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SICANLARDA TRAVMATIK BEYIN HASARININ TESTISE OLASI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Nergiz SEREF

Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

OZET
Amac:

Calismamizda agirlik atis1 modelini kullanarak olusturdugumuz travmatik beyin

hasarmin testis iizerine etkisi olup olmadigini aragtirmay1 amacladik.

Yontem:
Deney gruplarimiz asagidaki gibi olusturuldu:
Grup I, Kontrol grubu: Higbir hasara maruz birakilmayan gruptur. (n=7)

Grup II, Travma grubu: Agirlik atis1 modeliyle travmatik beyin hasarina maruz birakilan

grup. (n=7)

Travmanm kanitlanmasi amaciyla, deneyden 24 saat sonra sakrifiye edilen deneklerden
alman beyin dokularindan kesitler alinarak, cresyl violet boyamasi yapildi. Boyama yapilan
kesitlerde hiicre sayimmi gergeklestirildi. Alinan diger doku olan testislere ise histokimyasal
degerlendirme amaciyla H&E, PAS ve Masson Trikrom boyamalar1 yapilda.
Immiinohistokimyasal olarak TUNEL ve Aktif Kaspaz 3 boyamasi yapilarak apoptoz
degerlendirildi. Elektron mikroskobik olarak testislerin ince yapis1 incelendi.

Sakrifikasyon esnasinda deneklerden alinan kan ornekleriyle GnRH, testosteron, LH,
FSH hormon seviyeleri ve MDA, GPx seviyeleri degerlendirildi. Sonuglar istatistiksel olarak
gruplar arasinda karsilagtirildi.

Bulgular:
Kontrol grubunun histokimyasal olarak degerlendirilmesinde testis dokusu normal

gozlendi. Seminifer tiibiiller i¢inde tabakalanmis spermatogenik seri hiicreleri, interstisyel
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alanda bulunan leydig hiicreleri ve bag doku hiicreleri; dokuyu etrafindan saran diizensiz sik1
bag dokusu tunika albuginea gozlemlendi.

Travma grubunda ise histolojik olarak degerlendirme yapildiginda spermatogenik seri
hiicre sayilarinda azalma gozlendi.

TUNEL boyamasi ile DNA fragmantasyonu degerlendirildiginde kontrol grubu da dahil
olmak tizere apoptoz goriildi. Grup II’de Grup I’e kiyasla daha fazla sayida TUNEL pozitif
hiicrelerin bulundugu saptandi.

Aktif Kaspaz 3 boyamasi ile travma grubunda, kontrol grubuna kiyasla daha fazla
apoptoza ugrayan spermatogonyumlarm oldugu goriildii. Hiicre sayilarindaki degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Elektron mikroskobik degerlendirmelerde kontrol grubunda herhangi bir bulguya
rastlanmazken, travma grubunda sertoli-sertoli hiicre baglantilarinda bozulmalar meydana
geldigi ve spermatogenik seri hiicreler arasindaki baglantilarin diizensiz oldugu goézlendi.
Travma grubunda bazal laminada yer yer kalinlasmalar gézlendi.

Biyokimyasal incelemelerde hipofizden salgilanan GnRH, LH, FSH, Testosteron ve
GPx, MDA degerleri 6lgtildii. Travma grubu GnRH ve FSH degerlerinde kontrol grubuna
kiyasla azalma oldugu saptandi. Diger degerlerde ise gruplar arasinda anlamli olarak bir fark

bulunmadigi gozlendi.

Sonugc:

Calismamizda travmatik beyin hasarmin testis tizerine olan etkisi histokimyasal,
immiinohistokimyasal, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal olarak incelendi. Travmatik beyin
hasarmin tiibiillerde hasar olusturdugu ve apoptozu artirdig1 gézlemlendi.

Ancak travmatik beyin hasarmin testise olas1 etkileriyle ilgili literatiirde ¢alisma
bulunmadigindan daha farkli agirhiklarla ve farkli zamanlarda ¢alismalarin artirilmasi ve
arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler:

Testis, Travmatik beyin hasari, Beyin, Isik mikroskobu, Sican
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INVESTIGATION
POSSIBLE EFFECTS OF TRAUMATIC BRAIN INJURY
ON TESTICLES IN RATS

ABSTRACT
Purpose:

We aimed to show the effects of traumatic brain injury on the testis.

In this study, we aimed to investigate the impact of travmatic brain injury which was
formed by weight drop model on testis.

Material and Method:

Animal groups were designed as showed below

Grup I, Control group: No application was performed to this animals (n=7).

Grup 11, Trauma group: Traumatic brain injury which is done by weight drop model
(n=7).

24 hours later trauma, animals were sacrified. Testis tissue slides were stained with
Hematoxylene&Eosine (H&E), Masson Trichrome and Periodic Acid Schiff (PAS) for light
microscopy. Aktif Kaspaz 3 and Immunohistochemical TUNEL stain (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end labeling) were performed to
determine apoptosis.

And GnRH, testosterone, LH, FSH hormone levels and MDA, GPx levels were
observed and statistically groups were compared.

In histological evaluation, control group’s testis tissue was observed normal.

Testis had an connective tissue capsule which is called tunica albuginea.

On the other hand, in traumatic group there was a diminution in serial spermatogenic
cells when histologically evaluated.

In Tunel analysis, we evaluated DNA fragmentation and there was apoptosis in all the
groups including control group. In group two we observed higher TUNEL positive cells when

compared to group one cells



Staining with Active Caspase 3, in trauma gruop lots of apoptotic spermatogonium cells
rather than control group.

In electron microscobik investigation we saw sertoli-sertoli cell junctions are demerged.

In biochemistry investigations GnRH, LH, FSH, Testosteron hormones which secreted
by pituitary and Gpx, MDA values are measured. In trauma group GnRH and FSH values are
decreased. Other values aren't different from groups.

In our study, we observed the impact of traumatic brain injury which is turned out by
weight drop model on testis using immunohistochemistry, ultrastructural and biochemistry
techniques. These results suggest that, traumatic brain injury causes damage in the tubulles
and increase in ratio of apoptosis.

Result:

In our study, we observed the impact of traumatic brain injury which is turned out by
weight drop model on testis using immunohistochemistry, ultrastructural and biochemistry
techniques. These results suggest that, traumatic brain injury causes damage in the tubulles
and increase in ratio of apoptosis.

In our opinion, more studies are needed to understand the mechanism of traumatic

brain injury on testis damage.

Keywords:

Testis, Traumatic brain inury, Brain, Light Microscopy, Rat



1.GIRIS VE AMAC

Travmatik beyin hasari, ani ve siddetli bir darbe gelmesi sonucunda beynin kafatasiyla
carpigmast siirecidir. Bu carpisma beyni zedeleyebilir, sinir liflerini yirtabilir ve kanamaya yol
acabilir. Travmatik beyin hasar1 mermi gibi cisimlerle, hatta kirilmis bir kafatasi pargasinin
beyin dokusuna girmesiyle de meydana gelebilir. Travmatik beyin hasarinin agirligi, beynin
hangi kisminin etkilendigine ve hasarin derecesine gore biiyiik degisiklikler gosterir. Hafif bir
travmatik beyin hasari gegici zihin karisikligi ve bas agrisina neden olurken ciddi bir

travmatik beyin hasari, 6liime yol agabilir. Yiiksek oranda 6liim ve hareketsizlikle sonuglanir.

Travmatik beyin hasar1 endiistriyel diinyada olduk¢a fazla karsilasilan ve yiiksek oranda
can kaybma yol acan, maliyeti yiiksek tedaviler gerektiren onemli bir hastaliktir. Travmatik
beyin hasar1 c¢esitli kazalar sonucu oOncelikli olarak beynin fiziksel olarak zarar gdérmesi
anlamina gelmektedir. Zarar géren beyin, diger organlar1 da etkilemektedir. Kalbi, akcigeri,

trakeay1, ince barsagi etkiledigi yapilan caligmalarla kanitlanmistir.

Travmatik beyin hasarinin patofizyolojisi komplekstir ve birgok alanda ve 06zel
mekanizmalarda meydana gelir. Birgok deneysel caligma yeni yaklagimlar olusturabilmek igin

biyomekanik ve patolojik deneylere odaklanmistir.

Bu 6n bilgiler 1s5181nda, yaptigimiz caligmada travmatik beyin hasarinin testis dokusu
tizerinde etkisi olup olmadigini 151k  mikroskobik, immunohistokimyasal, elektron

mikroskobik ve biyokimyasal olarak incelemeleyi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testis

2.1.1. Testisin Anatomisi
Testis, yanlardan biraz basik oval bi¢cimde, bir ¢ift organ olup skrotumda asili bulunur
ve birbirinden bir bolme ile (septum scroti) ayrilmigtir. Sol testis sag testise gore biraz daha

asag1 konumdadir (1).

Testisler 3 cm kalinliginda, 10-14 g agirhginda, 2-3 cm genisliginde ve yaklasik 4 cm
uzunlugundadir. Bir testisin iki ytizii (facies lateralis ve medialis), iki ucu (extremitas superior

ve inferior) ve iki kenar1 (margo anterior ve posterior) bulunur (2).

Testis igerisinde yerlesik olarak bulunan tubuli rekti ve rete testis ile testis disinda
yerlesik olarak bulunan duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejakiilatoryus kanallar1
genital kanal sistemini olusturur. Bu kanal sistemi ve bununla iligkili olan vesikula seminalis,
prostat bezi, bulboiiretral bezler ve cinsel birlesme organi olan penis erkek iireme sistemini

olusturur (2).

Testisin en disinda bulunan skrotum deri, fibroz kilif ve kas liflerinden olusur. Skrotum
icten disa dogru; peritoneumun lamina periatealisi (periorchium), fascia spermatika interna,
m. Cremaster, m. Obliquus, fascia spermatika externa, tunika dartos ve en dista cutis (deri)
den olusur. Ayrica skrotum igerisinde testis, epididimis, duktus deferensin bir kismi ve bu

organlara gelen kan damarlar1 ile sinirler bulunur (3).

2.1.2. Testis Histolojisi
Testislerin karm boslugunun disinda yerlesimi viicut isisindan 2-3°C diisiik bir 1sida

olmalarini saglar. Normal spermatogenez igin 34- 35°C gereklidir (4).

Olgun testisin posterior yiizii epididimis ile iligkilidir. Hem testis hem de epididimis
skrotal kese igerisinde vaza deferens, spermatik arter, venoz ve lenfatik pleksuslar1 igeren

spermatik kordon ile asilidir (4).

Testis rete testisin yer aldif1 yerde kalinlasarak mediastinumu olusturan tunika
albuginea ile g¢evrelenir (Sekil 1). Mediastinumda testikiiler kitleye dogru uzanan fibroz

septumlar dokuyu 250-300 lopguga boler. Herbir lopguk bir ila dort seminifer tiibiilii igerir
(4).



NCSESEeS )

Tunika albuginea

SUI AP SNIYN(]

Septula testis

—

Seminifer tubtl

Sekil 1: Testis yapisi. (Gray's Anatomi Atlasi).
Herbir seminifer tiibiil yaklasik 150 mikrometre ¢apta ve 80 cm uzunluktadir; iki ucu U
seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir. Rete testis, seminifer epitelin {riinlerini

(testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar) toplayan kanallar agidir (4).

Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre popiilasyonunu igeren 6zellesmis seminifer epitel ile

doseli merkezi bir limenden olusur: 1- Somatik Sertoli Hiicreleri 2- Spermatogenik

hiicreler(spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler) (4).

Seminifer epitel bir bazal membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid
hiicrelerden olusan bir duvarla ¢evrelenmistir. Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete
testise ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur. Spermler epididimal kanaldan

gectikten sonra ileri motilite 6zelliklerini kazanirlar.

Seminifer tiibiil arasindaki bosluk kan damarlari, lenfatik kanallar veya siniizoidler,

makrofajlar ve androjen tireten Leydig hiicre gruplar tarafindan doldurulmustur.



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

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

(5).

Testis en dista mezotelyal hiicrelerden olusan, 2 yaprakli, periton kdkenli serdz bir kese
olan tunica vaginalis tabakasi ile ortiilidiir. Tunika vaginalisin visseral yapragi testisin 6n ve
yan ylizlerini ¢evreler, pariyetal yapragi ise skrotum iizerinde uzanmaktadir. Bu tabakanin
altinda tunika vaginalisin visseral yapragi olan ve tunika vaginalisten bazal lamina ile ayrilan,
tunika albuginea tabakasi bulunmaktadir. En i¢te bulunan tunika vaskiiloza tabakasi ise

gevsek bag dokusundan olusur ve kan damarlarini igermektedir (6).

Tunica albuginea histolojik kesitlerde en belirgin gozlenen, siki, diizensiz bag
dokusundan olusan yogun bir tabakadir. Bu tabaka testisin posterior yiizeyi boyunca tliggen
seklinde bir kalinlasma meydana getirir ve mediastinum testis yapisini olusturarak organin
parankimas1 igerisine sokulur. Mediastinum testis yapisina, tipki hilum yapisma oldugu gibi,
genital bosaltma kanallari, kan ve lenf damarlar1 ve sinirler baglanir. Buradan 1sinsal olarak
¢ikan siki bag dokusu yapisindaki, ince fibroz bolmeler (septula testis) testisi insanda yaklasik
olarak 250 lobiile ayirir. Piramit seklindeki lobiillerin tavanlar1 mediastium testise, tabanlari
ise testisin dig yiiziinline bakar. Lobiillerin birbirleriyle iliskide olmalarmi saglayan
bolmelerin tam olmamasidir. Her bir lobiil, 1-4 arasinda degisen sayida seminifer tiibiil igerir.
Seminifer tiibiillerin arasi tunika vaskiilozanin testis i¢ine uzanarak olusturdugu interstisyel
doku ile doldurulmustur. Burada kan ve lenf damarlari, makrofajlar, fibrobastlar ve androjen

salgilayan Leydig hiicre gruplar1 yer almaktadir (4,7).

Testis tiibiilleri mediastinum bolgesi yakiminda sonlanir. Sonlanan tiibiillerin liimenleri
daralwr, diizlesir ve tubuli rekti (tubulus seminiferi rekti) denilen bir testis i¢i bosaltim yolunu
olusturur. Bu yap1 seminifer tiibiilleri dar kanallardan olusan bir ag yapisinda olan rete testise
baglar. Rete testis mediastinum testis bdlgesinde anastomozlasmistir. Tubuli rektinin rete
testis ile iligkili boliimii ve rete testis genelde tek bir silia iceren ve kisa mikrovilluslu kiibik
epitelle doselidir, tubuli rektinin seminifer tiibiil ile iliskili olan béliimiinde ise sadece sertoli

hiicreleri yer alir (8).

Kivrimli yapiya sahip olan duktuli efferentes kanallari birleserek spermiyumlarin

toplandig1 ve depolandigi, en uzun, olduk¢a kivrintili, katlantili ve tek bir kanal olan duktus



epididimisi olustururlar. Duktus epididimisin epiteli; epitel hiicrelerinin bir bazal lamina
iizerine oturdugu, kisa bazal hiicreler ile uzun sterosilyali prizmatik hiicrelerin yer aldig:
sterosilyal1 yalanci ¢ok katli epiteldir. Bazal laminanin altinda ince bir lamina popria bulunur.

Lamina proprianinda altinda ince diiz kas katmani yer alir (6).

Duktus epididimisin kuyruk kismidan sonra kanal duvari birden bire kalinlasir ve diiz
bir kanala doniisiir. Bu kanala duktus deferens denir ve kanal duvarinda kalin bir diiz kas
tabakasini icerir. Duktus deferensin salgilama islevine de sahip epiteli, sterosilyali yalanci ¢ok
katli prizmatik epiteldir. Epitel distalde ise degisici epiteldir. Duktus deferensin prostat bezine
girmeden Onceki kisminin genislemesiyle ampulla bdlgesi olusur. Vezikula seminalis
kanallar1 duktus deferense ampulla bdlgesinden sonra katilirlar. Sonra duktus deferens prostat

bezine girer ve duktus ejakulatoryus kanalin1 olusturur. Sonrasinda ise tiretraya agilir (7,9).
Tubuli Seminiferi Kontorti (Seminifer tiibiil) yapist

Seminifer tiibiiller yogun kapiller ag ile c¢evrili, ikili-li¢lii anastomozlar yapan, olduk¢a
kivrimli yapidadirlar. Testisin % 92’sini olusturan bu tiibiillerin ¢aplar1 yaklasik 150-250
mikrometre (um), uzunluklar1 30-70 (cm) dir.. Lobiiliin tepesine dogru kivrimlarini
kaybederek diiz bir tiip halini alan (tubuli rekti) ve rete testis ile devam eden tiibiiller her iki

testiste yaklasik olarak 1000 adettir, uzunluklari ise yaklasik 0,5 km’dir (4,10).

Seminifer tiibilillerin duvarinda en icte kalin bir seminifer epitel tabakasi bulunur.
Seminifer epitel, 6zellesmis ¢ok katli epiteldir; sertoli hiicrelerini ve bazal lamina ve tiibiil
liimeni arasmi dolduran farkli olgunlagsma asamalarindaki 4 - 8 katli spermatogenik hiicreleri
icerir. Tiibiiliin orta kisminda bir bazal lamina, en disinda ise lamina propria denilen ortalama
kalmhig1 8 -10 um olan, fibroblastlarca zengin, ¢ok katl, silindir bi¢cimli, tip I kollajen lif
bantlarindan olusan bag doku tabakasi bulunmaktadir. Bu bolgeye peritiibiiler doku ya da
membrana propria da denilmektedir. Membrana propria ince bir bazal lamina {izerine oturan
seminifer epiteli distan saran 6zellesmis fibroz bir dokudur ve 4 alt tabakadan olusur. Distan

ice dogru;
1) D1s Hiicresel Tabaka: Fibroblastlardan olusur.

2) Dis Hiicresel Olmayan Tabaka: ince bir bazal laminadir ve glikoprotein yapisindadir.



3) I¢ Hiicresel Tabaka: Ince, uzun hiicresel sekle ve sitoplazmalarida lipid
damlaciklarina, mikropinositotik vezikiillere ve miyoflamanlara sahip, bol miktarda da
graniiler endoplazmik retikulum ve her iki yiizlerinde kii¢lik invaginasyonlar igeren miyoid
hiicrelerden olusmustur. Kasilabilme 6zelligine sahip olan myoid hiicreler, seminifer tiibiiliin
capini degistirerek spermatozoonlarm tiibiil igerisindeki hareketini saglarlar. Myoid hiicre

tabakasi insanlarda ve bazi tiirlerde 3-5 tabakali iken, kemiricilerde tek tabakalidir.

4) I¢ Hiicresel Olmayan Tabaka: Bol miktarda glikoprotein, hyaliironik asit ve kollajen
lif iceren tabakadir.

Tibiiller aras1 gevsek bag dokusunda ise kan damarlar1 ve sinirler, ince kollajen ve
retikiiler lifler, fibroblastlar, interstisyel hiicreler olarak da adlandirilan Leydig hiicre kiimeleri
bulunur (7-8,10).

Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri, bir bazal membran iizerine oturan ve buradan seminifer tiibiil epiteline
kadar uzanan, uzun piramidal sekilli, ¢cevresi 7- 9 nm’lik fibr6z elemanlar ile kusatilmus,
bazale yerlesmis oluklu bir iki ¢entikli oval heterokromatid ¢ekirdek ile merkezi yerlesimli bir
biiyiik ¢ekirdek¢ige ve apikal yan yiiz farklanmalarina sahip, yan yliz zarlarinin olusturdugu
karmagik ice katlanmalar sonucunda da hiicre smirlarinin 151k mikroskobu ile ayirt
edilemedigi hiicrelerdir (Sekil 2). Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiil iimene bakan apikal
yiiz membranlar1 da katlanmalar ve kriptalar meydana getirerek yeni olusan spermiyumlarin

limene birakilma zamanina kadar spermatidlere yerlesebilecekleri bir alan saglamis olurlar

(6-7).

Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelinin yaklasik %10'unu sertoli hiicreleri olusturur.
Buradan da anlagilacagi gibi sertoli hiicreleri spermatozoonlarin desteklenmesinde ve

olgunlasmasinda biiyiik rol oynarlar (4).

Sertoli hiicrelerinin sitoplazmas1 ¢ok 1iyi gelismis aktin filamanlar1 ag1 ile
mikrotiibiillerle ara filamanlardan olusan gelismekte olan cins hiicrelerine destek gérevi goren
geliskin bir hiicre iskeletinin yan sira, iyi gelismis bir golgi kompleksi, bol miktarda yassi
mitokondri, graniilsiiz (diiz) endoplazmik retikulum, endolizozomlarin olusturdugu lipofuskin
bulunduran ¢ok sayidaki vezikiiller, lipid damlaciklari, vimentin, diisiik molekiil agirlikl

sitokeratin 18 ve 19 igerirken, az miktarda graniilli endoplazmik retikulum igerir.



Sitoplazmada ayrica igerigi ve islevi heniiz tanimlanmamis Charcot-Bottcher kristaloidleri
denilen inkliizyon cisimcikleri ve ¢ekirdekgik ile birlikte ¢ekirdek zar1 altinda kiimelenmis iki

belirgin kromatin yogunlagsmasi olan 6zel bir goriiniime sahip {iglii goriiniis bulunmaktadir
(6,8).
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Sekil 2: Sertoli hiicresi ve spermatogenik seri hiicreleri.

Sertoli hiicreleri, taban ve yan yiizlerindeki siki baglanti kompleksleriyle (zonula
okludens) birbirlerine tutunurlar. Burada diger siki baglantilardan farkli olarak bazal
membrana en yakin konumlu (seminifer epitelin 1/3 bazalinde ) olarak bulunur ve seminifer
tiibiil epitelini bazal ve adluminal kompartman olarak 2 kompartmana ayirir. Bazal
kompartman daha dardir, sik1 baglantinin bazalinde yer alir ve spermatogonyumlar ile primer
spermatositleri igerir. Adluminal kompartman ise daha genistir, limene yakindir ve sekonder
spermatositler ile spermatidleri igerir. Spermatogonyumlar farklilagirken sperme O6zgii
proteinler ortaya cikar ve spermatogenezis immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir
siire sonra olaylandig1 i¢in farklilagmakta olan germ hiicreleri yabanci olarak algilanabilir ve
onlar1 yok edecek olan bir immiin yaniti olusmasina neden olabilir. Iste spermatogenezis icin
mikro bir ¢evre saglayan bu kompartmanlarin olusturdugu kan-testis bariyeri, en yukaridaki
sekonder spermatositler ve spermatidleri en alttaki spermatogonyumlar ve primer
spermatositlerden ayirir. Boylece sekonder spermatositler ile spermatidleri dolagim
sistemindeki antijenlerden, otoimmun bagisiklik reaksiyonlarindan ve kanda bulunan

maddelerden korur (4-5,10). Sertoli hiicreleri ayrica gap junction denilen baglantilarla



hiicrelerin iyonik ve kimyasal aligverisini saglayarak seminifer epitel siklusunun
koordinasyonunda 6nemli rol oynar (5). Puberteden sonra postmitotik 6zellik kazanmasi

nedeniyle eriskin testisinde sertoli hiicrelerinde mitotik hiicre béliinmesine rastlanmaz (6,9).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar1 sunlardir:

1) Protein ve iyonlarca zengin bir sivinin seminifer tiibiil limenine salinmast,

2) Birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanan spermatogenik hiicrelerin fiziksel olarak
desteklenmesi, kan-testis bariyeri nedeniyle kan desteginden izole edilen sekonder
spermatositler, spermatidler ve spermiyumlara besin maddesi ve metabolitlerin saglanmas1 ve
yine kan-testis bariyeri sayesinde gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin immiinolojik

reaksiyonlardan korunmasi (4).

3) Seminifer tiibiil icerisinde spermatogenezin gergeklesebilmesi igin gerekli olan
testosteronun yogunlagmasini saglayan androjen baglayici protein (ABP)’nin, Follikiil
Stimiile edici Hormonun (FSH) ve testosteron kontrolii altinda sentezlenmesi,

4) Spermiyogenez sirasinda rezidiiel cisimcikler olarak atilan fazla spermatid
sitoplazmasimin fagosite edilerek sertoli hiicre lizozomlar1 tarafindan yikilmasi,

5) Olgun spermatidlerin spermiasyon siirecinde seminifer tiibiil liimenine salinimini
kolaylastirmak amaciyla aktin aracili kasilmalarin yapilmasi,

6) Hipofiz bezinin anterior kismindan salgilanan FSH’1n sentez ve salinmasini onleyen
inhibin ve uyaran aktivin ad1 verilen peptid yapidaki hormonlarm salgilanmasi,

7) Embriyonik gelisim sirasinda erkek fetusta Miiller (Paramezonefrik) kanallarin
gerilemesini ve Mezonefroz kanallarinin olusmasini saglayanan glikoprotein yapidaki Anti-

Miillerian Hormon (AMH) ’nun tiretilmesidir (7,10-11).

Spermatogenik hiicreler ve spermatogenezis

Spermatogenik hiicreler seminifer tiibiil epitelinin biiyiik cogunlugunu olusturan ¢esitli
olgunlasma asamalarinda bulunan ve diizenli olarak boliinerek olgun spermlere farklanan,
bazal lamina ve tiibiil liimeni arasin1 dolduracak sekilde 4-8 tabakali hiicrelerdir. Liimenden
bazale dogru farklilagsmanin ve olgunlasmanin degisik evrelerindeki hiicre tipleri sirasi ile;
spermiumlar,  spermatidler, sekonder spermatositler, primer spermatositler ve

spermatogonyumlardir (10).
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Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda
kaldig1 i¢in bazal kompartmanda yer alirlar bazal lamina ile iliskidedirler ve kan-testis

bariyerinin digsinda kalirlar. 3 farkli tipi bulunur (7).

Tip A spermatogonyumlar; oval ¢ekirdekli, yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli
seminifer epitelin kok hiicreleridir. Puberteden itibaren mitoz gegirirler ve soluk boyanan,
oval gekirdekli, ince graniiler kromatinli tip A agik spermatogonyumlar ile tip A koyu
spermatogonyumlart meydana getirirler. Tip A agik spermatogonyumlar mitoz gegirerek
cekirdekcik cevresinde ve ¢ekirdek kilifi boyunca yogunlagma gésteren ¢ekirdek kromatinine
ve merkezi yerlesimli ¢ekirdekgige sahip sferikal cekirdek iceren tip B spermatogonyumlari

olustururlar (6).

Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar mitoz gegirerek primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler, DNA (deoksiriboniikleik asit) sentezini tamamladiktan sonra mayoz
boliinmenin profaz sathasinin biitiin fazlarin1 gegirirler. Profaz evresi yaklasik 22 giin siirer ve
cekirdeklerindeki sinaptonemal kompleksin varligi ile karakterize edilen, spermatogenik
serinin en biiyilk ve histolojik kesitlerde en g¢ok Kkarsilasilan hiicreler de primer
spermatositlerdir. Profaz evresinden sonra kardes kromatidler sirasiyla metafaz, anafaz ve
telofaz evrelerini gegirerek 2n DNA ve 23 kromozom ( 22+X veya 22+Y ) igeren sekonder
spermatositleri meydana getirirler. Sekonder spermatositler kisa siiren bir interfaz evresi
gecirdikleri ve hizla ikinci mayoz boliinmeye girdikleri i¢in histolojik kesitlerde ¢ok zor

goriiliirler (4,7).

Spermatidler

Sekonder spermatositler; ikinci mayoz boliinmeyi tamamlayarak seminifer tiibiil limeni
yakimlarinda sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik cokiintiilerine yerlesmis, 7-8 pm capa,
yogunlagmis kromatin bdlgeleri tasiyan merkezi yerlesimli ¢ekirdege, iyi gelismis bir Golgi
kompleksine, ¢ok sayida mitokondri ve bir ¢ift sentriyole sahip olan spermatidleri
olustururlar.  Spermatidler; sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda,
spermiyogenez denilen ve sirasiyla golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi olmak {izere

3 asamadan olusan bir farklilasma siireci gegirerek olgun spermiyumu olustururlar. Olgun
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spermium da spermiasyon denilen olayla seminifer tiibiil limenine salinir. Sonug olarak ise

bir spermatogonyumdan 4 olgun spermium olusur (4,7).

Spermiyumlar

Insanlarda bir spermatogonyumdan olgun bir spermiyum spermatogenezis olay1 ile
yaklagik olarak 64 giinde meydana gelir ve olgun bir spermiyum bas, boyun ve kuyruk
bolgelerinden olusur (5). Bas bolgesinde yassi bigimli, yogun kromatin igeren bir ¢ekirdek ve
cekirdegin anterior yarisini Orten, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom bulunur.
Akrozom hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve en Onemlisi akrozin denilen tripsin
benzeri proteazlar gibi hidrolitik enzimleri igerir (6). Boyun bolgesi bas ile kuyruk arasindaki
baglantiy1 saglayan dar bir par¢adir ve sperm kuyrugunun merkezi pargasi olan aksonemi
olusturan proksimal sentriol ile distal sentriol olmak f{izere bir ¢ift sentriol bulundurur (4).
Kuyruk bolgesi ise orta parga, esas parga ve son par¢a olmak iizere {i¢ kisimdan olusur.
Kuyrugun orta pargasinda sarmal olarak dizilmis mitokondriler, 9+2 mikrotiibiiler yapidaki
aksonem ve sperm boynundaki baglant1 par¢asindan kuyruk boyunca uzanan dokuz adet dis
yogun fibrillerden olusmustur. Esas parca kuyrugun en uzun parcasidir ve spermin One
hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma igin saglam bir iskelet olusturan yedi adet
dis yogun fibrille sarili merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusur. Kuyrugun en kisa
parcasi olan son parcada ise yalnizca aksonem bulunur, dis yogun fibriller ve fibréz kilif
bulunmaz (7,9).

Erkeklerde puberteyle baslayan ve yashiliga kadar siiren bu siirecte bir testiste bir giinde
ortalama 50 -150 milyon spermiyum tretilirken bir spermatogonyumdan olgun bir
spermiyumun tiretilmesi 70 + 4 giinliik bir zaman gerektirir (9).

Insanlarda spermatogenezisin her seminifer tiibiilde es zamanli olarak gergeklesmemesi
ve bazi liimende serbest spermiyumlara rastlanirken bazilarinda yanlizca spermatidlerin
gozlenmesi seminifer tiibiillerde diizensiz bir goriinime yol agar. Siganlarda ise herbir
seminifer tiiblilde spermatogenezis es zamanli olarak gerceklesir. Ayrica spermatogenezis
evrelerinin sayis1 hayvan tiirlerine gore farkliliklar gosterir. Insanlarda 6, farede 12, siganda
14 adet spermatogenezis evresi goriiliir (4,9).

Spermatogenezis bir spermatogonyumdan olgun spermiyum olusurken meydana gelen
¢ogalma, biliyiime, olgunlasma ve baskalasim evrelerini igeren bir siiregtir ve {i¢ fazda

gergeklesir (5).
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Sekil 3: Spermin yapisi.

® Spermatogonal evre (Spermatositogenez):

Spermatogonyumlarmm  boliinerek  spermatositleri  olusturduklari  bu  evre
Spermatositogenez (Yun. Sperma; tohum + kytos; hiicre + genesis; iiretim) olarak adlandirilir
(10).

® Spermatosit evresi (mayoz boliinme):

Spermatositlerin ardarda iki mayoz boliinme gegirerek spermatidleri olusturduklar: ve
kromozom sayilar1 ile DNA miktarmi her hiicrede esit olarak yariya diisiirdiikleri bu evre

Mayoz Boliinme olarak adlandirilir (10).
e Spermatid evresi (Spermiyogenez)

Spermatidlerin  bir dizi hiicre farklilagmas1 siireci gegirerek spermiyumlari

olusturduklar1 bu evre Spermiyogenez olarak adlandirilir (7).
Spermatogenezis

Spermatogenez, bazal lamina iizerine yerlesmis, yaklagik olarak 12 um ¢apta, ¢ekirdegi
soluk boyanan kromatin igeren, diploid, ilkel bir germ hiicresi olan spermatogonyum ile

baslar. Spermatogonyumlar testosteron hormonunun etkisiyle pubertede mitoz bdlinmeler
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gegirerek  diger  spermatogonyumlart ve  primer  spermatositleri  olustururlar.
Spermatogonyumlarin kiiciik, 12 pm ¢apinda, yuvarlak sekilli, bol heterokromatin iceren oval
¢ekirdege sahip tip A koyu spermatogonyumlar, tip A acik spermatogonyumlar ve tip B
spermatogonyumlar olmak tizere 3 tipi vardwr. Tip A koyu spermatogonyumlar yedek
hiicrelerdir. Mitozla boliinerek diger tip A koyu spermatogonyumlart ve tip A agik
spermatogonyumlari olustururlar. Tip A ag¢ik spermatogonyumlar da mitozla boliinerek tip B
spermatogonyumlari, onlar da primer spermatositlere farklilagsarak birinci mayoz boliinmenin
profazina girerler ve yaklasik 22 giin siiren bu asamadan sonra hizla birinci mayoz
boliinmelerini tamamlayarak yalnizca 23 kromozom igeren, daha kii¢iik yapidaki ve n sayida
DNA miktarina sahip sekonder spermatositleri olustururlar. Histolojik kesitlerde interfazda
kisa siire kalan ve hizli bir sekilde ikinci mayotik boliinmeye giren, ortalama 8 saatlik bir
yasam siiresine sahip sekonder spermatositlerin gézlenmesi zordur. Sekonder spermatositlerin
de kromozom sayisinin tiirler i¢in sabit bir miktarda kalmasini saglayan mayoz boliinmeyi
tamamlamasiyla 23 kromozoma sahip, yuvarlak sekilli, yaklasik 8 pm capinda, fertilizasyonla

normal diploid yapiya donen haploid yapidaki spermatidler olusur (8,10).

Bir adet tip A agik spermatogonyumdan gelisen ve bol miktarda graniillii endoplazmik
retikulum, mitokondri, iyi gelismis golgi kompleksi iceren tiim spermatidler birbirlerine
sitoplazmik kopriciiklerle baghdirlar. Bunlar hidrolitik enzim depolayarak, organellerinin
miktarim azaltarak, sitoplazmalarmnin bir kism1 dokerek, flagellum ve ilgili iskelet yapismni
sekillendirerek spermiumlara doniisiirler. Bu siire¢ spermiyogenez olarak adlandirilir ve {i¢

fazdan olusur (8-9).

1) Golgi Fazi: Spermatid sitoplazmasinda, diiz endoplazmik retikulum, cekirdegin
yakininda belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol ve serbest ribozomlar
bulunur. PAS pozitif boyanan, kiigiik yapidaki proakrozomal graniiller golgi kompleksinde
biriktikten sonra birleserek tek bir akrozomal graniilii membranla sinirlanmis bir akrozomal
vezikiiliin i¢cinde olustururlar. Sentriyoller de akrozomun olustugu bdlgenin kars1 kutbuna goc

ederek hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler ve flagellar aksonemi olusturmaya baslarlar

(10) (8).

2) Akrozomal Faz: Yogunlasan ¢ekirdegin 6n yarisini akrozomal vezikiil ile graniiller
kaplar ve bu asamadan sonra da korona radiata hiicrelerini tubal mukozal enzimler ile birlikte

birbirinden ayiran hyaluronidaz, zona pellusiday1 eriten esteraz, néraminidaz, asit fosfataz ve
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etkisi tripsine benzeyen proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igeren, lizozomun 6zellesmis bir
tipi gibi is goren akrozom adin1 alirlar. Akrozomal faz evresinde hiicrenin akrozom igeren 6n
kutbunun seminifer tiibiil tabanina dogru yonelmesine ek olarak nukleus uzar daha yogun bir
hal alir, sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur, mitokondriler
spermiyumlarin hareketlerinin kaynagini aldigi yer olan orta parca adi verilen kalinlagmis
bolgeyi flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak olustururlar. Flagellumun hareketi
ise dynein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin, ATP’nin ve mikrotiibiillerin

etkilesmesi sonucu olusur (4).

3) Matiirasyon Fazi: Olusan spermiyumlar seminifer tiibiil limenine dogru salinirlar ve
geriye  kalan artik  sitoplazma  Sertoli  hiicreleri  tarafindan  fagosite edilir.
Spermatogonyumlarm boéliinmesiyle ve sonraki asamalarda olusan hiicrelerin tamamen
ayrilmayip birbirlerine sitoplazmik kopriilerle bagh kalmalari, yaklasik 70 giin siiren, tek bir
spermatogonyumdan olusan primer ve sekonder spermatositlerle spermatidler arasindaki
iletisimin  devamliliim1 saglar. Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazma katlantilarinda
spermiyogenezis asamasini gegiren spermatid olgun spermiyuma doniisiir ve spermiasyon

olayiyla seminifer tiibiil liimenine salinir (4,7).

Interstisyel Bag Dokusu

Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen ve tiibiillerin arasindaki bosluklar1 dolduran, lamina
propriya da denilen gevsek bag doku yapisindaki interstisyel bag dokusunda Leydig hiicreleri,
fibroblastlar, mast hiicreleri, sitoplazmasinda aktin filamentlerini igeren, diiz kas hiicrelerine
benzetilen ve hareketsiz spermleri rete testise ilerleten ritmik kasilma hareketlerinden sorumlu
olan myoid hiicreler (peritiibiiler kontraktil hiicreleri), kollajen lifler, Leydig hiicrelerine
dontisebilen farkilasmamis mezenkimal kokenli hiicreler, bag doku elemanlari, sinirler, kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢cmesine olanak saglayan pencereli tipteki

testikiiler kapillerler, kan damarlar1 ve lenfatik damarlar bulunmaktadir (4).
Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri seminifer tiibiillerin arasindaki gevsek bag dokusunda cogunlukla
pencereli tip kapiller ve kii¢iik lenf damarlarina yakin konumda tek tek ya da kiigtik gruplar
halinde yerlesen, yaklasik olarak 15 pm ¢apinda poligonal sekilli, eozinofilik, ¢ok sayida

mikrovillus tek nukleus ve periferde yer alan 1-2 nukleolus igeren biiyiik hiicrelerdir (8).
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Leydig hiicre sitoplazmasinda insanlara 6zgii Reinke kristalleri olarak adlandirilan kristalize
proteinler, steroid hormon tiireten hiicrelerin tipik 6zelligi olan tiibiiler kristali mitokondriler,
sik1 paketlenmis bol graniilsiiz endoplazmik retikulum (AGER), ¢ekirdegin hemen yaninda
biiyiik ve iyi gelismis bir golgi kompleksi ve ¢ok sayida yuvarlak lipid damlaciklar1 bulunur.
Daha az sayida ribozom, graniillii endoplazmik retikulum (GER), lizozom, peroksizom ve bol
lipid damlaciklar1 bulunurken salgi vezikiilleri bulunmaz. Leydig hiicre sayist ve aktivitesi
hormonal uyarilara baghdir ve tiirlere gore degiskenlik gosterir. Gebelik sirasinda iiretilen
plasental gonadotropik hormon maternal kandan fetusa gegerek leydig hiicrelerini uyarir. Bu
hiicrelerde mitokondri ve AGER’lerinde bulunan enzimlerce erkek genital organlarinin
farklanmasi1 ve sekonder seks karekterlerinin gelisiminden sorumlu hormon olan testosteronu

sentezlerler (7,10).

Kan-testis bariyeri

Kan-testis bariyeri, seminifer tiibiiller ile interstisyel kan damarlar1 arasinda yer alan ve
seminifer tiibiillere immiinoglobiilinlerin gegmesini dnleyerek germ hiicrelerinin kandan gelen
zararll ajanlara kars1 korunmasmi saglayan, sertoli hiicrelerinin kurdugu siki baglantilar ile
olusan bariyerdir (10). Seksiiel olgunlasmanin immunolojik yetenegin gelismesinden sonra
meydana gelmesi sebebiyle spermatogenez sirasinda ortaya c¢ikan birtakim proteinler
farklilagsmakta olan sperm hiicrelerinin yabanci olarak algilanmasia ve yok edilmesine sebep
olabilecek bir immiin yanit1 tetikledikleri i¢in, kan-testis bariyeri gelisen spermler ve immiin

sistem arasinda olusabilecek her tiirlii etkilesimi ortadan kaldirir (4).
2.2. Noroendokrin Sistem

2.2.1. Hipotalamohipofiziyal sistemin ana hatlari
Hipotalamus ve hipofiz bezi (pituitar bez), hipotalamohipofiziyal sistem olarak

adlandirilan, birbiri ile biitiinlesmis ndéroendokrin bir ag olustururlar.

Hipotalamohipofiziyal sistem iki ana kisimdan olusur; 1- hipotalamik adenohipofiziyal
sistem, hipotalamusu anterior hipofize baglar, 2- hipotalamik noérohipofiziyal sistem,

hipotalamusu posterior hipofize baglanmaktadir.

Hipotalamus diyensefalon tabaninda yer alir ve 3. Ventrikiil duvarmin da bir kismin1

olusturur, igerisinde bazilar1 hormon salgilayan, nukleus adi verilen noron topluluklarina
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sahiptir. Noroendokrin hiicreler, kan-beyin bariyerinin arkasinda yerlesmislerdir ancak salg1

iiriinleri kan-beyin bariyerinin disinda salgilanmaktadir.

Hipotalamusun noroendokrin hiicreleri, peptid yapisinda, tetikleyici (releasing) ve
inhibitér hormonlar veya faktorler ile hipofiz bezi lizerinde pozitif veya negatif etkiler
gosterirler; tetikleyici ve inhibitor hormonlar, aksonlar ile norohipofize iletilen

ndrotransmitter maddelere gore, ¢cok kisa bir siire cevap olustururlar.

Noroendokrin hiicrelerin norohipofiz igerisinde yer alan akson terminallerinde norofizin
adi1 verilen tastyic1 proteinlere bagli peptit hormonlar iceren bol miktarda depo salg1 graniili
bulunur. Noral uyarilarin kontroliinde, hormon ve tastyici proteinlerin her ikisi de, eksositoz

ile, hemen yakin ¢evredeki pencereli tip kapillerler icerisinde salgilanirlar.

Anterior hipofiz kan damarlarindan zengindir. Hipotalamusun alt kisminda veya hipofiz
sapinda, pencereli tip kapiller pleksusa (primer pleksus adi verilir) sahiptir. Primer pleksus,
portal venlere, hipofiz bezi anterior lobunda bulunan sekonder pleksussa baglanarak

hipotalamohipofiziyal portal sirkiilasyon olusturulur.

Anterior hipofizdeki epitelyal hiicreler tarafindan salgilanan hormonlar, graniillerde
depo edilirler ve tasiyict bir proteine sahip degildirler, endokrin uyarilar sonucu, sekonder

kapiller pleksus igerisine, siklik, ritmik veya pulsatil (nabiz seklinde) olarak salgilanirlar.

Anterior hipofizin epitelyal hiicrelerinden salgilanan hormonlar, uzun bir cevap

olusturma siiresine sahiptir; bu siire, bir giin hatta bir ay kadar kalic1 olabilir (4).
Hipofiz
Hipofiz embriyolojik olarak iki farkli kokene sahip iki dokudan olusmustur: 1-

adenohipofiz, epitelyal bez kismi 2- nérohipofiz, ndral kisim.

Adenohipofiz ii¢ alt boliim olusmustur: 1- Pars distalis veya anterior lob, bezin esas
kismidir 2- Pars tuberalis ndral kisim olan infundibular sap1 kismen veya biitiiniiyle yaka
tarzinda sarmaktadir. Hep beraber hipofiz sapini olustururlar. 3- Pars intermedia veya
intermediyer lob, yetiskinlerde rudimenterdir. Ince bir ¢izgi pars distalisi noérohipofizden

ayirmaktadir.
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Pars distalis histolojisi

Pars distalis iic elemandan olusur: 1-epitelyal hiicre kordonlari, 2-az miktardaki bag

dokusu stromasi ve 3- pencereli tip kapillerler.

Kordonlar seklinde diizenlenen epitel hiicreleri, hipotalamustan kan getiren pencereli tip
kapiller ile sarilmistir. Salgilanan hormonlar kapiller ag igerisine geger, buradan da vendz

slinuslara agilan hipofiziyal venlere bosalir.

Anterior hipofizde ii¢ ayr1 tipte endokrin hiicre bulunur: asidofiller, bezin yan

taraflarinda yaygindir; bazofiller, bezin orta kisminda ¢ogunluktadirlar ve kromofoblar.

Asidofiller iki esas peptid hormon salgilamaktadir: biliyiime hormonu ve prolaktin.
Bazofiller glikoprotein hormonlar salgilarlar: folikiil stimiilan hormon (FSH), luteinlestirici
hormon (LH), tiroid stimulan hormon (TSH) ve adrenokortikotropik hormon (ACTH).
Kromofoblar hormon igeriklerini bosaltan ve bu nedenle tipik asidofil ve bazofil boyanma

afinitesini kaybeden hiicrelerdir (4).
Bazofiller tarafindan salgilanan hormonlar: Gonadotropinler, TSH ve ACTH

Gonadotropinler (FSH ve LH) ve TSH ortak ozelliklere sahiptir: 1) Glikoprotein
yapidadirlar ve 2) iki zincir igerirler. a zinciri, bir glikoproteindir ve FSH, LH ve TSH i¢in
ortaktir ancak B zinciri her bir hormon i¢in 6zgiindiir. Bundan dolay1  zinciri her bir hormona

ayr1 bir 6zellik kazandirmaktadir.
Gonadotropinler: FSH ve LH

Gonadotropinler, FSH ve LH hormonlarinin her ikisini de salgilamaktadirlar.

Gonadotroplar, anterior hipofiz hiicrelerinin yaklasik %10’unu olustururlar.

Gonadotropinlerin salgilanmasi, hipotalamusun arkuat ve preoptik alanlarinda iretilen
bir dekapeptid olan gonadotropin tetikleyici hormon (GnRH) tarafindan stimiile edilir. GnRH,
anterior hipofizdeki diger hormonlar gibi nabiz tarzinda salgilanir. FSH ve LH’m her iKisinin

sentez ve salgilanmasi tek bir bazofil hiicre tarafindan yapilmaktadir.

FSH disilerde folikiilogenezis adi verilen siirecte ovaryan folikiillerinin gelisimini

stimiile eder, erkeklerde ise testiste yer alan Sertoli hiicreleri lizerine etki ederek
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androjenlerden Ostrojenlerin aromatizasyonunu stimiile eder ve testosteronla baglantili olarak

androjen baglayici proteinin iiretimini saglar.

LH disilerde korpus luteum ve ovaryan folikiillerde steroidogenezisi uyarirken,
erkeklerde ise testiste yer alan Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron hormonunun

sentezini kontrol etmektedir (4).
Tiroid uyarict hormon (TSH)
Anteriyor hipofiz hiicre toplamini %35 kadar1 tirotropik hiicreler tarafindan olusturulur.
TSH, tiroid fonksiyonlarini ve biiyiimeyi diizenleyen bir hormondur.

Tirotropin -tetikleyici hormon (TRH), hipotalamusta iiretilen ve li¢ amino asitten olusan
bir peptit olup, bazofillerde TSH nin sentez ve salgilanmasini stimiile etmektedir. TSH ayni

zamanda prolaktin salgilanmasini da uyarmaktadir.

TSH salgilanmasinin inhibisyonu, tiroid hormonlari olan triiyodotironin (T3) ve tiroksin

(T4) konsantrasyonlarinin artmasi ile olmaktadir.

TSH salgilanmasinda azalma (hipofizde cok nadir gozlenen konjenital hipoplazi
durumunda goriiliir); hiicre metabolizmasi, 1s1 ve metabolik hizda diisme mental gerilik ile

karakterize edilen hipotrodizim’in meydana gelmesine neden olur.

Hipotiroidizm, tiroid bezi hastaliklarinda veya diyette iyok eksikligi durumunda da

goriilebilir.
ACTH (Adrenokotrikotropik Hormon)

ACTH veya kortikotropin, 39 amino asit uzunlugunda (4,5 kDa), kisa sirkiilasyon
zamanina (7-12 dakika) sahip, tek zincirli bir proteindir. Bu hormonun primer fonksiyonu,
adrenal bez korteksinde yer alan zona fasikiilata ve zona retikiilaris tabakalarmin
biiylimelerini ve steroid sentezlemelerini sitimiile etmektedir. Adrenal bez korteksinde yer
alan zona glomeriiloza tabakas1 ise anjiotensin II'nin kontrolii altindadir. ACTH nin adrenal
korteks tizerine etkisinde siklik adenozin monofosfat (cAMP) aracilik etmektedir. ACTH,

adrenal bezin haricinde, ayrica deride pigmentasyon artis1 ve lipolizise de neden olmaktadir
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ACTH, anteriyor hipofizde olusturulan pro-opiyomelanokortin (POMC, 31 kDa) adi
verilen, glikozillenmis biiyiik bir dnciil maddeden koken alir. POMC’nin olusturdugu iiriinler

asagida belirtilmistir.

1. Fonksiyonu bilinmeyen N-terminal peptid, ACTH ve B-lipotropik hormon (B-LPH)

ad1 verilen bu iic POMC {iriinii de, anteriyor hipofizden salgilanirlar.

2. Yariklanma tirtinleri olan B-LPH, y-LPH ve B-endorfin dolagima verilir. B-LPH ve -
LPH lipolitik etkiye sahipler fakat, insan yag mobilizasyonundaki kesin etkileri

bilinmemektedir.

3. y-LPH, B-melanosit sitimiilan hormon amino asit dizilimini i¢erir (B-MSH;insanlarda
salgilanmaz). B-Endorfin ise, met-enkefalin (met-enk) dizilimini igerir. B-Endorfin’in

hipofizde met-enkefaline yariklandigina dair bir delil yoktur.

4.ACTH, a-MSH ve kortikotropin-benzeri intermediyer peptid (CLIP)’e yarilanir. o-
MSH ve CLIP hormonlari, pek ¢ok balik tiirii, kurbagagiller ve siiriingenler gibi bazi tiirlerde,
hipofiz bezinin Ozellikle pars intermediya bolgesinde yer alir ve derideki melanoforlarda

melanin graniillerinin dagilmasina ve derinin koyu renk almasina neden olur.lar
ACTH’nin salgilanmas1 su sekilde kontrol edilir:

1. Hipotalamustan kortikotropin etkileyici hormon (corticotopin- releasing hormone;
CRH) salgilanir. CRH paraventrikiiler niikleuslarda (cekirdeklerde) antidiiiretik
hormon(ADH) ile birlikte bulunur. ADH ve anjiotensin II’in her ikisi de, ACTH

salgilanmasida, CRH ’nin etkisini artirir

2. Kanda kortizoliin yiiksek seviyede bulunmasi inhibitér etkiye neden olur, bu etki
CRH salgilanmasmin engellenmesi veya bazofil kortikotroplar (ACTH-salgilayan hiicreler)

tarafindan ACTH salgilanmasmin durdurulmas: ile gergeklestirilir.

ACTH sirkadiyen tarzda salgilanir (sabahki en yliksek seviyeyi yavas bir diisme izler)
(4).

2.2. Travmatik Beyin Hasan
Travmatik beyin hasari, ani ve siddetli bir darbe gelmesi sonucunda beynin kafatasiyla

carpigmast siirecidir. Bu ¢arpisma beyni zedeleyebilir, sinir liflerini yirtabilir ve kanamaya yol
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acabilir. Travmatik beyin hasari mermi gibi cisimlerle, hatta kirilmig bir kafatasi pargasinin
beyin dokusuna girmesiyle bile meydana gelebilir. Travmatik beyin hasarinin agirligi, beynin
hangi kisminin etkilendigine ve hasarin derecesine gore biiyiik degisiklikler gosterir. Hafif bir
travmatik beyin hasari gegici zihin karisikligi ve bas agrisina neden olurken ciddi bir

travmatik beyin hasari, 6liime yol agabilir (12-13).

Travmatik beyin hasar1 endiistriyel diinyada oldukg¢a fazla karsilagilan ve yiiksek oranda
can kaybina yol agan, maliyeti yiiksek tedaviler gerektiren onemli bir hastaliktir (14).
Travmatik beyin hasar1 ¢esitli kazalar sonucu Oncelikli olarak beynin fiziksel olarak zarar
gormesi anlamina gelmektedir. Zarar goren beyin diger dokular1 da etkilemektedir. Sinir
sistemini, kardiyovaskiiler sistemi ve akciger dokusunu etkiledigi yapilan caligmalarla

kanitlanmistir (15-17).

Travmatik beyin hasar1 modern toplumlardaki sakatlik ve 6liimle sonuglanan en 6nemli
sebeplerden biridir (17). Her yil can kaybi orami ve masraflara harcanan maddi miktar
artmaktadir (14). Amerika Birlesik Devletleri’nde mortalite ve morbiditenin en 6nemli ortak
nedenidir. Her yil hesaplanan ekonomik yiik, zihinsel isgéremezlik, iiretkenlik kayb1 ve saglik
masraflar1 dikkate alindiginda 10 milyar dolar1 bulmaktadir (18).Giintimiizde hasardan sonra
uzun zaman sakatligini 6nlemek i¢in higbir tedavi edici miidahale yoktur ve sadece akut beyin
O0demini ve intrakranial basinci azaltan tedavi segenekleriyle sinirlandirilmistir. Bu yiizden

yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir (18-19).

Travmatik beyin hasar1 serebral metabolizma ve enerji iiretimini etkileyen fizyolojik,
biyokimyasal ve hiicresel degisimlerle sonuglanir (20). Beyin hasari, direkt ve indirekt
mekanizmalar yoluyla yapisal ve fonksiyonel hasara sebebiyet verebilir. Bazi hiicreler ve
aksonlar beyindeki fiziksel deformasyondan dolay1 direkt etkilenirken, néronlarin biiytik bir

kismi ise patolojik olaylarin kaskadlarindan dolay1 kaybolur (21).

Travmatik beyin hasarinin kompleks patofizyolojisi bulunur ve bir¢ok alanda ve 6zel
mekanizmalarda meydana gelir (22). Bir¢ok deneysel ¢alisma yeni yaklagimlar
olusturabilmek i¢in biyomekanik ve patolojik deneylere odaklanmistir (22). Sadece direkt
hasara yol agmazken ayni zamanda sinirsel hiicre kaybmi geciktirmek i¢in biyokimyasal
degisiklikleri indiikler. Bu biyokimyasal degisiklikler sekonder hasar olarak tanimlanir. Beyin

hasarmdan sonra sekonder hasarmn patogenezinde reaktif oksijenlerin iglevini gdsteren
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deneysel bilgi vardir. DNA ve oksidatif protein hasar1 gibi membran lipidlerinin
peroksidasyonu araciligi ile hiicresel hasara sebep olan serbest radikal tiirlerinin {iretimini
indiikler (23). Oksidatif stres beyin hasarindan hemen sonra baslar ve noronal disfonksiyon ve

oliimle sonuglanan olaylar1 baslatir (23-24).

Ayrica travmatik beyin hasari primer ve sekonder olarak 2 grupta smiflandirilabilir.
Primer, travmadan hemen sonra meydana gelen hasardir. Sekonder ise travmadan birkag saat
ya da birka¢ giin sonra olusabilen hasardir (15). Sekonder beyin hasari i¢in 2 patojenik
mekanizma tanimlanir: eksitotoksisite ve apoptoz. Apoptoz proliferasyondaki hiicreleri veya
farklilasan hiicre popiilasyonlarini elimine eden bir formdur. Beyin travmasi, gelisen beyinde

fizyolojik apoptotik mekanizmay1 aktive eder.

Travmada etkilenen 6nemli 2 beyin yapist korteks ve hipokampustur. Hipokampal
noronlar hafiza ve Ogrenmede ciddi rol oynar. Travmadan sonra hafiza fonksiyonu
hipokampusun zedelenebilirliginden dolay1 bir risktir. Hipokampal ndéron kaybi ¢ogu kez

beyin travmasinda olusmustur ve hafiza kayiplariyla baglantilidir (25).

2.3. Apoptoz

2.3.1. Apoptoz’un Tamim Ve Tarihgesi

Organizma yeni hiicreler tretilirken, var olan hiicrelerin bir kismini hiicre 6limii ile
ortadan kaldirarak kendi dengesini korumaktadir. Hiicre oliimii iki farkli mekanizma ile
gerceklesir: apoptoz ve nekroz. Apoptozda ve nekrozda diizenli olarak birbirini izleyen
biyokimyasal ve morfolojik olaylar sonucunda hiicre 6limii gergeklesir (26). Apoptoz
programli, aktif RNA ve protein sentezi ile gerceklesen; enerji gerektiren bir Olimdiir.
Genetik ve biyokimyasal olaylar dizisidir (27-29). Hiicrelerin normal gelisimleri siirecinde
meydana gelen 6liim ilk olarak 1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmigtir. Programlanmis
hiicre 6limii terimi ilk olarak 1965 yilinda kullanilmistir. Apoptoz terimi ise ilk kez 1972
yilinda Kerr ve arkadaglar: tarafindan kullanilmistir. Yunanca bir kelime olan apoptoz; apo
(ayrilan) ve ptosis (diisen) kelimelerinin birlesiminden olusur ve “agactan diisen yapraklar’
olarak tarif edilmistir. Kerr, fizyolojik olarak o6len hiicrelerin ¢ekirdeklerinde yogunlagmis
kromatin parcalar1 gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu gézlemleyerek bu olay1
biizisme nekrozu olarak adlandirmistir. 1983 yilinda Duke ve arkadaslari, jel elektroforezi ile
apoptoz endoniikleazlarin aktive olarak merdiven basamagi denen karakteristik DNA

kiriklarina neden oldugunu gostermistir. Boylece apoptotik hiicre 6liimiiniin ilk biyokimyasal
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kanit1 elde edilmis ve apoptozisin genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla

regiile olan bir 6liim oldugu ortaya konulmustur (30).

Apoptotik hiicre membrani saglamdir ve {izerinde kiigiik cepgikler olusur (31-32) (Sekil
4).

Nekrotik hiicre lizise ugrarken apoptotik hiicre kii¢iik cisimciklere pargalanir. Apoptotik
cisimcikler membranla cevrilidir, nukleus ve diger organellerini ve parcalarini igerir.
Apoptotik cisimcikler inflamasyona neden olmazken fagositik hiicreler tarafindan sindirilirler
(33).

2.3.2. Apoptozun Goriildiigii Olaylar

Apoptotik hiicreler organizmanm bazi dokularinda siirekli olarak olusmaktadir ve bu
yasam boyunca devamlidir. Boylece 6liim (apoptoz) ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda
doku homeostazisini olusturan dinamik bir denge halindedir. Giinde yaklasik bir milyon hiicre
apoptoza ugrarken yerine yeni hiicrelerin yapimi devam etmektedir.

Apoptoz fizyolojik ve patolojik olaylar sonucunda gozlenir.

Fizyolojik Olaylar

Embriyogenez ve metamorfozda (Miiller ve Wolf kanallarinin involiisyonu, kalp gibi i¢i

bosluklu organlarin liimen olusumu)

e Vertebralarin néron gelisimi sirasinda (barsak kriptalar1 gibi siirekli prolifere olan
hiicre gruplarinin hiicre sayisinin dengelenmesinde)

e Uterusta endometriumun dokiilmesinde (menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun
kesilmesinden sonra meme bezlerinin gerilemesi gibi olaylarda)

o T lenfositlerin kontroliinde (T lenfositlerde dogru antijen kazanimi saglayamayan
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi )

e Epidermisin en iist tabakasi olan stratum korneumun siirekli dokiiliip yenilenmesinde
goriliir.

Patolojik Olaylar

e Her tiirlii neoplazide (sitotoksik ilaglar, iyonize radyasyon, hafif travma, hipoksi gibi
fiziksel ve toksik uyaranlara maruz kalan dokularda)

e Hormon bagimli dokularin patolojik atrofisinde, otoimmiin hastaliklarda sitotoksik T

hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimiinde
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e Pankreasta ve bobrekte duktus tikanmasi sonrasi goriilen patolojik atrofide apoptoz
goriilmektedir (34-35).

Sekil 4: Apoptoz ve nekroz (36).

2.3.2.1. Morfolojik Degisiklikler

Yiizey Degisimlerinin Kaybt

Apoptotik hiicre komsu hiicrelerle baglantisini  koparir, yiizey farklilagmalari
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(mikrovilliis gibi) yok olur ve hiicre yiizeyi yuvarlaklagir (37-38).

Kromatin Yogunlasmasi

Cekirdek apoptozda odak noktadir. Hiicreden hiicreye degisiklik gdstermekle birlikte
apoptozda c¢ekirdek genellikle biiziisiir. Kromatin yogunlasir ve parcalar halinde bir araya
toplanir. Cekirdek porlarin1 kaybeder, sekil olarak diizensizlesir ve ileri evrede kiigiik
¢ekirdek pargalarmna boliiniir. Cekirdekgik genisler, graniilleri kaba hal alir ve dagilir (38-39).

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Olusmast

Hiicre 6nce disa dogru tomurcuklanir. Bu tomurcuklar sitoplazma pargaciklar1 ve siki
paketli organeller igeren zarla sarili apoptotik cisimciklere dontistir (37-38).

Tiim bu morfolojik degisimler gerceklesirken aciga fosfatidilserin ¢ikar. Saglikli
hiicrelerinin i¢ plazma membraninda bulunan fosfatidilserin, apoptotik hiicrelerde plazma

membraninin dis yiiziinde bulunur ve fagositik hiicreler igin sinyal olusturur (40).
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2.3.2.2. Biyokimyasal Degisiklikler

DNA Fragmantasyonu

Hedef proteinlerden olan DNA, endoniikleaz ile ¢apraz bag yapan bir proteindir.
Kaspazlar bu proteini yikarak endoniikleazi serbestlestirir. Cekirdek ic¢ine giren Ca* Mg+
bagimli endoniikleaz, DNA kiriklar1 olusturur. 180 baz cifti ve katlar1 seklinde kiriklar olusur
ve merdiven basamagi adiyla karakterizedir.

Hiicre Iskeletinin Yikilmast

Kaspazlar aktini yikan bir proteini aktiflestirerek hiicrenin normal seklini kaybetmesine
neden olur (41).

Membran Degisiklikleri

Kaspazlarin etkisiyle yikilan aktin proteinleri hiicrenin seklini bozar. Yine kaspazlarin
etkisiyle hiicre zar1 asimetrisi bozulur, hiicre membraninin i¢ yiiziindeki fosfatidilserin yer
degistirerek zarm disina yerlesir. Ayrica bazi apoptotik hiicreler hiicre zarlarinda
thrompospandin adl1 adhezif bir glioprotein ve bazi hiicrelerin adhezyon molekiillerini (ICAM
3) igerirler. Bu membran degisiklikleri apoptotik hiicrelerin ¢evre fagositler tarafindan fark
edilip fagositoz edilmesini saglarken, transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerinde
olusan capraz baglanmalar membranlarin parcalanip apoptotik cisimleri olusturmasini saglar.
Hiicreler 6zellesmis yapilarin1 ve diger hiicrelerle olan temas ylizeylerini kaybederler. Su
kaybederek kiiciiliirler ve biiziigiirler. Sitoplazmanin yogunlastig1 ve organallerin birbirine
yaklastigi gozlenir (42).

Fagositoz

Apoptotik cisimler g¢evredeki parankima hiicreleri ve fagositler tarafindan fagosite

edilerek dokulardan uzaklastirilir (42).

2.3.3. Apoptoz Mekanizmasi
Apoptoz ekstrensek yolla hiicre membrani tarafindan 6liim sinyallerinin alinmasiyla,
genlerin DNA hasarma intrensek yanitiyla veya proteolitik enzimlerin dogrudan hiicreye

girisiyle (Perforin- Granzim) ile gelisebilir.

2.3.3.1. Ekstrensek / Reseptor Aracih Yol

Hiicre disindan kaynaklanan ve hiicre ylizeyindeki 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas
(APO-1 ve CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) uyarilmas ile diizenlenen
apoptozdur (34).
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TNF-a, TNF ile iliskili apoptozis uyarici ligantlar (TRAIL) ve Fas ligantlari, bazi
malign ve normal hiicrelerde kendilerine 6zgii reseptorlerle birleserek 6liime neden olurlar.
Bu proteinlerin hiicre digi kisimlar1 ligant baglanmast i¢in Onemlidir. Sitoplazmik
kisimlarinda kismen korunmus bir 6liim bolgesi (DD- Death Domain) bulunur. Bu bolgeler
sitoplazmik sinyal proteinlerine baglanarak apoptozu baslatir. TNFR-1 ile iliskili 6lim
bolgeleri TRADD, Fas ile iliskili 6liim bolgelerine FADD denir. Bu 6liim bolgeleri ile
prokaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskat seklinde gelisen aktivasyonlarini baslatir (35).

2.3.3.2. intrensek / Mitokondrial Yol

Apoptozun yaygin yolu olan intrensek yol hiicrenin kendi i¢inden, sitotoksik ilaglar gibi
hasar yapici ajanlarla baslar. I¢ sinyallerle olusan apoptozda mitokondri énemli rol oynar.
Apoptozu baslatan yollarmm kavsak noktasmin mitokondri oldugu goriilmiistiir. Dis zar
gecirgenligindeki artis sonucunda mitokondri zar potansiyelinin bozulmasi dis zarda hizla bir
sismeyle izlenir ve iki zar arasmmda bulunan c¢esitli proteinlerin hiicre sitoplazmasina
¢tkmasina neden olur. Temel olarak mitokondride solunum zincirinde yer alan bir enzim olan
sitokrom ¢, apoptoz indikleyici faktor (AIF), SMAC ve ENDO G adli DNAz enzim
sitoplazmaya salinir. Sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi geri doniisiimsiiz
bir noktadir. Sitokrom ¢’nin salinmasinda en 6nemli faktor Bel-2 ailesidir. Hem pro-apoptotik
hem de anti-apoptotik iiyeleri olan bu ailenin mitokondri tizerindeki etkileriyle hem sitokrom
c’nin sitoplazmaya salinmasi1 gergeklesir hem de bu salimim baskilanir. Sitokrom c,
sitoplazmada inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden
faktor) molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu saglar. Apoptozom
kaspaz 9’u aktiflestirmek tlizere keser, kaspaz 9 diger kaspazlarin proteolitik bir zincir halinde

aktifleserek apoptozun gerc¢eklesmesini saglar (34,43).

2.3.4. Apoptoz Regulatorleri

Apoptoz ¢ok sayida genler (c-myc), molekiiller (seramid), iyonlar (kalsiyum), proteinler
(p53) ve hatta organeller gibi mediatorlerle diizenlenir. Apoptozu diizenleyen genler cmyc,
p53 ve Bcl-2’dir ve iirettikleri proteinler ayni adi alir. P53, Bcl-2 ailesi, inhibitér apoptoz
proteinleri (1AP), kaspazlar gibi protein aileleri apoptoz regiilatorleridir (34,44).

Bcl-2 Ailesi

Mitokondride dig zar potansiyelinin degismesinden Bcl-2 ailesi adi verilen protein

grubu sorumludur.
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Antiapoptotik aile tliyeleri olan Bcl-2, Bcl-XL yine ayni aileden Bad, Bim, Bmf, Bid ve
BH-3 adi verilen proapoptotik proteinler tarafindan baskilanir. Proapoptotik liyeler normal
sartlarda inaktiftir bu nedenle mitokondrial zar gegirgenligi Bcl-2 ve Bcl-x sayesinde
degismeden kalir. Ancak cesitli uyarilar (bliylime faktoriiniin uzaklastirilmasi Bad’in,
kalsiyum artigt Bim’in, UV 15imn Bmf’nin) proapoptotik grubun aktiflesmesine yol agarlar,
sonugta Bcl-2, proapoptotik aile iiyeleri tarafindan baskilanir, Bcl-2 tarafindan inaktif
durumda tutulan ve yine ayni aileden olan Bak ve Bax proteinleri etkinleserek mitokondri dig
zarinda gecirgenlik porlarin olusumuna, zar potansiyelinin degisimine yol acar. Bu da
kaspazlarin aktivasyonu ve apoptozla sonuclanir. Kaspazlar inhibitér apoptoz proteinleri
(IAP) denen bir grup protein tarafindan baskilanur.

P53 Geni

p53, DNA gardiyani1 da denen ve bu giline dek iizerinde en ¢ok ¢aligilan tiimor slipresor
proteinlerden biridir. P53 sitoplazmada bulunan ve DNA’nin ya da hiicrenin agir bigimde
hasar gormesi durumunda, DNA’da belli genlerin aktivasyonuna, bdylece yapimlarmnin
artmasina (Bax, Apaf-1, Fas) belli genlerin de baskilanmasma (Bcl-2, Bcl-X) yol agarak
apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon faktoriidii. DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin
aktivasyonu, siirekli yapilan ama ubikitinleyici bir protein (mdm2) tarafindan belli bir hizda
yikilan p53 iin fosforillenmesine, fosforillenme ubkitinlenmenin bozulmasina yol acar.
Miktar1 artan p53 cekirdege gecerek ilgili genlerin ifade edilmelerini degistirerek hiicreyi
apoptoza sokar (45).

IAP Ailesi (inhibitor apoptoz proteinleri) Proteinleri

IAP’lar; antiapoptotik etkilerinin direkt kaspazlara baglanarak, kaspaz inhibisyonu ile
gosteren proteinlerdir. Apoptozun negatif diizenleyicileridir. Kaspazlar1 6liim reseptorleri ve
mitokondrial yol ile inhibe ederler (46).

Kaspazlar

Kaspazlar sistein aspartatik asit proteazlar olarak bilinir ve birbirleriyle homolog biiyiik
bir protein ailesidir. Kaspazlar proteolitik yariklanmayla aktiflesen negatif graniiller olarak
iiretilir. Bu giine dek yaklasik 100 kaspaz substrati rapor edilmistir.

Insanda yap1 ve fonksiyonlarina gore on bir degisik kaspaz tarif edilmistir:

e Baslica lenfokin yapiminda bulunan Kaspazlar: Kaspaz-1 (ICE), -4, -5, -11,-12, -13, -
14

e Sonuglandirici (effektor) Kaspazlar: Kaspaz-3 (CPP32/Yama), -6,-7
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¢ Baglatici (initiator) Kaspazlar: Kaspaz-2, -8 (FLICE/MACH),-9,-10 (47-48).

Oliim reseptorleri hiicre zar1 igine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre igine
bakan, hiicre i¢i tarafinda prokaspaz 8’in aktiflenmesini saglayan bir 6lim bdlgesi (death
domain) bulunan reseptorlerdir. Hiicre zarinda bulunan kendileri igin 6zgiin reseptorlere
baglanan ligandlar reseptoriin trimerik (ii¢ bilesenden olusan) bir yapiya doniismesine yol
acarlar ve hiicre i¢inde adaptdr molekiiller ad1 verilen bir dizi molekiille etkileserek prokaspaz
8’1 1ki farkl biyiikliikte pargaya boler. Baslatict kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif
durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7’nin bir zincir bi¢iminde
aktiflenmesine yol acar. Aktiflenen tiim kaspazlar hiicre makromolekiillerini parcalayarak
tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol agarlar. Aktif kaspaz 8, Bcl-2 ailesi
proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik olarak aktiflesmesine yol acar. Bid,
mitokondriden sitokrom c, bazi baska proteinlerin (SMAC) ve kalsiyumun serbestlemesine
yol acar. Boylece 6liim reseptorleri yolu mitokondriyal yolu da aktiflemis olur. Hiicreye
sitotoksik T reseptorleri yoluyla ulasan Fas ligandi, ya da TNF alfa, hiicre yiizeyinde bulunan
kendine 0©zgii reseptorlerine baglanarak apoptozu uyarabilir. Fas reseptoriiniin ligandi
aktiflenmis T lenfositlerde ayrica dalak, testis, karaciger ve bobrek hiicrelerinin yiizeyinde
ifade edilir. Cesitli viriislerle enfekte hiicrelerde ya da p53°iin aktiflenmesi sonucu Fas
reseptOriiniin ifadesi, o hiicrenin sitotoksik T lenfositler tarafindan 6ldiiriilmesini saglar. FAS
ve TNF alfa disinda TRAIL ve TRAIL reseptorleri de hiicre i¢inde benzer yollarla 6liimi
yaratabilir. TRAIL reseptorlerinin FAS reseptoriinden farkli olarak karaciger, noronlar,
miyositler, kolon, brons epiteli, Leydig hiicreleri gibi dokularda yapisal bigcimde ifade edildigi
ve TRAIL’in de bu dokularda bulundugu gosterilmistir. Hiicre disindan gelen sinyallerin
hiicre i¢inde apoptotik makinay1 calistirmasma aracilik eden yollardan biri de sfingolipid
yoludur. Sfingomiyelin, hiicre zarmm yapitaglarindan biridir. Radyasyon ve kemoterapinin
yant sira Olim reseptdrleri araciligiyla da aktiflenebilen bir enzim olan sfingomiyelinaz
tarafindan seramid’e doniistiiriiliir. Seramid, ayrica serin palmitol transferaz tarafindan da
sentezlenebilir. Seramidaz enzimiyle seramidden olusturulan sfingozin, Bid yapimini degisik
yollarla artirarak mitokondriyal yol {izerinden apoptozu tetikler (45).

Kaspazlar i¢in substrat olan poly ADP-Riboz polimeraz DNA zincir kiriklarma baglanip
nuklear protinleri modifiye etme gorevini iistlenir. PARP molekiiliiniin DNA’y1 onarmasi

kaspaz-3 ile pargalanmasini takiben 6nlenir (45).
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2.3.5. Spermatogeneziste Apoptozun Rolii

Doku canliliginda ve devaminda enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda ve normal
fizyolojik ortamin korunmasinda etkin olan apoptoz, testikiiler dokuda da sik saptanan bir
fenomendir. Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicreden mitotik ve mayotik bdliinmeler
sonucu hiicre farklilagsmasina ilave olarak germ hiicre 6limii de goriilir ve bu sperm
olusumunda kritik rol oynar (49-50). Apoptoz, spermatogenezde genellikle spermatositler ve
spermatogonyada programli hiicre 6limiine yol agar (51). Germ hiicrelerindeki bu 6liim
spermatozoanin normal gelisimi i¢in mutlak gereklidir. Kerr tarafindan yapilan bir ¢caligmada
testiste devamli olarak spontan apoptoz gergeklestigi bildirilmistir. Testiste defektif germ
hiicrelerinin yok edilmesine yonelik bu islemde erkek germ hiicrelerinin %75°1 apoptoza
maruz kalir (49). Erken gelisimsel evrede baslayan bu apoptotik hiicre eliminasyonu,
olgunlasmakta olan germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasinda uygun sayisal orami
saglamaya yonelik fizyolojik bir yanit olarak tanimlanmistir (50-51). Androjen eksikliginde,
azospermi ya da oligospermi hastalarinda deneysel kriptorsidizm olusturulan hayvanlarda, 1s1
artisginin oldugu olgularda testislerde olusan programli hiicre 6liimlerinde artma bulunabilir
(52). Spermatogenezde testikiiler germ hiicre apoptozunun hormonal kontrol altinda
gerceklestigi bildirilmistir (53-54). Hipofizektomize immature ratlarda hem germinal hem de
somatik hiicrelerde yaygin apoptoz ortaya ¢iktigi ve bu olgularda FSH ya da hCG tedavileri

ile bu yogun programlanmis hiicre 6liimiiniin engellenebildigi gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Birimi’nden
(DETFAB) temin edilen Wistar susu toplam 14 erkek sigcan (180-250gr) 14/2011 protokol
no'lu etik kurul onay: almarak kullanildi. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi
nedeniyle bu sus secilmistir. Tiim denekler ¢alisma sonlanincaya kadar Deney Hayvanlari
Laboratuvari’'nda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22 °C oda sicakliginda

barindirildi. Denekler dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet yem ile beslendi.
Iki ¢alisma grubu olusturuldu. Deney gruplar1 asagidaki sekilde diizenlendi:

I. grup, kontrol grubu: Hicbir uygulamaya maruz kalmayan ad libidum beslenen grup
(n=7).

1. grup, travma grubu: Travmatik beyin hasari uygulamasi yapilan grup. (n=7).

Travmatik beyin hasari uygulamasi: 10 cm uzunlugunda ve 1 cm araliklarla delinerek
olusturulmus kontiizyon aleti parietal kemige dayanmis 2 mm capinda yuvarlak footplate
iizerinde dik tutuldu. Beyin kontlizyonu i¢in 40 gr agmrhgin diisiiriilmesi ile bir travma
olusturuldu. Parietal kemige agirhigin diisiiriilme koordinatlar1 4 mm 6n x 3 mm yan seklinde

uygulanmistir. Kontiizyon giicii sag parietal kemige tek tarafli uygulanmstir.

Cerrahi prosediir O6ncesinde siganlar 10 mg/kg xylasine ve 60 mg/kg ketamin
hydrokloriir, IM olarak verilerek anestezi altina alindi. Hemen ardindan travma

gergeklestirildi.

Travmatik beyin hasarindan 24 saat sonra hayvanlar servikal dislokasyon yontemi
kullanilarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasinda alinan testisler Bouin soliisyonu igine

alinirken beyin dokular1 %10’luk tamponlanmis formaldehit i¢inde fikse edildi.

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneyseldir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirmanin deneysel ayag1 Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlar1 Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Histokimyasal ve immunohistokimyasal

degerlendirmeleri Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali’nda,
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biyokimyasal parametreler ise Dokuz Eyliil Universitesi Arastrma Laboratuvari’nda

(ARLAB) gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Cahsma Gruplan
I.Grup Kontrol Grubu: Higbir uygulamaya maruz kalmayan gruptur (n=7).
II.Grup Travma Grubu: Travmatik beyin hasar1 uygulanan deney grubudur (n=7). 40 gr

agirlik 10 cm yiikseklikten hayvanin parietal kemigi lizerine atilmistur.

3.4. Cahsma Materyali

Bu calismada Wistar susu erkek sicanlar (180-250 g) kullanildi. Toplam 14 adet sigan
kullanild. Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda,
Wistar susunun bulunmasi ve literatiir ile uyumlu olmasi nedeniyle bu sus secildi. Tim
hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik, 20-22 °C oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu
ve pellet yem ile beslendi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Arastirmada Grup I kontrol grubuna herhangi bir islem uygulanmamistir. Grup II

travma grubuna ise travmatik beyin hasar1 uygulanmaistir.

3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Arastirmada deneklerin agirliklarim1 6lgmek igin terazi; deneklerden elde edilen
dokularin doku takibinde etiiv, incelenmesinde kesit almak i¢in mikrotom, boyamalarda
kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi, immiinohistokimyasal incelemeler i¢in

nemli ¢cember ve otomatik mikropipetler kullanilmistir.

3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yontemler

Deney sonunda elde edilen doku 6rnekleri rutin doku takip prosediiriine maruz kalmas,
151k mikroskobik inceleme igin takibi yapilan dokularin ince kesitleri alinmis ve gesitli
histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalara tabi tutulmustur. Arastirmada
histokimyasal degisiklikler Mayer’s Hematoksilen& Eozin, Masson Trichrome boyasi, PAS
(Periyodik Asit Schiff Boyamasi); immiinohistokimyasal olarak DNA fragmantasyonunun

gosterilmesi i¢cin TUNEL ve Aktif Kaspaz 3 boyamasi yapilmustur.
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Elektron mikroskobik incelemeler i¢in elektron mikroskobu doku takibi yapildi. Yari
ince kesitler alindiktan sonra elektron mikroskobu icin kesitler alinarak incelemeler
gerceklestirildi.

Biyokimyasal incelemeler i¢in sakrifikasyon esnasinda deneklerden alman kanlar -
80°C’de saklandi. ELISA yontemi ile GnRH, LH, FSH, testosteron gibi hormonal seviyeler
degerlendirildi. Ayrica GPx ve MDA degerleri 6l¢iildii.

3.6.2.1. Ik Mikroskobik incelemeler

Alinan beyinler %10’luk formaldehit soliisyonunda 24-48 saat fikse edildi. Testisler ise
Bouin soliisyonunda fikse edildi. Daha sonra fiksatiflerin uzaklastirilmalari amaciyla 1 gece
akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96°lik etil alkol
serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.
Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez parafin
ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gomiildii (Tablo 1).

Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) aracilig1 ile Sp’luk parafin kesitler alind1.

Tablo 1: Doku takip protokolii.

Islem Madde Siire
Fiksasyon %10’luk Formaldehit/Bouin 24-48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70-80-961ik alkol 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflandirma Xylol 1-2 30’ar dakika

Parafin 1-2 1’er saat
Bloklama Parafin

3.6.2.1.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 30 dakika 60°C’lik etiivde birakild.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Daha sonra rehidratasyon islemi igin 5 degisim absolii alkol-%70’e azalan alkol serilerinden
gecirildi, kesitler distile su ile calkalandiktan sonra 10 dakika Hematoksilen (01562E,
Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile boyandi. Boyamanm ardindan,
boyanin fazlasmin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan Kesitler, 2
dakika Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile
boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri Absolii alkolden gegirilen
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kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’°ser dakika ti¢ degisim ksilende tutulduktan sonra entellan
(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 2).

Tablo 2: Hematoksilen-Eozin boyama protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda 1s1sinda) 10 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (Oda 1si1sinda) 10 Dakika
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ 11k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 Dakika
Yikama Akarsu 10 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Yikama %70-80-96-100-100’lik Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.1.2. Masson-Trikrom Boyamasi

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 30 dakika (etiivde) diger ikisi 20’ser dakikalik ii¢ farkli ksilende tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi igin 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden geciridi. Ve akarsuda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trikrom boyama seti
(2049 GBL, Istanbul, Tiirkiye) igerisinden dokular iizerine 8 damla Weigert hematoksilen
boyasi ile 8 damla ferrik kloriir ¢6zeltisi damlatildi ve 20 dakika bekletildi. 1 dk distile su ile
yikandiktan sonra 8 damla asit-alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler distile suyla iyice
yikandi. Ardindan 8 damla Ponceau asit fuksin azofloksin ¢ézeltisi dokunun iizerini tamamen
kaplayacak sekilde uygulandi. 5 dakika sonra uzaklastirildi ve 1 ml stok asit ¢ézeltisi ve 29 ml
distile su ile hazirlanan asitli su ile kisaca yikandi. 8 damla fosfomolibdik asit turuncu G
boyasi ile 20 dakika muamele edildikten sonra asitli su ile yikandi ve 8 damla agik yesil boya

ile 5 dakika boyandi Boyamanin ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol
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serilerinden gecirildi. Ksilen ile seffaflandirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi (Tablo
3).

Tablo 3: Masson-Trikrom boyama protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (Oda Isisinda) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (Oda Isisinda) 20 Dakika
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No:1 + No:2 Soliisyonu 10 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No:3 4 Dakika
Boyama No:4 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama No:5 10 Dakika
Boyama No:6 5 Dakika
Yikama Distile Su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100’liik Alkoller Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.1.3. Periyodik Asit Schiff Boyamasi (PAS)

Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde birakildi.
Ardindan ilki 1 saat (etiivde) diger ikisi 30’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha
sonra rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolii alkol ve %96’dan %70’e azalan alkol
serilerinden gegirildi, kesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra 3-5 dakika periyodik asit ile
boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi ig¢in 1-2 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 20-23 dakika schiff boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra 5 dk
akarsuda tutuldu. Daha sonra dehidratasyon islemi i¢in sirastyla %70, %80, %96 ve 2 seri

Absolii alkol serilerinden gegirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20’°ser dakika {i¢ degisim
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ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.

(Tablo 4).

Tablo 4: Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 1 Saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70’lik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su 10 Dakika
Boyama Periyodik Asit 3-5 Dakika
Yikama Akarsu 1 Dakika
Boyama Schiff 20-23 Dakika
Yikama Akarsu 1-2 Dakika
Boyama Hematoksilen 1-2 Dakika
Yikama Akarsu 5 Dakika
Dehidratasyon %60-70-80-96-100’liik Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.1.4. Cresyl Violet boyamasi

Kesitleri alinan beyinler, lama iyice yapismalari i¢in 3 giin siire ile 37°C’lik etiivde

bekletildi. Daha sonra deparafinizasyonlar1 yapilarak azalan alkol serilerinden gecirilen

kesitler distile suya getirildi. Yeni hazirlanan boya soliisyonunda 20 dk bekletildi. %96’lik

alkolde calkalanarak 3 degisim ksilolden gecirilerek entellan ile kapama yapildi.

Tablo 5: Cresyl Violet boyama protokolii.

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 37°C Etilivde 3 Gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (Etiivde) 1 Saat
Deparafinizasyon Ksilen 2-3 (Oda Isisinda) 30 Dakika
Rehidratasyon %100-100-96-80-70’1ik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su
Boyama Cresyl Violet 20 Dakika
Dehidratasyon 96’lik Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1-2-3 20’ser Dakika
Kapama Entellan
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3.6.2.2. Histolojik Skorlama

3.6.2.2.1. Johnson Testikiiler Biyopsi Skoru

Deney gruplarindaki her bir hayvan igin ayr1 ayr1 20 adet tiibiil degerlendirilerek her bir
tiibiile Johnsen Testikiiller Biyopsi Skorlamasi yapildi. Gruplar arasi istatistiksel
karsilastirmalar icin One Way ANOVA testi kullanildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri
anlaml1 kabul edildi.

Tablo 6: Jonhson testikiiler biyopsi skorlamasi (55).

Skor Histolojik Bulgular

[EEY
o

Birgok spermatozoa bulunan tam bir spermatogenezis

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

Yalniz birkag spermatozoa var (<5-10)

Spermatozoa yok, birgok spermatid var

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

Spermatozoa/spermatid yok, cok sayida spermatosit var

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

Germ hiicresi olarak yalniz spermatogonia mevcut

Tibiiller icerisinde germ hiicresi yok, Sertoli hiicreleri mevcut

P N W B~ O oo N 0o ©

Tibiiller icerisinde hiicre yok

3.6.2.3. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in DNA fragmantasyonu immiinolojik yontemlerle
gosterildi. Apoptotik sinyaller DNA iizerinde kiriklar olusturmaktadir. Ag¢iga ¢ikan DNA
parcaciklarinin serbest 3'-OH uclarina terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) aracilig1 ile
biotin ile isarctlenmis ve isarctlenmemis deoksiniikleotidler eklenir. Daha sonra biotin ile
isaretlenmis niikleotidler, streptavidin-horseradish peroksidaz konjugati ile tespit edilir.
Diaminobenzidine, isaretlenmis Ornek ile tepkimeye girerek DNA kirig1 bolgesinde
coziinemeyen bir substrat olusturur. Metil yesili veya hematoksilen ile ters boyama yapilarak

islem sonlandirilir.
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3.6.2.3.1. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated Deoxyuridine
Triphosphate DNA Nick-End Labelling (TUNEL) Boyamasi

DNA fragmentasyonu Chemicon Millipore Apoptag kiti kullanilarak gosterildi. Alinan
kesitler oncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin 151k mikroskobik
deparafinizasyon siirecinden gecirildi. Seffaflagtirma amaciyla 15'er dakika ii¢ degisim ksilole
tabi tutuldu. Smasiyla %96, %80, %70 azalan alkol serilerinden gecirilip hidratasyon
saglanarak S5’er dakika iki degisim distile suda bekletildi. Distile su asamasima getirilen
kesitler oncelikle nemli ¢embere yerlestirilmis ve fosfat tamponlu soliisyon (PBS) ile bes
dakika muamele edildi. Boyanacak alanin etrafi PapPen ile ¢izilerek alan kisitlandi. Kurutma
kagidi ile iizerindeki PBS emdirilen dokulara Proteinaz K soliisyonu ile 15 dakika oda 1sisinda
muamele edildi. Daha sonra dokular 2 kez PBS ile yikandi. Taze hazirlanmis %3’lik H,0;
(hidrojen peroksit) ile 5 dakika oda 1sisinda bekletilen dokuda endojen peroksidaz aktivitesi
inhibe edildi ve tekrar PBS ile 2 defa yikandi. Kesitlerdeki su kurutma kagidi ile emdirildi ve
dokular kitin icerisinde mevcut kullanima hazir bulunan dengeleme soliisyonu (Equilibration
buffer) ile 10 dakika muamele edildi. Doku tizerindeki fazla sivi kurutma kagidi ile emdirildi
ve kit igerisinde reaksiyon soliisyonu ve TdT enzim soliisyonu seklinde ayri1 ayri bulunup
kullanimdan 6nce ikisinin karistirilmasiyla taze bir sekilde hazirlanan TdT enzim karisimi
(%70 reaksiyon soliisyonu + %30 TdT enzim soliisyonu) ile muamele edilen kesitler 37°C’de
1 saat nemli gemberde inkiibe edildi. Etiivden ¢ikarilan kesitler 1 ml Reaksiyonu durdurma ve
yikama soliisyonunun 34 ml distile su igerisinde diliie edilmesiyle hazirlanan soliisyonla 10
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Bu islemin ardindan 3 kez PBS ile yikama yapildi. Kesitler
Anti-Digoxigenin soliisyonu ile otuz dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. PBS ile 2 kez yikama
yapildiktan sonra reaksiyonun goriiniirliigiinii saglamak amaciyla diaminobenzidine (DAB)
kromojeniyle muamele edilen kesitler distile su ile iyice ¢alkalandi. Mayer’s hematoksilen ile
art alan boyamasi yapildi ve 3 degisim ksilol ile seffaflagtirilan kesitler entellan ile

kapatildiktan sonra mikroskopta goriintiilendi.

3.6.2.3.2. Aktif Kaspaz 3

Alman kesitler oncelikle 60°C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra da rutin 151k
mikroskobik deparafinizasyon siirecinden gecirildi. Seffaflagtirma amaciyla 15'er dakika ii¢
degisim ksilole tabi tutuldu. Sirasiyla %96, %80, %70 azalan alkol serilerinden gegirilip
hidratasyon saglanarak 5’er dakika iki degisim distile suda bekletildi. Distile su kurutma

kagid1 yardimiyla uzaklastirilarak dokularin etrafi PapPen ile ¢izildi. 3 kez 5’er dakika PBS
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ile yikanan kesitler 2 kez 5’er dk sitrat(Bio-Optica) ile kaynatildi. Ikinci kaynatmaya
gegmeden Once sitratin sogumast beklenildi. 3 kez 5’er dk PBS ile yikanan kesitler 10 dk
H20 ile oda 1sisinda muamele edildi. Tekrar 3 kez 5’er dk PBS ile yikama yapildi. Sekonder
antikor kitin i¢cinde bulunan *’Blocking Soliisyonu’’ (A soliisyonu) ile 15 dk bekletildikten
sonra yikama yapilmadan 1/100 oraninda PBS ile 6nceden hazirlanan primer antikor (active
Caspase 3) koyulup 1 gece overnight’a birakildi. Ertesi giin PBS ile 3 kez 5’er dk yapilan
yikamadan sonra “’Sekonder Antibody’’ (B Soliisyonu) ile 10 dk muamele edildi. PBS ile
yikama yapilarak “’HRP-Streptavidin’’ (C soliisyonu)’nda 10 dk bekletilip PBS ile yikama
gerceklestirildi. Sirasiyla DAB ve Mayer’s Hematoksilen uygulanan kesitler 3 degisim
ksilolde seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatildi. Mikroskop altinda incelemeler
kaydedildi.

3.6.2.4. Istatistiksel degerlendirme

Deneyden elde edilen degerler Windows i¢in SPSS 15,0 istatistik programi kullanilarak
analiz edildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Gruplar arasindaki farklar
one-way ANOVA testi ile degerlendirildi. P<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

3.6.2.5. Ultrastriiktiirel inceleme

3.6.2.5.1. Elektron Mikroskobu Doku Takibi

Karnovski soliisyonuna (pH 7.4) konulan dokular 4°C’de bir gece birakilir. 0,1 M
sodiumphosphate buffer ve 0,1 M sucrose karigiminda 3 kez 15 dk bekletildi. %2
sodiumphosphate buffered osmium tetraoxide (pH 7.4) soliisyonu ile 90 dk post fiksasyon
icin muamele edildi. 0,1M sodiumphosphate buffer (pH 7.4) ile 3 kez 15 dk. yikandi. %50
oraninda hazirlamis aseton ile 2 kez 15 dk. dehidratasyonu yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5
uranylasetate ve %1 phosphotungstic acid karisimi ile 4°C’de kontrast amagli overnight’a
birakildi. Swrasiyla %80,90 ve 96’lik aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen dokular %100’ Lik
asetonda 2 kez 20 dk tutuldu. Propilen oksitte 2 kez 15 dk bekletilen dokular sirasiyla 30 dk
2:1, 1:1 ve 1:2 oraninda hazirlanan propilen oksit:epon karigimlarinda bekletildi. Epon
soliisyonunda 4°C’de bir gece birakildi. 3.giin hazirlanan yeni epon soliisyonunda 48 saat

65°C’ye polimerizasyon i¢in birakildi.
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3.6.2.6. Biyokimyasal Inceleme

Biyokimyasal analizler i¢in sakrifikasyon esnasinda sicanlarin kalbine sol atriumdan
girilerek kan alindi. Alinan kanlar direkt olarak i¢i bos kan tiiplerine pihtilagsmay1 dnlemek
icin yavasca konuldu. Tiipler 30 dakikadan fazla bekletilmeyecek sekilde santrifiijlenerek
serumlart ayrildi. Ayrilan serumlar, gruplandirilarak ependorf tiiplerde ELISA yontemi

(CusabioElisa Kiti) uygulanana kadar -80°C’de bekletildi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi

Tez konusu Belirlenmesi ve Literatiir Arastirilmast

Haziran 2010-Ocak 2011

|4l

Etik Kurul ve Yonetim Kurulu onay1
Ocak 2011- Mart 2011

BAP proje girisi ve Kabulii
Nisan 2011- Agustos 2011

|4l

|4l

Deneysel Materyallerin toplanmasi ve dokularin Degerlendirilmesi
Agustos 2011- Eyliil 2011

|4l

BAP malzeme istegi
Agustos 2011- Eyliil 2011

Laboratuvar Calismalar1
Eyliil 2011- Kasim 2011

Tez Yazimi
Eyliil 2011- Ocak 2012

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veri analizleri Windows i¢in SPSS’in 15.0 versiyonu ile yapildi. Degerler ortalama +
standart sapma olarak verildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar One Way Anova testi ve Mann
Withney U testi kullanilarak analiz edildi. P 0,05’ten kii¢iik olan degerler anlamli olarak kabul
edildi (p<0,05).
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3.9. Arastirmanin Simirhhiklar
Arastirma planlanan dogrultuda ilerlemis, herhangi bir aksaklikla karsilagiimamistir.

Arastirmada herhangi bir sinirlilik durumu ortaya ¢ikmamustir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 05/04/2011 Toplant1 no, 18 Subat 2011 toplant: tarihinde 14/2011 Protokol no ile

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

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Beyin Hipokampus Bolgesinin Histolojik Degerlendirilmesi

Travmatik beyin hasarinin olustugunu kanitlamak i¢in hipokampus bolgesinde hiicre
saymmi yapildi. Mann Whitney U testi ile yapilan istatistiklere gore hasarin meydana geldigi
kanitlandi. P 0,05’ten kiiciik olan degerler anlamli kabul edildi.

Paxinos ve Watson beyin kesitleri géz Oniinde bulundurularak 21, 23, ve 25.

diizlemlerde yapilan hipokampus hiicre sayimlar1 degerlendirildi (56).

Tablo 7: Beyin dokusu hiicre sayim istatistiksel sonuclar

GRUP I Mean Rank Sum of Ranks

Al kontral a0 121,59 10943 00
trawma 80 A49,41 5347 00
Total 180

Test Statistics®

A
Mann-vwhitney L 1252,000
WWilcoxomn W 5347,000
il -8,016
Asvimp. Sig. (2-tailed) ,ano

a. Grouping Yariable: GRUP
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4.2.1. Testis’in Histolojik Degerlendirmesi

Testis dokusunun histokimyasal olarak degerlendirilmesi H&E, PAS ve Masson
Trikrom boyamalar1 yapilarak degerlendirildi.

Testise ait 151k mikroskobik kesitler H&E ve Masson Trikrom boyamalariyla
incelendiginde Kontrol grubunda; testis dokusu en dista Tunika vaginalis altinda tunika
albuginea ile sariliydi. Seminifer tiibiiller, interstisyel alanda Leydig hiicreleri ve interstisyel
bag dokusundan olusmaktayd. Interstisyel bag dokusunda kan ve lenf damarlar1 bulunuyordu.
Leydig hiicreleri arasinda yassi ¢ekirdekli bag dokusu hiicreleri de izlenmekteydi. Seminifer
tiibiiller genis interstisyel doku i¢inde heterojen bir yap1 gostermekteydi. Tibiilleri ¢cevreleyen
miyoid hiicreler yassi ve uzun ¢ekirdekleri ile ayirt ediliyordu. Seminifer tiibiillerin duvarinda
bazal membran iizerine oturmus spermatogoniyumlar, spermatositler ve spermatidler izlendi.
Bunlarin arasinda yer yer Sertoli hiicreleri bulunmaktaydi. Tiibiillerin merkezinde gelismis ve
gelismekte olan spermatidler mevcuttu. PAS boyamasinda bazal laminanin korundugu

gozlendi.

Sekil 5: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢cgen: interstisyel bag dokusu,
sar1 ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirmiz1 ok:

spermatid, siyah ok: endotel. H&E.
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Sekil 6: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
sar1 ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirmiz1 ok:

spermatid, siyah ok: endotel. H&E.

Sekil 7: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
beyaz ok: bazal membran, san ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok:

spermatosit, kirmizi ok: spermatid, siyah ok: endotel. PAS.

Sekil 8: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz ok: bazal membran, mavi ok:

spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirmizi ok: spermatid. PAS.
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Sekil 9: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
beyaz ok: bazal membran, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirmiz1 ok:

spermatid, siyah ok: endotel. Masson Trikrom.

Sekil 10: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
beyaz ok: bazal membran, san ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok:

spermatosit, kirmiz1 ok: spermatid, siyah ok: endotel. Masson Trikrom.

Travma grubu incelendiginde H&E ve Masson Trikrom boyamalarinda testis en digta
tunika vaginalis ve altinda tunika albuginea tabakasi ile sarili olarak goriilmekteydi. Bazi
seminifer tiibiil yapilarinda sekil bozuklugu saptanirken, tiibiiller arasindaki interstisyel bag
dokusunda artisa rastland1. interstisyel alanda yer alan Leydig hiicreleri etrafinda bag doku
hiicreleri ve kapillerler gozlendi. Seminifer tiibiil i¢indeki spermatogenik seri hiicrelerinden
spermatogoniyumlarin say1 ve sekillerini korudugu gozlenirken, spermatosit sayisinda azalma
oldugu gozlendi. Seminifer tiibiillerin bir kisminda liimende spermiyumlara rastlanmadi.
Seminifer tiibiillerin etrafin1 saran bazal membran PAS boyamasiyla incelendiginde kontrol

grubundaki gibi izlendi.
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Sekil 11: Travma grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
beyaz ok: bazal membran, sar ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok:

spermatosit, kirmizi ok: spermatid, siyah ok: endotel. H&E.

Sekil 12: Travma grubuna ait testis dokusu. Beyaz ok: bazal membran, mavi ok:

spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirmizi ok: spermatid. H&E.

Sekil 13: Travma grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
beyaz ok: bazal membran, sar1 ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok:

spermatosit, kirmizi ok: spermatid, siyah ok: endotel. PAS.

45



Sekil 14: Travma grubuna ait testis dokusu. Kirmz ii¢cgen: interstisyel alandaki
bag dokusu artisi, beyaz ok: bazal membran, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok:
spermatosit, kirmizi ok: spermatid. PAS.

R
:,fa.{

4; :
o 6 P
: A % B

Sekil 15: Travma grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
mavi ok: spermatogonyum, sar1 ok: leydig hiicresi, yesil ok: spermatosit, kirmiz1 ok:

spermatid, siyah ok: endotel. Masson Trikrom.

Sekil 16: Travma grubuna ait testis dokusu. Mavi ok: spermatogonyum, yesil ok:

spermatosit, kKirmizi ok: spermatid, siyah ok: endotel. Masson Trikrom.
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4.3. Histolojik Skorlama

4.3.1. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru
Tablo 8: Johnsen Testikiiler Biyopsi skoru sonuclari

12,00

10,00

8,00 -

6,00 -

4,00 +

2,00 -

0,00 -
Grup1l Grup 2

Johnsen Testikiiler biyopsi sonuglarina gore travma grubunda kontrol grubuna kiyasla
anlaml sonuglar elde edilmistir. Travma grubunda degeri 8,00 olarak saptanirken, kontrol

grubu 10,00’a yakin olarak saptandi. Travma gurubunda hasar meydana geldigi gézlendi.

4.4. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda yapilan Tunel boyamasinda spermatogonyumlarda ¢ok az sayida
Tunel pozitif hiicreler gozlenmistir. Travma grubunda ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda
daha fazla sayida Tunel pozitif hiicre goriilmektedir. Fakat hiicre sayimlar1 yapilarak

istatistiksel sonuglar incelendiginde anlamli sonu¢ vermemistir.

Sekil 17: Kontrol grubuna ait testis dokusu. Beyaz iicgen: interstisyel bag dokusu,
san ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirniz1 ok:

spermatid, siyah ok: endotel. Tunel.
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Sekil 18: Travma grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,
mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirniz1 ok: spermatid, siyah ok:

endotel, turuncu ok: Tunel pozitif hiicreler. Tunel.

Kontrol grubunda yapilan Aktif Kaspaz 3 immun boyamasinda spermatogenik seri
hiicrelerinin spermatogonium hiicrelerinde ¢ok az miktarda apoptotik hiicreye rastlandi.

Spermatogenik seri hiicrelerininden spermatosit ve spermiyumlarda apoptoza ratlanmadi.

s dokusu. Beyaz iicgen: interstisyel bag dokusu,

b
Sekil 19: Kontrol grubuna ait testi

sar1 ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirnmiz1 ok:

spermatid. Aktif Kaspaz 3.

Travma grubunda yapilan Aktif Kaspaz 3 immun boyamasinda spermatogenik seri
hiicrelerinin spermatogonium hiicrelerinde apoptoz artis1 gozlendi. Spermatosit hiicrelerinin
bir kisminda da apoptoza rastlanirken limene yakin olarak konumlanan spermiyumlarda ise

apoptoza rastlanmadi.
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Sekil 20: Travma grubuna ait testis dokusu. Beyaz ii¢gen: interstisyel bag dokusu,

sar1 ok: leydig hiicresi, mavi ok: spermatogonyum, yesil ok: spermatosit, kirmiz1 ok:

spermatid, turuncu ok: apoptoza ugrayan hiicreler. Aktif Kaspaz 3.

4.4.1. Apoptozun degerlendirilmesi

4.4.1.1. Spermatogonyum hiicreleri Tunel Hiicre Sayimi

Testisin Tunel pozitif boyanmis spermatogonyum hiicreleri ile yapilan saymmlar One

Way Anova programu ile degerlendirilmistir. P 0,05’ten kii¢iik olan degerler anlamli olarak

kabul edildi.

Tablo 9: Tunel hiicre sayiminin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

TLIMEL
35% Confidence Interval for
Mean
I Mean Std. Deviation Std. Error | Lower Bound | Upper Bound Minimum Maximum
kartral 7 47143 A8784 18443 42630 a8, 1656 4,00 5,00
travma 7 58714 364496 1,37766 2,2004 8,9425 2,00 12,00
Total 14 514249 253763 E7821 36777 BEOS0 2,00 12,00
ANOVA

TUMEL

Surm af

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2,871 1 2,871 380 5449
Within Groups 81,143 12 6,762
Total 33714 13

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler anlamli sonug¢ vermemistir.
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4.4.1.2. Spermatogonyum hiicreleri Aktif Kaspaz 3 Hiicre Sayim
Testisin Aktif Kaspaz 3 ile pozitif boyanmig spermatogonyum hiicreleri ile yapilan
sayimlar One Way Anova programi ile degerlendirilmistir. P 0,05’ten kii¢iik olan degerler

anlamli olarak kabul edilmistir.

Tablo 10: Aktif Kaspaz 3 hiicre sayiminin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

CASPASE
95% Confidence Interval for
lean
I Mean Std. Deviation Std. Errar Lower Bound Upper Bound Minirmum Maximum
kantrol 7 1,5714 53452 20203 1,0771 20658 1,00 2,00
travma 7 31424 894974 34007 23107 3,9750 2,00 4,00
Total 14 2,3571 1,08182 ,28913 11,7325 295818 1,00 4,00
ANOVA

CASPASE

Sum of

Sguares df Mean Square F Sig.
Between Groups 8,643 1 8,643 15,783 ooz
Within Groups 6 a71 12 548
Total 158214 13

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler anlamli sonu¢ vermistir. Travma grubunda

kontrol grubuna gore daha fazla sayida apoptotik hiicreye rastlanmstir.

4.4, Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubunda seminifer tiibiilleri saran bazal membranin i¢ kismi, bazal lamina
iizerindeki spermatogonyumlar ve sertoli hiicreleri bulunmaktaydi. Bazal membranda epitel
ve diiz kas oOzelligi gosteren miyoid hiicreler bulunmaktaydi. Miyoid hiicrelerin {ist ve alt
taraflarinda kollajen demetleri goriilmekteydi. Sertoli hiicrelerinde kii¢lik lipid damlaciklar1
yaygm sekilde gozlenmekteydi. Sertoli-sertoli baglantilarinin altinda spermatogonyumlar
bulunmaktaydi. Spermatogonyumlarin ¢ekirdekleri elipsoid seklinde ve merkezi
yerlesimliydi. Sertoli hiicre sitoplazmalari ile sarilmis olarak gézlenen primer spermatositler
gelisigiizel dagilmis mitokondrilere sahipti. Primer ve sekonder spermatositlerin {izerinde
tipik bir sekilde oldukca gelismis golgi kompleksine sahip spermatidler yer almaktaydi.
Seminifer tiiblillerin limeninde farkli gelisim evrelerinde gdzlenen spermiyumlar

bulunmaktaydi.
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Sekil 21: Kontrol grubuna ait testis dokusu. BL: bazal lamina, N:
spermatogonyum nukleusu, PS: primer spermatosit S: sitoplazma, SS: sekonder

spermatosit, ST: gelismekte olan spermatidler.

Travma grubunda ise spermatogonyumlar bazal membranin istiinde gozlenmekteydi.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda bazal membranda kalinlasma oldugu ve yapisimin
bozuldugu saptandi. Kontrol grubuyla ayn1 6zelliklerde epitelyum ve diiz kas 6zelligi tasiyan
miyoid hiicreler bulunmaktaydi. Spermatogonyumlarin c¢ekirdekleri elipsoid seklinde ve
merkezi yerlesimliydi. Spermatogonyumlardan tiirevlenen spermatositler arasinda hiicresel
bozulmalar ve spermatogenik seri hiicreleri arasinda ayrilmalar gézlenmekteydi.
Spermatogonyumlarin aralarinda sertoli hiicreleri goriilmekteydi. Sertoli-sertoli hiicreleri
arasindaki baglant1 6zeliklerinde bozulmalar gozlemlendi ve hiicreler arasinda oldukca fazla
miktarda bosluklar bulundu. Primer ve sekonder spermatositlerin {izerinde gelismekte olan
spermatidlerin dizilimler bozulmus ve daginik olarak gozlemlendi. Seminifer tiibiillerde

spermiyumlar bulunmaktaydi.
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Sekil 22: Travma grubuna ait testis dokusu. BL: bazal lamina, N:
spermatogonyum nukleusu, PS: primer spermatosit S: sitoplazma, SS: sekonder

spermatosit, SRT: sertoli, ST: gelismekte olan spermatidler.

Sekil 23: Travma grubuna ait testis dokusu. BL: bazal lamina, N: Sertoli nukleusu,

SRT: Sertoli, yildiz isareti: Sertoli-sertoli hiicreleri arasindaki baglanti kopuklugu.
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4.5. Biyokimyasal Bulgular

GnRH

One Way Anova testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontrol grubu ve Travma
grubu arasinda anlamli fark oldugu tespit edilmistir. Travma grubunda kontrol gurubuna gore
salgilanan GnRH seviyesinde azalma saptanmustir.

Tablo 11: GnRH istatistiksel degerlendirilmesi

GMhRH
95% Confidence Interval for
Mean
I+ Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
kantrol 7| 1649914 4356897 | 1646752 124 6969 205,2860 5233 234,24
travma 7 78,6886 26,392745 4597456 56,2042 1021728 37,60 108,97
Tatal 14 | 121,8400 5638267 | 1606388 B9 2857 164 3943 37,60 234,24
ARNOVA
GMRH
Sum of
Squares af Mean Square F Sig.
Between Groups |26068,641 1 26068 641 20502 ,am
Within Graups 15258,281 12 1271423
Tatal 41326,627 13
Testosteron

One Way Anova testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontrol grubu ve Travma

grubu arasinda anlamli farkin bulunmadigi tespit edilmistir.

Tablo 12: Testosteron istatistiksel olarak degerlendirilmesi

TESTOSTE
95% Confidence Interval for
Mean
il Mean 5td. Dewiation | Std. Errar | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
kontral 7 34100 2,55473 96560 1,0473 577127 7B 5,78
travma 7 36271 223475 84464 1,5603 5,69349 1,43 6,47
Taotal 14 358186 2 30867 1702 21856 4 8516 R 678
ANOVA

TESTOSTE

Sum of

Squares df Wean Square F Sig.
Between Groups 68 1 165 029 868
Wifithin Graups 68,125 12 4,760
Total 59,280 13
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LH

One Way Anova testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontrol grubu ve Travma

grubu arasinda anlamli farkin bulunmadig: tespit edilmistir.

Tablo 13: LH istatistiksel degerlendirilmesi

LH
35% Confidence Interval for
Mean
il Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | UpperBound | Minimum | Maximum
kontral 6 10,1867 595444 2430849 394749 16,4445 218 16,74
travma £ 11,3067 20877 263472 47910 17,8224 548 19,41
Total 12 10,7517 582875 1 68262 70483 14,4551 218 149,41
ANOVA
LH
Sum of
Sguares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3,646 1 3,696 oo 748
Within Groups 370,01 10 37,002
Total 373718 11
FSH

One Way Anova testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontrol grubu ve Travma
grubu arasinda anlamli farkin bulundugu tespit edilmistir. Travma grubunda kontrol gurubuna
gore salgilanan FSH seviyesinde azalma saptanmuistir.

Tablo 14: FSH istatistiksel degerlendirilmesi

FSH
95% Confidence Interval for
Tean
[+ Mean 5td. Deviation | Std. Errar | Lower Bound | Upper Baund | Minimum | Maximom
kantrol B 31,2750 11,038349 440640 19,6909 428591 14,10 43,02
travma i 12,3233 8,058496 3,29006 38660 20,7807 3,48 24 86
Total 12 21,7982 1352258 290363 13,2073 30,3910 3,48 4302
ANOVA

FSH

Sum of

Sguares df Mean Sguare F Sig.
Between Graups 1077497 1 1077497 11,537 ooy
Within Groups 933964 10 93,396
Total 2011 461 11
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GPx

One Way Anova testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontrol grubu ve Travma

grubu arasinda anlamli farkin bulunmadigi tespit edilmistir.

Tablo 15: GPx istatistiksel olarak degerlendirilmesi

GPY
95% Confidence Interval for
Mean
Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
kontral 7 1294957 1,72812 B58317 11,3875 1455840 10,78 1540
travma 7 13,88T1 3,01404 1,14109 11,0840 16,6793 10,20 1837
Tatal 14 13,4414 240812 4360 12,0510 148318 10,20 1837
ANOVA
GPX
Sum of
Squares af Wean Sguare F Sig.
Between Groups 2,73 1 2,731 AB0 A1
Within Groups 72,606 12 g,051
Total 75387 13
MDA

One Way Anova testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede Kontrol grubu ve Travma

grubu arasinda anlamli farkin bulunmadig: tespit edilmistir.

Tablo 16: MDA istatistiksel degerlendirilmesi

MDA
95% Confidence Interval far
Mean
I Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
1,00 7 29100 7ande 27610 22344 35856 203 3,96
2,00 7 27700 T22TT 27318 21015 3,4385 1,349 3,73
Tuotal 14 28400 70140 18744 24347 32453 1,349 3,496
ANOWVA
MDA
Sum of
Squares af Mean Square F Sig.
Between Groups 63 1 064 30 725
Within Groups f£,336 12 h2a
Total §.405 13
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5. TARTISMA

Travmatik beyin hasar1 endiistriyel diinyada oldukg¢a fazla karsilasilan ve yiliksek oranda
can kaybina yol agan, maliyeti yiiksek tedaviler gerektiren 6nemli bir hastaliktir. Travmatik
beyin hasar1 ¢esitli kazalar sonucu oncelikli olarak beynin fiziksel olarak zarar gérmesi
anlamina gelmektedir. Zarar goren beyin, diger organlari da etkilemektedir. Kalbi, akcigeri,
trakeay, ince barsag etkiledigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmustir. (15-17).

Biz de ¢alismamizda daha Once literatiirde rastlamadigimiz, deneysel travmatik beyin
hasarint uygulayarak testis iizerindeki olas1 etkilerini inceledik. Histolokimyasal,
immunohistokimyasal, elektron mikroskobik ve biyokimyasal yaptigimiz ¢esitli
incelemelerde testiste hasarin meydana geldigini gozlemledik.

Ozisik ve ark. 170-200 gr Wistar albino siganlarda agirhk atist modelini kullanmuslar.
Travma modeli Allen metodu kullanilarak 10 mg/kg ksilazin ve 60 mg/kg ketamin anestezisi
altinda 140 gr agirlik 10 cm yiikseklikten atilarak olusturulmus ve travmadan 2, 8, 24 saat
sonraki kardiak miyositleri karsilastrmali olarak incelenmistir. Travmadan 2 saat sonra
kardiak miyositlerde 6dem olusumuna ek olarak dilate sarkoplazmik retikulum ve siskin
mitokondriler gozlenmistir. Travmadan 8 saat sonra sakrifiye edilen dokularda ventrikiil
duvarinin kas dokusunda belirgin perinuklear 6dem oldugu belirtilmistir. En fazla hasarin
goriildiigli travmadan 24 saat sonra yapilan sakrifikasyonlarda ise kardiak miyositlerin
sitoplazmasinda biiyiik oranda 6dem bulunmus ve dilate sarkoplazmik retikulum gézlenmistir.
Siskin mitokondri bulunmasi diger bir ultrastriiktiirel bulgu olarak kabul edilmistir. Ilging
bicimde kardiak miyositlerin bazi nukleuslarinda heterokromatin artis1 goriilmiistiir.
Istatistiksel sonuglara gore travmadan 24 saat sonra dnemli diizeyde nuklear hasarin meydana
geldigi saptanmistir. Sonu¢ olarak travma modelinin kalp dokusunda lipid peroksidasyon
seviyesini zamana bagimli olarak Onemli miktarda artirdigi gozlenmistir. Miyositlerde
meydana gelen bu hasarin birden fazla mekanizmadan kaynaklandigini ve katekolaminlerin
bu hasara yol agabilecegini vurgulamislardir (16,57).

Emir ve ark. yaptiklari ¢aligmada agirlik atis1 modelinde 200-300 gr agirlik kullanmiglar
ve deney grubu lipid peroksidasyon seviyelerinde kontrol grubuna gore artis oldugu
saptanmustir (58).

Emir ve ark. yaptiklar1 diger bir ¢aligmada agirlik atis1 modelini 30 gr agwlik ile
olusturarak  yarattiklar1 travma sonucunda miyositlerde olusan hasara  karsi

metilprednisolon’un yararh etkisini arastirilmistir. Onceki calismalarinda oldugu gibi travma

56



olusturulan gruplarda kontrol grubuna gore lipid peroksidasyon seviyesinde artis oldugunu
gozlenmistir (59).

Biz de yaptigimiz ¢alismada literatiir bilgilerini géz dniinde bulundurarak 40 gr agirlik
atig1 ile olusturdugumuz travmadan 24 saat sonra sakrifikasyon gergeklestirerek testis {izerine
olan hasar1t Emir ve ark. yaptigi ¢alismaya paralel olarak gozlemledik.

Hang ve ark. 220-250 gr Wistar susu siganlar kullanarak 40 gr agrligin 25 cm
yiikseklikten atilmasiyla travma modelini olusturmustur. Travmadan 3, 12, 24, 72 saat ve 7
giin sonra incelenen ince barsak dokusunda zamana bagh olarak gittik¢e artan hasar meydana
geldigi saptanmustir. Villus boyu ve derinligi, kripta derinligi, yiizey alami olgiimleri
incelenmis; istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda en fazla hasarin 7 giin sonraki
grupta oldugu belirlenmistir (60).

Biz de galismamizda Hang ve ark. yapmis oldugu c¢alismaya paralel olarak travma
modelinde kullandigimiz hayvanlarin suslarina ve agirlik miktarlarina uyum gosterdiginden
40 gr agirlik kullandik ve 24 saat sonra sakrifikasyonu gergeklestirdik.

Yildirim ve ark. yaptiklar1 calismada travmatik beyin hasar1 sonucunda trakea
epitelinde; AGER’de vakuol formasyonu ve mitokondrial artis goézlediler ayrica bag
dokusunda interselliiler 6dem gozlemislerdir (61).

Biz de yaptigimiz ¢alismada elektron mikroskobik incelemede leydig hiicrelerinde
yogun olarak vakuolizasyon gozlemledik.

Sarkar ve ark. 200-250 gr Sprague Dawley cinsi si¢anlarda yaptiklar1 ¢alismada
organofosfatlarim hipotalamo-hipofiziyal aksi etkiledigini ve etkilenen aksin gonadlar
tizerinde degisimlere yol agarak gonadotropin konsantrasyonlarmni degistirebilecegini, buna
bagli olarak spermatogenik hasara yol a¢abilecegini vurgulamislardir (62).

Yaptigimiz ¢alismada literatiire paralel olarak travmadan sonra salgilanan hormon
seviyelerinde meydana gelen degisimleri gozlemledik. GnRH ve FSH seviyelerinde anlamli
olarak azalma meydane gelmistir.

Wagner ve ark. yaptiklar1 caligmada, gecirdikleri kazalar sonucu beyin hasar1 géren
hastalardan, 10 giin sonra aldiklar1 kanlarla yaptiklar1 analizlerde gonadotropin ve
somatotropinlerin baskilandigini belirtmislerdir. Yapilan 6l¢imler sonucunda erkeklerde LH,
FSH, GH, testosteron ve disilerde ise Ostradiol miktarmda azalma oldugunu

gozlemlemislerdir (63).
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Yaptigimiz ¢alismada travmatik beyin hasari sonrasinda biyokimyasal incelemelerle
gonadotropinlerin bir kisminda (GnRH, FSH) anlamli olarak azalma meydana geldigini
belirledik.

Akazawa ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada 22 giinlik Wistar susu sigan kullanmiglardir.
Vitamin E eksikliginden kaynaklanan hipofiz-gonad sistemini incelemisler ve testiste direkt
hasara yol agtig1 gozlenmistir. FSH ve LH seviyelerinin vitamin E eksikligi olan grupta
kontrol grubuna gore daha diisiik seviyede bulunduklar1 belirtilmistir. Vitamin eksikliginin
serum testosteron seviyesinde azalmaya ve feed back mekanizmasiyla da LH seviyesinde
artmaya neden oldugunu vurgulamislardir (64).

Kasturi ve ark. yaptiklari ¢alismada travmatik beyin hasarmin insanlarda hipotalamusta
ve hipofizde patolojik degisikliklere neden oldugunu sonucun hipopituitarizme sebep olarak
anterior hipofizden salgilanan hormonlar etkiledigini belirtmislerdir (65).

Biz de calismamizda beyin hasarindan dolay1 etkilenen hipotalamo-hipofiziyal aksin
hormonlar1 etkiledigini ve etkilenen hormonlarmn testis {izerinde olumsuz etki yaratacagini

diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Deneyimizde daha once literatiirde rastlamadigimiz travmatik beyin hasarmin testise
olas1 etkilerini ortaya ¢ikarmay1 amacladik. Bu amagcla travmatik beyin hasari uyguladigimiz
deneklerden alinan testis dokusu Hematoksilen-Eozin, Masson Trikrom, PAS gibi histolojik
boyamalarla morfolojik olarak degerlendirildi. DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi
amaciyla TUNEL ve apoptoz belirlenmesi i¢in Aktif Kaspaz 3 boyamasi ile isaretleme
yapildi. Biyokimyasal olarak GnRH, LH, testosteron, FSH hormon seviyeleri degerlendirildi.
Ayrica MDA ve GPx seviyeleri dl¢tildii.

Isik mikroskobik incelemelerde yapilan Johnsen testikiiler biyopsi sonuglarina gore
travma grubunda kontrol grubuna kiyasla hasar meydana geldigi sonucuna ulasild.

Immiinohistokimyasal olarak yapilan incelemeler sonucunda travmatik beyin hasari
uyguladigimiz grupta yapilan 151k mikroskobik incelemelerde, kontrol grubuna kiyasla
apoptoz oraninda artis oldugu gézlemlendi.

Elektron mikroskobik incelemelerde travma grubunda spermatogenik hiicre serileri
aralarinda baglant1 bozukluklar1 ve sertoli-sertoli hiicrelerinin baglantilarinda ayrilmalar
gozlenmistir.

Biyokimyasal olarak yapilan degerlendirmeler sonucunda hipofizden salgilanan GnRH
ve FSH gibi hormon seviyelerinde anlamli olarak azalma goriilirken, LH, testosteron
hormonlar1 ve GPx, MDA seviyelerinde anlamli olarak degisme gozlemlenmemistir.

Bu calismada daha once literatiirde rastlamadigimiz travmatik beyin hasarinin testise
olas1 etkileri histokimyasal, immunohistokimyasal, ultrastriiktiirel ve biyokimyasal olarak
arastirilmustir.

Gelecek calismalarda travmatik beyin hasar1 modelinin farkli agirlik atiglariyla
denenmesi ve etkinligi en yiiksek agirligin belirlenmesi gerekmektedir. Ayrica testis iizerinde
en etkili zamanm bulunmasi i¢in farkli zaman araliklarinda deneyler yapilmalidir. Boylelikle

literatiirde bulunan bu boslugun doldurulabilecegi kanisindayiz.
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