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OZET

Sicanlarda Gentamisin ile Olusturulan Deneysel Testis Hasar1 Uzerine

Kuersetin’in Etkileri

Bu c¢alismada gentamisinin testis lizerinde meydana getirdigi degisiklikler ve
oksidatif stresin roliinliin belirlenmesi; antioksidan olan kuersetinin koruyucu
etkilerinin olup olmadiginin aragtirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda 24 adet eriskin erkek Sprague Dawley cinsi sican 4 gruba
ayrildi ve deney siiresi 7 giin olarak belirlendi. Kontrol grubuna deneyin 1. giiniinden
baslanarak 7 gilin boyunca giinliik intraperitoneal (i.p.) serum fizyolojik uygulandi.
Ikinci grup olan gentamisin grubuna (GEN) 7 giin boyunca giinliik 80mg/kg dozunda
i.p. gentamisin verildi. Ugiincii grup olan kuersetin grubuna (QUE) da ayn1 sekilde 7
giin boyunca giinliik 50 mg/kg kuersetin i.p. uygulandi. Dordiincii grup olan
gentamisin+kuersetin grubuna (GEN+QUE) ise deneyin 1. giiniinden itibaren 7 giin
boyunca giinliik i.p. 50 mg/kg olacak sekilde kuersetin ve 80 mg/kg dozunda i.p.
gentamisin verildi. Deneyin sonunda (8. giinde) si¢anlar anestezi altindayken (i.p.
ketamin 90 mg/kg) kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildi. Alinan kan Ornekleri
biyokimyasal parametreler i¢in EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)’li tiipe konuldu.
Testis ve epididimis dokular1 diseke edildi. Epididimden elde edilen sperm
orneklerinden sperm sayisi, motilitesi, canliligt ve morfolojisi analiz edildi. Elde
edilen testis dokularin bir yarisindan hematoksilen&eozin (H&E), Masson trikrom
ve periyodik asit Schiff (PAS) boyama yontemleriyle histopatolojik incelemeler
yapildi. Testis ve epididimisin doku Ornekleri 151k mikroskobunda histopatolojik
olarak incelendi. Testiste seminifer tiibiil hasar degerlendirmesi i¢in Johnsen
skorlama sistemi ve apoptozis degerlendirmesi i¢in ise terminal deoxynucleotidyl
transferase (TDT)- deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end labeling assay
(TUNEL) teknigi kullanildi. Testis dokularinin diger yarisinda ise biyokimyasal
olarak doku malondialdehit (MDA), doku siiperoksit dismutaz (SOD), doku katalaz
(CAT), doku glutatyon peroksidaz ve plazma MDA diizeylerine bakildi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda viicut agirligi dl¢limlerinde QUE ve

GEN+QUE grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma mevcut idi. Testis

11



agirliklarinin 6l¢iimlerinde gentamisin uygulanan gruplarda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli azalma gézlendi. Histopatolojik degerlendirmelerde GEN grubu testis
dokusunda gozlenen germinal epitel kalinliginda azalma, Johnsen skorunda diisme,
immatiir hiicre dokiilen tiibiil oran1 artis1 ve degerlendirilen apoptotik indekste artis
gibi bulgularda QUE eklenmesiyle diizelme oldugu izlendi.

Yapilan sperm analizinde GEN grubunda sperm sayisinin ve anormal
morfolojiye sahip spermlerin kontrole gore arttigi, canlilik ve motilitenin azaldigi
gozlendi. GEN+QUE grubunda QUE’nin sperm morfolojisi ve canliligini artirdigi
tespit edildi.

Biyokimyasal parametrelerde de GEN grubunda MDA seviyesinde artma,
SOD, CAT ve GPx seviyelerinde ise azalma tespit edildi. GEN+QUE grubunda ise
GEN grubuna gore MDA seviyesinin azaldigi, SOD, CAT ve GPx diizeylerinin de
arttig1 gozlendi.

Elde edilen bulgularimiz gentamisinin testis yapisini ve fonksiyonunu
bozdugunu, kuersetin tedavisinin ise bu olumsuz etkilenmeyi Onleyebildigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gentamisin, Kuersetin, Testis, Apoptoz, Oksidatif stres

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje numarasi: TTU-2019-8461
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SUMMARY

Effects of Quercetin On Testicular Damage Experimentally Created With

Gentamicin In Rats

In this study, it was aimed to determine the changes caused by gentamicin on
the testicle and the role of oxidative stress; to investigate whether there are protective
effects of quercetin, which is an antioxidant.

In our study, 24 adult male Sprague Dawley rats were divided into 4 groups
and the duration of the experiment was determined as 7 days. The control group
received intraperitoneal (i.p.) saline daily for 7 days starting from day 1 of the
experiment. The second group, gentamicin (GEN), was administered i.p. at a daily
dose of 80 mg/kg for 7 days. gentamicin was given. The third group, the quercetin
group (QUE), was given 50 mg/kg quercetin i.p. daily for 7 days in the same way.
The fourth group, Gentamicin+Quercetin (GEN+QUE), was given 50 mg/kg i.p.
daily and 80 mg/kg i.p. gentamicin for 7 days from the first day of the experiment. At
the end of the experiment 8™ day) the rats under anesthesia (i.p. ketamine 90 mg/kg)
were sacrificed by exsanguination. The blood samples taken were placed in a tube
with EDTA (ethylene diamine tetra acetic acid) for biochemical parameters. Testis
and epididymis tissues were dissected. Sperm count, motility, viability and
morphology were analyzed from sperm samples obtained from the epididymis.
Histopathological examinations were performed with hematoxylin&eosin (H&E),
Masson trichrome and periodic acid Schiff (PAS) staining methods from one half of
the testicular tissues obtained. Tissue samples of testis and epididymis were
examined histopathologically under light microscope. Johnsen scoring system was
used for the evaluation of seminiferous tubule damage in testis and terminal
deoxynucleotidyl transferase (TDT)- deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end
labeling assay (TUNEL) technique was used for the apoptosis assessment.

Biochemically, tissue malondialdehyde (MDA), tissue superoxide dismutase (SOD),



tissue catalase (CAT), tissue glutathione peroxidase and plasma MDA levels were
measured in the other half of the testicular tissues.

As a result of the evaluations, there was a statistically significant decrease in
body weight measurements in the QUE and GEN+QUE groups. A statistically
significant decrease was observed in the measurement of testicular weights in the
gentamicin applied groups compared to the control. In the histopathological
evaluations, it was observed that there was an improvement with the addition of
QUE in the findings such as decrease in germinal epithelial thickness, decrease in
Johnsen score, increase in immature cell shedding tubule rate and increase in the
evaluated apoptotic index observed in GEN group testicular tissue.

In the sperm analysis, it was observed that sperm count and sperm with
abnormal morphology increased in the GEN group compared to the control group,
while viability and motility decreased. It was determined that QUE increased sperm
morphology and viability in the GEN+QUE group.

In biochemical parameters, an increase in MDA levels and a decrease in
SOD, CAT and GPx levels were detected in the GEN group. In the GEN+QUE
group, it was observed that the MDA level decreased and the SOD, CAT and GPx
levels increased compared to the GEN group.

Our findings show that gentamicin impairs testicular structure and function,

and quercetin treatment can prevent this negative effect.

Keywords: Gentamicin, Quercetin, Testis, Apoptosis, Oxidative stress

This work was supported by Office of Scientific Research Projects of

Karadeniz Technical University. Project number: TTU-2019-8461
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, cocuk sahibi olmak isteyen ciftlerin yaklasik %15'ni etkileyen
onemli bir saglik problemidir ve ¢iftin 1 yil boyunca herhangi bir kontraseptif
yontem kullanmadan kendiliginden gebe kalinamadigi durumu tanimlamaktadir.
Erkek infertilitesinin nedeni ise halen aragtirilmakta olup altinda yatan sebepler
heniiz anlasilamanmustir. Ozellikle pestisit gibi insan yapimi kimyasallar ile
kontaminasyon, hormonal ajanlar, performans arttirici maddeler ve antibiyotikler de
dahil olmak iizere terapotik ilaglar, yasam tarzi ve c¢evresel faktorler erkeklerde
kisirliga neden olabilmektedir (1, 2).

Antibiyotikler tedavi edici ajanlar arasinda en ¢ok kullanilan ila¢ gruplarindan
biridir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini artirarak hiicresel redoks
durumuna zarar vermekte ve ayrica testis dahil birgok organda toksik etkiler
gosterebilmektedir. Yapilan son calismalarda da oksidatif stresin (OS) iiremeyi
olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir (1).

Aminoglikozid tiirevi antibiyotikler klinik uygulamalarda sik olarak
kullanilmaktadir. Aminoglikozid tiirii bir ilag olan gentamisin (GEN), genellikle
hayati tehdit edici gram-negatif bakterilerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Ozellikle gram negatif bakterilere kars1 genis bakterisid spektruma sahip
olmasi, beta laktamlara direng¢li mikroorganizmalara kars1 etkinligi ve maliyetinin
diisiik olmasi nedeni ile kullanim alan1 oldukc¢a genistir (3). Ayrica aminoglikozidler
tirologlar ve dogurganlik uzmanlari tarafindan rutin olarak, in vitro fertilizasyondan
once veya bu hastalarin semeninde yiiksek 16kosit konsantrasyonu ile ortaya ¢ikan
bakteriyel enfeksiyon tedavisi i¢in de kullamlmaktadir (4). Ilacin kullanimni
kisitlayan baslica sebeplerden biri ise toksisiteleridir. Gentamisin nefrotoksik ve
ototoksik etkilerine ek olarak testiste yapisal ve sitotoksik degisiklikler de ortaya
cikarmaktadir. Gentamisinin erkek iireme sistemine etkileri {izerine az sayida ¢aligsma
vardir. Kan-testis bariyeri boyunca zayif tasinmasi nedeniyle gentamisinin testiste
birikmeyecegi belirtilmis; daha sonra yapilan bir ¢alismada ise tersine testiste germ
hiicre boliinmesi ve protein sentezi inhibisyonu, ayrica seminal vezikiilde hiicre
Olimii indiksiyonu bildirilmistir (5). Son zamanlarda yapilan birgok c¢alisma,

gentamisinin, serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu artirarak testiste



oksidatif stresi indiikledigini ortaya koymustur (5). Gentamisin Ozellikle deney
hayvanlarinin testisinde epitelde dokiilme, germ hiicrelerinde dejenerasyon,
seminifer tiibiillerde atrofik degisiklikler, interstisyel alanda bosluklar ve sperm
iiretiminde azalma gibi degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica oksidatif hasara ve
nekroza neden oldugu bilinmektedir. Gentamisine maruz kalan siganlarda testosteron
seviyesinin de distiigii gozlenmistir (3). Gentamisinin ayrica antioksidan enzim
seviyelerini diiglirdiigli, sperm sayisini, hareketliligini ve canliligini azalttigi da
bilinmektedir (4).

Kuersetin temel diyet flavonoidlerinden olan giicli bir antioksidandir.
Kirmiz1 sarap, sogan, yesil ¢ay, elma, ¢ilek vb. gibi bir¢ok bitkide ve gidada bulunur
(6). Kuersetin, metal iyonlarimi selatlayarak ve oksijen radikallerini temizleyerek
oksidatif hasar ile hiicre oliimiinii onleyebilir (7). Ayrica lipoksijenaz, ksantin
oksidaz ve siklooksijenazin enzimatik aktivitelerini de inhibe eder (8). Kuersetinin
antiaterojenik, antiinflamatuvar, antikoagiilatif, antihipertansif ve antikarsinojenik
ozelliklere de sahip oldugu gosterilmistir. Erkek ilireme sistemine etkileri {izerine ise
tartismal1 raporlar vardir. Son ¢alismalar, kuersetinin erkek kisirliginin tedavisinde
alternatif bir ila¢ olarak kullanildigini bildirmistir (9). Ayrica yetiskin erkek
sicanlarda sperm kalitesi ve iireme organlari tizerinde uyarici etkileri vardir (10).

Bu bilgiler dogrultusunda c¢alismamizda giiglii bir antioksidan olan
kuersetinin sigan testisinde gentamisinin indiikledigi olumsuz etkilerin 6nlenmesi
ve/veya iyilestirmesindeki rolii arastirnlmigtir. Gentamisinin testis {izerinde
olusturabilecegi yan etkilerinin azaltilmasinda kuersetinin tedaviye ek olarak destek
amacl verilip verilemeyeceginin belirlenmesi ¢alismamizin 6zgilin degerini ortaya
koymaktadir.

Calismamizin, toplumda sik kullanilan bir ila¢ olan gentamisinin
komplikasyonlarina karsi kuersetinin kullanimi ile elde edilebilecek koruyucu
etkiyle, insan saglhiginda ve tedavi maliyetinde olumlu sonuglar dogurabilecegini ve
literatiirde bu  konudaki eksikliklerin  giderilmesine katki  saglayacagini

diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Morfolojisi

2.1.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, fertilizasyon esnasinda X
kromozomuna sahip oositi doélleyen sperm ile belirlenmis olsa da embriyonun
morfolojik Ozellikleri 7. haftaya kadar gelismeye baslamaz. Bu siire boyunca iki
cinsiyetteki erken genital sistemler benzerdir. Bu yiizden genital gelisimin baslangi¢
donemi seksiiel gelisimin farklanmamis safhast olarak tanimlanir (11-15).
Farklanmamig satha, dis gorliniis olarak disi ya da erkek embriyo ayriminin
yapilamadigi donemdir. Embriyonun genetik cinsiyeti ise farklanmamis gonadin
hangi yonde gelisecegini belirler.

Gonadlar seks hiicrelerini iiretirler ve ii¢ yapidan koken alirlar:

1. Posterior abdominal duvari déseyen mezotel (mezodermal epitel)

2. Altindaki mezenkimal doku (embriyonik bag dokusu)

3. Primordial germ hiicreleri (en erken donemde bulunan farklanmamais seks

hiicreleri) (11, 15)

Gonadlarin gelisimi {irogenital sirtin ¢olomik epiteli ve intermediate
mezodermin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik
(gonadal/genital kabart1) olarak 5. haftada baslar (11, 12, 14-17). Parmaga benzeyen
epitelyal kordonlar (gonadal kordonlar), altta bulunan mezenkimal doku i¢ine dogru
bliyiirler. Zamanla farklanmamis gonad, dista korteks ve i¢te medullay1 olusturur (11,
16). Embriyo XX seks kromozomuna sahipse farklanmamis gonadin korteksi overi
olusturacak sekilde gelisirken, medullasi geriler. Eger embriyo XY seks kromozomu
iceriyor ise medulla testise farklanir, korteks de bazi kalintilar disinda geriler ve
dejenere olur (11). Biitiin bu gelismelere ragmen 6. haftaya kadar genital kabartilar
igerisinde germ hiicreleri bulunmamaktadir (17).

Erkek fenotipi gelisimi i¢in bir Y kromozomu bulunmalidir. Y
kromozomunun kisa kolunda yerlesen SRY (sex determining region on chromosome

Y) geninin transkriptleri testis farklilasmasimin erken déoneminde, genital kabartida



tespit edilir. SRY geni gonadin testis yoniinde farklilagsmasini saglayan bir testis
belirleyici faktor (TDF) kodlar (11-15, 17). TDF primer seks kordonlarini uyararak,
farklanmamis gonadin medullasinin i¢ kisimlarmma dogru uzamasina neden olur.
Seminifer kordonlarin dis kisimlar1 seminifer tiibiillere farklanirken; iceriye dogru
ilerledikce tiibiili rektiyi olusturur. Seminifer kordonlarin en i¢ kisimlari ise
medullanin derinlerinde dallanip birbirleriyle anastomoz yaparak ag benzeri rete
testisi olusturlar. Rete testis efferent duktuslari olusturan 15-20 adet mezonefrik
tiibiiller ile devam eder. Bu kanallar duktus epididimisi olusturan mezonefrik kanal
ile baglanirlar. Kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra primer
seks kordonlarmin ylizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Dens tunika
albugineanin gelisimi testikiiler gelisim icin karakteristiktir (11, 15). 4. ayda testis
kordonlar1 primitif germ hiicreleri ve yiizey epitelinden gelisen Sertoli hiicrelerinden
meydana gelir. Genital kabartinin mezensiminden koken alan interstisyel Leydig
hiicreleri ise testis kordonlari arasinda bulunur ve kordonlarin farklanmaya
baslamasindan hemen sonra gelismeye baglarlar (11, 12, 17).

Epiblasttan koken alan primordial germ hiicreleri (PGC), primitif c¢izgi
boyunca gog edip, fertilizasyondan 24 giin sonra yolk kesesi (umblikal kese veya
vitelliis kesesi) duvarinda, allantoisin baslangi¢ yerine yakin endodermal hiicreler
arasina yerlesir. Embriyonun katlanmalar: sirasinda umblikal kesenin dorsal pargasi
embriyo icerisine dahil olur. 4. haftada ameboid hareketlerle son bagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek, 5. haftanin basinda yolk kesesinden genital
kabartilara go¢ etmis olurlar (11, 16, 17).

PGC’ler biiyiik, kiiresel hiicrelerdir. 6. haftada genital kabartilar1 isgal ederler.
PGC primitif gonadlara ulagsmalar1 esnasinda, TDF ve transkripsiyon faktorii SOX-
9'un da etkisiyle genital kabartidaki epitel hiicreleri proliferasyonla altta bulunan
mezengimin i¢ine gOmiiliip, gonadal kordon (primer seks kordonlari) denilen
diizensiz kordonlart olustururlar (11, 13, 16, 17). Primordial germ hiicrelerinin
gociinde Stella, BMP-4 ve Fragilis genleri de rol oynamaktadir (11, 13). Primer seks
kordonlari, yetiskinde sperm hiicrelerinin gelismelerine ve seminifer tiibiiller
boyunca kasilarak tiibiil igeriginin hareket etmesine yardimci olan, lokal kokenli
miyoid hiicrelerle cevrilir. Ayrica miyoid hiicrelerin overde es degeri

bulunmamaktadir (13).



Seminifer kordonlarin olusumu baglica SOX-9 ve FGF-9 genlerinin
ekspresyonu ile saglanir. Y kromozomu yoklugu ise 12. haftada ovarian gelisim ile
sonuclanir (11, 12). Gonadin disi ya da erkek yonde gelismesine bagli olarak genital
kanallar ile dig genital organlarin primordiumlar1 gelisir ve seksiiel farklilasma
belirlenir.

Seminifer kordonlar puberteye kadar solid halde kalirken puberteden itibaren
liimen gelismeye baslar ve seminifer tiibiil olarak adlandirilirlar (11, 12, 16, 17).
Seminifer tlbiiller kanalize olur olmaz rete testis tiibiilleriyle birlesir ve duktuli
efferenteslere girerler.

Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre vardir:

1. Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey
epitelinden gelisirler.

2. Spermatogonia: Primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler primordial
germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fetal testiste, seminifer epitelin cogunlugunu Sertoli hiicreleri olusturur.
Sertoli hiicreleri 6-7. haftalarda antimiillerian hormon (AMH) veya miillerian
inhibitor madde adi verilen bir glikoprotein hormon salgilamaya baslarlar.
Hormonun salinmasi puberteye kadar devam eder ve daha sonra seviyesi azalir.
AMH paramezonefrik kanalin gerileyip kaybolmasina neden olur (11, 13-16). 8.
haftadan itibaren de Leydig hiicreleri androjenik hormonlart (testosteron ve
androstenedion) salgilamaya baglarlar (18). Bu hormonlar, erkeklerde mezonefrik
kanallardan erkek genital kanallarin olusumunu ve dis genitallerin farklanmasini
saglar (11, 13, 14, 17, 19). 17 ve 18. haftalardan sonra, fetal Leydig hiicreleri yavas
etki eder ve spermatogenezi uyardiklari ergenlige kadar tekrar ortaya ¢ikmaz (13).

Fetal hayatta testisler retroperitoneal bolgede ortaya ¢ikar ve karmn icinde
fascia transversalis ile periton arasinda gelisir (12, 17, 20). Gonadal farklilagsma
olusmadan Once testisler gevsek bir sekilde iki ligament tarafindan tutularak,
gelismekte olan bobregin yaninda bulunur. Dorsal ligament kranial siispansiyonlu
ligament (CSL) adin1 alir; ventral ligament ise kaudal genital ligament denilen
ligamente doniiserek daha sonra gubernakulum icinde gelisir (16, 17).

2. aym bitiminde testis ve mezonefroz karin arka duvarina iirogenital

mezenter ile asili halde bulunmaktadir. Genisleyen testis, mezonefrozun



dejenerasyonuyla gonadin kendi mezenteri olan mezorsiyum ile asili hale gelir. Arka
duvar boyunca testisin kaudal kutbundan ¢ikarak skrotuma uzanan ve ekstraseliiler
matriksten zengin yogun mezensimal yapr da gubernakulum olarak adlandirilir
(11,12,15,17).

Zamanla karin 6n duvarindan, inguinal ligamentin medial yarisinin biraz
istlinde yer alan 4 cm uzunluktaki inguinal kanaldan gecip, asagiya dogru skrotuma
iner. Kanala derin halkadan (internal) girer ve yiizeysel (eksternal) halkadan ¢ikar
(17).

Testisin inisi li¢ fazda gerceklesmektedir. Birinci faz, testislerin genigleyip
biiylimesi ile mezonefrik bobreklerin es zamanli gerilemesinin olmasit ve testislerin
posterior abdominal duvar boyunca kaudal yonde hareket etmesidir. Testislerin
inguinal kanala ge¢mesinde karin i¢i organlarin biiylimesi ile intraabdominal basing
artisinin da etkisi oldugu disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda paramezonefrik kanallarin
atrofisi, testislerin transabdominal olarak derin inguinal halkaya dogru hareketini
saglamaktadir. Processus vaginalisin biiylimesi de testislerin inguinal kanal boyunca
skrotuma ilerlemelerinde yol gostermektedir (11, 13).

Fetal pelvisin genislemesi ve embriyonun ebatlarinin uzamasiyla testislerdeki
pozisyonel degisiklikler birlikte olmaktadir. Androjenlerin etkisiyle kranial
siispansiyon ligament geriler, testis diyafram yakinindaki konumundan serbest kalir
ve testisler bir miktar daha yer degistirir (11, 13).

Transabdominal inis denilen ikinci fazda, testisler inguinal halka seviyesine
iner fakat skrotuma girmez (13).

Transinguinal inis denilen {i¢iincli fazdaysa, testisler genel olarak dogumdan
birkac hafta 6nce skrotuma inmis olur (13). Testislerin inguinal kanaldan skrotuma
inisi 26. haftada baslayip bazi fetuslarda 2-3 giin devam eder ve genelde 32. haftada
skrotum i¢ine inmis olurlar. Testisler periton ve processus vaginalis disindan
gecerler. Skrotuma girdikten sonra inguinal kanal spermatik kord etrafinda kasilir
(11).

Retroperitoneal yerlesimli olan testisler skrotuma inerken karin 6n duvari
tabakalarim1 da birlikte siiriiklerler ve testislerin dig tarafinda, bu tabakalarinin
uzantilar1 yer alir. Skrotumdan igce dogru deri, tunika dartos, fascia spermatica

externa (eksternal spermatik fasya), fascia cremasterica ve bu fascianin sardigi m.



cremasterica, fascia spermatica interna (internal spermatik fasya) ve tunika vaginalis
olarak siralanir (20). Fascia transversalisin uzantis1 fascia spermatica interna, m.
obliquus abdominis internus ve fascia uzantilart m. cremasterica ile fascia
cremasterica’l, eksternal oblik aponevroz uzantilari ise fascia spermatica externayi
olusturur. Skrotum igerisinde testis processus vaginalisin distal ucu igerisine dogru
uzanir. Perinatal periyotta vaginal processusun baglayici sap1 oblitere olarak testisle
iliskili bir peritoneal kese olan tunika vaginalis adini alir (11, 12, 14).

Testikiiler damarlar, testisler posterior abdominal duvar seviyesindeyken
olugmaya baslarlar ve inig sirasinda aorta tarafindan beslenmeye devam ederler.
Skrotuma inis esnasinda duktus deferens ve damarlar1 da beraberinde tasirlar (11,

17).

2.1.2. Testis Anatomisi

Testisler her biri ortalama 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm ¢apinda, yaklasik 10-
14 gr agirliginda olan oval sekilli, oblik yerlesim gdsteren bir ¢ift organdir (20-25).

Testislerin facies medialis ve facies lateralis olmak tiizere iki yiizii, extremitas
stiperior ve extremitas inferior olmak tizere iki ucu, margo anterior ve margo
posterior olmak tiizere de iki kenari1 vardir. Funiculus spermaticus araciligiyla
skrotum icinde asili durumdadir (20-22). Ust ucu &ne ve disa, alt ucu arkaya ve ice
dogru bakar. Sol taraftaki funiculus spermaticusun (spermatik kord) daha uzun
olmasindan dolayi sol testis saga gore genellikle 1 cm daha asagida bulunur (20, 23,
26).

Testisler ii¢c tabakadan olusan bir kapsiil ile sarilidir. Dista tunika vaginalis,
altinda tunika albuginea, en igte ise tunika vaskulosa yer alir. D1g kisimda bulunan
tunika vaginalisin, lamina visseralis (epiorchium) ve lamina parietalis (periorchium)
olarak adlandirilan iki yaprag: vardir. Lamina visseralis testisin 6n kenarlarin1 ve iki
yiiziinii Orter; arka kenarin medial ve lateral taraflarinda ise kendi iistiine kivrilarak
lamina parietalis ile devam eder. Lamina parietalis ise testisin alt kismindan {iste
dogru, funiculus spermaticusun 6n ve i¢ tarafini da kaplayacak sekilde yukariya

dogru uzanir. Lamina parietalis ve lamina visseralisi arasinda potansiyel bir bosluk



(cavum serosum scroti) ve i¢inde de ¢ok az miktarda ser6z bir stvi bulunur (20, 27,
28). Bu s1v1 sayesinde testis skrotum icinde serbestge hareket edebilmektedir (29).

Tunika vaginalis'in lamina visseralisi altinda tunika albuginea bulunmaktadir.
Tunika albuginea testisi saran, elastikiyeti ve genisleme 6zelligi olmayan; kalin, siki,
beyaz, fibroz bir bag doku tabakadir. Bu tabaka testisin arka kenarindan testis
parankimi i¢ine sokularak vertikal bir bolme olusturur. Bu bdlmeye mediastinum
testis denir. Mediastinum testis, testisin extremitas siiperiorundan extremitas inferior
yakinina kadar uzanir. Mediastinum testisin 6n ve yan kismindan parankime dogru
cikan uzantilara septula testis adi verilir. Septula testisler, testis parankiminden
gecerek tunika albuginea’nin i¢ yliziine ulagir ve testisi koni bigiminde lobuluslara
boler (lobuli testis). Yaklasik 300 ila 400 adet testis lobiilii bulunmaktadir (20-24, 29,
30) Her bir lobiil i¢inde bulunan, sikica sarilmis kivrimli seklinden dolay: tiibiili
seminiferi contorti (kivrintili seminifer tiibiil) adi1 verilen bir ila ¢ tiibiil yapisi
olusturur. Seminifer tiibiiller sperm hiicrelerinin gelistigi yerlerdir (20-22, 24, 30).
Her bir testis kanalcigi, mediastinum testis yakininda tiibiili seminiferi recti adi
verilen diiz kanalciklarla devam eder. Biitiin lobuluslardan gelen bu kanalciklar
mediastinum testise sokulur ve burada rete testis denilen ag1 olusturur. Lobuli
testislerde yapilan spermatozoonlar rete testisten duktuli efferentes testis adi verilen
15-20 tiibiiliin i¢ine bosalir ve bu kanallar araciligiyla epididimise gelir (20, 21).

Tunika vaskulosa, tunika albuginea’nin uzantisi olan septulalarin ve lobuli
testislerin i¢ yiizlinli 6rten, damar agindan olusan vaskiiler bir bag dokusu tabakasidir
(20, 31).

Testislerin arka kenarinin dis kismi boyunca epididimis yer alir; funiculus
spermaticus da epididimisin medialinde olmak {izere, margo posteriorda bulunur
(20).

Testislerin arteriyel beslenmesi, renal arterlerin hemen altinda abdominal
aortanin anterolateral yoniinden ¢ikan sag ve sol testikiiler arterlerden saglanmaktadir
(26, 29-32). Spermatik kord, epididimis ve testisi besleyen testikiiler arter skrotum
icinde duktus deferense eslik eder (30). Internal iliak arterden duktus deferens arter
yoluyla, inferior epigastrik arterden cremasteric arter yoluyla ve femoral arterden
eksternal pudendal arter yoluyla zengin bir kollateral arter kan akimi saglanmistir

(31).



Her bir testis ve epididimisin arka tarafindan ¢ikan kiigiik venler birleserek
plexus pampiniformis ad1 verilen vendz ag1 olustururlar (32). Plexus pampiniformis,
funiculus spermaticus iginde yiikselir ve kanalis inguinalisten gegerek karin
bosluguna ulagir. Plexus pampiniformisi olusturan venler daha yukarida birleserek
vena (v). testicularis’i olusturur. V. testicularis dextra v. cava inferior’a; v.
testicularis sinistra ise v. renalis sinistraya dokiiliir (20, 26, 29-31)

Yiizeyel lenf damarlar tunika vaginalis testisin altinda, derin lenf damarlari
ise testis ve epididimisin i¢inde yer alir. Bu damarlar funiculus spermaticus ile
birlikte karin bosluguna geger (20, 26, 29). Derin inguinal lenf nodlarina, lomber
(aort) ve preaortik lenf nodlarina drene olur. Skrotumdaki lenfatik damarlar ise
yiizeysel inguinal lenf nodlarina bosalir (20, 30, 31).

Testisin otonomik sinirleri, vagal parasempatik ve visseral afferent lifler ile
medulla spinalisin T10 —T11 segmentinden sempatik lifler iceren testikiiler arterin
tizerindeki testikiiler pleksustan kaynaklanmaktadir. Bu sinirler plexus aorticus ve
plexus renalisin i¢inden geger ve testisleri besleyen damarlarin ¢evresinden organa
ulasir (20, 29, 30).

Sperm ve hormon iiretimi normal viicut sicakligindan daha diisiik bir sicaklik
gerektirdigi icin testisler skrotum adi verilen kese benzeri bir yapinin icinde yer
alirlar ve skrotum viicut boslugunun dis kismina dogru uzanir. Skrotumun dis kismi
deriden olusur ve raphe scroti olarak adlandirilan ortadaki cikintisi ile ayrilmis bir
deri torbasi gibi goriiniir. Iceriden de bir bag dokusu septum (skrotal septum) ile sag
ve sol olmak iizere iki keseye ayrilarak testisin yapisini destekler. Her kese tek bir
testis igerir. Derinin altinda gevsek bag doku tabakasi ve dartos kasi adi verilen diiz

kas tabakasi vardir (21, 22, 23).

2.1.3. Testis Histolojisi

Testisler holokrin tipte sekresyon ile spermatozoon iiretimi ve atilimi yaparak
ekzokrin fonksiyon; hormon iiretimi yaparak da endokrin fonksiyon 6zelligi gosteren
bir ¢ift organdir (22, 28, 29, 30, 33-36).

Testiste iiretilen baslica hormon testosteron olmakla birlikte, erkek fizyolojisi

icin hem testosteron hem de metaboliti olan dihidrotestosteron gereklidir.



Testosteron spermatogenez, embriyo ve fetusun gelisimi sirasinda olusan cinsel
farklilasma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in Snemlidir (28, 33, 35).
Testislerin skrotum igerisindeki sicakligi, viicut sicakliginin 2°C-3°C altindadir.
Testise yakin bolgede oldukg¢a kivrintili olan testikiiler arter, testisten abdominal
venlere kani tagiyan pampiniform vendz pleksus tarafindan ¢evrelenmistir. Boylece
kan damarlar1 arasinda karsiliklt 1s1 degisimi olur ve testislerin diigiik sicaklikta
tutulmalar1 saglanmis olur (33, 34).

Skrotumdaki testisler distan {i¢ tabakali kalin bir kapsiil ile ¢evrilidir. Tunika
vaginalis, testislerin karin boslugundan skrotuma inerken birlikte stiriikledikleri iki
katli periton tabakasidir. Dista parietal, icte ise visseral bir tabakadan olusur, testisin
anterolateral yiiziinde bulunur; tunika albugineay1 orter ve mezotel ile doselidir (28,
33, 35, 36). Tunika albuginea her bir testisi saran kapsiiliin en kalin ve belirgin
tabakast olup, yogun bir fibroelastik bag dokusudur. Testisin arka yiiziinde
kalinlagsarak mediastinum testisi olusturur. Testise giren ve ¢ikan kan damarlari, lenf
damarlar1 ve kanallar bu tabakada seyreder. Tunika vaskiiloza ise en icte yer alan,
damardan zengin gevsek bag dokusu 6zelligindedir (28, 33, 35, 37).

Buradan bezin icine giren fibréz wuzantilar (septum), bezi testikiiler
lobiiller/bolmeler denilen yaklagik 250 adet piramidal bolmeye ayirirlar (37). Bu
uzantilar tam degildir ve bolmeler ¢ogunlukla birbiriyle iliskilidir. Her lobiilde
gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda
kan damarlari, lenf damarlar, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri)
igerir (28, 33-35).

Seminifer Tiibiil

Seminifer tiibiiller, erkek {ireme hiicreleri olan spermatozoonlarin iiretildigi,
kor uglu baglayip, kivrimli seyreden tiibiil yapilaridir. Liimenleri daralarak sonlanir
ve diiz tiibiiller ya da tiibiili rekti denilen kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz
tibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli kanallarin
olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar. Anastomoz yapan rete testis kanallari,
yaklasik 10-20 adet duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanir. Her
testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil bulunur (28, 33). Her bir seminifer tiibiil
karmasik yapida cok katli bir epitel ile doseli olup, 150-250 um ¢apinda ve 30-70 cm
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uzunlugundadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir (27,
28, 33).

Seminifer tiibiiller fibr6z bir bag dokusu kilif, belirgin bir bazal lamina ve
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Epitel altinda yer alan tunika propria ise
0zel bir bag dokusudur (28, 33, 35). Peritiibiiler doku olarak adlandirilan fibroblast
icermeyen bu tabaka, insanda seminifer epitelin bazal membrani altinda, 3-5 sira diiz
kas ozellikleri gosteren yassilasmis miyoid hiicre ve kollajen lifleri icermektedir.
Kemiricilerde ise tek sira yassi miyoid hiicre tabakasi olarak goézlenir. Miyoid
hiicreler elektron mikroskobik olarak diiz kas hiicrelerine benzer sekilde bazal lamina
ile sarili aktin filamentlerinden zengin hiicrelerdir. Kontraksiyonu ile tiibiil
liimenindeki olgun spermatozoonlarin kanallara iletilmesini saglar. Bag dokusunun
kollajen lifleride bu hiicrelerce sentezlenip salgilanir (33).

Seminifer epitel veya germinal epitel, germ hiicreleri olan spermatogenik
hiicreler ve bu hiicrelere destek olup onlari besleyen Sertoli hiicreleri (Sustentakiiler
hiicreler ya da destek hiicreleri) olmak tizere 2 farkli hiicre grubu icermektedir (28,
33, 35).

Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, tabanlar1 bazal membrandan apikal uglari tiiblil limenine
kadar uzanan, spermatogenik hiicreleri saran, ince, uzun, piramidal hiicrelerdir.
Sertoli hiicrelerinin siklikla oval veya {iggen bi¢imde olan niikleusunda ¢ok sayida
girintiler bulunurken, belirgin niikleolusu ve az miktarda ince, seyrek
heterokromatini gozlenmektedir (28, 33, 37). Isik mikroskobunda, spermatogenik
hiicreleri ¢evreleyen ¢ok sayida yan uzantilar1 nedeniyle, Sertoli hiicresinin sinirlari
iyi belirlenemez. Elektron mikroskobunda ise ¢ok sayida agraniiler endoplazma
retikulumu, az miktarda graniillii endoplazma retikulumu, belirgin Golgi kompleksi
ve bol mitokondri ile lizozomlar icerdigi gosterilmistir. Organelden zengin hiicreler
olup lipid damlalar1 ve glikojen graniilleri igerir. Insanlarda, Sertoli hiicrelerinin
bazal sitoplazmalarinda Charcot-Béttcher cisimleri denilen 6zel inkliizyonlar bulunur
(28, 33, 35).

Sertoli hiicreleri, genis ve siki baglantilar igeren kavsak kompleksleri ile
birbirine baglanir. Komsu Sertoli hiicreleri birbirlerine zonula okludens tipi baglanti

kompleksleri ile baglanmiglardir. Sertoli hiicreleri arasindaki bu baglant1
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kompleksleri, kan-testis bariyerini yaparak seminifer epiteli bazal ve adluminal
kompartmanlara ayirmaktadir (28, 33, 34, 36). Sertoli hiicreleri ile erken donem
spermatogenik hiicreler arasinda desmozom benzeri baglanti kompleksleri
bulunurken; Sertoli hiicreleri ile bazal lamina arasinda ise hemidesmozomlar bulunur
(33). Sertoli hiicrelerinin bazal kisminda spermatogonyumlar ve erken donem primer
spermatositler yer alirken; adluminal bdliimiinde ise daha olgun spermatositler ve
spermatidler bulunur (28, 33).

Sertoli hiicreleri gelismekte olan spermatogenik hiicreleri destekleyen,
koruyan ve besleyen hiicrelerdir (33, 35). Tam olarak farklilanip olgunlagamamis
spermatogenik hiicreleri ve gelismekte olan spermatidlerin asir1 sitoplazmalarini
(artik cisimler) fagosite ederek ortadan kaldirmasini saglarlar. Boliinme 6zellikleri
yoktur (19, 27, 28, 33). Seminifer tiibiillerin liimeninin ic¢ine olgun
spermatozoonlarin salinimi, beslenmesi ve dis kanallara tasinmasi i¢in fruktozdan
zengin testis sivisinin salgilanmasi, erkeklerde Miillerian kanallarin gelisimini
baskilayip kadin iireme organlarinin gelisimini engelleyen antimiillerian hormonun
tretimi ve salinimi gorevleri arasindadir. Yiiksek oranda testosteron baglayan
androjen baglayici protein sentezlerler (19, 27, 35). Bazal plazma membranlarinda
folikiil uyarict hormon (FSH) reseptorleri bulunur (33, 34). Sertoli hiicrelerinde
ayrica FSH salinimini baskilayan inhibin, plazminojen aktivatorleri ve transferrin de
sentezlenir (27, 33-35).

Enfeksiyon, kotli beslenme, radyasyona maruz kalma gibi olumsuz kosullara
kars1 oldukca dayanikli hiicrelerdir ve maruziyet durumlarinda sag kalim oranlari
spermatogenik seri hiicrelerine gore cok daha ytiksektir (28).

Kan-Testis Bariyeri.

Testikiiler kapillerler pencereli kapiller 6zelliginde olup biiylik molekiillerin
gecisine izin verir (28). Sertoli hiicrelerinin bitigik sitoplazmasi, her bir seminifer
tiibiilii bir bazal bolmeye ve bir adluminal bélmeye bolen bir kan-testis bariyeri
tireterek, siki baglantilarin kapatilmasiyla birlestirilir (35). Seminifer tiibiillerin i¢
kismiyla kan arasinda bir bariyerin bulunmasi, testikiiler sivida kandan gelen ¢ok az
madde bulunmasina yol agar. Spermatogonyumlar kanda bulunan maddelere kolayca
ulasabilir. Ancak, Sertoli hiicreleri arasinda bulunan engelleyici baglantilar, bir

bariyer olusturarak biiyiik molekiillerin Sertoli hiicreleri arasindaki bosluga
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taginmasini engeller (28). Seminifer tiibiillerin iyon, aminoasit, karbonhidrat, protein
icerigi kan ve lenfin iceriginden oldukga farklidir. Kan-testis bariyeri erkek germ
hiicrelerinin kan yoluyla gelen zararli maddelere karsi korunmasini saglar. Boylece
haploid germ hiicreleri kisinin immun sisteminden de izole edilmis olur (27, 35).

Spermatogenez sirasinda, spermatogonyumlarin boliinmesi sonucu olusan
bazi hiicreler bu baglanti noktalarindan gegerek, bariyerin iizerinde yer alan
adluminal kompartmana ulasirlar. Spermatositler ve spermatidler, bariyerin lizerinde,
Sertoli hiicrelerinin yan ve Ust kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir.
Spermatidlerin flagellar kuyruklar1 gelistikce, Sertoli hiicrelerinin iist uclarindan
¢ikan sacgaklar halinde goriiliirler (28).

Seminifer tiibiillerde, spermatogenik hiicreler bdliiniir, olgunlasir ve
spermatozoon haline doniisiir. Spermatogenik hiicreler birbiri iizerine siralanmig
farkli gelisim asamasinda olan 4-8 tabaka halinde diizenlenmis hiicrelerdir (27, 33-
35). Bazal membrana en yakin olani spermatogonyumlardir. Liimene en yakin
bulunan, daha olgun hiicreler ise spermatidlerdir. Liimende ise spermatozoonlar
izlenir (27, 28).

Spermatogonyum

Olgunlasmamis, en immatur spermatogenik hiicreler olup yaklagik 12 pum
capinda, kiiciik koyu renkli ovoid ¢ekirdeklere sahip, yuvarlak hiicrelerdir (28, 33,
35). Tibiillerin epitel duvarinda, bazal membranin hemen {izerinde bulunan ve
Sertoli hiicre yiizeyleri ile yakindan iligkili diploid germ hiicreleridir (27, 28, 34).
Spermatogonyumlar mitoz bdliinme ile diger spermatogenik hiicreleri olusturan ana
hiicrelerdir. Niikleus 6zelliklerine gore 3 tip spermatogonyum bulunmaktadir (27,
36).

1. Tip A koyu spermatogonyum: Kok hiicreler oldugu diisiiniilen, ince
graniiler kromatine sahip, yogun bazofilik oval niikleuslu hiicrelerdir. Diizensiz
araliklarla boliinerek ya tip A koyu spermatogonyum ya da tip A acik
spermatogonyum olustururlar. Tip A koyu spermatogonyumlar kok hiicre olarak
kalirken Tip A ag¢ik spermatogonyumlar farklilasip olgunlasarak spermatozoon

haline gelirler (18, 27, 33, 35).
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2. Tip A agk spermatogonyum: Ince graniiler, acik boyanan oval
niikleuslar1 bulunur. Mitoz gegirerek sayilarini artirirlar. Bu boliinmelerden sonra tip
A spermatogonyumlar tip B spermatogonyumlara farklilasirlar (27, 33, 35, 38).

3. Tip B spermatogonyum: Kromatini niiklear kilif boyunca ve niikleolus
cevresinde genis, kaba kiimeler yapan, yuvarlak niikleuslu hiicrelerdir ve
spermatogonyal donemin son olaylarini temsil eder (27, 33, 35).

Spermatogenik hiicrelerden olgun spermatozoon olusmasi spermatogenez ve
spermiyogenez olmak tizere iki siiregte izlenir (27, 28, 33, 35).

Spermatogenez

Pubertede oncii hiicreler olan spermatogonyumlarin, testis tiibiillerinde
boliiniip farklilasarak spermatidleri olusturmasina spermatogenez denir (27, 28).

Pubertede, testosteronun etkisiyle spermatogonyum hiicreleri mitoz
boliinmeyle ¢ogalmaya baglar ve yeni hiicreler olusur. Yeni olusan hiicreler tip A
koyu spermatogonyumlar yani kok hiicreler olarak boéliinmeyi siirdiirebilir ya da
mitotik sikluslar boyunca farklilasarak tip B spermatogonyumlari olusturabilirler (27,
34).

Tip B spermatogonyumlar mitozla boliinmeye devam ederek primer
spermatositleri olustururlar. Primer spermatositler olustuktan hemen sonra
DNA’larin1 replike edip mayoz bolinmeye hazirlanirlar. Ik mayoz béliimeye
baslamadan hemen O6nce seminifer tiibiiliin adluminal boliimiine tasinirlar. Her bir
primer spermatosit normalin 2 kat1 kromozom sayisina (4n) ve iki katt DNA’ya (2d)
sahiptir. Mayoz boliinmenin profaz safthasinda gézlenen kromatin yogunlagsmasindan
dolayr bu hiicrelerin niikleuslarinda kromatin iplikgikleri izlenir. Primer
spermatositler, seminifer tiibiillerdeki en biiyiilk germ hiicreleridir ve germinal
epitelinin orta kisminda bulunurlar. Sitoplazmalari, kaba kiimeler veya ince kromatin
ipliklerinden olusan bliylik cekirdekler igerir. Primer spermatosit birinci mayoz
boliinme ile iki adet sekonder spermatosit olusturur. Boylece primer spermatositin
diploid kromozom sayis1 haploide inmis olur. Sekonder spermatositler daha kiigiik
hiicrelerdir ve DNA sentezlemeden 2. mayoz profazina girerler. Diploid sayida
DNA’ya sahiplerdir (2n) ve 22 otozom ile bir adet seks kromozomu igerirler.
Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz boliinmesi sonucunda ise iki esit, haploid,

daha kiiclik yuvarlak hiicreler olan spermatidler olusur. Birinci ve ikinci mayoz
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boliinme arasinda S faz1 (DNA sentezi) goriilmediginden dolayi, ikinci bdliinmeden
sonraki her hiicrede DNA miktar1 yartya iner ve haploid (1n) hiicreler olusur. Olusan
spermatidler 23 kromozom (1n) ve normalin yarist DNA’ya (In) sahiplerdir.
Insanlarda profaz safhast 22 giin siirerken, spermatogenez ve spermiyogenez
yaklagik 9 haftada tamamlanir. Herhangi bir tiiblilde bu donemde yasanan biitiin
asamalar1 gormek genellikle miimkiin olmaz (27, 28, 33, 35, 36, 38).

Spermatidler seminifer tiibiiliin adluminal kisminda gruplanir ve Sertoli
hiicreleri ile yakindan iligkilidir. Germinal epitelde bulunan spermatogenik hiicreler
farklilasma ve gelisim sirasinda hiicreler arasi kopriiler tarafindan bir arada
tutulurlar. Gelisen spermatidler, olgun spermatozoonlar olarak salindiginda ise

hiicreler arasi kopriiler kirilir (35).

Resim 1. Testisin genel histolojik yapisi. Seminifer tiiblil icerisinde Sertoli
hiicresi (mor ok), spermatogonyum (sar1 ok), primer spermatosit
(yesil ok), yuvarlak spermatid (agik mavi ok), uzamis spermatid
(koyu mavi ok), spermatozoon (beyaz ok), interstisyel bag dokusu
(kirmiz1 daire), Leydig hiicresi (turuncu ok) ve miyoid hiicre (kirmizi
ok) gosterilmektedir.
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Spermiyogenez

Yuvarlak veya poligonal sekilli, yogun niikleuslu spermatidlerin farklilasarak
hareketli, uzun spermatozoonlara doniistiiriildiigii slirece spermiyogenez denir (27,
28, 35). Spermiyogenez akrozom olusumunu, niikleusun yogunlasarak kiigiiliip
uzamasini, flagellum gelismesini ve sitoplazmanin ¢ogunun kaybolmasi gibi boyut
ve sekil degisimini igeren karmasik bir donemdir. Olgunlasan spermatidlerin kiiciik,
koyu renkli baglar1 Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda, kuyruklari ise seminifer
tiibiiliin limenine dogru uzanmaktadir (27, 35). Bu siiregcte hiicre bdliinmesi
gerceklesmez. Spermiyogenez asamasinda Sertoli hiicreleri de 6nemli rol oynarlar.
Sonugta seminifer tiibiil liimenine salinan olgun spermatozoon olusur (27, 28).

Spermiyogenez dort donemde incelenir:

1. Golgi donemi: Spermatid sitoplazmasi, niikleusun yakininda bulunan
belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondri, sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz
endoplazmik retikulumu igerir. Glikoproteinden zengin, kii¢ilk PAS (+) graniiller
Golgi kompleksinde birikir ve proakrozomal graniil adin1 alirlar. Niikleus membran
yakininda bulunan akrozomal vezikiil ile sonrasinda birlesip akrozomal graniilii
olustururlar. Sentriyoller arkaya dogru hareket etmeye baslarlar. Spermatozoon
kuyrugunun aksonemini olusturacak olan mikrotiibiiller sentriyollerden olugmaya
baglarlar. Flagellar aksonem olugmaya baslar, sentriyoller yeniden niikleusa dogru
go¢ ederken hareket ettikce aksonemal bilesenleri ¢evresine sarar (27, 28, 33-34).

2. Kep donemi (sapka donemi): Akrozomal vezikiil, niikkleusun 6n kisminda
genisleyip sapka gibi bu bolimii kusatir (akrozomal kep). Niikleus membraninin bu
kisminda porlar kaybolur, membran kalinlasir, niikleus yogunlasir (27, 33).

3. Akrozom doénemi: Spermatid seminifer tiibiiliin tabanina yonelip, Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasinin derinlerine gomiiliir. Aksonem liimene dogru uzanir,
belirgin sekil degisikligi olusur (27, 28, 35). Yogunlasan niikleusun on yarisini
kaplayan akrozomal vezikiil ve graniil akrozom adini alir (28).

Niikleus bas bolgesinde yogunlasir ve yassilasip wuzar (27, 34).
Sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur (28). Kuyruk flagellumu
iyice uzayip seminifer tiibiil liimeninde belirgin olarak goriilmeye baslar (27).
Mitokondriler de flagellumun proksimali etrafinda toplanip spermatozoonun orta

parca adini alan kalinlagmis bolgesini meydana getirir ve spermatozoonun enerji

16



kaynagidir (28, 34). Flagellumu olusturan sentriyollerden kaynaklanan 9 adet kalin
lif, aksonemin mikrotiibiil ¢iftlerinin periferinde dis kalin lifleri olusturur. Bu liflerin
basladig1 bolge boyun (baglayici parca) adini alir. Akrozom apikal plazma
membranina iyice yaklasir. Sitoplazmik mikrotiibiiller akrozomdan spermatidin arka
kutbuna uzanarak silindirik kilifi (manget de denir) olustururlar (27).

Esas parcanin distalinde kalan ve sadece aksonemin mikrotiibiillerini igeren
kisa son boliim ise son parca olarak isimlendirilir (27, 35). Akrozomal faz,
spermatidin, tiibiiliin tabanina dogru akrozomun yonlendirilmesiyle sona erer (34).

4. Matiirasyon olgunlasma doénemi: Sitoplazma miktarinin azaldigi son
donemdir. Spermatidin fazla sitoplazmay1 igeren bolimii bogumlanip kopar ve
Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilip ortadan kaldirilir.

Spermatidler birbirleriyle olan baglantilarin1 kaybederek Sertoli hiicrelerinden
ayrilip limene diiserler (27, 34). Seminifer tiibiil limenine dokiilen spermatozoonlar
epididimisten ¢ikana kadar hareketsizdir (28, 34).

Spermatogenez tiim seminifer tiibiillerde ve her seminifer tiibiil iginde
uzunlugu boyunca ayni anda ya da eszamanli olarak gergeklesmez (28, 34, 36).
Seminifer epitel dongiileri denilen dalgali olgunlagsma sekanslart meydana gelir.
Tiibilil duvarinin ayr1 ayri her bolgesinde spermatogenezin komsu bolgelerden az ya
da cok bagimsiz olarak ilerledigi gozlenir. Bu nedenle, bir tiibiil kesitinin farklh
alanlarinda ve farkl tiibiil kesitlerinde, spermatogenezin farkli agamalar1 izlenebilir
(28, 34).

Olgun Spermatozoon Y apisi

Olgun insan spermi yaklagik 55-60 pm uzunlugundadir. Sperm bas1 yassi,
sivridir ve 4-5 um uzunlugunda, 2,5-3,5 pm genisliginde ve 1 pm kalinligindadir.
Yogun kromatinden olusan niikleusu bas kisminin biiylik ¢ogunlugunu olusturur.
Niikleusun 6n tigte ikilik boliimiinii saran akrozomda ise hyaluronidaz, néraminidaz,
asit fosfataz ve akrozin olarak adlandirilan tripsin benzeri proteaz bulunmaktadir (33,
36, 39). Bu akrozomal enzimler ovumun zona pellusidasinin delinmesi igin
gereklidirler.

Sperm kuyrugu boyun, orta parga, esas parca ve son parca olmak lizere

boliimlere ayrilir (33, 39). Boyun, bas1 kuyrukla birlestiren ¢ok kisa bir segmenttir.
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Kisa olan boyun, sentriyolleri ve kuyrugun geri kalan dokuz dis yogun liflere
baglandig1 baglant1 par¢asini igerir (33, 34).

Orta parca boyundan halkaya kadar uzanir, yaklagik 7 pm uzunlugundadir.
Aksonemi, dokuz dis yogun lifi, sarmal tarzda lifleri ve aksonemal kompleksi saran
bir mitokondri kilifini igerir. Mitokondriyonlar kuyruk hareketi ig¢in gerekli enerjiyi
saglar ve spermin hareketinden sorumludurlar (33, 34, 36). Aksonem, silyumlarda
gorlilen standart dokuz art1 iki mikrotiibiil ikili diizenine sahiptir. Plazma zarinin
altinda bulunan halka adi verilen lifli bir kalinlagma ise mitokondrinin ana parcaya
kaymasini engeller (36).

Kuyrugun en uzun kismi olan esas parca halkadan ug¢ pargaya kadar uzanir,
yaklasik 40 pm uzunlugundadir. Yedi dis yogun lifce sarili merkezi aksonem ve
fibroz kilift bulunur (40). Kalin liflerin ve aksonemal kompleksin disinda fibr6z kilifi
igerir (33, 34).

Son par¢a olgun spermde flagellumun son 5 pum'lik kismidir. Kuyrugun
sadece aksonemi ve onu gevreleyen plazma zarindan olusan kisa kismidir (33, 34,
36).

Interstisyel Doku

Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan
ve lenf damarlarini icermektedir (27, 28, 30). Pubertede islevsel olarak daha belirgin
hale gelen, bag dokusu iginde tek tek veya gruplar halinde yerlesim gosteren
interstisyel ya da Leydig hiicreleri bulunmaktadir. Leydig hiicreleri yuvarlak veya
poligonal sekilli, yuvarlak merkezi niikleuslu, asidofilik sitoplazmali hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlas1 bulunur ve erkek cinsiyet hormonu olan
testosteronu iretirler. Ek olarak tiiblilovezikiiler kristalara sahip ¢ok sayida
mitokondriyon, lipofuskin pigmenti, ¢ubuk seklinde bir inkliizyon olan Reinke
kristalleri goriiliir (27, 28, 33-35).

Embriyonik interstisyel hiicreler intrauterin 4. aya kadar tamamen
farklilagmis olarak kalirlar ve sonrasinda testosteron sentezinde bir azalmayla birlikte
gerilerler. Gebeligin geri kalan zamaninda ve hipofizden salgilanan liiteinizan
hormon (LH) ile testosteron sentezinin yeniden basladigi puberte Oncesi doneme

kadar dinlenmede kalirlar (28). Testosteron sentezi pubertede sperm {iretimi,
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aksesuar bezlerin sekresyonlarinin baglamasi ve sekonder seks karakterlerinin
gelismesi icin gereklidir (4, 27).

Testis i¢i genital kanallar tiiblili seminiferi rekti, rete testis ve duktuli
efferenteslerdir. Bu kanallar, seminifer tiibiillerden gelen siviy1 ve spermatozoonlari
duktus epididimise tagir. Her seminifer tiibiil diiz goriinlimlii tiibiili seminiferi rekti
denilen kisa bir boliimle sonlanir. Bu kisimin duvarinda sadece Sertoli hiicreleri
bulunur; baslangi¢c boliimii, sik1 bag dokusu kilifi ile desteklenen ve silindirik epitel
hiicrelerini igeren ana kisimla devam eder. Diiz tiibiillerin liimenleri ilerledikce iyice
daralir ve tunika albugineanin kalinlagmasi ile olusmus mediastinumun zengin
damarl bag dokusunda rete testise acilirlar. Rete testis tek katli kiibik veya algcak
prizmatik epitel ile doseli diizensiz, anastomozlasan bir kanallar agidir. Epitel
hiicreleri tek bir apikal silyum ve birka¢ kisa mikrovillus igerirler. Rete testis,
epididimisin basina 10-20 adet olan 15-20 cm uzunlukta olup kivrimli seyreden
duktuli efferenteslerle acilirlar. Duktuli efferentesler yalanci ¢ok katli prizmatik
epitelle doselidir. Uzun boylu prizmatik hiicreler genellikle silyumludur. Kisa
hiicreler silyum icermez, fakat bol miktarda mikrovillus bulundururlar. Bazal
membrana komsu yerlesen kiibik sekilli bazal hiicreler kok hiicrelerdir. Silyasiz
hiicreler seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin ¢ogunu emer. Silyali hiicre
aktivitesi ve sivi emilimi, spermatozoonlarin epididimise dogru siipliriilmesini
saglayan bir sivi akimi saglar. Epitelin bazal laminasinin disinda elastik lif i¢eren

ince sirkiiler diiz kas tabakasi kanali ¢cevreler (27, 28).

2.2, Epididimis Morfolojisi

Duktuli efferentesler birlesip tek, kivrintili ve sikica sarili bir kanal olan
duktus epididimisi olusturur. Epididimis, testisin posterolateral tarafi boyunca iist
ucundan alt ucuna kadar ilerleyen, virgiil seklinde tek ve uzun sarmal bir yapidir (21,
22, 29, 36, 41). Yaklastk 6 m uzunlugunda ve ¢ok kiigiik bir capa sahiptir.
Epididimis, sperm hiicrelerinin depolandigi, korundugu, olgunlagsmaya devam ettigi

ve motilite kazandig1 yerdir (36, 38).
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Epididimis, testisin iist kutbunda bir bas, arka kenar boyunca uzanan bir
govde ve testisin alt kutbunda bulunan bir kuyruk (kaput, korpus ve kauda)
yapisindan olusur (20, 22, 23, 25, 30, 31, 36, 41).

Testisten ¢ikan duktuli efferentes testis, spermleri rete testisten epididimisin
kaput kismina tagir. Kaput epididimisin kivrimlart distale dogru giderek kiiciilerek
korpus ve kauda epididimisi yapar. Epididimisin kaudasinda duktus deferens,
epididimis kanalinin devami olarak baglar. Kaput epididimisin tam altinda bulunan
kiiciik oval cisme appendix testis denir. Kaput epididimisin 6n ucundan asagi dogru
uzanan olusuma ise appendix epididimis adi verilir. Epididimisin damarlari ve
sinirleri ise testis ile aynidir (20, 29). Appendix testis, paramesonefrik (Miillerian)
kanalin iist ucuna ait bir kalintidir; appendix epididimis ise mezonefrozlarin bir
kalintisidir (26).

Epididimisin korpus ve kauda bdliimlerinde yer alan kivrimli, uzun bir kanal
olan duktus epididimis ise kan damarlarindan, diiz kas hiicrelerinden zengin sik1 bag
dokusu ile sarilidir. Yiizey epiteli sterosilyumlu yalanci ¢cok katl prizmatik epitel ile
doselidir. Burada bazal hiicreler ve prizmatik esas hiicreler bulunur. Esas hiicreler
cok sayida wuzun sterosilyumlara sahip uzun boylu hiicreler olup sperm
olgunlagmasini saglayan sialik asit, gliserofosfokolin ve glikoproteinleri salgilarlar.
Yuvarlak olan bazal hiicreler ise kok hiicre 6zelligindedir (27, 28). Epididimisde
bulunan diger hiicrelerden apikal hiicreler ise Oncelikle epididimis epitelinin ilk
segmentinde bulunup endositik aktiviteye sahiptir. Dar hiicreler denilen hiicreler de
yalnizca ilk segment i¢inde bulunur ve bitisik esas hiicrelerden daha dardir. Bu
hiicrelerin epididimis liimenine H' iyonlar1 salgiladifi ve endositozdan sorumlu
oldugu gosterilmistir. Berrak hiicreler, yiiksek endositik aktiviteye sahip baska bir
hiicre tiirtidiir. Bu hiicreler epididimisin kaput, korpus ve kauda bolgelerinde 6zel
olarak bulunur ve baslangi¢ segmentinde yer almaz. Berrak hiicreler, epididimis
liimeninde olgunlasma sirasinda sperm hiicrelerinden salinan sitoplazmik
damlaciklar1 almaktan sorumlu hiicre tipidir. Berrak ve dar hiicrelerin birlikte,
luminal pH'in diizenlenmesinden sorumlu birincil hiicreler oldugu diisiiniilmektedir
(38). Epitel, peristaltik kasilmalariyla spermatozoonlarin kanallar boyunca
ilerlemesine yardimci olan diiz kas hiicreleri ve kapiller damarlardan zengin bag

dokusu ile ¢evrelenmis bir bazal lamina {lizerine oturur. Duktus epididimis epiteli
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spermatogenez siiresince olusan artik cisimciklerin ortadan kaldirilmast ve
sindirilmesine de katilir. Epididimis epiteli boyunca halo hiicreleri ad1 verilen ve
epididimisdeki birincil bagisiklik hiicreleri olan lenfositlere rastlanabilir (38). Kaput
ve korpusun biiylik boliimiinde bag dokusu disinda sirkiiler seyirli diiz kaslardan
olusan ince bir tabaka vardir. Kaudada bu tabakanin i¢ ve dig bdliimiine longitudinal

seyirli iki kas tabakasi daha eklenir (27, 28, 34).

2.3. Gentamisin

2.3.1. Genel Bilgiler

Aminoglikozidler antibakteriyel etki mekanizmalari, spektrumlari, kimyasal
yapilari, farmakokinetik 6zellikleri ve toksik etkileri agisindan birbirine benzeyen
yaptya sahip bir antibiyotik grubudur (42, 43).

Aminoglikozidler 1940’11 yillarda streptomisinin bulunmasi ile baslayarak
Streptomyces veya Micromonospora tiirii mikroorganizmalardan elde edilen dogal
veya yari-sentetik maddeler olan gentamisin, tobramisin amikasin, netilmisin,
neomisin, isepamisin, kanamisin, paromomisin, viomisin ve sisomisinden olusur
(42).

Aminoglikozid grubu ilaglar merkezi konumda bulunan bir heksoz
cekirdegine glikosidik baglarla birlestirilmis iki veya daha fazla amino sekerden
olusur (43-45). Bu heksoz veya aminosiklitol, streptidin veya 2-deoksistreptamindir
(44). Ozel amino sekerleri ve amino gruplarmin spesifik yerleri, bilesiklerin
ayriminda, antibakteriyel etkilerinde ve toksisitelerinde dnemlidir (45).

Aminoglikozidlerin en énemli 6zelliklerinden biri molekiillerinin fazla polar
olmasindan dolay1 en az lipofilik antibiyotikler olmalar1 ve bakteri hiicrelerine pasif
difiizyonla girememeleridir. Gorece gii¢lii bazlardir. Bazik ortamda iyonizasyon
oranlarinin azalmasiyla bakteri hiicrelerine girisleri ve etkinlikleri artar. Genellikle
silffat tuzu seklinde hazirlanirlar. Suda fazla ¢ozlniirler. Oral kullanimda
gastrointestinal sistemden ya zayif bir sekilde emilirler ya da emilmez; bu yiizden
intramiiskiiler veya intravendz enjeksiyon ile verilirler (42-44, 46). Viicutta

ekstraseliiler siviya kisitl bir dagilim gosterirler ve memeli hiicreleri igine zor
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girerler (42). Plasentay1 gegerler, fetal plazma ve amniyon sivisinda birikebilir, ancak
kan-beyin  bariyerini gecemezler; eklem ve plevra sivisindan  yiiksek
konsantrasyonlarda elde edilebilir. Hepsi normal bobrek tarafindan nispeten hizli bir
sekilde atilir. Yag dokusundaki diisiik dagilimindan dolay1 gercek viicut agirligina
degil, vyagsiz viicut agirlhigina gore doz ayarlanmalidir (43, 44, 46).
Aminoglikozidlerin bakterisidal etkisi konsantrasyona baglidir (43, 44, 47).

Aminoglikozidler, ilag seviyeleri minimum inhibe edici konsantrasyonunun
(MIK) altina diistiikten sonra bile bakteriyel baskilamaya devam eden postantibiyotik
bir etki (PAE) sergilerler. Doz arttik¢a, PAE de uzar. Giinliik toplam aminoglikozid
dozunun tek enjeksiyonu, boliinmiis dozlardan daha etkili olmakta ve daha az toksik
olabilecegi diisiiniilmektedir (47). Bu sekilde toksisite riski de azaltilmaktadir (43,
47). Parenteral aminoglikozidlerin %90’dan fazlasi glomeriiler filtrasyonla idrarda
degismeden atilir. 24 saat i¢indeyse bir dozun %50-60’1 degismeden atilabilir (43,
46).

Gentamisin, klinik kullanim i¢in sistemik olarak uygulanan 3. aminoglikozid
antibiyotiktir ve 1964 yilinda Micromonospora purpurea'dan tiiretilmistir (4, 42, 47-
49). Akut enfeksiyonlarda en yaygin kullanilan aminoglikozidtir ve sinifin prototipi

olarak kabul edilebilir (47).

2.3.2. Antibakteriyel Spektrum

Gentamisin esas olarak P. aeuroginoza, Enterobakter tiirleri, Serratia
marsesens, Proteus tiirleri, Acinetobakter tiirleri ve Klebsiella gibi olasilikla diger
ilaclara direngli gram-negatif bakterilerin sebep oldugu siddetli enfeksiyonlarda (or.
sepsis ve pndmoni) kullamilir. Ozellikle bircok ciddi gram-negatif basil
enfeksiyonunda kullanilan 6nemli bir ajandir. Gentamisin, Mycobacterium
tuberculosis ve diger mikobakterilere kars1 etkisizdir (4, 44, 47, 48).
Aminoglikozidler iginde, amikasinden sonra, spektrumu en genis ve antibakteriyel
etki giicli en yiiksek ilagtir. Kitlesine gore, streptomisin, kanamisin ve amikasin’den
giicliidiir. Yapica birbirine ¢ok benzeyen {li¢ gentamisin tiirliniin (gentamisin C1, Cla
ve C2) karistmindan ibarettir (42). Diisiik maliyeti ve en dayanikli gram negatif

aeroblar harici giivenilir etkinligi nedeniyle ilk tercih edilen aminoglikozidtir (44).
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Plazma proteinlerine hemen hemen hi¢ baglanmaz. Kanda yaklagik %10
oraninda eritrositlere baglanir; anemik hastalarda kandaki serbest gentamisin

konsantrasyonu biraz daha yiiksek olur (42).

2.3.3. Etki Mekanizmasi

Aminoglikozidler, bakterisidal antibiyotiklerdir; bakteri hiicresine girip ve
protein sentezini inhibe ederek konsantrasyona bagli bir etki gosterir. Genel siire¢ iki
ana adimdan olusur:

1. Bakteriyel hiicre duvari ve sitoplazmik membrandan taginma

2. Ribozomal bélgelere baglanma, bdylece protein sentezini inhibe etme (45,

47).

Gram-negatif bakterilerin dis duvarindaki porin kanallarindan gegerek
periplazmik araliga girip yayilirlar veya gram pozitif bakterilerdeki peptidoglikan
duvarinin suyla doldurulmus alanlarina niifuz ederler (42, 43, 47). Sitoplazmik
membran boyunca periplazmik bosluktan girig, elektron tasima zincirine bagh
tagiyict aracilifiyla olusur. Bu nedenle penetrasyon, polarize membranin durumuna
ve oksijene bagl aktif islemlere (enerjiye bagl faz I veya EDP1 girisi) baglidir. Son
olay, enerji gerektiren bir olaydir. Bu ylizden zorunlu anaerobik bakterilere
giremezler ve etkisizdirler; fakiiltatif anaeroblar, O2 kaynag1 yetersiz oldugunda
daha direnclidir (42, 47). Ayrica ortamin pH’sinin diisiik olmasi, hiperosmolaritesi,
ortamda cerahat bulunmasi ve oksijen basincinin diisiikliigii gibi yerel durumlar da
ilag aktivitesinin diisiik olmasina sebep olur (42, 48).

Bakteriyel hiicre duvart inhibitorleri (B-laktamlar, vankomisin gibi),
aminoglikozidlerin hiicreye girisini arttirir ve sinerjik etki olustururlar (43, 45, 47,
48).

Aminoglikozidler 30S ve 50S alt birimleri arasindaki birlesme noktasina
baglanir ve anormal protein iiretimi ile sonuglanan kodon taninmasinin bozulmasina
ya da kodun yanlis okunmasina neden olur (43, 45, 47).

Aminoglikozid kullanimiyla bakteriler daha gegirgen hale gelir; iyonlar,
amino asitler ve proteinler sizint1 yaparak hiicre 6liimiine sebep olur. Bu durum

tiretilen kusurlu proteinlerin hiicre zarina eklenmesinden kaynaklanir (47).
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Aminoglikozidlerin bakterisid aktivitesi, muhtemelen bozulmus protein sentezi ve
membran iglev bozuklugu kombinasyonundan kaynaklanir. Ca **, Mg ™ ve diger iki

degerli iyonlar, aminoglikozidlerin bakterilere taginmasini inhibe ederler (45).

2.3.4. Kullamim Alanlar1 ve Doz Uygulamalar:

Genellikle ciddi enfeksiyonlar tedavi etmek i¢in ampirik olarak kombinasyon
antibiyotik rejiminde spektrumu genisletmek amacli ikinci bir ajanla kombine
edilerek kullanilir. Gentamisinin yiiksek toksisitesi ve terapdtik indeksinin diisiik
olmast nedeniyle kullanim1 ciddi gram-negatif basil enfeksiyonlart ile
sinirlandirilmali, bobrek yetmezligi olan hastalarda dozunun ayarlanmasit ve
miimkiinse serumdaki diizeyinin izlenmesi gereken bir ilactir (42, 47). Gentamisin
preparatlari parenteral, oftalmik ve topikal uygulamalar i¢in kullanilabilir (44).

A. Intramuskuler / Intravenéz Uygulama

Gentamisin, sepsis, bozulmus konak savunmasi olan hastalarda (AIDS’li
hastalar, notropenik hastalar, antikanser ilaclar1 veya yiiksek doz kortikosteroid
kullanim1 gibi), trakeostomili veya solunum cihazina bagli olan hastalarda,
postoperatif pnomoniler; implantli ve yogun bakimda olan kritik hastalardaki
solunum yolu enfeksiyonlarinin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilmaktadir (44, 47).
Piyelonefritli agir hastalarda genis ve etkili bir tedavi baslangic1 saglar. Ancak
mikroorganizmanin izolasyonu ve antibiyotik duyarlig1 belirlendikten sonra bagka bir
ilaca gecilmelidir (44). Viridans streptokok, enterokok veya koagiilaz-negatif
stafilokok kaynakli endokardit tedavisinde penisilin veya glikopeptidlerle birlikte
gentamisin Onerilmektedir (43-45, 48). Subakut bakteriyel endokardit (SABE)
tedavisinde de gentamisin (1 mg/kg, 8 saatte bir intramiiskiiler) genellikle penisilin,
ampisilin ya da vankomisin ile birlestirilir (47). Veba ve tularemi tedavisinde de
gentamisin etkili ve tercih edilen ilagtir (44).

Yetiskinler icin Onerilen doz uygulamasinda giinde bir kez intravenoz
inflizyonla baslangicta 5-7 mg/kg verilir ve tedavi siiresi 7 giinii gegmemelidir (42,

44).
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B. Yerel ve Okiiler Uygulama

Enfekte yaniklar, yaralar ya da deri lezyonlarinin tedavisi, konjunktivit ve ven
ici katater enfeksiyonlarin1 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir (44, 47, 48).

C. Intratekal Uygulama

Etken direngli gram-negatif bakteriler ise giinde 1-10 mg gentamisin siilfat
intratekal olarak kullanilabilmekle birlikte menenjit tedavilerinde genel olarak
aminoglikozid kullanimi azalmistir (48).

Periton diyalizine bagl peritonit olgularindaysa gentamisin periton

diyalizatina eklenir (44, 47).

2.3.5. Yan Etkileri

Aminoglikozidlerin ciddi toksisitelerinin bulunmasi kullanim alanlarim
siirlamaktadir. Tedavi siiresi 5 giinden fazla oldugunda, yiiksek dozlarda, yaslilarda
ve bobrek yetmezligi durumlarinda ototoksisite ve nefrotoksisite daha sik
gozlenmektedir (48, 49). Renal disfonksiyonu olan hastalarda, doz azaltimi ve / veya
arttirtlmis bir doz aralig1 gereklidir (43, 46).

Nefrotoksisite geri doniistimlii ve hafiftir; 3-5 giinden daha uzun gentamisin
kullanan hastalarin %5-25’inde ortaya cikar (48). Aminoglikozidler, renal yolla
yikilip atildigr i¢in bu nefrotoksik etki kendi atilimlarini da bozabilir ve kisir bir
dongii gelisebilir (5, 46) .

Ototoksisite, kulagin vestibiiler organ1 ve kokleanin duyu hiicrelerindeki
ilerleyici hasar ve yikimi ile gergeklesir. Genellikle geri doniislimsiiz olan sonug
vestibiiler hasar durumunda vertigo, ataksi ve denge kaybi; koklear hasar
olustugundaysa isitsel rahatsizliklar veya sagirlik olarak gozlenir (48).

Seyrek goriilen ciddi bir toksik reaksiyon da ndromiiskiiler blokajin neden
oldugu felctir (42). Deri dokiintiileri, eozinofili, kan disprasileri, ates, anjiyoddem,
eksfoliyatif dermatit, stomatit ve anafilaktik sok dahil olmak iizere nadir asiri
duyarhilik reaksiyonlar1 da gézlenmistir (44).

Nefrotoksik etkilerine ek olarak yapilan bazi ¢aligmalar gentamisinin sperm
hareketliligini azaltabildigini, lireme organ agirligini azalttigini, testiste apoptoza

neden olabilecegini ve testis yetmezligine yol acabilecegini gdstermistir (50, 51, 52).
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Gentamisin spermatogenezi ve sperm fonksiyonunu bozdugu bilinen en
yaygin kullanilan aminoglikozid antibiyotiklerden biridir (49, 50, 53-56).

Gentamisinin ilireme sistemine etkileri lizerine yapilan ilk c¢alismalarda kan
testis bariyerinden ¢ok az ge¢mesinden dolay: testiste birikmedigi rapor edilmistir
(57). Buna karsilik sonraki c¢aligmalarda tam tersine, gentamisinin testiste germ
hiicrelerinde hiicre boliinmesini ve protein sentezini engelledigi; seminal vezikiilde
hiicre 6liimiinii indiikledigi rapor edilmistir (54).

Ayrica gentamisinin lireme organinda fosfataz aktivitesini inhibe ettigi,
testiste askorbik asiti, steroidogenik enzimleri ve kolestrol seviyesini azalttig1
gorilmistir (49, 58).

Gentamisinin sperm sayisi, hareketliligi ve canliligin1 azalttig1 bilinmektedir.
Gentamisin kaynakli testis toksisitesinin mekanizmasi net bir sekilde anlasilmasa da
bir¢ok ¢alismada gentamisinin, serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu
artirtp, antioksidan enzim diizeylerini azaltarak testiste oksidatif strese neden oldugu
gosterilmistir (49, 50, 59, 60). Oksidatif stres ise {iireme bozukluklarinin
patogenezinde, kusurlu sperm fonksiyonunun etiyolojisinde ve erkeklerde
infertilitede 6nemli bir rol oynar (61-63).

Gentamisin 6zellikle deney hayvanlarinda testiste yapisal degisikliklere neden
olup epitelde dokiilme, germ hiicrelerinde dejenerasyon, seminifer tiibiillerde atrofik
degisiklikler, interstisyel alanda bosluklar ve sperm {iretiminde azalmaya sebep

olmaktadir (49).

2.4. Apoptoz

Cok hiicreli canlilarda dollenmeden baglayarak gozlenen hiicre ¢ogalmasi,
farklilasma ve hiicre 6liimii belirli bir denge icindedir (64, 65). Bu dengenin i¢inde
bazi zamanlarda hiicreler hasarlanmakta ve hasarin devamliligi halinde olusan
zedelenme geri doniigsiiz hale gelmektedir. Bu durumda iyilesmesi olanaksiz olan
hiicre ise oliir. Temelde nekroz ve apoptoz olmak tizere iki tip hiicre 6liimii vardir
(66- 68).

Apoptoz organizmanin ihtiya¢ duymadigi, gorevini tamamlamis, fazla

iretilmis, diizensiz gelismis, genetik olarak hasarli ya da onarilmasi miimkiin
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olmayan hiicrelerin organizma igin giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan
programli hiicre oliimiidiir (67, 69, 70). Hiicreler 6zellikle DNA’sin1 ve proteinlerini
etkileyecek diizeyde hasar gordiigli zaman membran biitiinliigii tamamen
kaybolmadan niikleer ¢oziinme ile apoptoza neden olur (66, 67).

Apoptoz fizyolojik olarak embriyogenezde, dokulardaki rejenerasyon ile
hiicresel tamiri de igeren hiicre populasyonun korunmasi ve yaslanmasi gibi
homeostatik mekanizmanin saglanmasinda, organ biiyiikliiklerinin korunmast gibi
durumlarda gozlenir. Patolojik apoptoz ise hiicrelerin hastaliklar ve zararli ajanlar
tarafindan etkilenmesinde veya immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma
olarak ortaya c¢ikabilmektedir (67, 71- 74).

1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar programli hiicre
6limii morfolojisini tanimlamis ve yunanca ‘apo’ = ayr1, ‘ptosis’ = diisen anlamina
gelen “apoptosis” terimini ilk kez kullanmiglardir (68, 70, 75, 76).

Hiicrelerin uyaranlara verdigi yanit hasarin tipi, hasarin devam siiresi ve
siddetine bagli olmakla birlikte hiicrenin i¢ ortamindan da etkilenir. Hiicrenin
verecegi yaniti ise belirleyen ii¢ temel etken vardir: Besin maddelerinin varlig1 ya da
yoklugu, biiylime faktorlerinin varligi ya da yoklugu, hiicre disindan gelen ve
hiicredeki reseptorler araciligiyla hiicreye iletilen 6lim sinyallerinin varligi ya da
yoklugudur. Ek olarak hiicrenin hasar gérmesi veya DNA yapisinin bozulmasi da
hiicrenin hangi yonde ilerleyeceginin belirleyicisidir (77). Uyarinin sonuglart ise
hasar goren hiicrenin tipine, durumuna, adaptasyon yetenegine ve genetik yapisina
baglhdir (67).

Apoptozun temel morfolojik 6zelligi hiicre sitoplazmasinin kiiciilmesi ve
cekirdegin yogunlagsmasidir. Apoptoz tek bir hiicre seviyesinde olusur ve her hiicre
uyarani degerlendirip, hiicrenin gidisat1 i¢in kendi kararimi verir. Apoptoz enerji
gerektiren ve spesifik enzimatik adimlarla diizenlenen bir durumdur (64, 75).

Apoptozda hiicre i¢i veya disindan gelen sinyaller ile hiicre ve c¢ekirdegin
biiziilmesi, niikleer kromatinin periferik kisimda yarim ay veya tam bir halka
olusturacak sekilde yogunlagmaya baslamasi karakteristiktir. Alinan sinyaller ile
hiicrenin hacmi yariya diiser, mikrovilluslari kaybolur. Hiicrenin kiiciiliip
bliziismesinin nedeni ise Na, K, Cl tastyict sistemin durmasi sonucu hiicre i¢i ve dis1

arasindaki sivi hareketinin olmamasidir (68, 75, 78, 79). Niikleer kromatinin
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yogunlagmasimin devamindaysa c¢ekirdek yogunlasir ve pargalanir (karyoreksis).
Hiicre zamanla ¢evre dokularla baglantisin1 kaybederek ayrilir, ana hatlar1 kivrilir ve
uzantilar olusur. Bu uzantilar ise organeller ve ¢ekirdek parcalarini igeren apoptotik
cisimleri olusturmak {izere ayrilirlar (75, 79). Apoptotik hiicrelerde plazma
membrant saglam olsa bile fagositler i¢in hedef olacak degisikliklere ugrar.
Mitokondri zar potansiyeli bozulduktan sonra normalde hiicre membraninin i¢
tarafinda bulunan fosfotidilserin hiicre membranin dis tarafina ¢ikarak kollektin
(C1q) ad1 verilen gesitli proteinlerin apoptotik hiicre zarina baglanmasina yol agarlar.
Apoptozda hiicre zarinda gizlenmis bulunan N-asetil glikozamin ve N, N’-
diasetilsitabroz molekiillerini de ortaya ¢ikarlar ve makrofajlar tarafindan tanimnirlar
(80). Trombospondinin de ortaya ¢ikmasi makrofajlar tarafindan taninmay1
kolaylastirir (69). Olen apoptotik hiicre ve pargalari hizla makrofajlar ya da komsu
hiicreler tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirildigindan konakta inflamatuar
yanita neden olmaz. Apoptoz 30 dakika ile 60 dakika arasinda tamamlanir (27, 64,
67- 70, 75, 81-83). Geri doniisiin olmadigr kisim morfolojik O6zelliklerin ortaya
cikmasindan birkag saat nce ortaya cikar (84, 85).

Apoptoz temel olarak iki yolla baslatilir:

Birincisi mitokondriyal yolak ya da intrensek yolak olarak adlandirilan
yoldur. Yasam sinyallerinin kaybi, hatali katlanmis proteinlerin birikmesi ve DNA
hasar1 ile tetiklenir (67). Mitokondri i¢ ve dis olmak lizere iki zarla gevrili bir
organeldir. Apoptoziste i¢ mitokondriyal zar saglam kalmasma ragmen dis
mitokondriyal zarin proteinlere karsi gecirgenligi artar. Mitokondriyal hasar ve
mitokondriyal proteinlerin agiga ¢ikmast memeli hiicrelerinde apoptotik sinyalleri
olusturur (33, 81). Apoptozis, mitokondri dig zarindan pro-apoptotik proteinlerin
sitoplazmaya s1zmasi ve kaspaz adli enzimlerin aktiflesmesiyle devam eder (67).

Mitokondri dis zarindan sitoplazmaya ¢ikan sitokrom c inaktif halde olan
Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktor) molekiiliine baglanip apoptozom
denilen yapiy1 olusturur (86). Apoptozom kaspaz 9’u, kaspaz 9 da diger kaspazlari
aktiflestirerek apoptozun gerceklesmesini saglar. Kaspazlarin aktivasyonunun
sonucunda ise hiicre ¢ekirdegi parcalanir (33, 67, 81, 87).

Apoptoza sebep olan ikinci yol ise 6liim reseptorii yolagi ya da ekstrensek

yolaktir. Oliim reseptorii yolagi kendilerine kars1 reaktif lenfositlerin ortadan
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kaldirilmasinda ve hedef hiicrelerin sitotoksik T lenfositleri tarafindan
oldiriilmesinde izlenmektedir. Bir¢ok hiicrenin yiizeyinde “6liim reseptorleri”
denilen ve apoptozu tetikleyen molekiiller vardir. Oliim reseptorleri hiicre zar1 igine
tutunmus bir ucu hiicre disina, diger ucu hiicre i¢ine bakan; hiicre i¢i tarafinda ise
prokaspaz 8’in aktiflenmesini saglayan bir 6lim bolgesi (death domain) bulunan
reseptorlerdir (67). Oliim reseptorlerinin uyarilmasiyla hiicre icinde prokaspaz 8 iki
parcaya boliiniir. Baslatic1 kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif durumdaki kaspaz 3,
kaspaz 6 ve kaspaz 7’1 aktiflestirir. Aktiflenen tim kaspazlar hiicre
makromolekiillerini parcalayarak tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol acarlar
(33, 71).

Apoptozun en belirgin ozelligi hiicre i¢i Ca™ ve Mg'™" bagimli endojen
endoniikleaz enzim aktivasyonu ile secici olarak DNA’y1 kirarak kii¢iik fragmanlar
olusturmasidir. Niikleusta meydana gelen DNA fragmantasyonu ise hiicrenin
6limiine neden olan geri doniisiimsiiz bir olaydir (33, 64, 65, 75, 88-91).

Apoptotik hiicrelerin gosterilmesinde en sik kullanilan yontemler DNA
hasarinin  saptanmasma dayanir (81). Isitk mikroskobik degerlendirmede
hematoksilen-eozin boyama ile yogun asidofil hiicreler olarak hiicrenin biiziilmesi
veya sitoplazmik kiiciilme, kromatinin kondanse olmasi ve niikleus zarinin
periferinde toplanmasi, koyu bazofil boyanan niikleusun kii¢iilmesi veya pargalara
boliinmesi gibi degisiklikler goézlenebilmektedir (75, 92, 93). Diger yontemler
arasinda Giemsa boyama, floresan mikroskopi, elektron mikroskopi, faz kontrast
mikroskopi, anneksin V yontemi, TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling) yontemi, M30 yontemi, kaspaz-3 yontemi, agaroz jel
elektroforezi, western blotting, flow sitometri gibi yontemler de bulunmaktadir (65).

TUNEL yontemi DNA kiriklarmin in situ olarak taninmasini saglar.
Apoptotik parcalanma sonucu olusan DNA ugclarinin deoxynucleotidyl transferase
(TdT) ve nonizotopik isaretli niikleotidler [siklikla biyotinli deoxyuridine triphospate
(dUTP)] kullanilarak yapilan in situ isaretleme ile floresan veya enzimatik
goriintiileme sonucu apoptotik hiicreler digerlerinden ayirt edilebilmektedir. Bu
yontem “TdT-dUTP nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi olan “TUNEL”
olarak adlandirilir (65, 94).
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2.5. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Serbest radikaller dis yoriingesinde eslesmemis tek bir elektron bulunduran
kimyasal maddelerdir. Asir1 kararsiz olan bu maddeler organik ve inorganik
kimyasallar ile reaksiyona girerler; hiicre icerisinde olustugu zamanda hiicrede
bulunan niikleik asitlere, proteinlere ve lipitlere saldirirlar. Bu serbest radikaller,
reaksiyona girdikleri molekiillerin de diger tip serbest radikallere doniismesine sebep
olarak hiicre hasarinin meydana gelmesine ve hasarin yayilmasina sebep olurlar (67).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicre hasarindaki rolleri iyi bilinen, bir ¢esit
oksijen kaynakli serbest radikallerdir. Tiim hiicrelerde mitokondri solunumu ve
enerji iiretimi sirasinda gerceklesen rediiksiyon oksidasyon (redoks) reaksiyonlari ile
fagositoz yapabilen lokositlerde (notrofillerde ve makrofajlarda); inflamasyon ve
konak savunmasi sirasinda hiicre icerisine alinan mikroplarin ve diger maddelerin
yok edilmesi amaciyla tretilebildigi gibi yogun fiziksel aktivite, sigara dumani,
alkol, iyonize veya UV 1sinlar gibi radyasyon hasari, oksijen ve diger gazlarin toksik
etkileri ve kimyasal hasar ile de iiretilebilmektedir. Iskemi reperfiizyon hasari, hiicre
yaslanmasi gibi pek ¢ok hiicresel hasarlanmanin temelinde de serbest radikaller yer
almaktadir (67, 95). En yayginlari siiperoksit radikali (O, "), hidrojen peroksit (H,O,),
hidroksil radikali (OH’) ve singlet oksijendir (102) (96). ROS’larin organizmaya
zararli etkileri oldugu gibi, diisiik/orta konsantrasyonlarda yararli etkileri de
bulunmaktadir ve hasara kars1 hiicresel yanitta fizyolojik rol oynar (97).

Serbest radikallerin yol agtig1r hasar, iiretilme ve bulunduklar1 yerden
uzaklagtirilma hizlarina baghdir. Serbest radikallerin iiretimi artar ya da bunlar
temizleyen sistemler etkisiz kalirsa, fazla miktarda birikerek oksidatif stres denilen
duruma yol agarlar. Oksidatif stres de hiicrelerin yapilarinin hasarlanmasina neden
olur (95).

Reaktif oksijen radikallerinin olugmasini ve ortaya ¢ikardigi hasarlari
engelleyen savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da
“antioksidanlar” denir (97).

Antioksidanlar 4 farklit mekanizma ile oksidanlar1 etkisiz hale getirirler (98).

1. Temizleme etkisi: Enzimler tarafindan oksidanlar zayif bir molekiile

doniistirilir.
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2. Baskilama etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan oksidanlar bir
hidrojen aktarilarak etkisiz hale getirilir.

3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: Hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
oksidanlarin baglanarak fonksiyonlarmi engelleyen agir metaller seklinde olan
etkidir.

Antioksidanlar, organizmada hazir bulunan enzimatik ve nonenzimatik
(endojen) antioksidanlar ile disaridan alinabilen ekzojen antioksidanlardir.

Reaktif oksijen tiirleri iiretimi baglica mitokondri ve bir plazma membran
enzimi olan NADPH oksidaz aracilifiyla gerceklesir ve hiicresel ROS'larin yaklasik
%85'1 normal oksidatif fosforilasyonun bir alt iirliniidiir. Oksijen endoplazmik
retikulum, mitokondri, plazma membrani, peroksizom ve sitoplazmada oksidatif
enzimlerle O, ’¢ dondstiirtilir (99, 100).

Hiicre icinde siiperoksit ve hidrojen peroksit kaynakli hasara karst olusan ilk
savunma, antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) ile gergeklesir (97, 101- 103).

SOD, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (5, 67, 99, 100). Bakir-¢inko
SOD (Cu-Zn-SOD), mangan SOD (Mn-SOD) ve bakir SOD (Cu-SOD) olmak {izere
tic farkli SOD izoformu bulunmaktadir. Yaygin olarak bulunan sitozolik SOD
yapisinda bakir ve ¢inko (Cu-Zn-SOD), mitokondride bulunan SOD yapisinda
mangan (Mn-SOD) formu bulunmaktadir. Cu-Zn-SOD, sitoplazmaya ek olarak
niikleer bolme ve lizozomlarda da bulunurken, Cu-SOD ise plazma, lenf, sinovyal
stvi ve damar duvarlarinda siklikla bulunur. Cinko stabiliteyi saglamada, bakir ise
aktivitesinden sorumludur. SOD aktivitesi yaglanmayla beraber azalmaktadir (104).

Katalaz (CAT) tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, dort
hem grubu iceren bir hemoproteindir. Katalaz hiicre i¢inde genel olarak
peroksizomlarda az miktarda da mitokondrilerde bulunmaktadir (105, 106).

SOD enziminin dagilimi katalaz ile birlikte incelenmelidir. Cilinkii SOD ile
tepkime sonunda olusan f{iriin, oksijenin toksik diiriinlerinden biridir ve katalaz

tarafindan birikimi 6nlenmektedir (107).
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GPx, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H,O, kaynakli oksidatif hasara
kars1 hiicreleri koruyarak, H,O,’den OH’nin olugmasini engellemektedir. GPx, her
biri bir selenyum atomu iceren dort alt protein biriminden olusmaktadir (108). GPx
diisiik konsantrasyonlarda H,O;’1 parcalarken, yliksek konsantrasyonlarda ise CAT
aktivite kazanir (109).

H,0,, O,'den daha dayaniklidir ve biyolojik membranlardan gegebilir. Eger
ortamda Fe™* gibi metaller varsa, Fenton reaksiyonuna girerek ileri derecede reaktif
hidroksil radikaline (OH’) doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit (H,O,), l6kositlerdeki
miyeloperoksidaz enzimi tarafindan reaktif bir bilesik olan hipokloriire doniistiiriiliir
(67).

Serbest radikaller, lipidleri, proteinleri ve DNA'yr olumsuz olarak
degistirebilir. Olusan serbest radikaller hiicre membranindaki kolesterol ve yag
asitlerinin doymamis baglari ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu olusturur.
Lipidlerin radikallerle etkilesimi kendileri de kararsiz ve reaktif olan peroksitlerin
ortaya ¢ikmasina yol acar ve otokatalitik (kendi kendini katalize eden) bir zincirleme
reaksiyon gerceklesir. Lipid peroksitler yikildiginda ise agiga c¢ikan yikim diriinleri
(akrolein, malondialdehit, 4-hidroksinonenal) biyolojik olarak aktiftir. Lipid
peroksidasyonunda MDA, arasidonik asidin ve daha biiyiik ¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) enzimatik veya enzimatik olmayan yolla ayrigmasi sonucu olusan
son Uriindiir. MDA lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir
(104). Olusan MDA, hiicre membranlarinda iyon aligverisine etki ederek
membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasma yol agar, iyon gecirgenliginin ve
enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi
nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girebilir ve DNA'nin yol agtig1
hasar, mutagenez ve karsinogenez ile sonuglanabilir (67, 110).

Proteinlerde olusan serbest radikal hasari ise enzimlerin aktivitesinde kayba
neden olabilir. Serbest radikaller proteinlerin, siilfidril araciligiyla gergeklesen
capraz-baglanmasini arttirirlar.  Bu sekilde proteinlerin yikimmi artirir  veya
enzimatik aktivitelerini kaybetmelerine neden olur. Serbest radikal reaksiyonlari,
direkt olarak polipeptidlerin pargalanmasina da yol acabilir (67, 111, 112).

ROS, oksidatif fosforilasyon ve testis gibi steroidojenik dokularda steroid

sentezi gibi normal hiicresel siireclerin yan {irlinleri olarak da {retilir.
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Spermatozoanin oositi dolleme kapasitesi kazanmasi, zona pellusidaya penetrasyonu
ve akrozom reaksiyonu i¢in diisiik ROS seviyeleri gereklidir. Olusabilecek ytiksek
ROS diizeylerinin olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in erkek iireme sistemi de
antioksidan savunmalara sahiptir (113).

Spermatozoada oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu, spermatogenezde
bozukluk, spermatozoada motilite kayb1 ve canliligin zarar gérmesine neden oldugu
icin erkek infertilitesi ile yakin iliskilidir. Spermatozoa, hiicre membranlarinda ¢oklu
doymamis yag asitlerinin fazla bulunmasindan dolay1 olusabilecek oksidatif hasara
kars1 olduk¢a duyarhdir (5, 49, 59, 113).

Spermatazoanin orta pargasi ise ROS’un primer hedefidir. ROS’un esas
etkisinin aksonemal hasara yol agan hiicre ici ATP’nin hizli kaybi ile sperm
motilitesinde azalma oldugu disiiniilmektedir (114). Spermatogenezdeki
degisiklikler, olgunlasmamis anormal spermlerin atilimina neden olabilmektedir.
Olgunlasmamig spermatozoa, yiiksek miktarda DNA hasari, protaminasyonda
degisiklikler, kromatin paketleme ve asir1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi

gosterir (115).

2.6. Kuersetin

Flavonoidler, dogal olarak meyve ve sebzelerde glikozile edilmis halde
bulunan polifenolik bilesiklerdir. Flavonoidlerin flavonoller, flavonlar, izoflavonlar,
flavanonlar, flavan-3-oller (katesinler) ve antosiyanidinler olmak iizere alt1 alt sinifi
vardir (8, 116, 117).

Flavonoidlerin antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar, antimutagenik,
antineoplastik, antialerjik, antitrombotik ve vazodilator etki gibi aktivitelere sahip
oldugu gosterilmistir. Bulundurduklar1 antioksidan aktivitelerini ise hidroksil
radikallerini, siiperoksit anyonlarim1 ve lipid peroksil radikallerini temizleyerek
saglamaktadir. Flavonoid icerigi zengin gidalarla beslenen popiilasyonlarda da artan
yasam siiresi ve azalan kardiyovaskiiler hastalik insidansi izlenmistir (118, 119).

Kuersetin, izolasyonu ve biyolojik tanimlanmas1 1936 yilinda Szent-Gyorgyi

isimli bir aragtirmaci tarafindan yapilan bir flavonoldur (119).
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Kuersetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon), heterosiklik bir piron halkas1 ile
bagli, iki benzen halkast igeren, ortak bir flavon ¢ekirdegi bulunan flavonoid
ailesinin bir tiyesidir. Baglica domates, sogan, kiraz, ahududu gibi meyveler,
sebzeler, tohumlar, ¢ay, kahve, egrelti otu, kirmiz1 sarap ve dogal boyalar dahil
olmak {izere, ¢esitli yiyeceklerde ve bitkilerde bulunan polifenolik bilesiklerden
biridir (9, 120- 122).

Kuersetin, suda ¢oziinmeyen, alkolde az ¢oziinen, buzlu asetik asit ve sulu
alkali soliisyonlarda ¢oziinebilen, ac1 tadi olan sar1, kristal bir katidir (120).

Flavonoidler, glikozitler (bagh glikosil gruplar1 ile) veya aglikonlar olarak
goriilse de kuersetinin diyet aliminin ¢ogu glikozit formundadir (123).

Ulusal diyet kayitlarina gore, ortalama giinliik kuersetin alimi1 5-40 mg arasi
olmakla birlikte, fazla miktarda meyve ve sebze ile beslenenlerde 200-500 mg
seviyelerine kadar yiikselebilmektedir (124). Kuersetin besin takviyesi olarak
diyabet, obezite, dolagim bozuklugu, inflamasyon ve duygu durum bozukluklar1 gibi
cesitli hastaliklar i¢in bir fitokimyasal olarak da kullanilmaktadir (123).

Kuersetinin biyoyararlanimi zayif olup, igerdigi seker kisimlarinin tipine ve
konumuna baghdir (125, 126). Kuersetin glikozitler, ince bagirsaklarda zayif bir
sekilde emilir. Alt bagirsagin mikroflorasi, flavonid-glikozidi kuersetin ve sekere
hidrolize eder, daha sonra kuersetin enterohepatik sistem tarafindan emilir. Ratlarda
yapilan ¢aligmalarda, oral alimdan sonra dozun %?20'sinin sindirim sisteminden
emildigi; 48 saat icinde safra ve idrara glukuronid veya siilfat konjugatlar1 olarak
atildigr tespit edilmistir (119, 120).

Yapilan caligmalarda kuersetinin diyet glikozitlerinin bagirsak liimeninde -
glukozidazlar tarafindan hidrolize edildigi, insanlarda aglikon kuersetinin pasif
olarak bagirsak epitel bariyerinden gectigi diisliniilmektedir (123).

Ince bagirsak, kalin bagirsak, bobrekler ve karaciger dahil olmak iizere birgok
organ kuersetin metabolizmasina etki edip metil, glukuronid ve siilfat konjugatlari
haline gelmesini saglamaktadir. Plazmada serbest kuersetin de bulunmaktadir (123,
125-127).

Kuersetin, arasidonik asidin metabolitlerine doniisiimiinii katalize eden
siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerini inhibe eder (120). Diisiik yogunluklu

lipoproteini oksidasyondan koruyarak ve lokosit immobilizasyonunu azaltarak
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aterosklerotik plak olusumunu Onledigi, trombosit agregasyonunu Onleyerek
antitrombotik etki gosterdigi, kardiyovaskiiler diiz kasin gevsemesini saglayarak
antihipertansif ve antiaritmik etki sagladig diistiniilmektedir. Ayrica kuersetinin mast
hiicre stabilizasyonu ve antialerjik etkilerinin yan sira; antihepatotoksik aktivitesine
ek olarak fertilizasyon lizerine de etkisi bulunmaktadir (9, 119, 122, 128).

Kuersetinin antiinflamatuar ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip oldugu da
bilinmektedir (9).

Kuersetin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz aktivitesine etki ederek iskemi-
reperfiizyon hasarinda da azalmaya neden olur (129). Aktive makrofajlar hem nitrik
oksit hem de siiperoksit anyonlarinin Ttretimini artirir. Nitrik oksit, serbest
radikallerle reaksiyona girip peroksinitrit iiretir. Peroksinitrit ise LDL'leri dogrudan
oksitleyerek hiicre zarlarinda irreversibl hasara neden olabilir (130). Kuersetin,
serbest radikallerin temizlenmesine sebep olarak nitrik oksit ile reaksiyonu
engelleyip daha az hasara yol acar (120, 127). Radikalin reaktif bilesigi ile
reaksiyona girerek reaktif oksijen tiirlerini stabilize eder. Flavonoidlerin antioksidatif
kapasiteleri molekiillerin B halkasindaki katekol grubunun ve A halkasinin 3.
konumundaki hidroksil (OH) grubunun yiiksek reaktivitesinden dolayi, radikaller
etkisiz hale getirilir (123, 131).

Kuersetinin ksantin oksidaz aktivitesini de inhibe ederek oksidatif hasari
azalttig1 diistiniilmektedir (131).

Kuersetin, oksidatif stres ile modiile edilen ve kronik inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde rol alan proinflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-o nin iiretimini ve
gen ekspresyonunu doza bagimhi bir sekilde inhibe eder. Bu inhibisyon
flavonoidlerin  bagisiklik tepkisini modiile etme kapasitesini ve potansiyel
antiinflamatuar aktiviteye sahip olduklarimi diigiindlirmektedir (132).

Kuersetin kalmodulin antagonisti gibi davranip hiicre zar1 seviyesinde, zar
stabilize edici bir etki gosterir (133).

Ayrica hiicre i¢i glutatyon konsantrasyonlarinda eslik eden bir artigla
glutatyon (GSH) biyosentezinde yer alan bir enzim olan C-glutamilsistein sentetaz
ekspresyonunu arttirdigi da bulunmustur (134).

Diyabetik hayvan modelinde, kuersetinin lens opasitelerini onledigi veya

geciktirdigi de bildirilmistir (119, 135, 136). Kuersetinin aldoz rediiktaz
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reaksiyonlar1 gibi katarakt olusumuna yol agabilen reaksiyonlar1 inhibe ettigi
diistiniilmektedir (119). Ayrica insiilin salinimin1 ve izole adacik hiicrelerinden Ca **
alimini da artirmaktadir (137).

Yapilan c¢alismalarda kuersetinin, diyabetik sicanlarda sperm canliligs,
motilitesi ve serum total testosteronu lizerine olumlu etkileri gdsterilmistir (9, 138).
Ancak, saglikli goniillillerden elde edilen spermler {izerinde, kuersetinin spermin
canliligin1 ve hareketliligini in vitro olarak bozdugu bulunmustur (139, 140).

Kuersetinin antioksidan 0zelliginin, testis dokusunda LPO diizeyinin
artmasinda ve antioksidanlarin azalmasinda onemli gelismeler sagladigi, ayrica
bozulmus sperm parametrelerinde, testis histopatolojik lezyonlarinda, DNA
hasarlarinda ve cesitli kimyasallarin neden oldugu azalmis testosteron diizeyinde
tyilesmeler sagladigi bildirilmistir, fakat baz1 yazarlar ise kuersetinin prooksidan
ozelliginin LPO seviyesinde artiga ve antioksidan enzimlerde azalmaya, spermatozoa

ve diger lireme parametrelerinde hasara neden oldugunu bildirmislerdir (141).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi (KTU), Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul onay1 alinarak baglanmis (Tarih: 04/07/2019; Protokol No: 2019/32) ve
calisma KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje kodu: TTU-2019-8461). Calisma 30.06.2015 tarih etik kurul
karar no: 4 (12.05.2016 tarih ve 272 sayi ile diizeltmeli) TDK- 2015-5331 no ile
KTU Bilimsel Arastirma Projesi tarafindan desteklenen “Sicanlarda deneysel siyatik
sinir hasar1 ilizerine kuersetinin etkilerinin morfolojik ve biyokimyasal olarak

degerlendirilmesi” isimli ¢aligmadan arta kalan kuersetin kullanilarak yapilmistir.

3.2. Deney Hayvanlari, Barinma Kosullary, Gruplar ve Deneysel Calisma

Plam

Arastirmamizda 24 adet eriskin Sprague Dawley cinsi erkek sigan kullanildi.
Siganlarin tamami KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nden
saglandi. Deney siiresince sicanlarin bakimi, beslenme ve barmmasi merkezde
bulunan sican takip odalarinda gerceklestirildi. Deneyin biitiin uygulamalari,
sicanlarin sakrifikasyonu ve dokularin elde edilmesi islemleri de KTU Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkez’inde 6zel olarak hazirlanmis cerrahi miidahale
odalarinda  gergeklestirildi. Boylece c¢evresel stres ve uyum probleminin
yasanmamasi hedeflendi.

Deney boyunca sicanlarin oda sicakligi 22+1°C, nem orant %50£5 ve 12
saatlik karanlik/aydinlik periyodu diizenli olarak kalacak sekilde ayarlama yapildi.
Calisma siiresince standart tip III kafeslerinde barindirilan siganlar, standart su ve
yem ile ad libitum beslendi.

Arastirmada kullanilan 24 adet eriskin Sprague Dawley cinsi erkek
sicanlardan, her grupta 6 tane hayvan olacak sekilde rastgele 4 grup olusturuldu.
Deney siiresince (7 giin boyunca) uygulanan islemler her giin ayni saatte (9-10

saatleri arasi1) gergeklestirildi. Calismada uygulanacak olan Gentamisin (80 mg/2 ml
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Ibrahim Etem Ulagay ila¢ Sanayi Tiirk A.S., Tiirkiye) ve Kuersetin (Sigma-Aldrich,
Co, St. Louis, USA; CAS: 117-39-5 Q4951-100 g, > 95%) dozlar literatiire uygun
olarak belirlendi (5, 142). Deneyin baslangict 1. giin kabul edildi ve tiim hayvanlar

ilk glin uygulamalar yapilmadan 6nce tartildi.

Resim 2. Deney hayvanlarinin barindirilmasinda  kullanilan
standart tip III kafesler

Kontrol (K) grubu (n: 6): Deneyin 1. giiniinden baslanarak 7 giin boyunca
giinliik intraperitoneal (i.p.) serum fizyolojik uygulandi.

GEN grubu (n: 6): Deneyin 1. giinlinden baslanarak 7 giin boyunca giinliik
80 mg/kg dozunda Gentamisin (GEN) intraperitoneal (i.p.) uygulandi.

QUE grubu (n: 6): Deneyin 1. giinlinden baslanarak 7 giin boyunca giinliik
50 mg/kg olacak sekilde Kuersetin (QUE) i.p. uygulandi.

GEN + QUE grubu (n: 6): Deneyin 1. giiniinden baslanarak 7 giin boyunca
giinliik i.p. 50 mg/kg olacak sekilde QUE ve 80 mg/kg dozunda i.p. GEN uygulanda.
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Resim 3. Deney gruplarina i.p. enjeksiyon uygulamasi

3.3. Kan ve Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Tiim denekler viicut agirligr takibi i¢in, deneyin 1., 5. ve 8. giinii tartildi.
Deney siiresinin sonunda (8. giinde) denekler i.p. 90 mg/kg ketamin ile derin anestezi
altindayken, kansizlastirma yoluyla sakrifiye edildi. Biyokimyasal parametreler i¢in
EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)’lh tiiplere kan ornekleri toplandi ve vakit
gecirmeden hizlica hayvanlar alt abdominal bolgeden, orta hattan kesildi. Her iki
testis ve epididimisler ¢ikartildi. Cevre dokularindan iyice temizlenen testisler ayri
ayr1 hassas terazide tartilarak, kayit altina alinip ikiye boliindii. Cikarilan sol ve sag
(yedek) testis dokular1 enine trimlendikten sonra her bir testisin ayni yarist histolojik
degerlendirmeler i¢in Bouin soliisyonunda 3 giin tespit amagli bekletildi. Diger
yarilari ise biyokimyasal degerlendirmeler i¢in serum fizyolojik ile yikandiktan sonra
eppendorf tiip igerisine alinip -80°C de derin dondurucuda saklandi. Biyokimyasal
analizler i¢in alinan tiim kan ve doku numuneleri i¢in KTU Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’ndaki sogutucular kullanildi. Ayrica sol testislere ait
epididimisler sperm sayimi i¢in Tris tampon sollisyonu igeren, viicut sicakligindaki

petri kaplarima almarak total sperm sayisi, motilite, vitalite ve morfoloji
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degerlendirmeleri yapildi. Sag testislere ait epididimisler ise histolojik

degerlendirmeler i¢in %10’luk formaldehit i¢ine alinarak fiksasyonu saglandi.

Resim 4. Testis ile epididimisin diseksiyonu

3.4. Histolojik Islemler

3.4.1. Bouin Tespitinin Hazirlanisi

Testis dokularinin tespitinde kullanilan Bouin fiksatifi 75 ml doymus pikrik
asit ¢ozeltisi, 75 ml formaldehit (%37) ve 5 ml glasiyal asetik asit olacak sekilde
hazirlandi.

Bouin fiksatifi hazirlanirken ilk 6nce 75 ml doymus pikrik asit ¢ozeltisi ile 75
ml formaldehit (%37) karistirildi, ardindan {izerine yavas¢a 5 ml glasiyal asetik asit
eklendi (143). Bouin fiksatifine alinan testisler 72 saat 151k almayan kuru ortamda ve

oda sicakliginda saklandi.

3.4.2. Itk Mikroskobik inceleme i¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Dokularin takibi, kesit alimi, boyanmasi ve bu islemler i¢in gerekli olan
soliisyonlarin hazirlanmas1 KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

Isik mikroskopik inceleme i¢in %10’luk formaldehit i¢indeki epididimisler ve
Bouin sollisyonuna alinan testis dokular1 ii¢ giin 151k almayan kuru ve oda

sicakligindaki ortamda saklandi. Ugiincii giiniin sonunda testis dokulari, Bouin
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sollisyonundaki pikrik asitin dokulardan uzaklastirilmasi i¢in giin boyunca %70’lik
alkol ile belirli araliklarla yikandi. Bouin solusyonu kaynakli sari rengin
giderilmesinin ardindan asagidaki gibi sirasi, siiresi ve dereceleri verilen alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildi ve ksilen serilerinde saydamlasmasi
saglanarak doku gdbmme cihazinda (HistoCore Arcadia H-C Leica, Germany) parafin

bloklar haline getirildi (144).

Dokularin takibi:

1. %70°1ik etanol .........ccoooiiiiiiiiinie, 1 glin

2. %90’ Tk etanol .........ccceevieriiniiiiiniee 1 glin

3. %96’ 1k etanol .........cceeviiriiniiiineee 1 glin

4. %100’ 10K etanol .........coceeieniieiiinieniiinicnecicneceeene 1 giin

5. %100°10k etanol .........cooceeviiiiiiniiiieieeee e 1 saat

6. KSIIEI cuvvviiiieieiieiieeeeee e 5 dakika (3 kez)

7. Dokular eritilmis parafin igerisinde 58°C’de etiivde 3 kez 15 dakika olmak
lizere ve sonrasinda tekrar etiiv icerisinde 2 saat bekletildi.

8. Dokular oda sicakliginda bloklanda.

Elde edilen bloklar, tam otomatik mikrotom (Leica RM2255, Germany) ile
dokuya ulagana kadar 20 pum’lik kesitlerle trimlendi. Dokuya ulasinca dokudan 5
pum’lik ince kesitler alindi. Kesitler benmari i¢inde 37°C’deki sicak su iizerinde
kinisikliklarin agilmasi igin bekletildikten sonra lam iizerine alindi. Lam iizerine
alinan dokulardan hematoksilen & eozin (H&E), Masson trikrom ve periyodik asid

Schiff (PAS) boyamasi yapildi.

3.4.3. Hematoksilen Eozin Boyama Yontemi

Kesit alma isleminden sonra, lam {izerine alinan doku kesitleri hematoksilen
& eozin (H&E) boyama i¢in zembile yerlestirildi. Parafinin erimesi i¢in yaklasik 45
dk boyunca tam otomatik doku boyama cihazinin (LEICA Auto Stainer XL,
Germany) 58 °C’lik firininda bekletildi. Parafin eridikten sonra ayn1 cihazda sirasiyla
asagidaki islemlerden gecirildi (143).

1. KSIlen oo 5 dakika

2. KSIeN .o 5 dakika
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3. %100’k etanol .........coceeeeveriienieniiienieeeiene 5 dakika
4. %96’ 11k etanol .........ccccoveviiniiiiniicee 5 dakika
5. %70°lik etanol ........cocceevieiiiiniii e 5 dakika
6. DISHIE SU...eoiiieiiiiiiiiicee e 1 dakika
7. HematOKSIIEN ....ovvveeeeiiiiiiiiieeee e 2,5 dakika
8. MUSIUK SUYU ..ot 1 dakika
9. Asit alKol .......oooeiiiiiiiieeeee e 1 kez batir-¢ikar
10. Distile SU....eevuiieiiiiiiiiieceeceeeeeeeee e 1 dakika
11, Amonyaklt SU .....eeveviiiieniieiieeieeieeeee e 10 saniye
12, Distile SU...eeeneiiiiiiiiiiieiceeceeeeeeec e 1 dakika
13, BOZIN.c.uiiiiiiieiiieeee et 2 dakika
14, Distile SU....cooiiiiiiiiiiiieiceiee e 1 dakika
15. %96’ Tk etanol .........cocoevevviiniiniiiiiiieeeeeee 5 dakika
16. %100’k etanol ..........ccceevvevienieriienieneiienieee 5 dakika
17, KSIEN ..o 5 dakika
18, KN ..o 5 dakika

19. Entellan ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlarda testis kesitleri 151k mikroskobu ile X200 biiyiitmede
degerlendirildi. Degerlendirme, 10 farkli alanda 20 seminifer tiibiil rastgele secilerek
yapildi. Segilen tiibiillerde seminifer tiibiil ¢ap1 (STD) ve germinal epitel kalinlig
(GEH) 6lgiildii. Liimende immatiir germinal hiicre (IGH) bulunan tiibiil sayis1 analiz
edilerek immatiir germinal hiicre dokiilmesi ytlizdesi belirlendi.

Ayrica her testis kesitinde histolojik acidan Johnsen Skorlama kriterleri
kullanilarak testis hasar1 degerlendirildi.

Johnsen Skorlama Sistemi (141, 145):

10: Bir¢ok spermatozoanin bulundugu tam spermatogenez

9: Hafif bozulmus spermatogenez, bir¢ok ge¢ spermatid, diizensiz epitel

8: Tiibiil basina besten daha az spermatozoa, birka¢ ge¢ spermatid

7: Spermatozoa yok, ge¢ spermatid yok, bir¢ok erken spermatid

6: Spermatozoa yok, gec spermatid yok, birkac erken spermatid,

5: Spermatozoa ve spermatid yok, pek ¢ok spermatoit

4: Spermatozoa ve spermatid yok, birka¢ spermatosit
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3: Sadece spermatogonia

2: Germinal hiicre yok, sadece Sertoli hiicreleri

1: Seminifer epitel yok.

Seminifer tiibiildeki spermatogenetik hiicreler ve interstisyel alan, ayni
mikroskopta incelenerek fotograflar ¢ekilip dijital ortama aktarildu.

Hematoksilen & eozin ile boyanan epididimis preparatlarinda, her preparat
icin X200 biiyiitmede rastgele segilen 10 farkli alan histopatolojik olarak analiz
edilerek fotograflandi.

3.4.4. Periyodik Asit-Schiff Boyama Yontemi

Seminifer tlibiil bazal membranmin kalinlhig, biitinligi ve germinal
hiicrelerin bazal membranla iliskisini kantitatif olarak degerlendirmek icin yapilan
PAS boyama oncesi parafin bloklara gomiilen testis dokularindan 5 um’lik kesitler
alindi. Otomatik boyama cihazinin deparafinizasyon programinda kesitler

deparafinize edildi.

L. FIEIN (607C) eccveoverieoreiocreiseeeeseseessesessseesseenas 45 dakika
2. KSIeN .o 5 dakika
3o KSIEN .o 5 dakika
o KSIEN ..o 5 dakika
5. %100 Etanol ..........cooviiiiiiiiiiiieiieceeceeeceeeee 5 dakika
6. %96 Etanol ..........ccccoviiriiiiiiiiiiicen 5 dakika
7. %70 Btanol .........cccccoviiiiiiniiiiiiicniceeceeeeeeen 5 dakika
8. DIiStIle SU...euiiiieiiiiiiiiiceececeeeee e 30 saniye
9. SU e e Cikis

Deparafinize edilen dokularda PAS boyama i¢in Tek-Path Pas Stain Kit (lot
no: 11233) kullanildi. Ureticinin protokoliine uygun olarak asagidaki tabloda
verildigi sekilde islemler manuel olarak uygunlandi.

1. Preparatlar distile suda yikandi

2. 10 damla A (Periodic Acid Soliisyonu): Soliisyon damlatilip

DEKISHIAL ... 10 dakika

3. Distile suda yikandi
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10.

10 damla B (Schiff’s Reagent Soliisyonu): Soliisyon damlatilip

DEKIEHIAL ...t 30 dakika
Distile suda yikandi
Preparatlar akarsuda yikandi...........ccoecoveeviiiiniieiniie e, 5 dakika
10 damla C (Harris Hematoksilen Soliisyonu): Soliisyon

damlatilip bekletildi ........ccoooeeiiiiiiiiiiieiieieeee e 5 dakika
Preparatlar akarsuda yikandi...........ccocoveeviieiniiinniiecieecee 2 dakika

Distile sudan gegirildi
Dehidrat alkolleri ve ksilenden gegirilip entellan damlatilarak lamelle

kapatildi.

3.4.5. Masson Trikrom Boyama Yontemi

Organdaki bag dokusu ve kollajen yogunlugunu degerlendirmek icin parafin

bloklara gomdiilen testis dokularindan alinan 5 pm’lik kesitler, otomatik boyama

cithazinin deparafinizasyon programinda yukarida anlatildig1 gibi deparafinize edildi.

Trikrom boyama i¢in Bouin soliisyonu hazirlanigi: 750 ml pikrik asit, 50 ml

glasiyel asetik asit ve 200 ml formaldehit karistirilarak hazirlandi.

1.

A e B

Bouin soliisyonunda 56°C’de etiivde 1 saat bekletildi

Suda tutuldu (dokularin rengi saridan beyaza donene kadar)

Mayer Hematoksilende bekletildi ..........cooooeeriiiniiiiniiiiniicnnneen. 2 dk
Suda yikandi
Trikrom Kombine boyasinda bekletildi ............cccocveeriieinneennnnnn. 5dk
Suda yikandi

Alkol serilerinden gegirildi

Kurutulup iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi (144).

3.4.6. Sperm Sayisi, Hareketlilik, Canlilik ve Morfoloji Degerlendirmesi

Sperm sayiminda her bir deney hayvani i¢in 2 ml Tris tampon soliisyonu (pH:

7,5) igeren petri kaplar1 hazirlanip etiivde bekletildi. Disseke edilen sol epididimis

petri kaplarina alinip parcalara ayrildi, spermatozoanin epididimal tiibiillerden disar1
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¢ikmasini saglamak i¢in 30 dakika siireyle 37° C'de etiivde inkiibe edildi. Bu sividan
alian 6rneklerde sperm sayimi, motilite (hareketlilik), vitalite (canlilik) ve morfoloji
degerlendirmeleri 151k mikroskobu altinda (Olympus DP 71, Japan) yapildi.

Sperm sayimi ve hareketliligini degerlendirmek i¢in kullanilan Makler sperm
sayim kamarasinin (Sefi-Medical Instrument, Haifa, Israel) merkezine bir damla
semen (5 pl) konuldu ve kamaranin kapagi kapatildi. Sperm sayimi X200 biiyiitmede

Makler sperm sayim kamarasi kullanilarak 151k mikroskop altinda yapildi.

i MAKLER COUNTING CHAMBER

l &.&ﬁ—“uw“

Resim 5. Makler sayim kamarasi

Isik mikroskobunda X200 biiylitmede 10 kare icerisinde 10° ile carpilarak
mililitredeki (x 10®/mL) sperm say1s1 milyon/ mililitre olarak belirlendi.

Sperm motilitesi i¢in pipet yardimiyla Tris tamponunda dilue edilen semen
orneginden 1 damla lam {izerine konuldu ve lamel ile kapatildi. Spermler 11k
mikroskop altinda X400 biiyiitmede hareketli ve hareketsiz olarak degerlendirildi.
Her ornekten 3 farkli alan segildi ve bunlardan elde edilen verilerin ortalamasi
motilite skoru olarak kullanildi. Motil sperm sayisinin toplam sperm sayisina orani
hesaplanarak motilite yiizdesi (%) belirlendi. (146).

Vitalite (canlilik) degerlendirmesi icin semen Orneginden 10 pl alinarak
yaklasik iki kat1 hacimde %]1°lik Eosin Y ile lamda 15 saniye siireyle karigtirildi ve
preparat lamel ile kapatildi. Isik mikroskobunda gézlemlenip canli spermler (renksiz
veya acgik pembe) ve cansiz spermler (kirmizi veya koyu pembe) sayilarak analizi
yapildi. Her bir lam toplamda 200 sperm olacak sekilde sayildi ve yiizdeleri
hesaplanarak sperm vitalite yiizdeleri belirlendi. Ayrica preparatlarda, morfolojik
anormallikleri belirlemek i¢in X400 bliylitmede farkli alanlarda lam basina toplam

200 sperm hiicresi incelenerek spermlere ait morfolojik bozukluklar tespit edildi.
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Yapilan morfolojik incelemede hem bas hem de kuyruk yapisinda gézlenen herhangi

bir bozukluk anormal kabul edildi (147).

3.4.7. immiinohistokimyasal Islemler

Apoptozun degerlendirilmesi i¢in terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) deoxyuridine triphosphate nick end labeling assay (TUNEL) teknigi
kullanilarak seminifer tiibil germinal hiicrelerindeki DNA fragmantasyonlari
tanimlandi. Nekroz alanlari bulunmayan, homojen boyanmis, kahverengi niikleuslu
TUNEL (+) hiicreler apoptotik hiicre olarak degerlendirildi (36). Mor renkli
boyanmis niikleuslu hiicreler ise nonapoptotik TUNEL (-) hiicreler olarak
degerlendirildi. Her testis dokusunda X400 biiyiitmede boyal1 ve boyasiz toplam 100
germinal hiicre sayilarak apoptotik indeks (AI) olusturuldu (AlI= TUNEL (+) hiicre
sayist / toplam hiicre sayisi: TUNEL (+) ve TUNEL (-) toplam 100 hiicre). Seminifer
tiibiil say1s1, seminifer tiibiil ¢ap1, seminifer epitel kalinligi, limene dokiilen immatiir
hiicrelerin bulundugu tiibiil sayis1 acisindan karsilastirmalar yapildi (148).

TUNEL boyama igin parafin bloklardan 5 pm’lik kesitler pozitif sarjli
lamlara alind1 ve bir saat boyunca 58 °C’lik etiivde yapilan deparafinizasyonun
ardindan in situ cell death detection kit, POD kiti kullanildi (11684817910 Roche
diagnostic, Mannheim, Germany). Boyanmis preparatlar 151k mikroskobu (Olympus
BX-51, Tokyo, Japan) ile incelendi ve 151k mikroskobuna adapte kamera atagmani
(Olympus DP71; Tokyo, Japan) ile fotograflandi. Biitlin dijital goriintiiler bilgisayar
ortamina aktarildi. Elde edilen bulgular ve hiicre sayimlar1 Analysis 5 Research
programi (Olympus Soft Imaging Solutions, Germany) kullanilarak yapildi. TUNEL

boyama asagidaki basamaklara gore sirasiyla yapilarak tamamlandi.

Lo KSTION i 3x5 dakika
2. 0100 €tanol ........c.cooeiiiiiiiiiiieieeee e 2x5 dakika
3. 9096 €LaNOl ......cooiiiiiiiiiiii e 2x5 dakika
4. D70 €tanOl .......ooocviiiiiiiiiiiiiiee e 2x5 dakika
5. Distile suda y1kama ..........ccccueeeviieniiieniieeeieeeiee e 5 dakika

6. HyO2 (F03) oot 15 dakika
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7. Distile suda y1kama ..........cccecceeviieiiieniiiiienieeeee e 5 dakika
8. PBS’de y1kama .........ccccoeviiiiiiiieieeee e 2x5 dakika
9. Large volume UV (Ultra V) block ........ccccovviiiiiinnccnnneen. 10 dakika
10. 75 pg terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve

50 ul TdT /dUTP karisimi(37 °C etiivde, nemli ortamda) 1,5 saat

11. PBS’de y1Kama ........ccccoeviiiiiiieniieiieeiceeeee et 2x5 dakika
12. 100 pl converter peroksidaz (37 °C’lik etiivde) ................ 30 dakika
13. PBS’de y1Kkama .......c.ccevvveeiiiieeiiieeieceeecee e 3x5 dakika
14. 100 pl 3,3'-diaminobenzidine including kit (DAB)

(karanlik ortamda) .........cccceevieeiiieniieieee e 5 dakika
15. Distile suda y1kama ........cccoocueeiiiniiiiniiniiiiecieeie e 5 dakika
LO. H&E ..ot 2 dakika
17. Distile suda y1kama ..........ccccceeeveeviieniiienieniienieenie e 5 dakika
18. %70 €tanol ......ccc.eeviieiiiiniiiiieeiceeeecee e 2x5 dakika
19. %095 €tanol ........c.cooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 2x5 dakika
20. %0100 etanol .........cccceeviiiiiiiiiiiiiiceeee e 2x5 dakika
21, KN et 2x5 dakika

22. Entellan ile kapatma.

3.5. Biyokimyasal incelemeler

3.5.1. Plazma Malondialdehit (MDA) Diizeyinin Belirlenmesi

Plazma oOrneklerinde malondialdehit miktar1 Yagi (1984) tarafindan
gelistirilen TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) metodu kullanilarak
tayin edildi (149). Lipit peroksidasyon triinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA)
arasindaki reaksiyon sonucu olusan kirmizi renk spektrofotometrik olarak olciildii.
Tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek ayni rengi veren suda ¢6ziiniir maddeleri
uzaklastirmak i¢in plazma lipitleri protein ile birlikte fosfotungistik asit/siilfirik asit

sistemiyle ¢oktiiriildii.
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Deneyin yapilisi:

1.

Bir deney tiipiine 150 puL plazma, 1.2 mL H,SO,4 ve 150 pL fosfotungistik
asit eklendi, iyice karistirildiktan sonra 5 dakika bekletildi.

Karigim 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi ve iist faz atild1.

Geriye kalan ¢okelek tizerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden
¢oziiniinceye kadar vortekslendi.

Numunelere ve standartlara 500 pL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C’de
inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan tiipler 4000 rpm’de 10 dk. santrifiijlendi.

Ustteki berrak kisim alinarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar

okundu.

1 mmol 1,1,3,3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde 50 °C’de 1

saat inkiibe edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA ¢o6zeltisinden 12.5,

6.25, 3.125, 1.56, 0.39, 0 nM c¢alisma standartlar1 hazirlandi. Elde edilen sonuglarla

standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak plazma MDA miktar1 nM olarak

belirlendi.
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Sekil 1. Plazma MDA Standart Grafigi
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3.5.2. Testis Dokusu MDA Diizeyinin Belirlenmesi

Testis dokularindan elde edilen protein fazlarda MDA seviyelerinin
belirlenmesi, MDA nin asidik ortamda tiyobarbitiirik asit ile olusturdugu kompleksin
renginin 532 nm’deki absorbansinin oOlgiilmesi esasina dayanan metot modifiye
edilerek yapildi (150). MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler
asagida verilmistir.

% 1’lik H3PO4 Cozeltisi: Bir miktar saf su iizerine 2.94 mL % 85’lik H;PO,4
eklendi ve son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) Cozeltisi: 0.67 g TBA 50 mL asetik asitte
manyetik bar yardimiyla 30 °C’de yaklasik 20 dakika karistirildi. TBA ¢ozeltisi
tamamen soguduktan sonra iizerine 50 mL saf su ilave edildi ve iyice karistirilarak
calismada kullanilan nihai ¢ozelti elde edildi.

Standart cozeltiler: 82.5 pL tetrametoksipropan 50 mL 0.01 M HCI
¢Ozeltisine eklendi ve 50°C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon sonucu olusan 10000
nmol/mL’lik stok MDA standardindan 100 nmol/mL’lik ara stok ¢ozelti hazirlandi.
Ara stok c¢ozeltiden 100 nmol/mL’lik ¢ozelti elde edildi ve bu ¢ozeltiden seri
seyreltmeler yapilarak 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.39 ve 0 nmol/mL’lik
standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Hazirlanan reaksiyon karigimi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. MDA seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Hacim (pL)
Protein faz, Standart, Kor 500
%1°lik H3PO4 Cozeltisi 3000
TBA Cozeltisi 1000

100 °C’de 1 saat inkiibasyon

532 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.
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Sekil 2. Testis MDA standart grafigi

3.5.3. Testis Dokusu Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

CAT enzim aktivitesini belirlemede Aebi yontemi kullanildi (151). Bu
yontemin temeli H,O,’nin enzimatik bozulmasi sonucu 240 nm’de absorbanstaki
diisiisiin takip edilmesine dayanur.

Kullanilan Cozeltiler:

1. Fosfat tamponu (pH=7.0; 50 mM): 6.81 g KH,PO, deiyonize suda

coziilerek son hacmi 1 L’ye tamamlandi. 8.9 g Na,HPO,.2H,0 deiyonize
suda ¢oziilerek son hacmi 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler sirastyla 1:1,5
oraninda karigtirnnlldi ve gerektiginde asit veya baz ilavesi yapilarak
pH=7,0 ‘ye ayarlandi.

2. Hidrojen Peroksit: 240 uL %30’luk H,O,’den alinarak son hacim fosfat
tamponu ile 50 mL ’ye tamamlandi (gilinlik hazirland1). Doku
homojenatlar1 fosfat tamponu ile 5 kat seyreltilerek Ol¢iim yapilacak
numuneler olusturuldu. Kuartz kiivetlere Tablo 2’ye gore pipetlemeler kor

ve numune karisimlari i¢in ayr1 ayr1 yapildi.
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Tablo 2. Katalaz aktivite tayini i¢in yapilan reaksiyon karigimi

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat tamponu 075 | e
Numune 1.5 1.5
H0, | 0.75

H,0; eklenir eklenmez kuartz kiivetler altiist edildi ve 240 nm’de 30 s siireyle
her 10 s’de bir absorbanslar kaydedilerek meydana gelen diisiisler izlendi.
Absorbanslardaki diisiisiin dakikada 0.015 ile 0.100 arasinda olmasina dikkat edildi.
Eger bu aralikta diislis olmazsa numune diliisyonlar1 yeniden ayarlanmalidir. CAT
aktivite tayininde birinci mertebede reaksiyon hiz sabiti (k) kullanildi.

Absorbanslardaki 60 s’lik diisiis icin asagidaki formiile gére hesaplamalar yapildi.

k= (2.3/10) x log(A1/A2) s™

Burada;

Al= Baslangi¢ absorbansi

A2= 60 s sonraki absorbanstir.

Yukardaki esitlige gore bulunan k degeri seyreltme faktorii ile carpildi.
Ardindan testis dokularinda mg protein bagina CAT aktivitesi hesaplandi. Sonuglar

k/mg protein olarak verildi.

3.5.4. Testis Dokusu Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Ol¢iimii

SOD enzim aktivitesi Sun ve Oberley’in gelistirdigi yontem modifiye
edilerek belirlendi (152). Bu yontem, ksantin-ksantin oksidaz sistemiyle olusturulan
O‘lerin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi sonucu olusan mor renkli formazan
molekiiliinin 560 nm’de verdigi absorbansin Ol¢lilmesi esasina dayanan bir
yontemdir.

SOD enzim aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan ¢ozeltiler asagida verilmistir.
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SOD Reaktif Karistmi: 3.65 mg ksantin, 8.93 mg etilendiamintetraasetik
asit, 1.01 g Nay,COs, 12 mg BSA tartildi ve hacmi 156 mL’ye tamamlandi.

2 M (NH)2SO4 Cozeltisi: 2.64 g (NH4)>SO4 10 mL saf suda ¢oziildii.
Ksantin oksidaz enziminin hazirlanmasinda kullanildi.

0.8 mM CuCl; Cozeltisi: 6.82 mg CuCl, alindi ve 50 mL deiyonize suda
¢oziildii. Spektrofotometrik 6l¢limden hemen 6nce olusan reaksiyonu durdurmak igin
kullanildi.

167 U/L Ksantin Oksidaz Cozeltisi: 3.3 U/mL’lik orijinal siseden 101 pL
aliip 2 mL’ ye (NHy4),SO4 ¢ozeltisi ile tamamlandi. Ksantin oksidaz ¢ozeltisi giinliik
hazirlandi.

150 pM Nitroblue Tetrazolium Cozeltisi: 4.9 mg nitroblue tetrazolium 40
mL deiyonize suda ¢oziilerek elde edildi. Nitroblue tetrazolium ¢ozeltisi 1siktan
korundu.

100 U/mL’lik stok SOD standardindan 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 U/mL’ lik
SOD standartlar1 deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Testis dokularinda 5 kat
seyreltme yapildi. SOD aktivitesi 6l¢timii Tablo 3’e gore gergeklestirildi.

Tablo 3. SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar

Reaktifler Hacim (nL)

Numune, Standart, Kor 200

SOD Reaktif Karigimi 796

Nitroblue Tetrazolium 204

Ksantin Oksidaz 20
25°C’de 20 dk inkiibasyon

CuCl, 400

560 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

SOD aktivitesi hesabinda kullanilan % inhibisyonu belirlemek i¢in asagidak

formil kullanildi.

% inhibisyon = (Abs Kor — Abs Numune) + (Abs Kor) x 100
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Standart grafigi, % inhibisyona karsilik gelen konsantrasyonlarin logaritmast
belirlenerek Sekil 3’te gosterildigi gibi ¢izildi. Standart grafiginde belirlenen
denklem kullanilarak numunelerin % inhibisyonlarina karsilik gelen SOD
aktivitelerinin logaritmik degeri hesaplandiktan sonra bunlarin anti logaritmalari
alinarak numunelerin SOD aktiviteleri hesaplandi. Testis dokularindan elde edilen
protein fazlarda toplam SOD aktiviteleri Sekil 3’teki standart grafikler kullanilarak
hesaplandi. Belirlenen SOD aktiviteleri, toplam protein miktarina boliinerek sonuglar

U/mg protein olarak hesaplanda.

)

y =29,6x + 52,968
R2=0,9745

% inhibisyon
D W A U N
S S S S

—
)

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Absorbans (560 nm)

Sekil 3. Testis dokularinda SOD aktivitesini hesaplamak icin kullanilan standart
grafigi

3.5.5. Testis Dokusu GPx Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Testis dokularinda GPx aktiviteleri Cayman Chemical (Michigan, ABD)
firmasinin tirettigi 703102 numarali kitin prosediiriine uygun olarak belirlendi. Bu kit
ile GPx aktivitesi Ol¢iimiiniin esas1 Paglia ve Valentine’nin gelistirdigi metoda
dayanir. Bu metotta GPx ve glutatyon rediiktaz enzimleri kullanilir. Numunede
bulunan hidroperoksitlerin varliginda indirgenmis glutatyon, GPx enzimiyle
yiikseltgenir. Bu yiikseltgenmis glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediiktaz
enzimi ile indirgenmis glutatyona donistiiriilirken ayrica NADP™ elde edilir.

NADPH’in NADP*’ya yiikseltgenmesi sonucu 340 nm’deki absorbans diisiisii, GPx
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enzim aktivitesi ile orantilidir. GPx aktiviteleri nmol/dakika/mg protein cinsinden

hesaplandi.

3.5.6. Protein Tayini

Protein Olctimleri 72285-3 katalog numarali Merck Millipore (ABD)
Bikinkoninik Asit (BCA) protein assay kit kullanilarak yapildi. Protein tayini
bikinkoninik asit (BCA) yoOntemine gore yapildi. Yontemin esas1 biiiret
reaksiyonudur. Cu”* iyonlari peptid azotlarina baglanir ve Cu* iyonunu indirgenirler.
Ikinci bir reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu* iyonlar1 BCA ile renkli bir kompleks
olustururlar ve bu rengin siddeti protein yogunlugu ile orantilidir. Olusan bu renk
kompleksi 562 nm’de maksimum absorbans gosterir.

Protein Tayininde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi:

1. BCA working reagent: Her bir numune i¢in 200 pL. BCA ¢ozeltisi ve 4
nL % 4°lik bakir (I) siilfat karisitirildi ve BCA working reagent olusturuldu.

2. Standartlarin hazirlanmasi: 2 mg/mL’lik BSA stok ¢o6zeltisinden seri
dilisyon yapilarak 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81, 3.90, 1.95
mg/mL’lik standartlar ve kor hazirlandi.

Numunelerin protein konsantrasyonlarini belirlemek icin, 25 pL standart ve
25 uL numune pleyte yiiklendi. Uzerine 200 pL. BCA working reagent ilave edilip 30
sn calkalayicida iizeri kapali bir sekilde karistirildi. 37° C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra oda sicakligina gelmesi beklendi ve 562 nm’de absorbanslari

okundu. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplanda.
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Sekil 4. Testis dokularinda protein miktarin1 hesaplamak i¢in kullanilan standart
grafigi

3.6. istatistiksel Analiz

Sonuglarin hesaplanmasi ve grafiklerin olusturulmasinda GraphPad Prism 8.0
yazilimi kullamlmustir. Istatistiksel hesaplamalarda coklu grup kiyaslamalar1 igin
ONE-WAY ANOVA yontemi kullanilarak Tukey’in coklu karsilastirma testi
uygulanmistir. Gruplar arasindaki fark p<0.05 seviyesinde anlamli, p<0.01 belirgin
seviyede anlamli ve p<0.001 seviyesinde ise Onemli seviyede anlamli olarak
degerlendirilmis ve grup farkliliklar1 grafikler {izerinde simgelerle ifade edilmistir.

Tablo olarak degerler ortalama+standart sapma (ORT#SD) olarak gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut ve Testis Agirhgina Ait Bulgular

Deney gruplarma ait siganlarin ¢alismanin 1. gilinli, 5. giinii ve 8. giinii
yapilan Olglimleri sonucu viicut agirliklarinin ve ¢ikarilan testis agirliklarinin

karsilastirilmasi asagida verilmistir.

340+
— 4 -~ KONTROL
3204 e = -+ GEN
= ————— ¢ - *
2300 & . e
£ ¥~ GEN+QUE ™
o -
5 280 —_—
260~ b 5
5
240 T T T T 1
0 2 “ 6 8 10
GUN
*: QUE grubunda 1.giinden 8. giine kadar viicut agirligindaki azalma istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05).
**: GEN+QUE grubunda 1.giinden 8. giine kadar viicut agirligindaki azalma istatistiksel olarak
belirgin bir seviyede anlamlidir (p<0.01).

Sekil S. Deney gruplarina ait viicut agirliklari

Tablo 4. Deney gruplarina ait giinlere gore agirlik degisimi

Kontrol (gr) Ort=SD | GEN (gr) Ort+=SD | QUE (gr) Ort+SD | GEN+QUE (gr) Ort=SD
1. Giin 305+18,44 300,83+14,29 333,33+14,72 277,50+22,97
5. Giin 308,33+18,07 307,50+17,82 331,67+12,91 270,83+25,58
8. Giin 310+17,61 300,83+17,44 315+13,78* 251,674+28,40%**
*:1.G0n vs 8. Gln p<0.05, **: 1. GlUn vs 8. Gln p<0.01

Deneyin 8 giinliikk siirecinde GEN grubunda ilk zamanlarda kilo alimi
gozlenmis olsa bile sonrasinda azalma izlenmis fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. ilk giinden son giine kadar kontrol ve GEN gruplarimin baslangi¢ ve
sonugtaki agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi

belirlenmigtir (p>0.05). Diger yandan QUE ve GEN+QUE uygulamalarinda ilk
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giinden 8. gline kadar gerceklesen azalmanin QUE grubunda anlamli (p<0.05),
GEN+QUE grubunda ise belirgin bir seviyede anlamli oldugu gézlenmistir (p<0.01).

Sag Testis Agirliklari Sol Testis Agirliklar
2.0- 2.0
V]
- L 1
1.5 e 151 L
E 5
- 1.0
E 1.0 E
o o
0.5+ 0.5+
0.0- T T 0.0- T T
¥ o % W ¥ & % %
& & & P L & & &
& & s &
+= <) + o
a: GEN grubu ile kontrol grubu sag testis agirliklar1 karsilastirildiginda anlamli
derecede azaldi (p<0.05).
@®: GEN+QUE grubu ile kontrol grubu sag testis agirliklart karsilagtirildiginda
belirgin seviyede anlamli azald1 (p<0.01).

Sekil 6. Deney gruplarina ait sag ve sol testis agirliklar

Sag testis agirhiklarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN
uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Aynm sekilde GEN ile birlikte QUE uygulanmis GEN+QUE grubunun da
sag testis agirliklarinin kontrol grubuna goére belirgin seviyede anlamli azaldig
gozlenmistir (p<0.01). QUE grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Sol testis agirliklarinda ise sag testis
agirliklar1 sonuglarina benzer sekilde azalma gozlense de istatistiksel acidan anlamli

bir fark bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 5. Deney gruplarina ait testis agirlik verilerinin ortalama ve standart sapma

degerleri
Kontrol GEN QUE GEN+QUE
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Sol Testis Agirhg
ol Testis Agirligt | 1,60320,1 |} seei0127 | 1.674+0,132 1,5000,129
(gr) 25
Sag Testis Agirhg
a8 es('s) sirist 1’6925; 01 51720,077% | 1,55120,105 1,4340,079®
gl‘

% GEN grubu sag testis agirliklari kontrol grubu sag testis agirliklari ile karsilastirildiginda anlaml
derecede azaldi (p<0.05).

®. GEN+QUE grubu ile kontrol grubu sag testis agirliklari karsilastirildiginda belirgin seviyede
anlamli azaldi (p<0.01).

4.2. Morfometrik Bulgular

Deney gruplarina ait testis kesitlerinde seminifer tiibiil ¢api, germinal epitel
kalinligr, liimeninde immatiir hiicre go6zlenen tiibiil sayis1 ve doku hasari
degerlendirilmesi amagli bakilan Johnsen skorlamasina ait yapilan 6lgiim sonuglar

asagida verilmistir.

Seminifer Tubll Gapi
300

T 1

200

um

100

0- T T

.\‘Z' ()

Sekil 7. Deney gruplarina ait seminifer tiibiil ¢cap1
Seminifer tiibiil ¢aplar1 karsilagtirildiginda kontrol grubu seminifer tiibiil ¢ap1

ile GEN, QUE ve GEN+QUE uygulamalarinin seminifer tiibiil caplar1 arasinda

istatistiksel onemli bir fark tespit edilememistir (p>0.05).
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Germinal Epitel Kalinhg: a: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN grubu

1004

— o oa germinal epitel kalinligi onemli seviyede anlamli

807 « — azald1 (p<0.001).
60

E f: GEN grubu ile kiyaslandiginda QUE grubu germinal
40 epitel kalinlig1 anlamli seviyede artt1 (p<0.05).
7 ®: GEN grubu ile kiyaslandiginda GEN+QUE grubu
0= T ' germinal epitel kalinligi anlamli seviyede artti

‘{3‘ ¢° ¢ o (p<0.05).

-4:5:" é:.-

Sekil 8. Deney gruplarina ait germinal epitel kalinlig1 6l¢timleri

Sekil 8 incelendiginde germinal epitel kalinliginin kontrol grubu ile
kiyaslandigi zaman GEN grubunda 6nemli seviyede anlamli azaldig1 tespit edilmistir
(p<0.001). Kontrol grubu ile QUE uygulamasinin yapildig1 grup arasinda germinal
epitel kalinligr acisindan 6nemli bir fark bulunmazken (p>0.05); QUE grubundaki
germinal epitel kalinliginda artis GEN grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). Ayn1 sekilde GEN+QUE grubu ile GEN grubu arasindaki germinal epitel
kalinligr artis1 da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

immatiir Hiicre Dékiilen Tibiil Oram a: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN grubu
B0- seminifer tiibiil limenine dokiilen immatiir
hiicre orant o6nemli seviyede anlamli artt1
60- . (p<0.001).
= f: GEN grubu ile kiyaslandiginda QUE grubu
Em_ seminifer tiiblil limenine dokiilen immatiir
= 204 ;i ® hiicre orani 6nemli seviyede anlamli azaldi
' (p<0.001).
o-—ﬁ , ‘ r:-l ®: GEN grubu ile kiyaslandiginda GEN+QUE
4\9\; G"(?' -:i‘? ,C‘?S@ grubu seminifer tiibiil liimenine dokiilen
+de- écg- immatiir hiicre oran1 énemli seviyede anlamli
azald1 (p<0.001).

Sekil 9. Deney gruplarin ait liimeninde immatiir hiicre goriilen tiibiil oran1

Sekil 9 incelendiginde seminifer tiibiillere dokiilen immatiir hiicre orani
acisindan GEN grubunun kontrol grubuna kiyasla istatistiksel acidan da Onemli

seviyede anlamli artmis oldugu belirlenmistir (p<0.001). QUE ve GEN+QUE
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gruplarinin da GEN grubundan 6nemli seviyede anlamli azalmis oldugu (p<0.001),
kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda ise aralarinda anlamli bir fark bulunmadig

gozlenmistir (p>0.05).

Johnsen Skorlan a: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN grubu

15+ Johnsen skoru belirgin seviyede anlamli azaldi
(p<0.01).

104 o f ® f: GEN grubu ile kiyaslandiginda QUE grubu

Johnsen skoru belirgin seviyede anlamli artt1
(p<0.01).

(OF

0~ T T

&ﬁé :9@ ‘Gsﬁ;r

&

GEN grubu ile kiyaslandiginda GEN+QUE

Puan

[%.]
1

grubu Johnsen skoru onemli seviyede anlamli

artt1 (p<<0.001).

&
el

Sekil 10. Deney gruplarina ait Johnsen skorlari

Sekil 10 incelendiginde kontrol grubu Johnsen skorlar1 ile kiyaslandiginda
GEN grubunda skorun belirgin sekilde anlamli azaldig1 belirlenmistir (p<0.01). GEN
grubu ile kiyaslandiginda QUE grubunda belirgin (p<0.01), GEN+QUE grubunda ise
onemli seviyede anlamli artis oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Kontrol grubu,
QUE ve GEN+QUE gruplart arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli olmadig:
gozlenmistir (p>0.05).

Tablo 6. Deney gruplarina ait morfometrik bulgularin ortalama ve standart sapma

degerleri
Kontrol GEN QUE GEN+QUE
Ort+SD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Seminifer Tiibiil Cap1 (um) | 250,0+23,17 | 2452+24,08 | 257,648,192 253,3£14,07
Germinal ﬁﬂ‘gl Kalnb@ | 00 60.410,56 | 60,137,028 | 72,74+7.8637 | 74,15+3,673°
Immatiir Hiicre Dokiilen | ¢ 7, 5 850 | 38 94+1843% | 10,68+3,653/ | 9,378+8,061°
Tiibiil Orani (%)
Johnsen Skorlar 9,183+0,383 | 8,467+0,291“ | 9,158+0,267/ | 9,375+0,238°
* Kontrol vs GEN /. GEN vs QUE ®. GEN vs GEN+QUE
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4.3. Morfolojik Bulgular

4.3.1. Hematoksilen & Eosin Boyalh Kesitlerin Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Testis dokusunun histopatolojik olarak H&E ile boyanmis preparatlari
incelenip degerlendirildiginde; kontrol grubuna ait kesitlerde, seminifer tiibiillerin
normal goriinimde oldugu, spermatogenik seriye ait germinal hiicrelerin normal
dongiide seyrettigi, interstisyel alanin biitlinliigiinii korudugu ve normal morfolojide
Leydig hiicrelerinin bulundugu gozlendi.

GEN grubuna ait testis kesitlerinde ise bol miktarda liimene dokiilmiis
immatiir germinal epitel hiicrelerin bulundugu seminifer tiibiil yapilari, bazal
membranlarinda diizensizlik, interstisyel alanda 6dem ve germinal epitel kalinliginda
azalma izlendi. Bazi seminifer tiibiillerde yer yer germinal epitelde ayrilmalar
gbzlenirken bazi tiibiil yapilarinin biitiinliigiiniin bozuldugu, liimenlerinde azalmis
spermatozoon oldugu izlendi.

QUE grubuna ait testis dokusu, damarlanma artis1 ile beraber interstisyel
alanda az miktarda 6dem, bazal membranda minimal diizensizlik ve yer yer liimende
immatir germinal epitel hiicreleri iceren seminifer tiiblil yapilar1 gozlenmesine
ragmen kontrole benzer gorliniim sergilemekteydi.

GEN+QUE grubundaysa liimene immatiir germinal epitel hiicrelerinin
dokiildiigli seminifer tiibiil sayisi, germinal epitel kalinligi, germinal epitel hiicreleri
arasindaki ayrilmada GEN grubuna gore farkedilir bir sekilde azalma gozlendi.
Interstisyel alandaki 6demde, bazal membranlarda gozlenen diizensizliklerde de

azalma mevcuttu.
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Resim 6. Kontrol grubuna ait testis dokusu. Kontrol grubuna ait testis
dokusundaki normal seminifer tiibiil yapisi (siyah ok) ile
aralarindaki interstisyel bag dokusu (siyah yildiz) izlenmektedir
(H&E, X200).

Resim 7. Kontrol grubuna ait testis dokusu. Kontrol grubuna ait testis
dokusundaki miyoid hiicre (mavi ok), Leydig hiicresi (yesil ok),
Sertoli hiicresi (kirmizi ok), spermatogonyum (sar1 ok), primer
spermatosit (mor ok), yuvarlak spermatid (agitk mavi ok),
uzamis spermatid (pembe ok), spermatozoon (simsek) ve
aralardaki interstisyel bag dokusu (siyah yildiz) izlenmektedir
(H&E, X400).

62



Resim 8. Gentamisin grubuna ait testis dokusu. Gentamisin grubuna ait
testis dokusunda liimende immatiir germinal hiicre (¢ift basl
siyah ok), interstisyel 6dem (gentikli ok), bazal membranda
diizensizlik (siyah ince ok), epitelde ayrilma (beyaz ok) ve
liimende spermatozoa azlig1 (¢ift bagh beyaz ok) izlenmektedir
(H&E, X200).

Resim 9. Gentamisin grubuna ait testis dokusu. Gentamisin grubuna ait
testis dokusunda vaskiiler konjesyon (siyah asagi bakan
licgen), interstisyel O6dem (centikli ok), liimende immatiir
germinal hiicre (¢ift baghi siyah ok), bazal membranda
diizensizlik (siyah ince ok) ve epitelde ayrilma (beyaz ok)
izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 10. Kuersetin grubuna ait testis dokusu. Kuersetin grubuna ait
testis dokusunda yer yer bazal membranda minimal
diizensizlik (siyah ince ok) disinda seminifer tiiblil yapisi
(siyah ok) ve interstisyel bag dokusu (siyah yildiz) kontrole
yakin goriiniimde izlenmektedir (H&E, X200).

Resim 11. Kuersetin grubuna ait testis dokusu. Kuersetin grubuna ait
testis dokusunda bazal membranda minimal diizensizlik
(siyah ince ok) ile kontrole yakin seminifer tiibiil yapisi
(siyah ok) ve interstisyel bag dokusu (siyah yildiz)
izlenmektedir (H&E, X400).
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Resim 12. Gentamisin+Kuersetin ~ grubuna  ait  testis  dokusu.
Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis dokusunda liimende
immatiir germinal hiicre (¢ift basli siyah ok), vaskuler
konjesyon (siyah asagi bakan iliggen), spermatozoon azalmasi
(¢ift bashi beyaz ok) ve bazal membranda minimal
diizensizlik (siyah ince ok) izlenmektedir (H&E, X200).

Resim 13. Gentamisin+Kuersetin ~ grubuna  ait  testis  dokusu.
Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis dokusunda interstisyel
O0dem (gentikli ok), llimende immatiir germinal hiicre (¢ift bagh
siyah ok), epitelde minimal ayrilma (beyaz ok) ve bazal

membranda minimal diizensizlik (siyah ince ok) izlenmektedir
(H&E, X400).

65



43.2. Masson Trikrom Boyali  Kesitlerin  Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Testis  dokusunun Masson Trikrom boyali  kesitlerinde yapilan
degerlendirmede kontrol grubunda interstisyel bag dokusu ve kollajen yogunlugunun
normal oldugu, diger gruplarda da kontrol grubuna benzer interstisyel bag dokusu ve
kollajen yogunlugu bulundugu goézlendi. H&E ile boyali preparatlarda oldugu gibi
kontrol grubunda; seminifer tiibiillerin, germinal epitelin ve peritiibiiler bag
dokusunun normal oldugu goriildii.

Ozellikle GEN grubunda yer yer seminifer tiibiillerin yapilarmmn ve
biitiinliigliniin bozuldugu; bazal membranda ve germinal epitelde ayrilmalarin
oldugu, tiibiil liimenlerinde immatiir germinal epitel hiicrelerin bulundugu ve
interstisyumda 6demin oldugu tespit edildi. QUE grubu kontrol grubuna benzer
goriinimdeydi. GEN+QUE grubunda ise hasar grubu olan GEN grubuna gore
histopatolojik bulgularda diizelme oldugu tespit edildi.

Resim 14. Kontrol grubuna ait testis dokusu Masson trikrom boyama.
Kontrol grubuna ait testis dokusunda interstisyel bag dokusu
(siyah yildiz) ve peritiibiiler bag dokusu (¢izgi ok) normal olarak
izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).

66



Resim 15. Gentamisin grubuna ait testis dokusu Masson trikrom boyama.
Gentamisin grubuna ait testis dokusunda liimende immatiir
germinal hiicre (¢ift bagli siyah ok), interstisyel 6dem (¢entikli
ok), epitelde ayrilma (beyaz ok), bazal membranda ayrilma
(sola kivrik siyah ok), spermatozoon azlig1 (cift bash beyaz
ok) ve vaskuler konjesyon (siyah asagi bakan {iggen)
izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).

Resim 16. Kuersetin grubuna ait testis dokusu Masson trikrom boyama.
Kuersetin grubuna ait testis dokusunda normal goriiniimde
interstisyel bag dokusu (siyah yildiz) ve yer yer epitelde
ayrilma (beyaz ok) izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).
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Resim 17. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis dokusu Masson
trikrom boyama. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis
dokusunda interstisyel 6dem (¢entikli ok), spermatozoon
azlig1 (cift bash beyaz ok) ve epitelde ayrilma (beyaz ok)
izlenmektedir (Masson Trikrom, X200).

4.3.3. Periyodik Asit-Schiff Boyali Kesitlerin  Histopatolojik

Degerlendirilmesi

Degerlendirilen testis dokusuna ait PAS boyali kesitlerde kontrol grubunda
seminifer tlibiillerin diizgiin, kesintisiz PAS (+) bir bazal membranla ¢evrelendigi ve
sperm akrozomlarinin da PAS (+) boyandig1 goriildi. GEN grubunda PAS (+)
boyanmig bazal membranda diizensizlik ve ayrilmalar mevcuttu. Ayrica seminifer
tiibiil limeninde immatiir germinal epitel hiicreleri, germinal epitelde ayrilma ile
interstisyumda 6dem tespit edildi. QUE grubu da kontrol grubuna benzer goriiniim
sergilemekle beraber yer yer seminifer tiibiil liimeninde immatiir germinal epitel
hiicreleri ve 6dem izlendi. GEN+QUE grubunda ise bazal membranda gozlenen
diizensizlikte, 6dem ve tiibiil limenine dokiilen epitel hiicrelerinde azalma, germinal

epitel ayrilmasinda diizelme izlendi.
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Resim 18. Kontrol grubuna ait testis dokusu PAS boyama. Kontrol
grubuna ait testis dokusunda seminifer tiibiile ait biitiinliigiinti
korumus diizgiin bazal membran yapis1 (kivrik beyaz ok) ve
akrozomun (beyaz ok basi) PAS (+) boyandig1 izlenmektedir
(PAS, X400)

Resim 19. Gentamisin grubuna ait testis dokusu PAS boyama.
Gentamisin grubuna ait testis dokusunda bazal membranda
diizensizlik (siyah ince ok), limende immatiir germinal hiicre
(¢ift basl siyah ok), interstisyel 6dem (¢entikli ok), germinal
epitelde ayrilma (beyaz ok) izlenmektedir (PAS, X400)
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Resim 20. Kuersetin grubuna ait testis dokusu PAS boyama. Kuersetin
grubuna ait testis dokusunda bazal membran yapisinin
biitiinliiglinii korudugu (kivrik beyaz ok) ve yer yer liimende
immatiir germinal hiicre (¢ift bash siyah ok) bulundugu
izlenmektedir (PAS, X400)

Resim 21. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis dokusu PAS boyama.
Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis dokusunda bazal
membranda diizensizlik (siyah ince ok) ve limende immatiir
germinal hiicre (¢ift bash siyah ok) bulundugu izlenmektedir
(PAS, X400)
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4.3.4. TUNEL Boyama ve Apoptotik Indeks

TUNEL boyama ile apoptoz degerlendirilen testis dokularinda kontrol ve
QUE grubunda germinal epitel hiicrelerinde apoptoz az miktarda izlendi. GEN
grubunda ise spermatogonyumlarda cogunlukta olmak iizere germinal epitel
hiicrelerinde ve seminifer tiibiil liimeninde dokiilen epitel hiicrelerinde yaygin olarak
izlendi. Tedavi grubu olan GEN+QUE grubundaysa spermatogonyumlarin yani sira

kismen diger spermatogenik hiicrelerde daha az miktarda apoptoz izlendi.

Resim 22. Kontrol grubuna ait testis dokusu TUNEL boyama. TUNEL
(+) hiicreler (beyaz ok) ve TUNEL (-) hiicreler (beyaz ok
bas1) izlenmektedir (TUNEL, X400).
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Resim 23. Gentamisin grubuna ait testis dokusu TUNEL boyama.
TUNEL (+) hiicreler (beyaz ok) ve TUNEL (-) hiicreler
(beyaz ok basi), limende immatiir germinal hiicre (¢ift basl
siyah ok) izlenmektedir (TUNEL, X400).

Resim 24. Kuersetin grubuna ait testis dokusu TUNEL boyama. TUNEL
(+) hiicreler (beyaz ok) ve TUNEL (-) hiicreler (beyaz ok
bas1) izlenmektedir (TUNEL, X400).

72



Resim 25. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait testis dokusu TUNEL
boyama. TUNEL (+) hiicreler (beyaz ok) ve TUNEL (-)
hiicreler (beyaz ok basi) izlenmektedir (TUNEL, X400).

Deney gruplart testis dokularinda TUNEL teknigi ile degerlendirilen Al

sonuglari agagida gosterilmistir.

Apoptotik indeks
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a: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN grubu
apoptotik indeksi onemli seviyede anlamli artti
(p<0.001).

f: GEN grubu ile kiyaslandiginda QUE grubu
apoptotik indeksi 6nemli seviyede anlamli azaldi
(p<0.001).

®: GEN grubu ile kiyaslandiginda GEN+QUE
grubu apoptotik indeksi 6nemli seviyede anlamli
azald1 (p<0.001).

d: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda QUE grubu
apoptotik indeksi anlamli seviyede artt1 (p<0.05).
€: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN+QUE
grubu apoptotik indeksi anlamli seviyede artti
(p<0.05).

Sekil 11. Deney gruplarina ait apoptotik indeks
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Sekil 11 incelendiginde kontrol grubu apoptotik indeksi ile kiyaslandiginda
GEN grubunda istatistiksel olarak 6nemli seviyede anlamli artis oldugu belirlenmistir
(p<0.001). GEN grubunda artan indeks degeri, QUE ve GEN+QUE gruplarinda
birbirlerine benzer sekilde 6nemli seviyede anlamli diisiik oldugu tespit edilmistir
(p<0.001). QUE ile GEN+QUE gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamigken (p>0.05), bu gruplarin kontrol grubu ile karsilastirmalarinda

istatistiksel olarak anlamli seviyede artis oldugu gézlenmistir (p<<0.05).

Tablo 7. Deney gruplarina ait apoptotik indeks ortalama ve standart sapma degerleri

Kontrol GEN QUE GEN+QUE
Ort+SD Ort+=SD Ort+SD Ort+SD
Apoptotik indeks 5 o
(%) 24,17+8,035 66,17+£11,03“ 36,17+4,792” 37,67+2,338™
(4

* Kontrol vs GEN ’: GEN vs QUE ®: GEN vs GEN+QUE °: QUE vs Kontrol “ GEN+QUE vs
Kontrol

4.4. Semen Analizine Ait Bulgular

Semen analizi degerlendirmelerinde sperm sayimi sonucunda kontrol grubu
sperm hiicresi sayist ile GEN, QUE ve GEN+QUE uygulamalarinin sperm hiicre
sayilar1 arasinda istatistiksel onemli bir fark tespit edilememistir (p>0.05). Sperm
morfolojisi degerlendirmesinde GEN grubunda yogun olmak iizere kopuk bas, kiiciik
bas, ir1 bag gibi bas anomalileri; kirik boyun gibi boyun anomalileri, kisa ve kivrik
kuyruk gibi kuyruk anomalilerini igeren anormal morfolojiler mevcuttu. Sperm
anomalileri GEN grubunda diger uygulama gruplarina gore fazla bulunmustur.
GEN+QUE grubunda GEN grubuna gore goriilen anomalilerde azalma olmasina
ragmen gruplar arasinda istatistiksel acidan anlam bulunamadi (p>0.05).

Sperm canlilifina bakildiginda GEN uygulamasi yapilan grup ile kontrol
grubu kiyaslandiginda sperm canlilik oranmin istatistiksel olarak belirgin sekilde
anlaml azaldig belirlenmistir (p<0.01). Calismada QUE grubu sperm canliliginin,
GEN grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edilmis (p<0.05); GEN ile
GEN+QUE gruplar1 ve kontrol ile QUE gruplar1 arasindaki farklar ise istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).
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Sperm Sayisi
40+

Sekil 12. Deney gruplarina ait sperm sayisi

Sperm Morfolojisi (Anormal)
40+

1 I
V. R R 2
é&o & & .g&
© o

Sekil 13. Deney gruplarina ait sperm morfolojisi

Sperm Canlilik Oram

100 a: GEN grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda
804 o P sperm canlilk oram1  GEN  grubunda

2 oo istatistiksel olarak belirgin sekilde anlami

B azaldi (p<0.01).

= 4 B: QUE grubu ile GEN grubu kiyaslandiginda
204 sperm canlilik oran1 QUE  grubunda
o

N istatistiksel olarak anlamli sekilde arttt
S
& F P (p<0.05)

U &

Sekil 14. Deney gruplarina ait sperm canlilik orani
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Hareketli Sperm Miktar: a: GEN grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda
2= hareketli sperm yiizdeleri GEN grubunda
belirgin seviyede anlamli azald1 (p<0.01).
o 60 e f: QUE grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda
ﬁ 40- = _— hareketli sperm yiizdeleri QUE grubunda
= belirgin seviyede anlaml azaldi (p<0.01).
2'-] Il‘ i H ®: GEN+QUE grubu ile kontrol grubu
0- T T kiyaslandiginda hareketli sperm yiizdeleri
‘{&d" G“’.e. dc'@ ﬁq’ GEN+QUE grubunda belirgin seviyede
© & anlamli azaldi1 (p<0.01).

Sekil 15. Deney gruplarina ait hareketli sperm miktar1

Hareketli sperm ylizdelerine (motilite yiizdelerine) bakildiginda GEN, QUE
ve GEN+QUE gruplarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
belirgin seviyede anlamli azaldig belirlenirken (p<0.01), uygulama gruplarinin kendi
aralarinda degerlerinin benzer sekilde oldugu, istatistiksel agcidan anlamli olmadig:

tespit edilmistir (p>0.05).

Tablo 8. Deney gruplarina ait sperm parametreleri ortalama ve standart sapma

degerleri
Kontrol GEN QUE GEN+QUE
Ort+SD Ort+SD Ort£SD Ort+SD
Hareketli Sperm Miktar: (%) 50,70+8,282 | 31,22+6,731% | 33,75+7,7927 | 31,80+8,293 ©
Sperm Canlilik Oram (%) 76,67+1,633 | 65,50+5,431% | 74,00+4,899 P 71,33+4,676
Sperm Morfolojisi (Anormal) (%) | 24,679,933 | 28,005,060 | 22,00+4,899 | 23,33+3,933
Sperm Saysi (x10°) 13,83+3,869 | 23,50+4,593 | 23,83+4,070 | 23,50+10,09
% GEN vs Kontrol *: QUE vs GEN ’: QUE vs Kontrol ®: GEN+QUE vs Kontrol
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Resim 26. Kontrol grubuna ait makler ve sperm analizi goriintiileri. Canli sperm
(siyah ok), 6lii sperm (beyaz ok) (eosin Y, X200)

Resim 27. Gentamisin grubuna ait makler ve sperm analizi goriintiileri. Canli sperm
(siyah ok), olii sperm (beyaz ok), kuyruk anomalisi (beyaz ok basi) (eosin
Y, X200)

Resim 28. Kuersetin grubuna ait makler ve sperm analizi goriintiileri. Canli sperm
(siyah ok), 6lii sperm (beyaz ok) (eosin Y, X200)
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Resim 29. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait makler ve sperm analizi goriintiileri.
Canl1 sperm (siyah ok), 6lii sperm (beyaz ok) ve bas boyun anomalisi
(kirmiz1 ¢entikli sag ok) (eosin Y, X200)

4.5. Epididimis Dokusuna Ait Hematoksilen & Eozin Boyah Kesitlerin
Bulgular

Epididimise ait kesitlerin incelenmesinde kontrol grubunda, spermatozoon ile
dolu liimeni ¢evreleyen yalanci c¢ok katli stereosilyali epitelin diizenli oldugu
goriildii. GEN grubunda liimeni ¢evreleyen epitelde herhangi bir patoloji gézlenmez
iken duktus epididimis kesitleri arasindaki bag dokusu ic¢inde yer yer vaskiiler
konjesyon ve oOdem izlendi. QUE grubunda bazi kesitlerde liimen iginde
spermatozoon yiginlarinda az miktarda azalma gozlense de genel itibariyle kontrol
grubuna benzer goriiniim sergilemekteydi. GEN+QUE grubunda ise GEN grubunda
gbzlenen ddemin miktarinda azalma olmakla beraber yer yer mevcut oldugu, bazi
duktus epididimis liimenlerindeyse spermatozoon yiginlarinda seyrelme bulundugu

gozlendi.
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Resim 30. Kontrol grubuna ait epididimis dokusu. Epididimis yapisinin
151k mikroskopik goriiniimii, liimen iginde spermatozoon
yigint (beyaz ok) izlenmektedir (H&E, X100).

Resim 31. Kontrol grubuna ait epididimis dokusu. Epididimis yapisinin
151k mikroskopik goriinimiinde limen icinde spermatozoon
yigmi (beyaz ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 32. Gentamisin grubuna ait epididimis dokusu. Epididimis
yapisinin 151k mikroskopik goriinlimiinde liimen icinde
spermatozoon yigini (beyaz ok), vaskuler konjesyon (siyah
yildiz) ve interstisyel 6dem (¢entikli ok) izlenmektedir
(H&E, X100).

Resim 33. Gentamisin grubuna ait epididimis dokusu. Epididimis
yapisinin 1g1k  mikroskopik goriinimiinde limen iginde
spermatozoon yigimi (beyaz ok) ve interstisyel Odem
(centikli ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 34. Kuersetin grubuna ait epididimis dokusu. Epididimis yapisinin
151k mikroskopik goriinlimiinde liimende spermatozoon yigini
(beyaz ok) ve yer yer spermatozoon azligi (¢ift bash beyaz ok)
izlenmektedir (H&E, X100).

Resim 35. Kuersetin grubuna ait epididimis dokusu. Epididimis yapisinin
151k mikroskopik goriinlimiinde limende spermatozoon yi1gini
(beyaz ok) ve yer yer spermatozoon azlig1 (¢ift bagh beyaz ok)
izlenmektedir (H&E, X200).
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Resim 36. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait epididimis dokusu.
Epididimis yapisinin 151k mikroskopik goriiniimii, liimende
spermatozoon yigini (beyaz ok), yer yer spermatozoon
azlhig (cift bash beyaz ok) izlenmektedir (H&E, X100).

Resim 37. Gentamisin+Kuersetin grubuna ait epididimis dokusu.
Epididimis yapisinin 151k mikroskopik goriiniimii, liimende
spermatozoon yigimi (beyaz ok), interstisyel 6dem (¢entikli
ok) izlenmektedir (H&E, X200).
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4.6. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

4.6.1. Doku Biyokimyasi

Calismamizdaki deney gruplarindan alinan testis doku 6rneklerinden ¢alisilan
doku MDA, doku SOD, doku CAT, doku GPx degerlendirilmis ve sonuglarina iligkin
bilgiler asagida verilmistir.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN grubu MDA seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli sekilde arttig1 (p<0.05); QUE grubu MDA seviyesinin GEN grubu ile
karsilastirildiginda anlamli sekilde diisiik oldugu belirlenirken (p<0.05), kontrol
grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel bir fark tespit edilememistir (p>0.05). Ayrica
GEN+QUE grubu incelendiginde GEN uygulamasinin arttirdigt MDA seviyesine
QUE tedavisinin bir miktar azalma saglasa da bu farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadig1 gorilmiistiir (p>0.05).

Doku MDA Seviyesi

o a: GEN grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda
doku MDA seviyesi istatistiksel olarak anlamli
sekilde artt1 (p<0.05).

f: QUE grubu ile GEN grubu kiyaslandiginda doku

nmol/mg protein
L% ]
T

MDA seviyesi istatistiksel olarak anlamli sekilde

e' N Q" azald1 (p<0.05).
v

& &S

© &

Sekil 16. Doku MDA seviyesi
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Doku SOD Aktivitesi
207 > a: GEN grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda
g 1.57 o doku SOD aktivitesi istatistiksel olarak anlamh
E ‘o seviyede azaldi (p<0.05).
g ®: GEN+QUE grubu ile GEN grubu
S 0.5- kiyaslandiginda  doku  SOD  aktivitesi
0.04 : | istatistiksel olarak belirgin seviyede anlamli
& gﬁ,“ 65" 5 artt1 (p<0.01).
+°$\ é‘“‘gp

Sekil 17. Doku SOD aktivitesi

Sekil 17 incelendiginde doku SOD aktivitesinin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda GEN grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldigi
belirlenmistir  (p<0.05). Calismada QUE  grubunun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda SOD aktivitesinde bir fark olusturmadig tespit edilmis (p>0.05);
GEN grubu ile kiyaslandiginda GEN+QUE grubunun SOD aktivitesinin belirgin

seviyede anlamli arttig1 gézlenmistir (p<0.01).

Doku CAT Aktivitesi
0.3+
=
2 0.24
E o T a: GEN grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda
o — doku CAT aktivitesi istatistiksel olarak
m -
% 01 anlamli sekilde azald1 (p<0.05).
= p
0.0- T T
o e & &
& & &P
S &
& (<)

Sekil 18. Doku CAT aktivitesi

Sekil 18 incelendiginde kontrol grubu ile kiyaslandiginda GEN grubunda

doku CAT aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi belirlenmistir
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(p<0.05). QUE ve GEN+QUE grubunda ise artis gdzlenmesine ragmen GEN grubu

ile kiyaslandiginda anlamli bir fark olugmadigi tespit edilmistir (p>0.05).

500

400

300+
200

u_ ﬂl

nmol/min/mg protein

Doku GPx Aktivitesi

a: GEN grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda doku
GPx aktivitesi istatistiksel olarak 6nemli seviyede
anlamli azald1 (p<0.001).

f: GEN grubu ile QUE grubu kiyaslandiginda doku
GPx aktivitesi istatistiksel olarak 6nemli seviyede
anlamli artt1 (p<0.001).

@: GEN grubu ile GEN+QUE grubu kiyaslandiginda

100
)
% >
o & @5 ‘\
{_'o &

doku GPx aktivitesi istatistiksel olarak anlaml

seviyede artt1 (p<0.05).

Sekil 19. Doku GPx aktivitesi

Yapilan degerlendirmeler sonucunda GEN uygulanan grup kontrol grubu ile

karsilastirildiginda doku GPx aktivitesinin istatistiksel olarak Onemli seviyede

anlamli azaldig1 belirlenmistir (p<0.001). Calismada doku GPx aktivitelerinin GEN

grubu ile kiyasla sadece QUE uygulamasinda istatistiksel olarak onemli seviyede

anlamli arttig1 (p<0.001); tedavi grubu olarak GEN+QUE uygulamasinda ise anlamli

seviyede artis oldugu tespit edilmistir (p<<0.05). Kontrol grubuna gore kiyaslamada

ise QUE ve GEN+QUE gruplarinin aktiviteleri arasinda anlamli fark olmadigi

gbzlenmistir (p>0.05).

Tablo 9. Deney gruplarina
sapma degerleri

ait biyokimyasal parametrelerin ortalama ve standart

Kontrol GEN QUE GEN+QUE
Ort+SD Ort+SD Ort+=SD Ort+SD
MDA (nmol/mg protein) 25,86+4,005 30,60+0,981¢ 25,58+2,6337 26,30+2,640
SOD (U/mg protein) 1,388+0,092 1,244+0,034 1,34540,064 1,411+0,120
GPx (nmol/min/mg protein) 337,3+44,77 188,7+13,65“ 302,2+22,1 7/ 261,1:&:63,67®
CAT (katal/g protein) 0,210+0,066 0,138+0,018* 0,196+0,026 0,158+0,038

% Kontrol vs GEN

/: GEN vs QUE ®: GEN vs GEN+QUE
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4.6.2. Serum Biyokimyasi

Deney gruplarindan alman kan Orneklerinden bakilan plazma MDA

degerlerinde gruplar arasi anlamli bir fark bulunamamaistir (P>0.05).

Plazma MDA Seviyesi
2.0-
1.5 l
5 1
£ 1.0
=
0.5-
0.0- T I
voom L %
ée-c’ & & g&
© &

Sekil 20. Plazma MDA seviyesi

86



5. TARTISMA

Infertilite, 1 y1l boyunca herhangi bir kontraseptif yontem kullanmadan,
korunmasiz cinsel iligkiye ragmen gebeligin elde edilemedigi durum olarak
tanimlanmaktadir (2, 59, 153). Kadin veya erkek kaynakli olabilen ve giiniimiizde
giderek siklig1 artan infertilite, nedensel olarak primer ya da sekonder infertilite
seklinde smiflandirilmakta, tedavileri de sebeplerine gore sekillenmektedir. Erkek
kaynakli infertilite halen arastirilmakta olup altta yatan sebepler heniiz
anlagilamamistir (1). Erkek infertilitesinin %40-90'min sperm iiretimindeki kusur
kaynakli olabilecegi diisiinlilmekte ve sperm ile ilgili diger faktorler arasinda
anormal sperm morfolojisi ile yetersiz sperm motilitesi bulunmaktadir (153). Sperm
tiretimi, olgunlagsmas1 ve ddlleme yetenegindeki problemler erkek kisirligmin en
yaygin nedenidir (19).

Yapilan c¢alismalarda, zamanla {iretilen semen kalitesinde azalma oldugu
gosterilmis; bu degisimin kimyasallar ile temas, hormonal ajanlar, performans
arttirict maddeler, sigara, enfeksiyon, radyasyon, beslenme, reaktif oksijen tiirleri,
Ostrojenler, agir metaller, skrotal sicaklik, sperm antikorlari, antibiyotikler de dahil
olmak iizere terapotik ilaglar gibi yasam tarzi ve gevresel faktorlerden kaynakli
oldugu bildirilmistir (1, 49, 153).

Terapdtik ilaglar arasinda bulunan antibiyotikler, 6zellikle semende 16kosit
gozlenen hastalarda ya da in vitro fertilizasyon isleminden Once bakteriyel
enfeksiyon tedavisinde lirologlar, androloglar veya fertilizasyon uzmanlari tarafindan
baslanabilir (56).

Gentamisin, 100’den fazla iilkeden onay almis ve halen kullanilmakta olan
aminoglikozid grubu bir antibiyotiktir. Ozellikle Gram negatif (-) bakterilere ve
Streptococcus aureus’a karst etkindir. Bununla birlikte ilaca bagli nefrotoksisitenin
en yaygin nedenlerinden birisidir. Nefrotoksik etkilerine ek olarak testis toksisitesi de
meydana getirip terapotik pencereyi daraltmaktadir (50). Yapilan ¢aligmalarda
Gentamisinin sperm hareketliligini azalttig1, sperm sayisinda ve morfolojisinde
bozulmaya sebep oldugu, sperm fonksiyonlarini ve spermatogenezisi olumsuz
etkiledigi, tireme organ agirhiginda azalmaya yol actig1, testiste apoptoza neden olup

testikiiler yetmezligine kadar hasar olusturabilecegi belirtilmistir (49, 51-53, 55, 56).
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Gentamisin kaynakli testis toksisitesinin kesin mekanizmasi net olmamakla birlikte;
toksik reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve oksidatif stres patofizyolojisinde
yer almaktadir (154, 155).

Siganlara ve insanlara Gentamisin uygulamasinin, primer spermatosit
mayozunda aksaklik ile spermatogonal bolinmenin kesilmesi ve spermatogenik
duraksamayla sonuclandigi gosterilmistir. Bu durumun da spermlerin ve
cekirdeklerindeki  protein  sentezinin  azalmasindan  kaynakli  olabilecegi
distintilmiistiir (54).

[lk zamanlarda gentamisinin kan testis bariyerinden zayif gegisi ile testiste
birikmeyecegi bildirilmis (57), sonrasinda ise germ hiicresinin boliinmesinde
inhibisyon, testiste protein sentezinin engellenmesi ile seminal vezikiilde hiicre
Olimiinii indiikledigi bildirilmistir (54). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
gentamisinin serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu artirarak testiste
oksidatif stres artis1 ve nekrotik hasar yarattigi agiklanmistir (50, 51, 60). GEN
tedavisinin antioksidan enzimler olan SOD ve CAT degerlerini azalttigi, doku MDA
seviyelerini ise artirdig bildirilmistir (59).

Gentamisinin apoptoz ve oksidatif hasarin indiiksiyonunda da etken oldugu
bildirilmigtir (155). Hasarli DNA’nin varliginin agiklanmasi i¢in farkli mekanizmalar
one siiriilmiis olup; anormal kromatin paketleme, oksidatif stres ve apoptoz en ¢ok
tizerinde galigilan konular olmustur (19).

Oksidatif stres, erkek iireme disfonksiyonu i¢in en ©6nemli faktorlerden
biridir. ROS membran biitiinliigiinii degistirerek, sperm hareketliliginin yani sira
sperm canliligmi da bozabilir ve gelismekte olan germ hiicreleri iizerine zararh
etkileri nedeniyle infertiliteye sebep olabilmektedir (5, 156).

QUE kirmiz1 sarap, ¢ay ve sogan gibi bir¢cok besinde bol miktarda bulunan en
yaygin diyet polifenolik bilesiklerinden biridir. QUE’in  anti-inflamatuar,
antikoagiilatif, anti-aterojenik, anti-hipertansif ve antikarsinojenik 6zellikler gibi pek
cok Ozellige sahip oldugu gosterilmistir (9). Serbest radikalleri temizleyerek ve gecis
metal iyonlarini selatlayarak diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidasyonunu

onleyerek ROS'a kars1 etkili bir antioksidandir (157).

88



Bununla birlikte QUE'in erkek iireme sistemi iizerindeki etkileri hakkinda
tartismalt ¢alismalar vardir (9, 139). Ayrica QUE'in kullanimina erkek infertilite
tedavisinde alternatif bir ilag olarak bakildig1 da bildirilmektedir (158).

Ortamda QUE mevcutsa serbest radikaller etkin bir sekilde temizlenir ve
olusan DNA hasar1 iyilestirilir. Bu esnada QUE oksitlenir, glutatyon ve protein tiyol
gruplarimi arilleyerek glutatyon tiiketimine, sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda
artisa ve LDH si1zintisina yol agar (159, 160). Hiicre i¢i kalsiyumdaki artig, sperm
motilitesindeki diisiisten sorumlu olan Ca*-ATPaz enziminin aktivitesini azaltir
(139). Artan sitozolik serbest kalsiyum seviyeleri, sitotoksisiteye neden olabilir veya
apoptozu tetikleyebilir (161).

Baslangicta QUE testiste serbest radikalleri temizlemesine ve bir antioksidan
gorevi gorerek DNA  hasarini, kromozom anormalliklerini, sperm basi
anormalliklerini ve germ hiicre azalmasini 6nlemesine ragmen, sperm motilitesinde
ve germ hiicrelerinde bir diistise de yol agar. QUE 'in ¢eliskili biyolojik etkilerinin,
dozu ve hiicrenin redoks durumu ile ilgili olabilecegi diisiintilmektedir (162).

QUE'in, konsantrasyonuna bagli olarak insan sperm mitokondrisi iizerinde
hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteler sergiledigi gosterilmektedir (141,
163). insan semen numunelerinde yapilan bir in vitro ¢alisma, QUE’nin insan sperm
motilitesinde irrevversible ve doza bagli bir azalmaya yol acgtigin1 gostermistir (139).
Ayrica sperm canliliginin da artan QUE dozuyla azaldig tespit edilmistir (160).

Calismamizda gentamisinin sigan testisi iizerinde olusan olumsuz etkilerine
kars1 kuersetinin etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmistir.

Narayana ve ark. ¢alismalarinda GEN’1 3 mg/kg ve 5 mg/kg olacak sekilde
iki dozda 10 giin boyunca i.p. uygulayip; tedavi sonras1 her ¢aligma grubundan ikiser
grup olacak sekilde 1. ve 35. giinlerde sakrifiye ederek degerlendirmislerdir.
Gentamisinin serbest radikal olusumunu ve lipid peroksidasyonunu artirarak;
antioksidan rezervlerini azaltip, testiste yapisal ve sitotoksik degisikliklere neden
olan oksidatif stres durumunu tetikledigini belirtmislerdir. Calisma sonucunda
deneklerin viicut agirliklarimin etkilenmedigini, yiiksek doz gentamisin ile tedavi
edilen grupta ise testis agirliklarinin yapisal degisikliklere bagli olarak azaldigim

bulmuslardir (49).
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Rivera ve ark. metabolik sendrom ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarinda 2 mg/kg
ve 10 mg/kg QUE uyguladiklart obez Zucker sicanlart ve zayif heterozigot
yavrularinda, 10 haftalik QUE tedavisi sonrasinda yiiksek doz uygulamasinda iki
grupta da viicut agirliklarinda azalma tespit etmislerdir. Viicut agirliklarinda gériilen
bu azalmanin yag dokusundan iiretilen antiinflamatuar etkilerine bagl olabilecegi
diisiiniilmiis; kilo kayb1 ve adinopektin artisi arasinda iliski bulunmustur (164).

Bizim c¢alismamizda Gentamisin uygulanan grupta viicut agirliklarinda
azalma gozlenmesine ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. QUE
ve GEN+QUE uygulanan gruplarda viicut agirliklarinda GEN+QUE grubunda daha
bariz olmak tizere istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi. Calismamizda
Rivera ve ark. calismalarindaki gibi QUE uygulanan iki grupta da viicut agirliginda
azalma goriildii; Narayana ve ark. calisma sonucunda bulduklar1 gibi GEN+QUE
grubunda QUE’nin yaptig1 kilo kaybiyla beraber GEN’in de etkisiyle belirgin bir
sekilde viicut agirliginda azalma tespit edildi.

Bagka bir ¢alismada Aly ve ark. GEN’i daha yiiksek dozlarda 60 mg/kg, 80
mg/kg ve 100 mg/kg olacak sekilde uygulamislar. Calismalarinin sonucundaysa
testis agirliklarinin azaldigint ve sperm 6zelliklerinin degistigini belirtmislerdir. 60
mg/kg'lik dozda baz1 fokal seminifer tiibiillerde fokal olarak spermatogenik serinin
durdugu; 80 mg/kg'lik doz seviyesinde dejenerasyon gozlendigi, spermatogenezin
olmadig1 ve tiibiiler liimen i¢inde dev spermatogonial hiicrelerin goriildiigii; 100
mg/kg’lik dozda ise atrofi, dejenerasyon ve spermatogenez kaybi oldugu
gozlenmistir (5).

Narayana ve ark. calismasinda GEN tedavisinin 35. giinde daha belirgin
olmak iizere sperm sayis1 ve motilitesinde azalma, anomali sikliginda artma;
histolojik olarak bakildigindaysa seminifer tiibiill capinda ve germinal epitel
kalinliginda azalma, germinal epitelde bosluk, germ hiicre dejenerasyonu ve az
sayida da olsa 35. giinde atrofik tiibiiller izlenmistir (49).

Fetouh ve ark. yaptig1 ¢calismadaysa GEN uygulanan grupta seminifer tiibiil
caplarinda ve germinal epitel kalinlifinda azalma gosterilmistir. Bazal membran
kalin, diizensiz ve dejenere olarak goriilmiis; genis interstisyel bosluklar arasinda ise

az miktarda Leydig hiicresi izlenmistir. GEN uygulanan grupta yapilan sperm
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analizinde de sperm sayisi, motilite ve canliliginda azalma, testis agirliklarininda
diisiis gozlenmistir (4).

Artiran ve ark.nin GEN’in etkilerine karsilik C vitamininin koruyuculugunu
degerlendirmek icin yaptiklar1 calismada 14 giin boyunca 5 mg/kg i.p. GEN
uygulamiglardir. Histolojik olarak seminifer tiibiil epitelinde dokiilme, vakuoller,
epitelde bosluklar, niikleer piknoz ve birka¢ tiibiilde atrofik degisiklikler tespit
etmiglerdir. Ayrica GEN bazal laminada kalinlasma, seminifer tiibiil duvarindaki
hiicrelerde dejeneratif degisiklikler ve hiicresel kayiplara neden olmustur. interstisyel
alanda genislemeye ve damarlarda konjesyona rastlanilmis; Leydig hiicrelerindeyse
onemli bir degisiklik bulunmamistir. Spermatogenik hiicrelerde hasara ve hiicresel
dokiilmelere neden olarak spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir
(3).

Akondi ve ark. GEN uygulamasinda testis hasar1 iizerine rutin ve
naringeninin etkilerine baktiklar1 bir ¢alismada GEN grubunda sperm miktarinda,
canliliginda ve motilitesinde azalma; spermatosit ve spermatid nekrozu ile seminifer
tiibiilde dejenerasyon, germinal epitelde bosluklar gozlenmistir. Normal testis
yapisinin bozuldugu, uygulanan tedavi ile diizeldigi izlenmistir (59).

Nouri ve ark. yaptiklar bir ¢aligmada da 24 giinliik i.p. 5 mg/kg gentamisin
uygulanmasima karst havu¢ tohumu O6ziliniin koruyuculuguna bakilmistir. GEN
uygulamasinin epididimal sperm rezervini azalttig1, spermatositlerde belirgin olmak
tizere germinal hiicrelerde azalma ve nekroz, spermatogenik hiicrelerde
dejenerasyon, liimende hiicre artiklari, seminifer tiibiillerde atrofi, interstisyel alanda
bosluklar ve konjesyon izlenmis verilen havug tohumu 6zii ile diizelme gozlenmistir
(5.

Saber ve ark.nin ¢aligmalarinda, 70 giin boyunca gavaj yoluyla 20 mg/kg
fenitrotiyon verilen ratlarda 50 mg/kg QUE’in tedavisinin uygulanmasiyla
fenitrotiyonun yol agtig1 testikiiler hasarin QUE ile beraber verildiginde hafif
konjesyon gozlenmesinin disinda diger bulgularin azaldig1 gozlenmistir (165).

Testis agirliklarinin degerlendirilmesinde literatiirdeki ¢aligmalarda oldugu
gibi bizim calismamizda da GEN uygulanan gruplarda anlamli bir azalma soz
konusudur. Ureme organlarmin agirhiklarinda gdzlenen azalma germinal epitel

hiicrelerinde dokiilme ve seminifer tiibiillerde parankimal atrofi gibi durumlarin
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gelistigini gostermektedir (49, 54). Calismamizda GEN grubunda seminifer tiibiil
capinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da azalma izlenmis olup, germinal epitel
kalinliginda azalma, bol miktarda tiibiil liimenine dokiilen immatiir germinal epitel
hiicresi izlenmis ve istatistiksel olarak da desteklenmistir. Ayrica yer yer vaskiiler
konjesyona da rastlanmistir. Bu haliyle bulgularimiz Narayana, Aly ve Artiran’in
yaptiklar1 caligmalarla ortiismektedir (3, 5, 49). Literatiirdeki (Narayana, Artiran,
Akondi ve ark.) caligmalarda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da GEN grubunda
epitel arasinda bosluklar olustugu ve seminifer tiibiil yapisinin yer yer bozuldugu
tespit edilmistir (3, 49, 59). GEN+QUE uygulanan tedavi grubundaysa GEN
grubunda gozlenen bulgularin ¢ogunlukla diizelmis oldugu; 6dem ve liimende
izlenen immatiir germinal epitel hiicrelerin bulundugu tiibiil sayilarinda azalmayla
beraber goriilmeye devam ettigi belirlendi.

Fetouh ve ark. ile Artiran ve ark. ¢aligmalar1 gibi bizim g¢aligmamizda da
diger bulgulara ek olarak GEN grubunda bazal membranda diizensizlik, ondiilasyon
ve yer yer dejenerasyon izlendi (3, 4). GEN+QUE grubunda bazal membranda
goriilen ondiilasyonun azaldig1 gozlendi.

Khaki ve ark. antibiyotiklerin sperm parametreleri ve testis iizerine etkilerine
baktiklar1 bir ¢aligmada 14 giin boyunca i.p. 5 mg/kg GEN uygulamasinin sperm
canliligini, motilitesini ve sayisini azalttigini belirtmislerdir. Testis, epididimis ve
seminal vezikiil agirliklarmi azalttifi, testiste apoptotik hiicre ylizdesini artirdigi
izlenmistir. Histolojik degerlendirmelerinde o6zellikle spermatogonyumlarda bariz
olmak ilizere germinal hiicre nekrozu, germ hiicrelerinde azalma; liimende hiicre
debrisleri, lenfosit ve plazma hiicresi varlig1 gézlenmistir. Interstisyel ve intertiibiiler
alanda genisleme, seminifer tiibiil capinda azalma belirtilmistir (56). Khaki ve ark.
GEN'nin 6zellikle spermatogonia olmak iizere sican germ hiicrelerinde apoptoza ve
nekroza neden oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 bagka bir calismadaysa elektron
mikroskobik degerlendirmede yukaridaki 1sitk mikroskobu bulgularmma ek olarak
komsu Sertoli hiicreleri aralarinda anormal bosluklar, Sertoli hiicrelerinde daha fazla
lizozom ve mitokondrilerinde krista kaybi izlenmistir (56, 166).

Zahedi ve ark.nin 2012 yilinda 30 giin boyunca 50 mg/kg i.p. GEN ile 100
mg/kg gavajla zencefil vererek yaptiklar1 ¢aligmalar1 sonucunda, GEN’in apoptotik

hiicre ylizdesini artirdigini belirtmislerdir (60).
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Bizim ¢alismamizda da TUNEL teknigi ile yapilan degerlendirme sonucunda
kontrol ve QUE grubunda az miktarda germinal epitel hiicreleri i¢inde apoptotik
TUNEL (+) hiicreler izlendi. Khaki ve ark. ile Zahedi ve ark. c¢alismalarinda
bulundugu gibi bizim calismamizda da GEN grubunda spermatogonyumlarda
cogunlukla olmasiyla beraber germinal epitel hiicrelerinde ve liimenine dokiilen
epitel hiicrelerinde yaygin apoptotik TUNEL (+) hiicreler izlendi. GEN+QUE
grubundaysa spermatositlerde ve liimene dokiilmiis hiicrelerde apoptotik TUNEL (+)
hiicrelerde azalma gozlenmesine ragmen spermatogonyumlarin ¢gogunlukla TUNEL
(+) oldugu izlendi.

Sénmez ve ark. testiste karbontetrakloriiriin (CCL4) yaptig1 testis hasari
tizerinde QUE etkilerini incelemislerdir. CCLs 0,25 ml/kg/hf gavaj ile verilmis,
tedavi grubunda da QUE 150 mg/kg/giin gavaj yoluyla 10 hafta uygulamislardir.
Histolojik degerlendirmede ise CCL4 grubunda seminifer tiibiil ¢ap1, germinal epitel
kalinlig1t ve Johnsen skorunda azalma izlendi. Tiibiiler atrofi, bazal membran
kalinlagsmasi, 6dem, konjesyon, germinal epitel disorganizasyonu ve apoptotik
indekste artis gozlenen CCLs; grubu ile QUE ve CCLs uygulanan grup
karsilastirildigindaysa QUE etkisiyle genel olarak bulgularda diizelme gozlenmistir
(141). Calismamizda da QUE eklenmesiyle beraber diizelme gosteren diger
bulgulara ek olarak hasar degerlendirilmesinde kullanilan Johnsen skorlamasinda
yilesme ve GEN tedavisi ile artan apoptotik indekste QUE eklenmesiyle azalma
gozlenmistir.

Kim ve ark. 2013 yilinda GEN’in testis toksisitesine karsi melatoninin
etkilerini degerlendirmis; 6 giin boyunca 100 mg/kg i.p. GEN verilen si¢anlara 15
mg/kg melatonin i.p. uygulamiglardir. GEN’in seminal vezikiil ve prostat
agirliklarinda azalmaya sebep oldugunu, epididimal sperm sayist ve motilitesini
azalttigini; morfolojik anomalilerinde anlamli farklilik olmadigr bildirmislerdir.
Testiste ise spermatogonia ve spermatositlerin dejenerasyonu ve vakuolizasyonu ile
karakterize hasarlanma gozlenmistir (50).

Khaki ve ark. diyabet modeli olusturduklari bir caligmalarinda 4 hafta siireyle
i.p. QUE 15 mg/kg vermislerdir. Calisma sonunda sperm sayisi, canlilik ve

motilitesinin QUE verilen gruplarda artmis olduklarini bildirmislerdir (138).
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Taepongsorat ve ark. 30, 90 ve 270 mg/kg QUE’in dozlarin1 kullanarak; 3
giin, 7 giin ve 14 giinliik karsilastirmali yaptiklar1 ¢alismada; 90 mg/kg ve 270 mg/kg
uygulama gruplarindaki sperm motilite, canlilik ve konsantrasyonun, tedavi siiresi 7
ve 14 giine uzatildiginda kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.
QUE’in iireme organlar1 ve sperm kalitesi iizerindeki etkilerinin, tedavi dozuna ve
stiresine bagli oldugu bildirmislerdir. Yiiksek doz ve 14 giinliik tedavi sonrasinda
testis, epididimis ve vas deferens agirliklarinda artis; prostat bezi ve seminal vezikiil
agirliklarinda azalma gozlemislerdir. 14 gilinlik 90 ve 270mg/kg lik tedavi
gruplarinda seminifer tiibiillerde gdézlenen spermatozoa retansiyonu diger gruplara
oranla yiiksek bulunmustur. Seminifer tiibiillerin Slgiilen tiibiiler alan1 da doza ve
zamana bagl olarak artis géstermistir (158).

Ciftei ve ark. calismalarinda 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)
verilen siganlarda olusan testis hasarina kars1 20 mg/kg QUE gavaj yoluyla 60 giin
boyunca kullanmislardir. TCDD verilen grupta artan TBARS seviyeleri QUE
verilmesiyle azalmis; azalan testis SOD, GPx, CAT ve GSH diizeyleri ise QUE ile
artmistir. QUE tedavisi ile oksidan ve antioksidan parametrelerde diizelme
izlenmistir. Ayrica sperm parametreleri iizerine olan TCDD’nin olumsuz etkileri
QUE ile diizelmis; azalan sperm motilitesi artmis, artmis anormal sperm orani ise
azalmistir. Histopatolojik bulgularda seminifer tiibiillerde dejenerasyon ve atrofi
izlenmistir (10). Bizim calismamizda da QUE eklenmesiyle anormal morfolojiye
sahip sperm sayis1 azaldi; canlilik ve motilite artt1, fakat bu artis istatistiksel olarak
desteklenmedi.

Ranawat ve ark. yaptiklar1 ¢aligmalarinda farelere QUE’ nin 2 mg/kg, 8 mg/kg
ve 20 mg/kg dozlar1 2 hafta siireyle uygulamislardir. Calismalarinda orta ve yliksek
dozda uyguladiklar1 QUE gruplarinda sperm motilite ve konsantrasyonunda azalma
oldugu izlenmistir. Histolojik degerlendirmelerinde diisiik dozda seminifer tiibiillerde
spermatozoon azligi-yoklugu, seminifer tiibiil yapilarinda parcalanma; orta doz
tedavisinde tiibiil yapisinda tam spermatid kaybi, seminifer tiibiillerde atrofi,
vakuolizasyon, ddem, germinal epitel kalinliginda azalma ve maturasyon durmasi
gozlenmistir. Yiiksek dozda ise diger bulgulara ek olarak kalsifikasyon gozlenmistir.
Ozellikle orta ve yiiksek dozlarda doza bagimli olarak seminifer tiibiil ¢apinda artis

ve germinal epitel kalinliginda azalma izlenmistir (9). Bizim ¢aligmamizda yapilan
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degerlendirmeler sonucunda ise QUE’in histopatolojik olarak yer yer spermatozoon
azligi-yoklugu ve oOdem gozlenmesi disinda bu etkileri gozlenmedi. Sperm
motilitesinde azalma haricinde de sperm parametrelerinde bu calismaya benzer
sonuclar alinmadi.

Calismamizda sperm parametrelerine bakildiginda sperm sayilarinda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemesine ragmen, kontrol
grubu disindaki gruplarda sperm sayisinda artis izlendi. Sperm morfolojisi
degerlendirmelerindeyse morfolojik anomaliye sahip sperm sayilarinda GEN
grubunda artma, diger gruplarda GEN grubuna gore azalma bulunmus olsa da bu
azalma istatistiksel agidan anlamli degildi. Canlilik oranlarmin GEN grubunda
kontrole gore anlamli azaldigi; QUE grubundaysa GEN’e gore anlamli arttig1 tespit
edildi. Motilitenin kontrole gore tiim gruplarda istatistiksel olarak da anlamli azaldig1
fakat gruplar arasinda anlamli fark bulunmadig: gézlendi.

Literatirde GEN tedavisinin belirgin olarak sperm sayisi, canliligi ve
motilitesinde azalmaya, goriilen morfolojik anomali siklifinda artmaya sebep oldugu
vurgulanmistir. Bizim ¢alismamizda GEN grubunda sperm sayisit ve anormal sperm
morfolojisinde artma; sperm canlilik ve motilitesinde ise azalma gozlendi. Sperm
sayist ve anormal sperm morfolojisindeki bu artis diger gruplar ile
karsilastinlldiginda istatistiksel olarak anlamli degildi. Sperm canliligt ve
motilitesindeki azalma ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli idi.
Sperm sayis1 ve canliliginda QUE grubunda GEN grubuna goére artis oldugu
gozlendi. Sperm canliligindaki artis GEN grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Sperm motilitesi ise kontrole goére anlamli bir sekilde azaldi. QUE
grubunda sperm morfolojisinde kontrole gore azalma gozlense de istatistiksel olarak
anlamli degildi. GEN+QUE grubunda anormal morfolojili sperm sayist GEN
grubuna gore azaldi. Sperm canlilig1 ise artti. Sperm motilitesi kontrol grubuna gore
azalmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi.
GEN uygulamas1 sonrasi sperm morfolojisi, sperm canliligi ve motilitesinde QUE
eklenmesiyle diizelmenin saglandigr goriildii. Kontrol grubu disindaki gruplarda
sperm sayisinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artis izlenmistir. Fakat
GEN grubunda sperm sayisinda artis olmasina ragmen anormal morfolojili sperm

sayist artmistir. QUE ve GEN+QUE gruplarinda ise anormal morfolojili sperm sayist
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kontrol grubu ve GEN grubuna gore azalmistir. Bu da QUE tedavisinin sperm sayisi
ve morfolojisi iizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermektedir.

Uygur ve ark. etanoliin sican testisi lizerindeki etkilerine kars1 QUE ve balik
omega-3 yag asitlerinin etkilerini karsilastirmistir. Bu ¢alismada etanol ile seminifer
tiibiillerde olusan dejeneratif ve patolojik degisimlerin, balik omega-3 yag asitleri ve
gavaj yoluyla QUE uygulamasimni takiben azaldigimi gozlemislerdir. TUNEL
boyamada etanol grubunda artmis TUNEL (+) hiicre sayilariin QUE ile balik
omega-3 yag asitleri uygulanan gruplarda azaldig1 gézlenmistir. Biyokimyasal olarak
bakildiginda SOD, GPx, CAT ve ksantin oksidaz etanol grubunda azalmis; QUE ile
balik omega-3 yag asitleri uygulanan tedavi gruplarinda ise artmistir. MDA ve nitrik
oksit seviyelerinde gozlenen artis tedavi gruplarinda azalma gostermistir (167).

Kai-Kai Chi ve ark. 2017 yilindaki caligmalarinda testiste yaptiklar
torsiyon/detorsiyon hasarina karsi intraperitoneal ve intraepididimal 20 mg/kg QUE
tedavisi  sonuglart  karsilastirilmistir.  QUE ile tedavi edilen gruplar,
torsiyon/detorsiyon grubundakilerle karsilagtirildiginda daha az ciddi patolojik
degisiklikler gdstermistir. Yapilan Johnsen skorlamasinda torsiyon/detorsiyon
grubunda ¢ok diisiik bulunurken; QUE ile tedavi edilen gruplarda anlamli derecede
daha yiiksek skorlar gozlenmis intraperitoneal ve intraepididimal QUE uygulamalari
arasinda gruplar1 arasinda Johnsen skoru ve histopatolojik 6zelliklerde anlamli fark
bulunmamistir. Apoptoz degerlendirmelerinde QUE tedavi gruplarinda anlaml
azalma goriilirken QUE farkli uygulamalar1 arasinda fark gézlenmemistir. Yapilan
calisma sonucunda hasar grubundaki MDA, TOS ve OSI seviyeleri sham
grubundakilerden anlamli derecede yiiksek ol¢iilmiis; QUE’in oksidan parametreleri
onemli Olclide azaltmis ve hasar grubuna kiyasla GPx ve TAS seviyelerini kismen
geri kazanmugstir (168).

Abdel-Raheem ve ark. GEN nefrotoksisitene karst QUE etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda biyokimyasal olarak da GEN grubunda artan TBARS
seviyelerinin QUE kullanimiyla azaldig1; azalan GSH, SOD ve CAT gibi antioksidan
seviyelerinin ise arttig1 izlenmistir (169). Akondi ve ark. calismalarinda benzer
sekilde bakilan MDA degerlerinde ise artis, CAT ve SOD degerlerinde de azalma
gozlenmistir  (59). Saber ve ark.nin caligmalarinda biyokimyasal olarak

fenitrotiyonun grubunda azalan CAT ve SOD seviyelerinin ise QUE eklenmesiyle
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arttigr belirtilmistir (165). Kim SH ve ark.nin calismalarinda da biyokimyasal
parametrelerde MDA seviyelerinde artis; GSH, glutatyon rediiktaz, glutatyon-S-
transferaz ve CAT seviyelerinde ise azalma izlenmistir (50). Aly ve ark. ¢calismasinda
biyokimyasal parametrelerde de testikiler MDA’da artma, SOD ve CAT
aktivitelerinde anlamli azalma bulunurken; GPx ve GR aktivitelerinde de Onemli
Olciide azalma oldugu belirtilmistir (5). Ranawat ve ark. yaptiklari ¢alismalarinda
MDA seviyelerinde artis; SOD ve CAT degerlerinde de doza bagli azalma tespit
edilmistir (9).

Bizim c¢alismamizda da GEN grubu dokularinda MDA seviyeleri artti; SOD,
CAT ve GPx degerleri anlamli derecede azaldi. Bu haliyle bulgularimiz literatiirde
yapilan calismalarla uyumlu olarak izlendi. Calismamizda GEN grubunda plazma
MDA degerlerinde artis olmakla birlikte bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi.
GEN-+QUE grubunda doku MDA seviyelerinde GEN grubuna gore azalma izlendi
fakat bu azalma istatistiksel olarak desteklenmedi. Doku SOD degerleri ise
GEN+QUE grubunda GEN grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi.
Doku CAT seviyeleri istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasa da artis gosterdi.
GEN-+QUE grubunda doku GPx seviyelerinde GEN grubuna gore anlamli olarak
artis izlendi. Bu durum QUE tedavisinin biyokimyasal olarak da olumlu etki
sagladigini literatiir ile uyumlu olarak desteklemektedir.

Germ hiicresi, zarinda bulundurdugu bol miktarda ¢oklu doymamis yag
asitleri sebebiyle ROS kaynakli oksidatif strese, siddetine ve siiresine bagli olarak
gecici veya kalict testis disfonksiyonuna neden olan lipid peroksidasyonuna karsi
daha duyarlidir. ROS'un asir1 lretimi ve antioksidan seviyelerindeki azalma
nedeniyle olusan oksidatif stres, organizmalarda SOD, CAT, GPx ve GSH'yi igeren
antioksidan savunma sistemleri tarafindan engellenir veya baskilanir (170). MDA
diizeylerinde artis lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar1 gostermektedir (167).
SOD, siiperoksit anyonunun H,0,’ye déniisiimiinii katalize ederken, CAT ve GPx,
H,0,nin su molekiillerine doniisiimiinii  saglar; bununla birlikte, GPx bu
reaksiyonlarda GSH'yi kullanir (10). GPx, hidroperoksitlerin detoksifikasyonu i¢in
en 6nemli peroksidazdir (167).

Yapilan calismalar dokularin GEN tedavisinden sonra CAT aktivitesindeki

azalma sonucu, iretilen H,O,'i elimine edemedigini ve biriken H,O,’nin SOD'un
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inaktivasyonuna neden oldugunu gostermistir. Fazla H,0,, sperm zarinda oksidatif
hasara neden olacak toksik radikallere doniistiiriiliir (5).

Bu nedenlerle GEN grubunda SOD’un azalmasi siiperoksit iyonlariin
devaml {iretilmesine sebep olabilir. Diisiik GPx aktivitesi, daha fazla H,O,’in toksik
hidroksil radikallerine doniistiiriilmesine ve mitokondriyal membranlarda oksidatif
streste ciddi artiga sebep olabilir.

Calismamizin sonucunda elde ettigimiz bulgular gentamisinin oksidatif stres
olusturdugu, testis yapisini ve spermatogenezi bozdugunu, kuersetin uygulamasinin
ise olusan bu hasar1 dnlemede biyokimyasal ve histopatolojik olarak olumlu etki
yaptigini gostermistir. Bu etkinin farkli tedavi doz ve tedavi siirelerinin uygulandigi

ileri tekniklerin kullanildig1 calismalar ile desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Deneysel olarak gentamisin ile indiiklenen sican testis dokusunda olusan

hasar1 6nleme ve/veya iyilestirmede kuersetinin roliiniin arastirildigi ¢alismamizda:

Gentamisinin;

1. Sperm motilite ve canlilik oranimi azalttii, anormal morfoloji oranini
artirdig,

2. Seminifer tiibiil yapilarinda Johnsen skorunda diisiise, llimene dokiilen
immatiir germinal epitel hiicrelerinde artisa ve germinal epitel
kalinliginda azalmaya neden oldugu, apoptotik indeksi artirdigi,

3. Testis dokusunun histolojik yapisinda bozulmaya sebep oldugu ve testis
agirhiklarini azalttigi,

4. Doku SOD, CAT ve GPx diizeylerini azaltip; doku MDA seviyelerini
artirdig

Kuersetinin;

1. Viicut agirhigin azalttigi,

2. Gentamisinin bozdugu sperm morfolojisi ve canliligini diizelttigi, fakat
motilitesini etkilemedigi,

3. Gentamisinin hasar verdigi testis dokusunda histolojik olarak iyilesme
sagladigi,

4. Testis dokusunda gentamisinin azalttigt doku SOD, CAT ve GPx

diizeylerini artirip; doku MDA seviyesini azalttig1 tespit edildi.

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda;

1.

Kuersetinin etkisinin daha 1yi degerlendirilebilmesi i¢in farkli doz ve siire
uygulamalarinin yapilabilecegi,

Dokularda ¢aligilan oksidan ve antioksidan parametreler genisletilip, ek
olarak hormonlarin da bakilabilecegi,

Daha uzun siireli tedavi ile beraber olusabilecek bag dokusu ve kollajen
artis1 bulgularinin daha net incelenebilecegi,

Epididim dokusu ve diger genital glandlar {izerinde oksidatif strese

yonelik degerlerin ve apoptozun arastirilabilecegi,
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5. Elektron mikroskobik caligsma ile hiicre i¢i degisimlerin, hiicreler arasi
baglantilarin ve kan-testis bariyerinin degerlendirilmesinin
yapilabilecegini diistinmekteyiz.

Sonug olarak; gentamisinin oksidatif stres ile beraber testikiiler fonksiyonu
bozdugunu ve kuersetin uygulamasinin olusan hasar1 6nlemede olumlu etki yaptigini
gostermektedir. Kuersetinin prooksidan ve antioksidan 0Ozelligi bulunmasindan
dolay1 bu konu ile ilgili farkli doz ve siirelerde yeni ¢alismalarin yapilmasi gerektigi

kanaatindeyiz.
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