interstisiyel alanda Leydig hiicrelerinin yani1 sira kan damarlari, sinirler, lenfatik damarlar
ve diger bag dokusu elemanlart vardir. Germ hticreleri seminifer tubul icerisinde 4-7 hiicre
katmanli kalin bir epitelyum olusturur. Germ hiicreleri tubulusun bazalinden lumenine
dogru farklilasir. Proliferasyonla hiicreler lumene dogru itilir (Leeson ve ark 1985). Bazal
membran (zerine oturan, genis tabanli Sertoli hiicreleri ile bunlarin arasinda yer alan ¢ok
sayidaki spermatogonyumlar ilk siradaki hiicrelerdir (Tanyolag 1999). Sertoli hucreleri
bazal laminadan tubulusun lumenine dogru uzanir (Johnson 1991, Krinke 2000). Bazal
membrandan ayrilan ve luminal yiize dogru yonlenen spermatogonyumlarin biiylimesiyle
olusan primer spermatositler en iri germ hucreleridir. Sekonder spermatositler, primer
spermatositlerin yaklasik yaris1 kadardir ve bu hiicreler luminal ylize dogru uzanmislardir
(Leeson ve ark 1985). Tubulusun lumenine ulasmis olan kii¢iik, yuvarlak spermatidler
baskalasim gegirmek tizere Sertoli hiicrelerinin sitoplazma oyuntularina gémiiliirler ve bir
stire sonra o tlire 0zgli bigimlerini kazanarak, gelismelerini tamamlamis spermatozoon
olurlar. Farklilagmasin1 tamamlayan spermatozoonlar epitel katmandan ayrilarak liimene

gecer (Tanyolag 1999).



Seminifer tubullerin enine kesitinde spermatogenetik hiicreler bazi ozellikleriyle
birbirlerinden ayirt edilebilirler. Niikleus Ozelliklerine goére 2 tip spermatogonyum
tanimlanmistir. Tip A spermatogonyumlar, ince graniiler kromatine sahip yogun bazofilik
niikleuslu hiicrelerdir. Bu hiicreler diger spermatogenetik hiicreleri olusturan kok
hiicrelerdir. Belli araliklarla boliinerek bir hiicre Tip A spermatogonyum olarak kalirken
diger hiicre Tip B spermatogoniumlara farklilasir. Tip B spermatogonyumlar ise primer
spermatositlere farklilasan onciil (progenitor) hiicrelerdir (Abraham 2006). Spermatogenik
seride en biiyiik hiicreler primer spermatositlerdir ve bunlar nukleuslarinda kromozomlarin
kisalip kalinlagsmas1 siirecinin degisik safthalarinin bulunmasi ile taninirlar (Esrefoglu
2009). Birinci mayoz boliinmeden sonra olusan sekonder spermatositler primer
spermatositlere oranla daha kiiciik hiicrelerdir. Spermatidlerin ¢ogu ise tubulusta liimene

yakin, bas ve kuyruk olusmaya baslamis hiicreler halinde goriiliirler (Abraham 2006).

1.1.2.1. Sertoli hicreleri

Puberteye kadar seminifer epitelin dominant hicre tipi Sertoli hicreleridir.
Puberteden sonra, seminifer tubulleri doseyen epitelin yaklasik %10 unu olusturur. Sertoli
hiicreleri spermatogenetik serideki hiicreleri kismi olarak saran piramidal hiicrelerdir
(Abraham 2006). Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminada tutunur. Apikal uglari ise
seminifer tubul limenine dogru uzanan bu hiicrelerin sinirlar1 diizensizdir ve sitoplazmada
derin ¢okdntiler icerir. Blyuk olan cekirdek, oldukca belirgin olan karakteristik bir
¢ekirdekgige sahiptir (Kalayci 1986). Sertoli hiicrelerinin bazolateral okludens baglantilari
seminifer epiteli bir bazal ve bir adluminal kompartmana boler ve gelismekte olan
spermatositleri ve spermatidleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan — testis bariyerini

olustururlar (Russell ve ark 1990).

Sertoli hiicreleri spermatogeneziste onemli gorevleri vardir. Gelismekte olan
spermatozoonlari destekler, korur ve beslenmesini saglar. Gelisen esey hiicrelerinden arta
kalan sitoplazma parcalarin1 fagozite eder. Spermin yasamasi igin gerekli olan androjen

baglayici protein gibi pek ¢ok maddeyi ve siviyr salgilar (Tanyolag 1999).



Sertoli hicreleri folikdl sitimule edici horman (Follicle-stimulating hormone/ FSH)
uyarimina cevap verir ve androjen baglayici protein (Androgen-binding protein/ ABP)
sentezini ve sekresyonunu duzenler. Androjen- baglayici protein testesteron ve
dehidrotestesteron androjenlerine yiiksek baglanma afinitesinde olan bir salgisal proteindir.
Spermatogenezin ger¢eklesmesi, diger bir deyisle spermatozoon olusumu icin ABP
testesteron kompleksi olusur. Sonra seminifer tubul iginde, testesteronun ylksek dizeyde
salmimin1 saglar. Seminifer tubul sivisi olarak seminifer tubullerin liimenine salinir ve
buradan da eseysel bosaltim kanallarina dogru akar. Ayrica Sertoli hicreleri inhibin ve
aktivin alt tnitelerini (alfa ve beta alt tiniteleri ) salgilarlar. Sertoli hiicreleri tarafindan
uretilen glikoprotein yapida bir hormondur. Folikil sitimdle edici horman, Liteinizasyon
hormon (Luteinisation hormone/ LH) ve spermatozoon olusumunu biiyiik 6l¢iide denetler.
Seminifer tubullerde spermatozoonlarin {iretimi yetersiz kaldiginda 6n hipofizden FSH
salinir ve Sertoli hiicreleri uyarilarak inhibin salinimi ile spermatozoonlarin gelismesi i¢in

gerekli olan besin saglanir (Junqueira ve ark. 1993, Yilmaz 1999).

1.1.2.2.  Interstisyel doku ve Leydig hiicreleri

Seminifer tubuller arasindaki bosluklar sinirlerden, kan ve lenf damarlarindan zengin
gevsek bag dokusudur. Bu bag dokuda gesitli hiicreler bulunmaktadir. Bu hicreler
fibroblastlar, makrofajlar, mast hucreleri ve endokrin goreve sahip leydig htcreleridir.
Yuvarlak veya poligonal sekilli, yuvarlak niikleuslu, asidofil sitoplazmali Leydig hicreleri
bag dokusu i¢inde tek tek veya gruplar seklinde gortliirler (Junqueira ve Carneiro 2006).
Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinin en tipik 6zelligi cok sayida lipit damlalari, yaygin bir
sekilde diiz endoplazmik retikulumu ve iyi gelismis golgi aygiti bulundurmalaridir.
Puberteden sonra, bir siklik adenozin monofosfat aracili mekanizma tarafindan LH ile
uyartlmanin ardindan, Leydig hiicreleri, Sa-rediktaz enzimi testosteron dretirler. Bu
hiicreler sentezledikleri testesteron hormonunu, birlikte bulunduklari kan kilcallarina

bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar (Esrefoglu 2009).

Leydig hiicreleri androjenler olarak adlandirilan erkek seks steroidlerinin
(Testesterone, androsteneodine, dehidroepiandrosteron) sentezlenmesini ve sekresyonunu
saglar. Testosteron Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulunan lipit damlaciklarindaki

kolesterolden sentezlenir. Puberte doneminde ise spermatogenezi ve erkek aksesuar
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bezlerinin (prostat ve seminal vezikiil) fonksiyonlarini siirdiiriir ve sekonder cinsiyet

karakterlerinin gelismesi i¢in gereklidir (Russel ve ark 1990, Ross ve ark 2003).

Ik testesteron salinimi embriyonik dénemde baslar. Gebelik doneminde anneden
gecen plesantadan salinan korionik gonadotropin anne kanindan fotiise geger. Testisteki
Leydig hiicrelerini uyarir ve testesteronun sentezlenmesine ve salinimina neden olur.
Testesteron diger androjenlerle birlikte gonadlarin gelisiminde gorevlidir. Ergenligin
baslamasiyla hipofizin anterior lobundan salgilanan LH interstisyel hiicreler Uzerine etki
ederek normal spermatojenik hiicrelerin gelisimi igin gerekli olan testosteron yapimin
stimule eder. Bu nedenle LH, interstisyel hiicre stimiile edici hormon olarak da adlandirilir.
Leydig hiicrelerinin farklilasmasi, fonksiyonlarini devam ettirmesi ve testosteron Uretimi
icin LH gereklidir (Kierszenbaum 2006). Liteinizasyon hormonu Leydig htcrelerinin
zarindaki 6zel reseptorlere baglanarak Leydig hiicrelerinin yag damlaciklarindaki kolestrol
olusumunu arttirir. Kolestrol mitokondride pregnenola doniisiir. Daha sonra mikrozom
enzimleri aracilifiyla hidroksiprojesterona ¢evrilir. Projesteron endoplazmik retikulumda
once androstenediona, sonra testosterona doniisiir. Ayrica androstenediol yoluylada
testesteron dretilebilir. Leydig hiicrelerinden salinan testesteron kan ve lenf damarlar1 yada
peritubuler doku sivisi yoluyla seminifer tubullere gecgerler. Spermatozoonlarin seminifer
tubullerde olusmasi igin testosteronun seminifer tubullerde bulunmasi gereklidir.
Spermatogeneziste hem otokrin hem de parakrin bir etki gosterir (Krinke 2000).
Dolagimdaki testosteron ise iskelet ve kas sisteminin gelisim ve islevi, eseysel organ,
eseysel iletim yollart ve eklenti bezlerinin biliyiime ve iglev gormesi, yag dokusunun

dagilimi, cinsel istek ve eseysel davranislar i¢in gereklidir (Yilmaz 1999).

1.1.3. Spermatogenezis

Puberteden sonra spermatogonyumlarin boliinlip farklilasarak sperm olusturmasidir.
Goniyogenezis spermatogonyumlarin mitozla boliinerek ¢ogaldigi evredir. Bu hiicreler
irileserek primer spermatositleri olustururlar (Dellmann ve Brown 1987, Krinke 2000).
Spermatositlerin ardarda iki boliinme gecirerek kromozom sayilarint ve Deoksiribontikleik
asit (Deoxyribonucleic acid/ DNA) miktarlarini yariya diisiirmesini kapsayan evre mayoz
evresidir. Primer spermatosit birinci mayoz boliunmesi ile iki adet sekonder spermatosite

bolinar. Sekonder spermatositler ikinci mayoz bélinme sonucunda haploid kromozom
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sayisina iner. Yani biiyime ve olgunlasma asamalarim1  kapsayan donem
spermatositogenezis adini alir. Bu hiicreler bagkalasim evresiyle spermatidleri olusturur.
Spermatidlerin farklilasarak hareketli spermatozoonlara doniismesine spermiyogenezis
denir. Insanlarda spermatogenez yaklasik 9 haftalik bir siirede tamamlanir (Junqueira ve

ark. 1993).

1.1.4. Spermatogonial kdk htcreler

Vicudumuzda pek ¢ok organ ve dokuda kok hiicre bulunmakta ve gerektiginde
fonksiyonel hale gecerek yenileyici (regenerative) ya da tamir edici (repair) roller
Ustlenirler. Insanda embriyonal gelisimin ikinci haftasinin basinda epiblast tabakasindan
koken alan ve ilk kez dordiincii haftanin basinda vitellus kesesi duvarinda gozlenen kok
hicrelere ‘Primordiyal Germ Hucreleri’ denir. Bu hiicreler disilerde ovositlerin 6nclsu
olan ovogonyumlari, erkekte spermatozoonlarin Onciisii olan spermatogonyumlari
olustururlar. ‘Embriyonik Germ Huicreleri’ ise primordiyal germ hiicrelerinden koken alan
pluripotent kok hucrelerdir. Fetusun 5-9 haftalik iken gonadal kivrim ve mezenter
bolgesindeki primordiyal germ hiicrelerinin kiiltiirii ile elde edilebilirler. Ilk olarak farede

tanimlanan bu hiicreler insanlarda da gosterilmistir (Moore ve Persaud 2001).

Spermatogonial kok hiicreleri seminifer tubullerin alt tabakasinda bulunur ve puberta
Oncesinde spermatogonia olarak isimlendirirlir. Spermatogonial kok hucreleri bir yandan
kendi populasyonlarini korumak i¢in yenileme, 6te yandan asir1 kok hiicre yogunlugunu
onlemek i¢in farklilasma davranisi gosterir, boylece tiimor olusumu onlenir (De Ro0O0ij
1998, Ehmcke ve ark 2006). Bu yizden de spermatogonial kok hicrelerinin
yenileme/farklilasma oraninin 1/1 oraninda olmasi gerekmektedir. Bu ylizden testiste
spermatogonial koék hiicre populasyonu smirli yogunluktadir. Ornegin, fare ve rat
testislerinde toplam kok hiicre populasyonu sirasiyla 35 000 ve 350 000 olarak
saptanmistir. Bu populasyon yogunlugu, spermatogonial kok hiicre g¢alismalar1 i¢in bir
engeldir. Ancak buna iliskin arastirmalar devam etmekte ve deneysel olarak
seprmatogonial kok hiicre zenginlestirme yontemleri gelistirilmektedir. Ozellikle vitamin-
A bakimindan yetersiz beslenme, testisleri asir1 sicakliga maruz birakma ve kriptorsid
uygulamalar1 spermatogonial kok hiicre zenginlestirmede 6nemli uygulamalardir. Vitamin-

A bakimmdan yetersiz beslenme spermatogenesisi spermatogonia A evresinde
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durdurmakta ve bdylece spermatogonianin mayoza girmesi engellenmektedir. Diger iki
uygulama ise testis sicaklifinin viicut sicakliginda tutularak spermatogenesisin,
spermatogonia A evresinde mayoza girmesinin engellenmesiyle karakterizedir (Van Pelt
ve ark 1995, Shinohara ve ark 2000).

K&k hicreleri igerisinde de spermatogonial kdk hiicreleri ayirt edici 6zelliklere sahiptir.
Farklilasmamis embriyonik hiicre transkripsiyon faktorii (Undifferentiated embryonic cell
transcription factor 1/ UTF-1) fare ve insan embriyonik donem boyunca hem disi hemde
erkek primordial germ hucrelerinde bulunur. Eriskinlerde germ hiicresi iceren dokulardaki
kok hicrelerde bulunan transkripsiyon faktorudir (Vatansever 2008). Embriyonik kok
hicrelerde UTF-1 kromatin komponentidir. Testiste UTF-1 ekspresyonu sadece kok
hiicrede sinirhidir (Kooistra ve ark. 2010). Seminifer tubullerin bazalindeki hicrelerde
UTF-1 eksprese edirlir ve hiicrenin ¢ekirdeginde bulunur (Van Bragt ve ark. 2008). Testis
tumorlerinde testikuler karsinomada ve testikiler germ hicreli timorler ekspresyonun
oldugu bilinmektedir. Embriyonal karsinom ve seminom tanisi i¢in UTF-1 kullanilabilcegi

bildirilmistir (Wang ve ark. 2010).

1.1.5. Spermatogenetik dalga

Son yillarda spermatogonial kok hiicreleri {izerinde yapilan c¢alismalar
spermatogenesisin temel mekanizmasinin anlagilmast noktasinda Onemli gelismeler
saglamistir. BU aragtirmalar ayn1 zamanda spermatogenezise yeni yaklasimlar ve agilimlar
getirmektedir. Seminifer tubulde enine kesit alinip incelendiginde tubullerde farkli tipte
hiicrelerin oldugu goriliir. Her bir spermatogenetik diizen seminifer epitelyum siklusunun
bir dénemi olarak tanimlanir. Siklusun her bir donemi tubul boyunca ardisik bir diizeni
takip eder ayn1 donem arasindaki mesafe spermatogenetik dalga olarak tanimlanir.
Ratlarda toplam 14 evre vardir ve 12 giin siirer. Evreler tiirlere gore degisiklik arzeder (Li
ve ark 1997, Yilmaz 2009).

Erkek ratlarda pubertenin ilk spermatogenetik dalganin tamamlanmasiyla ilk
spermatozoonun tubulus liimeninde gériilmesi ile baslar. Ilk spermatogenetik dalga
boyunca testisteki somatik hicreler prolife olur ve olgunlasir. Sertoli hicreleri germ

hicrelerini sarar ve destekler (Meehan ve ark 2000).
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Siniflandirma i¢in hiicrelerin ¢ekirdek ¢aplari, hiicrede mitotik figiirlerin bulunmasi veya
bulunmamasi1 veya spermatidlerdeki morfolojik degisiklikler gdz 6nunde tutulur (Hess
1990).

Donem | de hucreler heterokromatik nikleuslu yuvarlak spermatidlerin gortlmesi ve

belirgin golgi aygitinin bulunmasi ile karakterizedir.

Donem II de vezikiillerle ¢evrelenmis 0,3-0,6 pm. capta proakrozomik kicuk granallerin

bulunmasi ile karakterizedir. Spermatitde golgi aygit1 iki proakrozomik graniil igerir.

Donem 111 de akrozomik grandller 0,6-0,8 um. ¢aptadir. Metilkrilat kesitlerde, akrozomik
vezikiiller az boyanmis PAS pozitif boyanmistir. Golgi aygiti PAS pozitifligi yogun olarak

karakterizedir.

Donem IV de Spermatidler de bir veya daha fazla akrozomik sistem konfigirasyonunun
bulunmasi ile ayirt edilir. Akrozomik granil 0,8-1,1 pum. arasi bir ¢apa sahiptir. Mitotik

figurler goranar.

Donem V de yuvarlak spermatidlerin akrozomik sisteminin az egri olmasi ve akrozomik
grandliin her iki yana dogru uzamis olmasi ile karakterizedir. Bu dénemde spermatidler

tubulus epiteli icine tamamen penetrasyon gostermistir.

Donem VI da akrozomik spermatid niikleusun yaklasik dortte birini kaplar. Spermatidler

liimene dogru go¢ etmistir.

Doénem VII de spermatidin sitoplazmasindaki biiyilik bazofilik graniil mevcuttur. Spermatid

niikleusu egridir.

Donem VIII de bazofilik graniiller spermatidin bas bolgesine dogru hareket eder ve burada
birlesirler. Sertoli hiicresinin niikleusunun bazal membrandan uzaga yerlesmektedir. Bir

kisim spermatidler serbest birakilir.

Doénem IX da spematid ¢ekirdeginin az miktarda sikismasi ve asimetrisi ile epitelin iginde

artik madde bulunmasi karakterizedir. Mitotik figtrler goralur.
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Donem X da spermatidin niikleusu apeksinden kaudal bolgesine dogru uzar. Spermatid

niikleusunun sagital bir kesiti V bi¢imli bir yapidir.

Donem XI de spermatid akrozomik sisteminin ve niikleusun caudal bdlgeye dogru keskin

bir a¢ida ¢ikintisini 6n plana ¢ikarir.

Donem XII de spermatidler kolay ayirt edilir. Sivri akrozomik uglar1 bulunur.

Donem XIlI de spermatositlerin ¢ekirdekgigi diploten yapidadir.

Donem XIV de mitotik yapili sekonder sprematidler ile karakterizedir (Hess 1990, Harris
ve Nicholson 1998).

1.2. Fitoostrojenler

Genis ¢apli mera hayvanciligi yapilan Avustralya’da islah g¢aligsmalarmi takiben
koyunlarda kisirlik oraninin artmasi, arastirmacilarin dikkatlerini meradaki bitkiler iizerine
yogunlastirmistir (Chamley ve ark 1985, Coskun ve Imir 1991). Bitkilerin &strojenik
aktiviteye sahip olduklari ilk olarak 1941 yilinda Emmens tarafindan bildirilmistir. Bu
aragtirict “Prodstrojen” olarak tanimladigi bir kisim bilesiklerin hayvanlar tarafindan
alindiktan sonra metabolize edilerek aktif hale gectiklerini ve 0Ostrojen benzeri etki
gosterdiklerini  belirtmistir (Emmens 1965). Daha sonra bu bilesiklere kisaca

“fitoostrojenler” adi verilmistir (Andersan ve ark 1999).

Flavonoidler polifenolik bilesikler olup bitki orjinli yapilardir. Gilinlimiize kadar
4000 farkli flavonoid tanimlanmistir. Flavonoidler; izoflavonlar, lignanlar, kumestanlar ve
stilbenler olmak tizere dort sinifta toplanabilir (Hollmann ve Batan 1997). Flavonoidler,
hiicre sistemi igerisinde ¢esitli biyolojik etkilere sahiptir. Flavonoidlerin antimikrobiyal,
antiviral, antiulserojenik, sitotoksik, antineoplastik, mutajenik, anti-inflammatuar,
antioksidan, antiplatelet etkisi vardir (Formica ve Regelson 1995). Bitkilerde yaygin olarak
bulunan izoflovan grubundaki fitoostrojenler daidzein (7,4’—dihidroksi izoflavon),

genistein, formonentin, biochanin A, pratensein ve prunetindir (Muller ve ark 1989).
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1.2.1. Dogadaki fitoostrojen kaynaklari

Izoflavonlarin bilinen en iyi kaynag Leguminosae ailesine ait bitkilerden
kurubaklagiller (bezelye, fasulye, mercimek vb.), 6zellikle de soya fasulyesidir. Ancak
Graminae, Rosaceae (Prunus sp.), Iridaceae (Iris sp) ve Solanaceae (Nicotiniana tabacum)
tiirlerinde de goriilmektedir. Bugiin en c¢ok kullanilan izoflavon kaynaklar1 soya
fasulyesinin islenmesi ile elde edilen gesitli triinlerdir. Bunlar soya unu, soya protein
izolatlari, tofu, soya siitli, soya yogurdu ve soya sehriyesidir. Soya iiriinleri disindaki
kaynaklar diger kurubaklagiller, tam-tahil iiriinleri ve kirmizi yonca otlaridir (Cassidy ve
ark 2000, Bingham ve ark 1998). Uzakdoguda siklikla tiiketilen fermente soya {irlinlerinin
izoflavon igerigi zengindir. Ciinkii fermentasyon siiresince mikroorganizmalar
izoflavonlarin glikozit bagmi kopararak glikozit yapilarimin aglikonlara doniismesini
saglar. Bu durum serbest formdaki bilesiklerin konsantrasyonunu ve biyoyararliligini

artirabilmektedir (Liggins ve ark 1998).

1.2.2. Fitoostrojenlerin etki mekanizmasi

Dogal ostrojenlere benzerlik gosteren fitodstrojenler organizmada bulunan dogal
Ostrojenlerle yarigarak reseptorlere baglanip direkt etki olusturabilirler. Ayrica Ostrojen
metabolizmasinda rol oynayan bazi enzimlerin etkinligini degistirdigi bildirilmistir. Bu
etkisi ile Greme sistemi hucrelerinin dstrojen metabolizmasini bozabildigi ve Gstrojenlerin
hiicreler tizerindeki etkisini degistirebildigi belirtilmistir (Haris ve ark 2000, Singh ve ark
1996). Bu yonde yapilan arastirmalarda farelerdeki Ostrojen reseptdrlerinin islevini
stirdirememesinin infertilite problemine yol actigt ve bu etkiden sadece &strojen

reseptorlerinin sorumlu oldugu ileri stiriilmistiir (Atanassova ve ark 1999).

Steroidler yagda c¢oziinmelerine karsin, viicudun biitiin hiicrelerine gegebilirler.
Ostrojenler steroid yapidadir ve Gzellikle mukoza, hipotalamus ve Onhipofize geger.
Serbest Ostrojen fraksiyonu hicre igine girerek nikleus Uzerindeki 0zel reseptorlerine
baglanir. Olusan hormon-reseptér kompleksi nukleus icine girerek DNA kromatini
Uzerindeki cevap elementi bolgesine baglanir ve m-RNA sentezlenerek 6zgul proteinlerin

uretimini saglar ve hedef organ veya hiicreyi etkiler (Nilsson ve ark 2001).
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Disaridan verilen strojen ve androjen hormonlarida 6n hipofiz lizerine kisitlayic etki
yapar ve LH hormon salinimini azaltir ve LH azalmasi Leydig hicrelerini etkileyerek
testesteron salmimini azaltir (Yilmaz 1999). Ancak daidzeinin dogrudan Ostrojen
reseptOrlerine baglanarak direk testis lizerinden mi yoksa hipotalamus ve hipofiz bezini
etkileyerek testesteron Gretimini etkiledigi bilinmemektedir. Zhang ve Cui (2009)
yaptiklar1 ¢alismalarda fare Leydig hiicre kultiirlerine daidzein uygulandigi arastirmada,
disik doz daidzein testesteron salimimu artirmaktadir. Yiksek dozda daidzein ise

testesteron iiretimini azaltmaktadir (Weber ve ark 2001).

1.2.3. Fitoostrojenlerin tedavide kullanim alanlar:

Son yillarda fitodstrojenler, bir¢cok insanin yan etkileri nedeniyle 6strojenik ilag
kullanmaya isteksiz olusu yliziinden hormon tedavisine etkili alternatifler bulma girisimi
icinde ila¢ endiistrisinde bir hayli ilgi yaratmistir. Yapilan ¢alismalar fitodstrojenlerin
gogiis, prostat, endometrium gibi hormona bagl kanser tiirleri ile kolon, rektum ve
pankreas gibi diger kanser tiirlerine kars1 koruyucu olabilecegini gostermistir (Fitzpatrick
1999, Cassidy ve ark 2000). Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar bitkisel ostrojenlerin
tikketiminin Ozellikle hormona bagli olusan hastaliklardan bir dlgiide koruma sagladigini
gostermektedir. GOglis kanseri, prostat kanseri ve koroner kalp hastaligi riski diisiik
toplumlarda (6r: Japonlar) idrarla isoflavonoid atilimi yiiksek, bu hastaliklarin riskinin
yiiksek oldugu toplumlarda (Bat1 Ulkeleri) ise idrarla isoflavonoid atilimi diisiiktiir. Daha
acik bir ifade ile fitodstrojen alimmin fazla oldugu iilkelerde prostat kanseri gOriilme
sikligimmin diisiik olduguna isaret edilmektedir. Fakat bu koruyucu etkilerin mekanizmasi
acik degildir (Adlercreutz ve ark 1991). Fitoostrojenlerin, steroid metabolizmasinda yer
alan aromataz ve 17- hidroksi steroid dehidrogenaz gibi enzimleri baskilayabilme
yeteneklerinin ve diger antikarsinojenik etkilerinin prostat kanserine karsi koruyucu

olabilecegi iddia edilmistir (Hempstock ve ark 1998).

Ostrojenik  ozelliklerinden baska, fitodstrojenlerin  dzellikle izoflavonlarin
polifenolik yapilarma bagli olarak antioksidan etkileri vardir. Izoflavonlar, serbest
radikalleri dogrudan veya antioksidan enzimleri etkileyerek, oksidatif DNA hasarin

onleyebilirler. Fitodstrojenlerin tiimdér olusumunda 6nemli rol oynayan bazi enzimlerin
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etkinliklerini baskilayabildiklerini gosteren ¢alismalardan sonra, bu bilesiklerin potansiyel
antikarsinojenik etkilerine dikkat ¢ekilmistir (Davis ve ark. 1999, Burke ve ark 2000,
Umland ve ark 2000). Fitoostrojenler antiproliferatif 6zellikleri ile hlcrelerin béliinerek
cogalmasimi Onledigi, antianjiogenetik etkileriyle de anjiogenezi baskilayarak timor
hlcrelerinin metastaz yapmalarini azalttiklar bildirilmistir (Knight ve Eden 1996, Cassidy
ve ark. 2000). Yapilan calismalarda izoflavonoidlerin veya soya/soya urunlerinin ve keten
tohumunun toplam kolesterolu ve diisiik dansiteli lipoprotein seviyelerini diisiiriicti, yliksek
dansiteli lipoproteini yilkseltici etkileri gosterilmistir (Umland ve ark 2000). Testikuler
hiicre kiiltiirii ile yapilan bir ¢alismada poliklorlu bifeniller verilen hiicrelerde toksik etkiyi
daidzeinin azalttig1 gosterilmistir (Zhang ve ark. 2008)

1.2.4. Fitoostrojenlerin yan etkileri

Fitoostrojenlerin alimu ile ilgili kaygilarin oldugu bazi noktalar da vardir. Bunlarin
basinda bu bilesiklerin kisirliga neden olabilecegi ve goglis kanserini uyarabilecegi
diistinceleri gelir. Ayrica izoflavonlarin asirt miktarlarda alimina neden olabilecek olan
soya bazli yenidogan mamalarinin kullanimi da kaygi duyulan durumlardan biridir (Davis
ve ark 1999, Setchell 2001). izoflavonlarin tiroid hormonlarinin iiretiminde anahtar rol
oynayan tiroid peroksidaz enzimini inhibe ederek, tiroid hastaliklarina neden olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ancak bu kaygilarin hakl kaygilar oldugunu gosteren kanitlar olmadig:
gibi, bu bilesiklerin diizenli olarak ve yiiksek konsantrasyonlarda tiiketildigi toplumlarda
bu tip rahatsizliklarin goriilme sikliginda farklilik olmadigi belirtilmistir (Davis ve ark
1999).

Arastirmada, 20 gin streyle Daidzein yedirilen erigskin erkek ratlarin testis

dokusunda meydana gelen morfolojik, morfometrik degisimlerin ve spermatogonial kok

hiicre yogunluklarinin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu ¢alisma Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(ADU-HADYEK, say:: 2010/072) izniyle gerceklestirildi. Calismada Pamukkale
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden saglanan 30 adet 3 aylik erkek Sprague
Dawley rat kullanildi. Hayvanlar bir kontrol (n=10) ve iki deney (n=20) olmak Uzere
toplam 3 gruba ayrildi. Hayvanlar arastirma siiresince 12 saat aydinlik/ karanlik ortamda,

konvansiyonel kosullarda ve ad libitum su ve yem ile beslendi.
2.2.YOntem

Hayvanlardan 10 tanesine 20 mg/kg, diger 10 tanesine de 100 mg/kg giinliik
dozlarda daidzein (Cayman, Katolog No: 10005161) gavaj yoluyla uyguland: (Pan ve ark.
2008). Diger 10 hayvan ise kontrol grubu olarak kullanildi. Son Daidzein
uygulanmasindan bir giin sonra, ratlar intraperitoneal yolla xylazine + ketamin (ksilazin
hidroklorir 40 mg/kg + ketamin hidrokloriir 50 mg/kg Bayer) ile anestezi edildikten sonra
servikal dislokasyon ile élduruldiler. Alinan testis 6rneleri Bouin’s tespit sivisinda 24 saat
tespit edildi. Rutin doku takibinden sonra parafinde bloklandi. Bloklardan 200 mikrometre
arayla 5 mikrometre kalinliginda seri olarak kesitler alindi. Kesitler Crosman ’1n {i¢li
boyama yontemi, hematoksilen eozin ve periodic acid schiff (Periodic acid shift / PAS)

reaksiyonu yontemleri ile boyandi (Demir 2001).

Bloklardan seri olarak alinan 6 kesitin her birinde rastgele 10’ar adet enine kesilmis
seminifer tubulde tubulus ¢ap1 ve epitel yiiksekligi (bazalden liimene) 151k mikroskobu
(Leica DMLB) ve buna bagli Goriintli Analiz Sistemi (Leica Q Win Standart) ile olgtildii.
Tubulus ¢ap1 ve epitel yiikseklikleri seminifer tubullerdeki spermatogenetik dalgaya bagl
olarak degisecegi i¢in, verilerin giivenilirligi agisindan bu dalgalanmanin IX ve X.
asamadaki tubuller segilerek Slgiimler bu tubullerde gerceklestirildi. Dalgalanmanin IX ve
X. dénemi diger donemlerden kolay ayirilabilmesinden dolayi tercih edildi. Seminifer

tubullerde germ hiicre yogunlugu bloklardan seri olarak alinan 6 kesitin her birinde
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rastgele 6’sar adet enine kesilmis tubulde subjektif puanlama yontemi ile degerlendirildi

(1: Cok az, 2: Az, 3: Orta, 4: Yogun).

Ayrica alinan testis dokusu kesitlerinde immunohistokimyasal olarak (Isaretli
streptavidin- biyotin Yontemi) spermatogonial kok hiicreler isaretlendi (Van Bragt ve ark.
2008). Bu amagcla doku kesitleri deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra
antijen retrieval icin 98 °C’de 0.01 M sodyum sitrat icinde mikrodalga firinda 10 dakika
kaynatildi. Kesitlerdeki endojen peroksidaz aktivitesi ise Fosfat-tamponlu salinde
hazirlanmis % 3 liikk H,O, de 5 dakika kalarak bloke edildi. Kesitler % 5’lik normal tavsan
serumunda 30 dakika bekletilen kesitler 4 °C’de bir gece primer antikorda (anti-UTF-1,
Chemicon International, AB3383, poliklonal, Fosfat-tamponlu salin ile 1/100 sulandirma)
inkube edildi (Kristensen ve ark. 2008). Daha sonra sekonder antikor kitinde (Dako, K-
0690) bulunan biotinli sekonder antikorda (Dako Cytomation LSAB+system-HRP) oda
isisinda 1 saat ve streptavidin HRP’de (Dako Cytomation LSAB+system-HRP) oda
1sisinda 1 saat inkube edildi. Antikora baglanma gosteren hiicrelerin boyanmasi DAB
kullanilarak gergeklestirildi. Es zamanli olarak ilgili primer antikor ilave edilmeksizin ayni
yontem uygulanan doku Kkesitleri negatif kontrolleri olusturdu. Hematosilen ile zit
boyamalar1 yapilan kesitler dehidre edilerek lamelle kapatildi. Incelenen kesitlerin gerekli
gorulen bolgelerinden kamera (Leica DC-200) ile fotograflar ¢ekildi. Seminifer tubullerde
kok hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in her kesitten rastgele 10’ar adet enine kesilmis
tubulde subjektif puanlama yontemi ile degerlendirildi (1: Cok az, 2: Az, 3: Orta, 4:
Yogun).

2.3. istatistiksel Analiz

Yapilan Slglimlerin istatistiksel analizi igin SPSS (for Windows 11.5) hazir paket
programi kullanildi. Tubulus c¢ap1 ve tubulus epitel yiiksekligi bakimindan gruplar arasi
farkliigin olup olmadigini belirlemek igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi.
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise Duncan testi ile belirlendi. Seminifer
tubullerde germ hiicre yogunlugu ve spermatogonial kok hiicre yogunlugu bakimindan
gruplar arasi farkliligin olup olmadigini belirlemek igin Kruskal-Wallis testi yapildi.
Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise Post Hock LSD testi ile belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Histolojik ve Morfometrik Bulgular

Kontrol grubu hayvanlarda, seminifer tubullerde germ hicreleri ile Sertoli
hlcrelerinin ve interstisyel alanda Leydig hiicrelerinin diizenli olarak yeraldig: testislerin

normal testikiler goriintime sahip olduklar1 goriildi (Sekil 1).

Daidzein yedirilen deney gruplarinda ise 6zellikle seminifer tubullerde biiziisme
oldugu (Sekil 2), tubulus liimenlerinin ise kontrollere (Sekil 3) gore daha genis oldugu
(Sekil 4) dikkati ¢ekti. Ayrica daidzein verilen ratlarin seminifer tubul kesitlerinde yaygin
olarak irili ufakli vakuollerin varlig1 dikkati ¢ekti (Sekil 5 ve 6). Fakat kontrol grubunda
vakuoler yapilara rastlanmadi (Sekil 1 ve 3). Daidzein uygulanan gruplarda seminifer
tubullerde bulunan germ hiicrelerinin yogunlunun kontrol grubuna (Sekil 1 ve 3) gore

azaldigi, germ hiicrelerinde dokiilmeler oldugu goriildii (Sekil 7).

Daidzein uygulamasindan 20 giin sonra kontrol ve deney grubu hayvanlardan
almman testis Orneklerinde seminifer tubulus cap1 ve epitel yiiksekligine ait ortalama
degerler Cizelge 1’de, seminifer tubullerdeki germ hiicre yogunlugu ise Cizelge 2’ de
verildi. Daidzein uygulanan gruplarda tubulus c¢ap1 ve epitelyum yiiksekliklerinin
kontrollere gore azaldigi (p<0,001) gorildi. Fakat farkli dozlarda daidzein uygulanan
gruplar arasinda hem seminifer tubulus ¢apt hem de epitel yiiksekligi agisindan istatistiksel
bir farklilik goériilmedi. Seminifer tubullerde 20 mg/kg ve 100 mg/kg daidzein alan
gruplardaki germ hiicre yogunluklarinin kontrol grubuna gére anlamli olarak azaldig:
(p<0,01) gorulda.
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Cizelge 1. Ratlara 20 giin Daidzein uygulamadan sonra testislerinde seminifer tubul

caplari ve tubulus epitel yiikseklikleri (X £ S-3).

Gruplar Tubul ¢ap1 Epitel Yiiksekligi
Kontrol 261 +2,62° 66,0 = 1,08°
(n=10)

Grupl 226 +5,16° 52,4 + 0,90 °
(n=10)

20 mg/kg.

Grup2 233 +4,11° 58,0 + 1,70°
(n=10)

100 mg/kg

P —_— -

a, b: her siitiindaki farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksek olarak
onemlidir.
*** p<0,001

Cizelge 2. Ratlara 20 gun Daidzein uygulamadan sonra testis seminifer tubullerinde germ

hiicre yogunluklari (X + S-3).

Kontrol Grupl Grup2 P
(n=10) (n=10) (n=10)
20 mg/kg. 100 mg/kg
Germ hiicre 3,90+0.20° 2,73+0,20° 2,25+ 0,27 *ok

yogunlugu

a, b, c: her satirdaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksek olarak
onemlidir.
** p<0,01
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3.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Yapilan immunohistokimyasal demonstrasyonlar sonucunda spermatogonial kok
hicrelerin kontrol ve deney gruplarinda seminifer tubullerin bazalinde lokalize olduklari
gozlendi (Sekil 8 ve 9). Immun reaktivitenin spermatogonial hiicrelerin ¢ekirdeklerinin
periferinde gelistigi goriildi (Sekil 8 ve 9). Fakat immun reaktif hiicrelerin hem kontrol
hem de deney gruplarinda biitiin seminifer tubullerde degil, bazi1 tubuluslarda gorildigii
dikkati c¢ekti (Sekil 10). Yapilan incelemelerde, farkli dozlarda (20 mg/kg/giin ve 100
mg/kg/giin) daidzein verilen gruplarda kontrollere (Sekil 8) gdre spermatogonial kok
hlcrelerin daha yogun oldugu goriildii (Sekil 9). Daidzein uygulamasindan 20 giin sonra
kontrol ve deney grubu hayvanlardan alinan testis 6rneklerinde spermatogonial kok hiicre
yogunluklarina ait ortalama degerler Cizelge’ 3’de verildi. Seminifer tubullerde 20 mg/kg
ve 100 mg/kg daidzein alan gruplardaki kok hiicre yogunluklarinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak arttig1 (p<0,05) tespit edildi. Ayrica yiiksek doz daidzein uygulanan
grupta immun pozitif hiicrelerin diisiik doz grubuna gére daha yogun oldugu (p<0,05)

gorulda.

Cizelge 3. Yirmi gun boyunca Daidzein uygulanmis ratlarin

seminifer tubullerinde spermatogonial kok hiicre yogunluklart (X + S-5)

Kontrol Grupl Grup2 P
(n=10) (n=10) (n=10)
20 mg/kg. 100 mg/kg
spermatogonial
kok hucre 2,22 +0,038? 3,08 + 0,041° 3,84 +0,045° *

yogunluklari

a, b, c: her satirdaki farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksek olarak

onemlidir.

* p<0,05
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Sekil 1. Kontrol grubu eriskin bir ratin testis kesiti. Normal testikiiler yap1 gdzlendi. Uclil
boyama. Bar: 50 pm.

Sekil 2. Daidzein uygulanmis erigkin bir ratin testis kesiti. Biiziisme olan Seminifer
tubuller. Ugli boyama. Bar: 50 um
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Sekil 4. Daidzein uygulanmis eriskin bir ratin testis kesiti Seminifer tubul limeni kontrol

grubuna gore genis. H & E. Bar: 20 pym.
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Sekil 5. Daidzein uygulanmis erigkin bir ratin testis kesiti. Semifer tubul kesitlerinde
vakuol (V). Ucli boyama. Bar: 30 pm.

Sekil 6. Daidzein uygulanmis erigkin bir ratin testis kesiti. Semifer tubul kesitlerinde irili
ufakli vakuoller (V) Uglii boyama. Bar: 20 pum.
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Sekil 7. 100 mg/kg. Daidzein uygulanmig erigkin bir ratin testis kesiti. Seminifer tubullerde
azalmis germ hiicreleri (—), germ hiicrelerinde dokiilmeler meydana geldi. Uglii boyama.
Bar: 30 um.
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Sekil 8. Kontrol grubu erigkin bir ratin testis kesiti. seminifer tubullerin bazalinde lokalize
olan spermatogonial kok hiicreleri (—). Isaretli streptavidin- biyotin Yontemi. Bar: 20 pum.

Sekil 9. Daidzein uygulanmis erigkin bir ratin testis kesiti. Kontrol grubuna gére daha
yogun spermatogonial kok hiicreleri. (—).Isaretli streptavidin- biyotin Ydntemi. Bar: 20

um.
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Sekil 10. Kontrol grubu eriskin bir ratin testis kesiti. Spermatogonial kok hicreler
(—).Immun reaktif hiicreler herseminifer tubul kesitinde degil bazi tubullerde

goriimektedir. Isaretli streptavidin- biyotin Yéntemi. Bar: 20 um.
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4. TARTISMA

Son 50 y1l igerisinde erkeklerde sperm sayisinin giderek azaldigi ve bunun baglica
cevresel etkenlere bagli oldugu ileri siiriilmektedir (Sharpe ve Shakkebaek 1993). Bu
cevresel etkenlerden biri de hayvan ve insan gidalarinda bulunan fitoostrojenlerdir.
Yapilan epidemiyolojik c¢alismalar bitkisel Ostrojenlerin tiiketiminin 6zellikle hormona
bagli olusan hastaliklardan bir dl¢iide koruma sagladigimi gostermektedir (Adlercreutz ve
ark 1991). Diger taraftan fitodstrojenlerin alimu ile ilgili kaygilarin oldugu bazi noktalar da
vardir. Bunlarin baginda bu bilesiklerin kisirliga neden olabilecegi ve kanseri Uyarabilecegi
diistinceleri gelir (Davis ve ark 1999, Setchell 2001). Bu nedenlerden dolay1, bu ¢alismada,
erigkin erkek ratlara oral olarak 20 glin sureyle fitoGsrojen (daidzein) verilerek testis

histolojisinde ne gibi degisiklikler yaptiginin belirlenmesi amaglanmustir.

Sunulan c¢aligmada daidzein yedirilen hayvanlarin seminifer tubullerinde biiziisme
oldugu, tubulus liimenlerinin ise kontrollere gore daha genis oldugu ve seminifer
tubullerde bulunan germ hiicrelerinin yogunlunun kontrol grubuna gore azaldigi goriildii.
Ayrica daidzein uygulanan gruplarda tubulus c¢api1 ve epitelyum yiiksekliklerinin
kontrollere goére azaldigi dikkati ¢ekti. Yapilan literatiir incelemelerinde daidzein
yedirilerek tubuluslarin histometrik parametrelerini inceleyen bagka bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Jiang ve ark (2008) 2 mg/kg, 20 mg/kg ve 100 mg/kg seklinde 3 farkli
dozda daidzein verilen ratlarda sadece 100 mg/kg daidzein alan ratlarin testislerinde
testikiiler atrofi ve spermatogenezisin zarar gordiigiinii bildirilmislerdir. Han ve ark (2003)
yaptig1 calismada ise sperm kalitesi 100 mg/kg daidzein dozunda degismezken, 1000
mg/kg dozda azaldig: bildirilmiglerdir.

Ote yandan baska fitodsrojen veya bunlari kombimasyonlarin1 yem katkis1 olarak
kullanan caligmalara bakacak olursak; Robertson ve ark (2002) izoflavon iceren dietle
(soya katilmigs yem) beslenen farelerde spermatogenezis’in aksadigini (germ hicre
sayisinin azaldigini), tubulus limen voliimiiniin artti@ini bildirmistir. Germ hiicre
yogunlugunun azalmasi ve tubulus liimeninin genislemesi bu calismadaki verilerle
uyumludur. Bakirel ve ark.’nin (2002) yaptigi ¢calismada, yemlerine fitodstrojen (Trifolium

pratense) katilan ratlarin seminifer tubul ¢aplarinda ve primer spermatositlerin sayisinda
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herhangi bir degisme goriilmezken, epididimisten alinan spermatozoonlarin motilite ve
morfolojisinin bozuldugu belirtilmistir. Vicdan ve ark (2007) yaptigi calismada ise
yemlerine 500 mg/g ve 1000 mg/g fitodstrojen (daidzein + genistein kombinasyonu)
verilen farelerin seminifer tubullerinin germ hiicrelerinde apoptozisin arttigini
belirlemiglerdir. Serum sex steroid ve gonodotrofin seviyelerinin bakildig1 ¢alismalarda;
Mitchell ve ark (2001) 2 ay sireyle insanlara fitoostrojen (40 mg, genistein, daidzein ve
glycitein) katkili beslemenin sonunda serum sex steroid ve gonodotropin seviyelerini
etkilemedigine dikkati ¢ekerken, Robertson ve ark (2002) izoflavon iceren dietle beslenen

farelerde FSH’ nin bloke oldugunu bildirmislerdir.

Erigkin erkek ratlara Ostrojen (ethinyl estradiol, diethylstilbestrol gibi) verilerek
testikiiler yap1 ve hormonlarin incelendigi ¢alismalarda (Sharpe ve ark 1998, Atanassova
ve ark 1999, Hossaini ve ark 2003), seminifer tubul ¢apinin azaldigi, seminifer tibul germ
hicre dokdlmeleri, seminifer epitelyum katinin atrofik oldugu, germ hicrelerde
apoptozisin arttig1, seminifer tubul lUmeninin genisledigi, gonodotropin ve Gn Rh
seviyesinin azaldigi bildirilmistir. Bu caligmalardaki veriler fitodostrojen vererek elde

ettigimiz verileri destekler niteliktedir.

Ayrica daidzein verilen ratlarin semifer tubul kesitlerinde yaygin olarak irili ufakli
vakuollerin varligr dikkati ¢ekti. Fakat kontrol grubunda vakuoler yapilara rastlanmadi.
Fitoostrojen verilerek testikiiler yapidaki vakuoler degisikliklerle ilgili herhangi bir
bulguya rastlanmamistir. Fakat Hossaini ve ark (2003) ratlara 40 pg/kg estrodiol benzoat
gavaj yontemi ile verdikleri calismalarinda testislerin seminifer tubul kesitlerinde siklikla
vakuoller yapilara rastladiklarini belirtmislerdir. Bu bulgu c¢alismamizin sonucu ile

uyusmaktadir.

Spermatogenezisin devamliligi seminifer tubullerde bulunan spermatogonial kok
hlcrelerle saglanmaktadir. Spermatogonyum A’lar pluripotent kok hiicre 6zelliklerine
sahiptir. Bir pluripotency geni olan UTF-1 (undifferenciated embryonic cell transcription
factor-1) erigkin farelerde sadece ovaryum ve testiste tanimlanmistir (Okuda ve ark 1998,
Van Bragt ve ark 2008). Ayrica Kristenson ve ark (2008) UTF-1 geninin pluripotenside
transkripsiyon faktorleri olarak rol aldigini1 ve spermatogonial yenilenmede gérev aldigini
bildirmislerdir. Aymi c¢alismada, UTF-1’in testikiler germ hiicre timorlerinde eksprese

edildigi vurgulanarak, bu tumorlerde UTF-1’in yogun olarak eksprese edilmesinden dolay1
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bu tiimorlerin spermatogonium’dan kdken aldigini ileri siirmiislerdir. Sunulan ¢alismada,
farkli dozlarda (20 mg/kg/giin ve 100 mg/kg/giin) daidzein verilen ratlarin testis
kesitlerinde UTF-1 demonstrasyonu gergeklestirilerek isaretlenen spermatogonial kok
hiicrelerin seminifer tubullerde kontrollere gore daha yogun oldugu tespit edildi.
Fitoostrojenlerin  UTF-1 pozitif spermatogonial kok hiicrelerin - yogunlugunu nasil
etkiledigi konusunda herhangi bir ¢aligmaya rastlanmadi. Bu bulgu ilk kez bu ¢aligmayla

ortaya konmustur.

Bilindigi iizere, germ hiicrelerinin gelisim siireci FSH ve testosteronun Sertoli
hicreleri Gzerindeki etkilerine bagli olup, her iki hormon da germ hticrelerinde hiicre
boliinmesi ve farklilasmasini potansiyalize eder (McLaghlan ve ark 1996). Ancak Saunders
ve ark (2001), gelisimin degisik asamalarindaki germ hiicrelerinde Gstrojen reseptorlerinin
varlifi nedeniyle, germ hiicreleri iizerinde 0Ostrojenin direkt etkisinin oldugunu ve
Ostrojenin Leydig hicreleri ve Sertoli hucrelerinde inhibitér, germ hicrelerinde ise
stimiilator etki gosterdiklerini bildirmislerdir. Bu arastiricilar eksojen olarak uygulanan
Ostrojenin siganlarda prespermatogonial hiicrelerde (gonositler) ve spermatogonial
hiicrelerde proliferasyonu uyardigini ve bunu da bu hiicrelerde bulunan 6strojen reseptor-§
aracilif1 ile gerceklestirdiklerini belirtmiglerdir. Bu bilgiler 1s18inda, sunulan c¢aligmada
daidzein yedirilen si¢anlarin testislerinde UTF-1 pozitif spermatogonial kok hiicre
yogunlugunun kontrollere gore artmasinin mekanizmasi; bu hicrelerde bulunan 6strojen

reseptOrlerinin uyarilmasi araciligi ile prolifere olduklari, seklinde agiklanabilir.
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5. SONUC

Sunulan ¢alismada daidzein yedirilen hayvanlarin seminifer tubullerde biiziisme
oldugu, tubulus liimenlerinin ise kontrollere gore daha genis oldugu, semifer tubul
kesitlerinde yaygin olarak irili ufakli vakuollerin olustugu ve seminifer tubullerde bulunan
germ hiicrelerinin yogunlunun kontrol grubuna gore azaldigi, germ hiicrelerinde
dokiilmeler oldugu goriilmiistiir. Ayrica daidzein uygulanan gruplarda tubulus ¢ap1 ve
epitelyum yliksekliklerinin kontrollere goére azaldig1 dikkati c¢ekmistir. Yapilan
immunohistokimyasal demonstrasyonlar sonucunda daidzein verilen gruplarda kontrollere
gore spermatogonial kok hiicrelerin daha yogun oldugu tespit edilmistir. Histometrik ve
immunhistokimyasal veriler ilk kez bu g¢alisma ile ortaya konmustur. Bu calisma ile
insanlar ve hayvanlarin yedikleri besinlerle fitoostrojenleri de aldiklar1 diisiiniildiigiinde, bu
konunun aydinlatilmasi1 agisindan Ulkemizde genis ¢apli epidemiyolojik ¢alismalarin

yapilmasina gereksinim bulunmaktadir.
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OZET

Bu caligmada oral olarak 20 gun sureyle daidzein verilen ratlarin testislerinde
meydana gelen histolojik ve histometrik farkliliklarin incelenmesi amaglandi. Materyal
olarak 30 adet 3 aylik erkek Spraue-Dawley rat kullanildi. Hayvanlar her grupta 10 rat
olacak sekilde ii¢ gruba ayrildi. Hayvanlardan 10 tanesine 20 mg/kg, diger 10 tanesine de
100 mg/kg guinlik dozlarda daidzein gavaj yoluyla uygulandi. Diger 10 hayvan ise kontrol
grubu olarak kullanildi. Sunulan calismada daidzein yedirilen hayvanlarin seminifer
tubullerde biiziisme oldugu, tubulus limenlerinin ise kontrollere gore daha genis oldugu,
semifer tubul kesitlerinde yaygmn olarak irili ufakli vakuollerin olustugu, hicre
dokiilmesinin  gergeklestigi ve seminifer tubullerde bulunan germ hicrelerinin
yogunlugunun kontrol grubuna gore azaldigi goriildii. Ayrica daidzein uygulanan gruplarda
tubulus ¢ap1 ve epitelyum ytiksekliklerinin kontrollere gore azaldig dikkati ¢ekti. Yapilan
immunohistokimyasal demonstrasyonlar sonucunda daidzein verilen gruplarda kontrollere
gore spermatogonial kok hiicrelerin daha yogun oldugu tespit edildi. Bu sonuglar, diyet ile

alinan fitoostrojenlerin erkeklerde fertiliteyi olumsuz etkileyebilecegini akla getirmektedir.

Anahtar Kelimeler; Daidzein, Spermatogonial kok hiicre, Testis, Rat
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SUMMARY

In this study, we aimed to examine the histological and histometrical changes in the
testes of rats produced by orally administration of daidzein for 20 days. A total of 30 male
Sprague-Dawley rats in 90 days of age were used. Rats were randomly divided in three
groups of 10. One group was administered with 20 mg/kg and the other group was
administered with 100 mg/kg daidzein daily with gavage. Other 10 rats were used as
control group. In this study, we observed that, the testes of the daidzein administered rats
represented seminiferous tubules contraction, enlargement of tubular lumens, diffuse
vacuolization in sections of seminiferous tubules, cell loss occurred and the reduction of
the germ cells frequency in the seminiferous tubules compared with the control rats. Also,
tubular diameter and the epithelial height decreased in daidzein administered rats’
compared with the controls. Immunuhistochemical analyzes revealed that, the
spermatogonial stem cells were found to more intense in daidzein administered rats when
compared to control. These results suggested that, dietary phytoestrogens may negatif

affect on male fertility.

Keywords: Daidzein, Spermatogonial stem cell, Testes, Rat
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