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OzZET

Kilicoglu, M. Erigkin siganlarda etan dimetan silfonat tarafindan olusturulan
testis hasarinin ve bu hasarin 6nlenmesinde ¢esitli vitaminlerin etkinliginin
farkli yéntemlerle arastirimasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Tipta Uzmanlhk Tezi,
Eskisehir, 2007.

Calismamizda tek doz EDS uygulamasi sonucunda sigan testisinde gorilen
hasarin farkli doz ve surelerde E vitamini ve C vitamini kullanilarak ne oranda
geriye dondurdlebildigini arastirmayl amagladik. Deneyde her birinde 16 adet
erigkin erkek Sprague-Dawley cinsi sigan bulunan 5 grup olusturuldu. Gruplarin,
1-EDS 2-DMSO (dimetilsulfoksit) 3-EDS+E vit, 4-EDS+C vit, 5-EDS+E vit+C vit
seklinde olmasi planlandi. Her gruptaki 16 hayvan esit sayidaki iki alt gruba
ayrildi (enjeksiyon sonrasi 7 gin ve 14 gin olmak Uzere). Deney oncesi her
hayvanin vicut agirliklar tek tek tartildi. EDS ilgili gruplara 75 mg/kg tek doz
i.p.olarak, 1:3 oraninda dimetilstlfoksit (DMSO) ile saf su icinde ¢ozundurilerek
deneyin ilk glintinde verildi. E vit 100 mg/kg, C vit ise 200 mg/kg i.p. olarak deney
suresi bitene kadar glinde tek doz olarak verildi. Gruplardaki hayvanlarin yarisi 7.
gln tarti sonrasi anestezik madde verilmesinin ardindan (Ketamine+Xylazine
90+10 mg/kg i.p.) derhal servikal dislokasyon ile 6ldurildi. Geri kalan hayvanlar
ise 14. gln sonunda ayni islemlerle dldurtldi. Her iki testis cikarilip tartildiktan
sonra PAS+Hematoksilin boyama icin sol testis Bouin fiksatifi icine sag testis ise,
immunohistokimyasal boyama icin nétral tamponlu formaldehit igine alindi. Rutin
testis takibi sonrasi bloklanan érneklerden 5um kalinlikta kesitler alindiktan sonra
PAS+Hematoksilinle boyanarak histopatolojik inceleme yapildi. Serumda hormon
miktarinin tayini igin gereken kan, gogus kafesi acilarak dogrudan kalpten alindi.
Sonucgta EDS sonrasi olugsan testis agirligindaki azalma, E ve C vitaminlerinin
gerek tek tek, gerekse beraber veriimeleri ile normale déndirilemedi. Ancak E ve
C vitaminlerinin histopatolojik skor, serum testosteron seviyesi ve interstisyel

Leydig hticreleri Gzerine olumlu etki gdsterdigi goéraldu.

Anahtar Sozciikler

Etan dimetan silfonat, testis, E vitamini, C vitamini, sican
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ABSTRACT

Kilicoglu, M. The protective effects of vitamin C and E on ethane
dimethane sulfonate induced testicular degeneration using different
techniques. Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine,
Medical Speciality Thesis in Department of Histology and Embryology,
Eskisehir, 2007.

We aimed in this study to investigate the potential recovery effects of
vitamins C and E in different doses and two different time intervals against
ethane dimethane sulfonate (EDS)-induced testicular degenerations. Animal
groups that planned to use in this study and their treatments are as follows:
Group |: Each animal received a single i.p. dose of EDS, Group Il: Each
animal received a single i.p. dose of vehicle (dimethylsulfoxide and
bidistilled water at 1:3 ratio), Group lll: Each animal received a single i.p.
dose of EDS, and subsequently daily i.p. injections of vit E, Group IV: Each
animal received a single i.p. dose of EDS, and subsequently daily i.p.
injections of vit C, Group V: Each animal received a single i.p. dose of EDS,
and subsequently daily i.p. injections of vit C+vit E. All groups of the rats
subdivided into two subgroups that include 7 rats in each and killed after 7
or 14 days after first injections. The doses that we use were 75 mg/kg bw for
EDS, 100 mg/kg bw for vit E, and 200 mg/kg bw for vit C. The body weights
(immediately before the start and at the end of the study) and both testicular
weights measured. Animals anaesthetized with a mixture of ketamine and
xylazine at the doses of 90 and 10 mg/kg bw respectively and then killed by
cervical dislocation. Testes processed for routine paraffin technique. Tissue
blocks were cut at a thickness of 5 uym and then these were stained either
with PAS+hematoxyline method or with immunohistochemistry. Testicular
sections were evaluated by light microscopy. Serum testosterone levels
were measured. in conclusion we observed that both vitamin E and C have
positive effects on histopathologic score, blood testosteron level and

amounth of Leydig cells in testis tissue.

Keywords

Ethane dimethane sulfonate, testis, vitamin E, vitamin C, rat
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1-GIRIS VE AMAG:

infertilite evli giftlerin yaklagik %10’unu etkileyen ve olgularin
yarisinin erkekten kaynaklandigi bir hastaliktir. Bu erkekler ya sperm
sayisindaki yetersizlik (oligospermi) ya da spermin defektif (azospermi)
olmasindan dolay: infertildir. Erkek infertilitesinin patogenezi hala tam

olarak aydinlatilamamigtir (109).

EDS (etan dimetan sllfonat) dogada bulunmayan ve
laboratuarda sentezlenebilen alkilleyici bir madde olup Leydig
hucrelerine  segici  sitotoksisite gOsteren bir ajandir.  Testis
interstisyumundaki Leydig hucrelerinin tamamen ortadan kalkmasina
neden olur. Leydig hlcrelerinin yok oldugu ortamda, testisteki hiicresel
etkilesimlerin arastirlmasinda bir model olarak kullaniimaktadir. EDS
uygulamasindan yaklasik 3 hafta sonra testiste yeni Leydig hucreleri
goérulmeye baglanir ve 8-10 hafta sonra Leydig hucreleri tamamen eski
sayisina ulasir. Leydig hucrelerinin bu yenilenme olayi, mezenkimal
hucrelerin Leydig hucrelerine donusmesi ve bu yeni hucrelerin puberte

oncesi donemdeki gibi mitozu ile gerceklesir (7, 77, 97).

E vitamini son yillarda o6zellikle antioksidan o6zelligi ve farkl
ajanlara kargi vicuttaki koruyucu etkileri ile gindeme gelen bir
maddedir (11, 47, 72). E vitamininin antioksidan ve koruyucu etkilerinin
doza bagll oldugu gosterilmistir (48, 69, 103). Ayrica spermatogenez

Uzerine olumlu etkisinin oldugu 6teden beri bilinmektedir (2, 60).

C vitamini sulfidril gruplarini ve serbest radikalleri temizleyen,
endojen oksidatif DNA hasarina karsi hucreleri koruyan suda ¢dzinen
onemli bir antioksidandir. Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle
dehidroaskorbik asite dontsen C vitamini glutatyon enzim kompleksi
yardimiyla rejenere olur (31). C vitamininin hizli elektron transferleri

yaparak; reaktif oksijen radikallerini temizledigi, lipid peroksidasyonunu



inhibe ettigi ve okside olmus E vitamini miktarini azalttigi da
bilinmektedir (66).

Siganlarda EDS uygulamasi genellikle spermatogenezin
hormonal kontroli Uzerinde c¢alisma amacl olmaktadir (107). Biz bu
calismamizda tek doz EDS uygulamasi sonrasinda sigcan testisinde
goérulen hasarin farklh doz ve sureler E vitamini ve C vitamini

kullanilarak ne oranda geriye dondurualebildigini arastirmayi amacladik.



2-GENEL BILGILER:

2.1.Testis Anatomisi

Testisler, erkekte temel Greme organi olup, sagh sollu bir gift
halde testis torbasi (skrotum) denilen deri bir kese i¢inde asili durumda
bulunurlar. Testisler, uzun eksenleri yukaridan asagiya olup, yanlardan
hafif basik ovoid organlardir. Beyaz goérinimli ve kendine 6zgu bir
sertlige sahip olan testislerin buyuklUkleri kisiden kigsiye degismekle
beraber, ortalama 4-5cm uzunlugunda, 2-3cm genisliginde, 2-3cm
kalinliginda ve 20-30g agirhdindadir. Testisler yaklagik ayni buyuklikte
olmalarina karsin, sag testis sola gére % 10 daha agirdir. Sol testis
sagdakine gore biraz daha asagida yer alir. Ayrica. Sicakliklari vicut
sicakhgindan 3-4°C daha dusuktuar (5, 17, 68, 110).

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak
geligirler (5, 45, 50, 68, 89, 110). Erken fetal donemde karin boglugunda
bdbreklere yakin olarak yer alan testisler fetus gelistikce asagiya dogru
hareket ederek dogumdan hemen 0Once kanalis ingunalis yoluyla
skrotuma inerler. Testislerin temel fonksiyonlarini yapabilmeleri icin
karin boslugundan skrotuma inmeleri zorunludur. Testisler bu inigleri
sirasinda karin 6on duvari tabakalarini da suruklerler. Bu yuzden su

tabakalarla kaplidirlar.

a) Deri Skrotum
b) Tunika dartos }

c) Fasia spermatika eksterna

d) Fasia kremasterika

e) Fasia spermatika interna

f) Tunika vaginalis testis



Testisin fasia medialis (i¢ yan yUz) ve fasia lateralis (dis yan yuz)
olmak Uzere iki ylzu, margo anterior (6n kenar) ve margo posterior
(arka kenar) olmak Uzere iki kenari ekstremites superior (Ust ug) ve
ekstremites inferior (alt ug) olmak Uzere de iki ucu vardir (5, 17, 49, 68,
110).

ic yan yiuzii konveks olup, arkada (st kenara yakin bir
bolumunden baska, buyuk bir parcasi tunika vaginalisin visseral
laminasi ile ortuludur. Dis yan yuz de konveks ve tunika vaginalis ile
ortllu olup testisin Ust kenarinda olan epididim ile komsudur. Biraz
konveks olan arka kenar boydan boya epididim ile komsudur. On kenar
serbesttir ve tunika vaginalis testisin parietal laminasi ile komsudur (5,
17, 49, 68, 110).

Ust uc epididim basi ile 6rtilii olup burasini saran Lamina
visseralis (epiorchium), dogrudan dogruya epididim Uzerine atlar ve
burada bir oluk meydana getirir. Bu sekilde olugan kaput epididimisin
hemen altinda kuguk oval bir cisimcik vardir. Appendiks testis denilen
bu c¢ikinti muller kanali Ust ucunun bir kalintisidir. Kaput epididimisin
ustinde genellikle appendiks epididimis denilen bir ¢ikinti vardir. Bu
ayriimis bir duktuli efferentestir. Alt ugta ligamentum skrotale denilen
elastik ve diz kas liflerinden meydana gelmis bir skrotal bag ile
skrotuma tutunmustur (5, 17, 49, 68, 110).

Testisler arterlerini aorta abdominalisten alirlar.  Arteria
testikularis testise varincaya kadar karin boglugunun buyuk bir kismini
ve inguinal kanali gegmek zorundadir. Arteria testikularis, testisin arka
kenarindan bezin igine sokulur ve mediastinum testiste bir ¢ok dallar
verir. Bu dallar septula testisleri izleyerek bezin her tarafina dagilirlar ve
zengin kapiller agi yaparak testis kanalciklarini sararlar. Arteria
testikularis ile arteria vesikalis superiorun bir dali olan arteria

defferentialis ve arteria femoralisten gelen ve skrotumda dagilan arteria



pudendae eksterna arasinda anastomozlar var ise de arteria

testikularis’in baglanmasi veya kesilmesi, testiste hasara neden olur.

Venler duktus deferensin etrafinda pleksus pampiniformis
denilen bir ven agi meydana getirirler. Bu agdan once iki, sonra birer
tane vena testikularis meydana gelir. Vena testikularis dekstra, vena

kava inferior'e, vena testikularis sinistra, vena renalis’e dokulur.

Sinirler, sempatik ve parasempatik lifler pleksus c¢oliakustan
arteria testikularis cevresinde bulunan pleksus testikularis ile gelirler. Bu

sinirler bezlerin galismasini kontrol ederler.

Testislerin lenf damarlari funikulus spermatikus’u izler ve nodus
lenfatikus ile birlegirler (5, 17, 49, 68, 110).

2.2. Testisin Embriyolojisi

Bir canlinin gelisimi, Ureme hucrelerinin fertilizasyonla
olusturduklari seks kromozomlarinin kombinasyonlari (XX, XY) ile
belirlense de erkek veya disi gonadlarina ait morfolojik o6zelikler
embriyonal gelisimin belirli bir evresine kadar ayirt edilemezler (13, 34,
36, 50, 91, 79, 89). Bu surece farkllasmamis safha, bu safhadaki
gonadlara da farklilasmamis gonad adi verilmektedir.

ilkel cinsiyet hiicreleri bliyiik, yuvarlak ilkel ireme hiicreleri olup,
en erken 4. haftanin basinda allantoisin ¢ikis noktasinin yakinindaki
vitellis kesesinin endoderm hucreleri arasinda gorulir. Embriyonun
katlanmasi sirasinda vitellis kesesinin dorsal kismi embriyonun iginde
kalir. Bu olurken ilkel cinsiyet hucreleri arka barsagin dorsal mezenteri
boyunca gonadal kabartilara go¢ ederler. 6. haftada ilkel cinsiyet

hicreleri alttaki mezenkime girer ve primer cinsiyet kordonlarina ulasir.



Burada germ kordanlarini yaparlar ve artik farklilasmamis evre sona
erer (13, 34, 36, 50, 91, 79, 89)

Gonadlar, U¢ kaynaktan kéken alirlar (36, 91, 89)

*Karin arka duvarini déseyen mezotel (epitel)
*Alttaki mezenkim (bag dokusu)

*Primordial germ hucreleri (ilkel cinsiyet hiucreleri)

Gonadal gelisimin ilk belirtileri mezonefrozun medial bdlgesi
uzerindeki ¢olomik epitelyumun c¢ogalmasi ve alttaki mezenkimin
yogunlasmasi ile meydana gelir. insanda 5. haftada ortaya ¢ikan bu
¢ogalma Urlnu, genital kabarti olarak bilinir. Parmaga benzer sekilde alt
mezenkime dogru inen epiteloid kordonlar henluz yeni gelisen primer
seks kordonlarini andirirlar. Farklilasmamis gonad yapisinda dista
korteks, i¢ kisimda ise medulla bulunur. Eger embriyo XX seks
kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi overe
donugur. Medullasi geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini
icermekteyse medulla testise donusur, korteks bir takim kalintilari
disinda geriler, dejenere olur (13, 34, 36, 50, 91, 79, 89).

Seks kromozom kompleksinde bir Y kromozomu tasiyan
embriyolarda, genellikle testisler gelismektedir. Testislerin gelisimi,
koordineli bir seri genin indlksiyonu ile saglanir. Y kromozomunun kisa
kolu Uzerindeki testis belirleyici faktorler icin SRY geni, farklanmamig
gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu goérmektedir.
Testis belirleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarini uyararak, onlarin
farklanmamig gonadin medullasinin derinlerine dogru uzamasina neden
olur, kordonlar burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve
bdylece agsi gorinuimli rete testis olusur. Seks kordonlarinin (seminifer
kordonlarin) kalin bir fibr6z kapsul olan tunika albuginea gelistikten
sonra, yuzey epiteli ile olan baglantilar kaybolur. 12. haftada yogun

tunika albugineanin gelisimi, fotuste testikular gelisim igin oldukca



karakteristiktir. Genigleyen testis asamali olarak dejenere olan
mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorchium ile asili hale
gecger. Seminifer kordonlar, seminifer tubdllere, tubuli rekti ve rete
testise farklanirlar (34, 36, 50, 91, 79, 89).

Seminifer tubdller, interstisyel hucreleri (Leydig hucreleri)
olusturan mezensimden ayrilirlar. 8. haftadan itibaren Leydig hucreleri,
androjenik hormonlari (testosteron ve androstenedion) salgilamaya
baslarlar, bu hormonlar mezonefrik duktuslarin ve dis genitallerin erkek
yonunde farklanmasini indukte ederler. Testosteron Uretimini insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimule eder, hormonun miktari
8-12 haftalik peryotta en yuksek degerine ulagsmistir. Testosterona
ilaveten fotal testisler glikoprotein bir hormon olan antimillerian hormon
(AMH) veya mullerian inhibitor madde (MIS) adi verilen bir hormonu da
salgilamaktadir. Antimdllerian  hormon (AMH), sertoli hucreleri
tarafindan salgilanir, hormonun salinmasi puberteye kadar devam eder,
daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik (mdullerian)
duktuslarin gelisimini baskilar (13, 14, 34, 36, 50, 91, 79,89).

Seminifer tdbdller, plberteye kadar solid halde kalirlar yani
[imenleri yoktur. Puberteden itibaren Iimen gelisir ve seminifer

tubulusleri olustururlar. Seminifer tubul duvarinda 2 tip hicre bulunur.

Sertoli hiicreleri, destek hucreleri olan bu hicreler, testisin ylzey

epitelinden geligirler.

Spermatogonia, primordial sperm hacreleri olan bu hucreler,

primordial germ hucrelerinden farklanirlar.

Sertoli hdcreleri, fotal testiste seminifer tubullerde ¢ogunlugu
olusturur. Daha sonraki gelisme sirasinda, testisin ylzey epiteli duzlesir
ve yetiskin testisin dis yuzeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis,

efferent duktulileri (duktuli efferentes) olusturan 15-20 adet mezonefrik



tubuller ile devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi olusturan

mezonefrik duktus ile baglanirlar.

28. haftada testisler arka karin duvarindan ayrilarak inguinal
halkanin derinligine dogdru yer dedistirirler. Sonugta dogumdan &énce
genellikle skrotuma inmig olurlar. Erkek ve disi embriyonlarin ikisinde de
iki ¢ift areme kanali vardir. Mezonefrik kanallar (Wolff), erkek tUreme
sisteminin gelismesinde 6nemli rol Ustlenirken, paramezonefrik kanallar
(Muller) disi reme sisteminin gelismesinde rol oynarlar. 5 ve 6. haftada

ureme sistemi farklilasmamis donemde iken tUreme kanal giftleri vardir.

Mezonefrik kanallar mezonefrik bobreklerden idrari bosaltirlar ve
erkek Ureme sisteminin gelismesinde 6nemli rol Ustlenirler (13, 14, 34,
36, 50, 91, 79, 89). 8. haftada fetal testiste yapilan testosteronun
etkisiyle mezonefrik kanalin proksimal kismi oldukga kivrilir ve edidimisi
yapar. Kanalin geri kalan kismi duktus deferensi ve ejakulatuvar kanali
yapar. Disi fetUslerde mezonefrik kanallar daima tamamen kaybolur,

sadece birkag islevsel olmayan artik kalir.

Paramezonefrik kanallar gonadlarin ve mezonefrik kanallarin
yanlarinda gelisir ve disi Ureme sisteminin gelisiminde 6nemli rol
ustlenirler. Paramezonefrik kanallar mezonefrozlarin yan taraflarindaki
mezotelin longitudinal invajinasyonlarinin her yaninda meydana gelir.
Bu invajinasyonlarin  kdseleri birbirine yaklasir ve kaynasarak
paramezonefrik kanallari olusturur. Huni seklindeki kranyal uclari
periton bogluguna acilir. Paramezonefrik kanallar embriyonun ilerideki
pelvis bolgesine ulasana kadar kaudal olarak mezonefrik kanallara
paralel seyreder. Burada mezonefrik kanallari énden caprazlar, orta
hatta birbirlerine yaklasir ve Y seklindeki utero vajinal taslagi
olusturmak Uzere kaynasir. Bu tubuler yapi Urogenital sinisun arka
duvarina uzanir ve bir kabarti (sinus=Muller tuberkllu) yapar. Sertoli
hicreleri fetal testiste erkeklestirici hormonlari (testosteron gibi) ve MIS

denen bir maddeyi yapar. MIS yapimi 6-7. haftalarda baglar. interstisyel



hicreler ise testosteron yapimina 8. haftada baslar. Leydig hucreleri
denen bu hucreler germ kordonlari arasinda kalan mezenkimden
farkhlasir ve sayilari 4-6. aylarda en yuksek duzeydedir. Yapimi hCG ile
uyarilan testosteron da mezonefrik kanallari erkek Ureme
kanallarini olusturmasi igin uyarir MIS ise epitelyal mezenkimal
donlsimle paramezonefrik kanallarin yok olmasina neden olur.
Mezonefroz dejenere oldugunda bazi mezonefrik tubulller kalir ve
duktus eferentese donusur. Bu duktuslar mezonefrik kanala agilir.
Mezonefrik kanal bu bolgede duktus epididimise dénusur. Epididimisin
distalinde mezonefrik kanal kalin bir diz kas yapisi kazanir ve duktus
deferense donugur. Her mezonefrik kanalin kaudal ucundan yanlara
disari dogru buyldyen yapilar seminal vezikulleri olusturur. Bu bez cifti
spermleri besleyen bir salgl yapar. Mezonefrik kanalin vesiklla
seminalisin kanallari ile Uretra arasinda kalan kismi ejakulatuvar kanali

meydana getirir.
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Tablo.2.1 Erkek embriyodaki Urogenital yapilarin yetiskindeki olugumlari

ve kalintilari Moore ve Persaud tarafindan gosterilmistir.

Embriyonik yapi

Gelismis yapi

indifferensiye gonad

Testis

Korteks

Seminifer tubul

Medulla

Rete testis

Gubernakulum

Gubernakulum testis

Mezonefrik ttbul

Duktuli efferentes

Paradidimis

Mezonefrik kanal

Epididimis appendiks

Epididimis kanall

Duktus deferens

Ureter, pelvis, kaliks, toplayici tibller

Ejekulat kanali, seminal vezikul

Paramezonefrik kanal

Testis appendiks

Urogenital sinus

Mesane

Uretra

Prostatik tomurcuk
Prostat

Bulbolretral bezler

Sinus tluberkull

Seminal kollikulus

Fallus

Penis
Glans penis
Korpus kavernozum penis

Korpus spongiosum penis

Urogenital katlantilar

Penisin ventral gérunima

Labioskrotal kabarti

Skrotum
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2.3.Testis Histolojisi

Skrotum icinde sagli sollu yer alan iki adet testis, erkek
ureme hlcresi spermatozoonun Uretildigi ve cinsiyet hormonu
testosteronun Uretilip salgilandigi hem ekzokrin hem endokrin iglevi
olan yapilardir (18, 23, 24, 87, 37, 45, 96, 111). Testisler, gametlerin
(sperm, spermatozoa) meydana getirimesi (gametogenezis,
spermatogenezis) ve steroid yapidaki hormonlarin Uretilip salgilanmasi
(steroidogenezis) ile yukumludur. Spermatogenezis testislerin seminifer
tubul adi verilen bolumlerinde olaylanir. Testisler, skrotum iginde
spermatik kord ile asili dururlar ve birbirlerinden septum skroti ile
ayrilirlar. Testis tunika albuginea denen kalin fibréz bir kapsulle
cevrilidir. Arka yuzinde siki bag dokusu kisa bir mesafe boyunca tunika
albugineadan igeriye dogru uzanarak mediyastinum testis denen
damarlarin girdigi ve duktuli eferentesin organdan ¢iktigi yeri meydana
getirir. Septula testis denen ince fibr6z yapilar mediyastenden tunika
albugineaya dogru 1ginsal olarak vyayilir, testisi ~250 piramidal
kompartmana (lobuli testes) ayirir. Testisin periferi yakininda, lobuller
septuladaki fenestrasyonlar araciligiyla birbirileriyle temas halindedir.

Fakat bunlar mediyastende birlegtiklerinden lobuller tamamen ayridir.

Testiste 250-350 lobul bulunur (23, 24, 87, 37, 45, 96, 90).
Lobdillerin her biri 1-4 seminifer tiibiil ierir. insanda iki testiste toplam
800-1200 seminifer tubdl bulunur ve her biri 30-80 cm uzunlugundadir.
Bunlarin ¢api 150-250 um'dir ve oldukga kivrintiidir. Etrafi zengin
kapillerlerle cevrilidir. Her testiste seminifer tibulin toplam uzunlugu
300-900 m'dir. Her piramidal lobun daralmig tepesinde seminifer
tubdller tubuli rekti denen duz tubullerle birlegirler. Bu birlesme
noktalari, mediyastinum testisteki bag dokusu igerisinde bulunan ve
bogsluklari epitelle doseli bir agi, rete testisi olustururlar. Buradan sonra
duktuli efferentes testisten gelen spermatozoayi duktus epididimise

iletir.
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Seminifer tubdllerin araliklari oldukga damarli gevsek bag
dokusuyla doludur. L.propriyanin gevsek bag dokusu igersinde
damarlar ve bunlarin da cevresinde Leydig hicre kumeleri vardir
(L.propriyanin  kalinlasarak fibroz bir karakter kazanmasi erkek

infertilitesinin nedenlerinden biri olarak kabul edilir).

Seminifer tubudller interstisyumun mezenkimal hucrelerinden kdken
alan adventisyal hicre tabakasiyla gevrilmistir. Bu baglayici tabakanin
organizasyonu turden ture degisir. Laboratuvar kemirgenlerinde her
tubulan etrafinda tek kath yassi poligonal hicrelerin ucuca birlesmesiyle
olusan kesintisiz bir tabaka olustururlar. Bu hucreler diz kasin bazi
ultrastraktlr oOzelliklerini gosterir ve kasilabilir, fakat atipik sekli ve
epiteliyal yapisi nedeniyle myoid hucre olarak adlandirilirlar. Kontraktil
myoid hdcreler desmin gibi miyofilamentleri igerir. Sitoplazmalarindaki
aktin demetleri birbirine dik agiyla duzenlenirler. Bu hucreler bu turlerde,
seminifer tubullerde goérulen ritmik ylzeyel kasilmalardan sorumludur.
Myoid hucreler testosteron icin yuzey reseptorlerine sahiptir ve son bir
bulguya gore seminifer tubdl epitelindeki destek hucrelerinin sentetik
etkinligini etkileyen bir protein yapmaktadir. Myoid hucre tabakasi

ayrica kan-testis bariyerinin dnemli bir bilesenidir.

Blyuk turlerde, kog, domuz ve bogada seminifer tuaballer
adventisyal hiicrelerin birden fazla katiyla ¢cevrelenmistir. icteki hiicreler
myoid hlcrelere benzerse de kesintisiz bir epiteloid tabaka
olusturmazlar ve digtaki hicreler fibroblastlar gibi durmaktadir. Maymun
ve insanda duz kasa benzeyen adventisyal hicreler ve seminifer tubul
kontraksiyonu yoktur. infertil insanlarda seminifer tibdller arasindaki

bag dokusu siklikla kalinlagmistir (8, 9).

Her bir seminifer tubulu dogeyen epitelde iki tip hicre vardir (18,
23, 24, 87, 37, 45, 96, 90).
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Spermatogenetik Seriye Ait Hiicreler :

* Spermatogonyumlar (En ilkel erkek cins hucreleridir )

* Primer spermatositler

* Sekonder spermatositler

* Spermatidler

*Spermiyumlar (spermatozoalar; en olgun erkek cins

hicreleridir.)

Spermatogenik seri hicreleri, bazal lamina ve tabal lGmeni
arasini dolduracak 4-8 tabaka halinde dizenlenmiglerdir. Bu hucreler
birkac bolinmeden sonra farklilasir ve spermatozoonlari olustururlar.
Bunlar erkek germ hicrelerinin surekli farklilagsma surecindeki cgesitli
evrelerde bulunabilirler. Baslangigtan bitise kadar spermatogenez
olarak adlandirilan bu fenomen Ug faza ayrilabilir: 1-Spermatositogenez
(Yun.Sperma; tohum+kytos; hlicre+genesis; uUretim) olarak adlandirilan
evrede  spermatogonyumlarin  bolunmeleri  sonucunda  olusan
hicrelerden spermatositler meydana gelir. Spermatositlerin ardi ardina
iki bolinme gecirerek kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin esit
olarak her hicrede yariya dusurilmesi sonucu gerceklesen ve
spermatidlerin olustugu evre mayoz adini alir. 2-Spermiyogenez ise
spermatidlerin  6zenli bir hucre farkhlagsmasi sureci gegirerek
spermatozoonlari olusturdugu safhadir. 3-Spermatogenez, bazal
laminanin  hemen Ustine yerlesmis bir germ hicresi olan,
spermatogonyum ile baglar. Bu, yaklasik 12 pym capinda, nispeten
kuguk bir hucredir ve nukleusu soluk boyanan kromatin igerir. Seksuel
olgunlasmada bu hucreler bir seri mitoz gegirirler ve yeni olusan
hicreler iki yol izleyebilir; bir ya da daha fazla mitotik bolinmeden sonra
farkhlasmamis kok hicreler olan tip A spermatogonyumlar
(sperma+Yun, gone, nesil) olarak devam ederler ya da slregelen
mitotik sikluslar boyunca farklilasarak tip B spermatogonyumlari

olustururlar.
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Tip A spermatogonyumlar spermatogenik serinin kok hucreleridir.
Tip B spermatogonyumlar ise primer spermatositlerden farklilagsan énclil
(progenitor) hucrelerdir. Olusmalarindan hemen sonra bu hucreler
birinci mayotik bodlinmenin profazina girerler. Bu sirada primer
spermatositin 46 (44+XY) kromozomu vardir ve DNA’s1 da 4 N'dir. N
haploid kromozom sayisini (bu insanlarda 23 adettir) ya da bu
kromozomlardaki DNA miktarini belirtmektedir. Bu profazda, hucreler
dort faz leptoten, zigoten, pakiten ve diploten gegirerek diakinez
safhasina ulagirlar ve sonugta kromozomlar ayrilir. Genlerdeki
“crossing-over mayozun bu safhalarinda olusur. Daha sonra hucre
metafaza girer ve kromozomlar takip eden anafazda her bir kutba dogru
giderler. Bu bolunmede profazin yaklasik 22 gin dolayinda bir sure
almasi nedeniyle incelenen hucrelerin blylk c¢ogunlugu bu fazda
goraltrler. Spermatogenik seride en buylk hicreler  primer
spermatositlerdir, bunlar nukleuslarinda kangal yapma surecinin degisik

safhalarinda kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar.

Birinci mayotik bolinmeden sonra sekonder spermatositler
denilen ve yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) iceren daha kuguk
hicreler olusur. Bu sayica azalma (46’dan 23’e) her hlucredeki DNA
miktarinin eksilmesi (4 N'den 2 N’e) ile birlikte olur. Testis kesitlerinde
sekonder spermatositlerin goézlenmesi zordur, ¢unkd bunlar interfazda
kisa sure kalan ve cabucak ikinci mayotik bolinmeye giren hicrelerdir.
Sekonder spermatositlerin bolinmesi spermatidlerin olusmasina yol
acar; bunlar 23 kromozom igerir. Birinci ve ikinci mayotik bolinmeler
arasinda spermatositlerde S fazi (DNA sentezi) gorulmedigi igin ikinci
boélinmeden sonra her bir hucredeki DNA miktari yariya iner ve haploid
(1 N) hucreler meydana gelir. Bdylece, mayotik surecin sonunda
haploid sayida kromozomlara sahip hucreler olugur. Fertilizasyonla
bunlar normal diploid saylya donerler. Hucre bolinmesindeki indirgeyici
islev sebebiyle mayotik slire¢ kromozom sayisinin turler igin sabit, belirli

bir miktarda kalmasini saglar.
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Spermatidler sekonder spermatositlerin bolinmesi ile olusan
hicrelerdir. Bunlar, diger hicrelerden kiguk boyutlari (7-8 um caplh),
yogunlasmig kromatin bolgeleri tasiyan nukleuslari ve seminifer
tubullerde limen yakininda (jukstaluminal) yerlesmeleri ile taninirlar.
Spermatidler spermiyogenez denen karmasik ve farklilagsma sureci
gegirirler. Bu surecgte, akrozom olusur, nukleus yogunlasir ve uzar,
flagellum gelisir ve sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonugta seminifer

tubdalun limenine salinan olgun spermatozoon meydana gelir.

Spermiyogenez ug faza ayrilabilir (23, 24, 87, 37, 45, 96, 90).

Golgi_Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, c¢ekirdedin yakininda
belirgin bir Golgi kompleksi, mitokondriler, bir cift sentriyol, serbest
ribozomlar ve duz endoplazma retikulumu tubulleri icerir. Kiguk PAS-
pozitif proakrozomal granuller Golgi kompleksinde birikirler ve bunun
hemen sonrasinda birleserek membranla sinirlanmis bir akrozomal
vezikulin icinde yer alan tek bir akrozomal granull olustururlar.
Sentriyoller go¢ ederek akrozomun olustugu bolgenin karsi tarafinda
hicre yuzeyine yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem olugsmaya
baslar ve sentriyoller yeniden nikleusa dogru geri donerken hareket

ettikce aksonem komponentlerini gcevresine sarar.

Akrozomal Faz: Akrozomal vezikil ve granul, yogunlasan

cekirdegin on yarisini kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra
akrozom adini alir. Akrozom, hyaluronidaz, ndraminidaz, asit fosfataz
ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler icerir.
Akrozom bu ylzden lizozomun 06zellesmis bir tipi gibi is gorur. Bu
enzimlerin, korona radiata hucrelerini birbirinden ayirdigi ve zona
pellusiday! sindirdigi bilinmektedir. Bunlar henlz ovulasyona ugramig
yumurtayi cevreleyen yapilardir. Spermatozoonlar  ovumla
kargilastiginda akrozomun dis membrani birgok bodlgede plazma

membrani ile kaynasarak akrozomal enzimlerin bogalmasina yol acar.
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Bu islem akrozomal reaksiyon olarak bilinir ve fertilizasyonun ilk

basamaklarindan biridir.

Akrozomal faz sirasinda hucrenin akrozomu iceren 6n kutbu,
seminifer tibullin tabanina dogru yonelir. Buna ek olarak nikleus uzar
ve daha yogun bir hale gelir. Ayni zamanda sentriyollerden bir tanesi
geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de flagellumun proksimal
parcasi etrafinda toplanarak orta pargca adi verilen kalinlagsmis bolgeyi
olusturur. Bu bolge spermatozoonlarin hareketlerinin kaynagini aldigi
yerdir.

Mitokondrilerin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin huicre
hareketi ve yluksek enerji tuketimi ile ilgili olan boélgelerde toplanmasina
bagka bir ornek teskil eder. Flagellum hareketi, mikrotubuller, ATP ve
dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi

sonucunda olusgur.

immotil silya sendromu (Kartagener sendromu), hareketsiz
spermatozoonlar ve sonucta infertilite ile karakterizedir. Bu sendrom,
hastanin spermatozoonlarinda dineinin ya da flagellar hareket igin
gerekli olan diger proteinlerin eksikligine baghdir. Bu bozukluk genellikle
kronik solunum yolu enfeksiyonlari ile birlikte gorulur. Cunku buna
benzer bir eksiklik de solunum sisteminde epitel hlcrelerinin siliyer

aksonemlerinde bulunur.

Maturasyon Fazi: Geriye kalan artik stoplazma Sertoli hucreleri

tarafindan fagosite edilir ve spermatozoonlar tubulin lGmenine dogru
salinirlar. Spermatogonyumlarin boélinmesi sirasinda ortaya c¢ikan
hdcreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik koprulerle birbirlerine bagli
kalirlar. Hucreler arasindaki kopruler, tek bir spermatogonyumdan
olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki
iletisimi saglar. Hucreden hicreye bilgi aktarimina izin vermesi
sebebiyle bu koOpruler spermatogenezdeki olaylar  zincirinin

koordinasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu ayrinti agagida agiklanan
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seminifer epitel siklusunu anlamakta o6nemli bir rol oynayabilir.
Spermatogenez slreci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik
koprulerin artik cisimcikler olarak dokulmesi ile spermatidler arasinda

bir ayrilma olur.

Testislere deneysel *H-timidin enjeksiyonu ile gonulluler Gzerinde
yapillan arastirmalarda insanda spermatogonyum safhasi ile
spermatozoon olusumu arasindaki siUrenin yaklasik 64 gin oldugu
gosterilmistir (23, 24, 87, 37, 45, 96, 90). Sirecin yavas olmasinin
yanisira, spermatogenez, es zamanl olarak her seminifer tubulde ayni
anda gerceklesmez; bu olay bir dalgalanma bigiminde olur. Bu durum
her bolgesinde spermatogenezin farkli bir safhasinin izlendigi seminifer
tibullerin dizensiz gorunimuinl agiklar. Ayni zamanda neden seminifer
tubdllerin bazi bolgelerinde spermatozoonlar bulundugu halde diger
bdlgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da acgiklamaktadir.
Seminifer epitel siklusu germinal epitelde belli bir hicre evresinin
ardigik iki gorinumu arasinda olugan maturasyon degisiklikleri dizisini
ifade eder. insanda her bir siklus yaklasik 16+1 giin sirer ve

spermatogenez 4 siklustan sonra biter (64+4,5 gun).

Sertoli hucreleri seminifer tiubul membranindan Iimene kadar
uzanan ¢ok yuzlu prizmatik hicrelerdir (Hemsire hicre de denir). Yan
yuzeyleri germ hucrelerine uyum saglayacak sekilde girintili ¢ikintihdir.
Enine kesitlerde zor segilirler. Germ hucrelerinin fazlaligi bunlarin %10-
15 izlenmesine olanak verir. Eozinofilik sitoplazmalari, bazale yerlesmis
bir iki c¢entikli oval c¢ekirdekleri vardir. Cekirdek¢ik belirgindir.
Cekirdekgikle beraber cekirdek zari altinda kimelenmis iki belirgin
kromatin yodunlasmasi ¢odu memelide 6zgun olan tripartide (Ugld)
gorunugunu olusturur. Sitoplazma, hucrenin dikey eksenine paralel
yerlesmis bol mitokondri icerir. Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda hucrelerin bol miktarda diz endoplazma retikulumu, bir
miktar kaba endoplazma retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve ¢ok

saylda mitokondri, yag damlaciklari ile lizozomlar igerdigi gosterilmistir
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(23, 24, 87, 37, 45, 96, 90). Siklikla Uggen biciminde olan uzamis
cekirdekte ¢cok sayida kivrimlar, belirgin bir gekirdekgik ve az miktarda
heterokromatin gorulur. Bazi hucrelerde fonksiyonu ve dnemi

bilinmeyen Charcot-Bottcher kristalloidler de gosterilmistir.

Sertoli hlcreleri ¢ok iyi bir hicre iskeletine sahiptir.
Plazmalemma altinda ve c¢ekirdek cevresinde ¢ok iyi gelismig aktin
filamanlari agi vardir. Ara filamanlar az ¢ok hicre eksenine paraleldir.
Bu hucrelerde vimentin, duguk molekul agirlikh sitokeratin 18,19 pozitif
gosterilmigtir. MikrotubullUsler spermatogenez dongusunun devresine
goére cekirdek cevresi veya cekirdek Ust bdlgesinde yerlesmigstir. Hig
suphesiz hucre iskeleti elemanlari hiucre seklindeki degisiklige ve tohum
hdcrelerinin [lUmene dogru hareketine katilir. Spermatogenetik seri
hdcrelerinden farkli olarak g¢ogalma 06zelligi gdstermeyen Sertoli
hicreleri bu konumuyla spermatogenetik hicrelere mekanik desteklik
saglar, beslenmelerine yardimci olur ve kan yoluyla gelen kimi zararli
maddelerden bu hucreleri korurlar. Sertoli hlcrelerinin tabanlar bazal
laminaya tutunur, apikal uglari ise siklikla seminifer tubulin limenine
uzanir. Isik mikroskopta Sertoli hucrelerinin sinirlari belirsiz olarak
gorulur, cunku bunlarin spermatogenik seri hucrelerini ¢cevreleyen ¢ok
sayida lateral uzantilari vardir. Sertoli-Sertoli baglanti kompleksi ayni
zamanda seminifer epitelini 2 kompartmana bdler: Alttaki dar kisim
bazal bélum (bazal kompartman), siki baglantinin Gzerindeki |[imene
kadar uzanan genis kisim ise [lUmen alti boliumdur. Bu siki baglanti kan-
testis bariyerini olusturur ve limen altindaki bolmeyi bag dokusundan

gelen etkilere kargi korur

a) Bazal kompartman; Spermatogonyum ve geng
spermatositleri igerir.

b) Adluminal kompartman; Gen¢ spermatositleri ve
spermatidleri icerir.

Bu kompartmanlar spermatogenezis igin bir mikrogevre

sadlar.
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Bitisik ~ Sertoli  hucreleri  birbirlerine  spermatogonyumlar
seviyesindeki siki baglantilarla baglanmislardir. Bu spermatogonyumlar,
icine kanda bulunan materyallerin serbestce girebildigi bazal
kompartmanda yerlesirler. Spermatogonez sirasinda spermatogonyum
serisi, bu baglantilardan bir yolunu bulup gegerek adluminal
kompartmana cikarlar. Burada spermatogenezin daha ileri safhalari
kandan gelen urunlerden bir kan-testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer
Sertoli hicreleri arasindaki siki baglantilar ile olusturulur. Spermatositler
ve spermatidler, Sertoli hucrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki
derin girintilerde yerlesmiglerdir. Spermatidlerin flagellar kuyruklari
gelistikge bunlar Sertoli hucrelerinin apikal uglarindan g¢ikan puskuller
seklindeki ¢ikintilar halinde goérullrler. Sertoli hdcreleri “gap junction”
denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla hicrelerin iyonik ve
kimyasal aligverisi saglanir. Bu da yukarda bahsedilen seminifer epitel

siklusunun koordinasyonunda 6nemli olabilir.

Sonug olarak Sertoli hicrelerinin birgok énemli fonksiyonu vardir
(87, 37, 45, 96, 90).

Bunlar;

a) Gelismekte olan spermatozoonlarin desteklenmesi, korunmasi
ve beslenmesinin dizenlenmesinde gorevlidirler.

b) Sertoli hucreleri birbirlerine siki baglanti kompleksleri (Tight
junction=zonula okludens) vasitasiyla irtibathidir. Sertoli-Sertoli baglanti
komplekslerinin kan-testis bariyerini olusturdugu saptanmistir. (23, 37,
45, 96, 90). Spermatositler, spermatidler ve spermatozoonlar kan testis
bariyeri ile kan destedinden izole edildigi i¢in, bu spermatogenik
hicreler besin maddelerinin ve metabolitlerin alip veriimesinde Sertoli
hicrelerinin araciliyina muhtagtirlar. Kan-Testis bariyerinin immunolojik
anlamda ¢ok énemli bir islevi vardir (23, 24, 87, 37, 45, 96, 90). Sertoli
hicre bariyeri gelisen sperm hucrelerini immunolojik saldiridan da
korur. Soyleki; spermiyumlar immun sistem tarafindan tabanca olarak
taninirlar. CUnkd, cinsel olgunlagsma immun yetenegin gelismesinde ¢ok

sonra pubertede olaylanir. Bu nedenle, farklanan spermatogenetik
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hlcreler yabanci olarak taninirlar ve immun yaniti harekete gecirerek
esey hucrelerinin haraplanmasina neden olan antikorlari olusturabilirler.
Ancak, kan-testis bariyeri, immun sistem ile esey hlcreleri arasinda her
turlh  etkilesimi ortadan kaldirarak, antikorlarin seminifer tiabullere
gegmesini Onler ve spermatogenetik hicreleri oto-immin reaksiyonlara

karsi korur.

Spermatozoonlar testiste iken gugli pozitiflik gdsterirken
epididimise gectiklerinde MHC Class | antijenlerini kaybederler. Bu
durum, epididimiste nigin oto-immun reaksiyonlara atilmadiklarini

aciklar.

Spermatozoonlar, ilk olarak pubertede Uretiimeye baslanir. Bu
donem, bireyin immunokompetan (yabanci molekulleri taniyabilme ve
onlara karsi antikor sentezleyebilme yetenegi) olmalarindan ¢ok uzun
sure sonradir. Bu nedenle, kan-testis bariyeri spermatogenik hucreleri
immun sistemden izole tutmada Onemli bir isleve sahiptir.
Spermatogenik hucrelerin ve spermatozoonlarin imman sistemden izole
edilmesindeki herhangi bir basarisizlik, sperm-spesifik antikorlarin
uretimiyle sonuclanir. Vazektomi (duktus deferensin cerrahi olarak
cikartilmasi; skrotal keseye acilan kuguk bir kesiden yaplilir) sonrasi ve
bazi infertilite (kisirlik) olgularinda bdyle immun yanitlar goérulmektedir.
Vazektomi sonrasi, immun sistem hucrelerinin hasarli vas deferens’ten
sizan spermatozoonlarla karsilasmasi sonucu sperm-spesifik antikorlar
uretilir. Bu durumda, spermler genital kanaldaki immun sistemden izole
kalamazlar. Bazi infertilite olgularinda sperm spesifik antikorlar
semende gosterilmigtir. Bu antikorlar spermlerin aglitinasyonuna neden
olurlar. Sonugta, spermlerin hareketlerini ve oosit ile etkilesmesini

etkileyerek infertiliteye neden olurlar.

Elektron mikroskop c¢alismalari, farklanan spermatogenetik
hdcrelerin  birbirlerinden ayrilmadiklarini  “sitoplazma kopruleri” ile

baglandiklari gostermigstir. Bu kdpruler, koloni icindeki spermatogenetik
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hidcrelerin  gelisiminin  ayni zamanda olaylanmasinda, hucrelerin

beslenmesinde ve genetik bilginin aktarilmasinda islev gorurler.

c) Sertoli hulcreleri fagositoz olayinda gorevlidirler.
Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler
seklinde dokulur. Bu sitoplazmik pargaciklar fagosite edilir ve Sertoli

hicre lizozomlari tarafindan yikilirlar.

d) Sekresyon olayini gergeklestirirler. Sertoli htcreleri surekli
olarak seminifer tubdllere genital kanallar yoninde akan ve sperm
transportu icin kullanilan bir sivi salgilarlar. Androjen-baglayici protein
sekresyonu Sertoli htcreleri tarafindan FSH ve testosteron kontroll
altinda gergeklestirilir. Bu protein, seminifer tubul iginde spermatogenez
icin gerekli olan testosteronunun yogunlasmasini saglar. Sertoli
hicreleri testosteronu dstradiyol haline gevirebilirler. Bu hicreler ayni
zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini énleyen

inhibin adi verilen bir peptid salgilar.

e) Anti-mullerian hormon Uretimini sadlarlar. Ayrica
Mdullerian-inhibe edici hormon olarak da isimlendirilen bu hormon
embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Mduller (paramezonefrik)
kanallarinin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir. Testosteron ise,

Wolf (mezonefrik) kanallarindan kdken alan yapilarin gelismesini saglar

f) Testikuler transferrinin sentezlenmesi ve salgilanmasinda
gorev alirlar. Testikuler transferrin de proteindir ve Ureme hucrelerine
demir tagidigina inaniimaktadir. Kandaki demir tasiyan protein, serum
transferrini, Sertoli hicresinin bazalindeki 6zel reseptorlere baglanir ve
sitoplazmaya alinir. Burada demir serum transferrininden testikuler
transferrine aktarilir, bu da demiri seminifer epitelin adluminal

kompartmanindaki gelisen treme hucrelerine gonderir.
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Sertoli hlcreleri insanda ve diger hayvanlarda Ureme periyodu
suresince boélinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon, kotli beslenme, x-
ISIin1 irradyasyonu gibi olumsuz kosullara kargi spermatogenik seri
hicrelerine gore ¢ok  daha dayanikhdirlar. Memelilerde
spermatozoonlarin salinimi  muhtemelen hcresel hareketlerin bir
sonucudur; bu hareket Sertoli hicresinin apeksinde bulunan
mikrotubdller ve mikrofilamentler ile saglanir. Sertoli hucreleri
spermatogenetik hucrelerin  bazal membrandan Iimene dogru

hareketlerinde etkin rol oynar.

g) Sertoli hucrelerinin salgilari arasinda baska maddeler de
saptanmistir. Ornegin; seruloplazmin, gama glutamil transpeptidaz
aminoasitleri, retinoik asit ve retinol baglayici proteinler, (A vitaminini
ureme hucrelerine tasimaktadir.) metaloproteaz (Ekstraselller matriksin
degradasyonunu saglar.), plazminojen aktivatori (Spermiyasyonda rol

alir.) ve siklik protein-2 (spermatid hareketini saglar) (17).

Sican testisinde kok hucre faktort Sertoli hucreleri tarafindan
uretilir, germ hucreleri ve Leydig hucrelerindeki c-kit reseptérine
baglanir. Bu kok hicre faktora ile c-kit reseptért arasindaki iliski germ
hdcrelerinin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve apoptozisinde rol oynar. C-kit
reseptori  spermatogoniya, spermatosit ve spermatidler Uzerinde
bulunur. Anti-c-kit monoklonal antikor ACK-2 gibi bir antikor ile kdok
hicre faktorinin bloke edilmesi ¢ogalan tip A spermatogoniyalarin
azalmasina, spermatid matlrasyonunun gecikmesine in vitro ortamda
tum germ hucre tiplerinin apoptozisinde artmaya neden olurken, Leydig

hicre fonksiyonunda anlaml bir degisiklik yapmaz (33).
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Tablo 2.2 Sertoli hiicrelerinin gérevleri

Gelisen germ hucrelerinin beslenmesi ve desteklenmesi

Spermiyojenez sirasinda ortaya ¢ikan sitoplazma fazlaliklarinin

fagositozu

Kan-testis bariyerinin olusturulmasi

ABP uretimi ve salgilanmasi

Embriyojenez sirasinda Muller borusunu durdurucu hormonun

uretimi ve salgilanmasi

inhibin Uretimi ve salgilanmasi

Testikuler transferrin tretimi ve salgilanmasi

Fruktozdan zengin, spermatozoonlari besleyici ve taginmasini

kolaylastirici salgi salgilanmasi

Testis katlesinin %25-30’unu gevsek bag dokusu olusturur. Bu
ara doku igerisinde Leydig hucreleri, fibroblastlar, mast hucreleri,
gonadotrop hormonlara cevap vermek Uzere gerektiginde Leydig
hlcrelerine donusebilen farklanmamis mezensim hucreleri, bol kilcallar,
lenf damarlari ve sinirler bulunur. Leydig hucreleri, seminifer tuballer
arasindaki Ug¢genlerde gruplanirlar. Gruplar halinde tunika albuginea,
epididimis, spermatik kordon ve mediastinumda da goésterilmiglerdir (23,
24, 87, 37, 45, 96, 90). Testosteron hormonu dretimi ve
salgilanmasindan sorumludurlar. Neuroendokrin fonksiyonlari da vardir.
Parakrin olarak oksitosin, substans-P, B-endorfin vb. salgilar. Endokrin
fonksiyonlarindan dolay1 kilcal damarlarla iligkili degisen boyutlarda
topluluklar yaparlar. Testikuler kapillerler pencerelidir ve kan proteini
gibi makromolekiillerin serbestce gecmesine izin verirler. Interstisyel
alandaki lenf damarlarinin olusturdugu yogun sebeke, bu organdan
alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi
agiklamaktadir. ki gekirdekli olabilirler. lyi gelimis Golgi kompleksi,

tubuler kristall mitokondriler ve asidofil sitoplazmalarinda yag
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damlaciklar icerirler. Cok iyi gelismis granulsiz endoplazma
retikulumuna sahiptirler. Bu gorunusleriyle tipik steroid salgisi yapan
hicrelere benzerler. Bu hucrelerde salgi granuli bulunmaz, dretilen
testosteron ihtiyaca gore sentezlenir ve bekletimeden kana verilir.
Bunlarin sitoplazmalarinda ayni zamanda peroksizom ve lizozomlar
bulunur. Yagla artan miktarlarda izlenen lipokrom pigmenti yer alir.
insana 6zgl renksiz Reinke kristalleri gosterilmistir. Bu kristaller
azokarminle boyanir. Elektron mikroskobunda dizgun kristal kafesler
seklinde izlenir. Onemi bilinmemektedir. Enine kesitlerde normal bir
erigkin de kivrintili seminifer tibul basina 5 Leydig hlcresi sayilir. Olgun
Leydig hucreleri normal olarak ¢ocuk testisinde, dogumdan sonraki
birka¢ hafta diginda, 10 yasina kadar bulunmaz. Herhangi bir yastaki
cocuga saflastirimis LH enjekte edilirse Leydig hicrelerini gelistiren
fibroblastlarin sayisi artar. Leydig hucrelerinin sayilari ergenlikle
artarken ileri yasta azalir. 60 yasindaki bir erkekte 20 yasin yarisindan

az sayidadir.

Puberte sirasinda belirgin hale gelen, bu yuvarlak ya da
poligonal sekilli olan ve merkezi bir nukleusu ve kuguk lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan ve steroid
salgilayan hucre o6zelliklerini gosteren bu hucreler, sekonder seks
karakterlerinin  gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan
testosteronu Uretirler (23, 24, 87, 37, 45, 96, 90). Bu hicre salgiladigi
testosteron hormonu (toplam testosteronun % 95’ini Uretir, geri kalan
%5 surrenal kortekste Uretilir) ile spermatogenezi devam ettirir.
Testosteron sentezi mitokondri ve diz endoplazma retikulumunda
bulunan enzimlerce gerceklestirilerek, hicre organelleri arasi ig birligine
bir 6rnek olusturur. interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de
miktarlari hormonal uyarimlara baglidir. Insanda hamilelik sirsinda
uretilen plasental gonadotropik hormon maternal kandan fetusa gecger
ve androjenik hormonlari Ureten bol miktardaki fetal testikuler

interstisyel hucreleri uyarir. Hormonlarin  bulunmasi embriyonik
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farkhlasmada erkek genital organlarinin gelismesi igin gereklidir.
Embriyonik interstisyel hicreler hamileligin 4 2 ayina kadar tamamen
farklilasmig olarak kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde
gorulen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik boyunca ve
hipofizden salinan luteinizan hormon uyarimi altinda testosteron
sentezini yeniden yapmaya bagladiklari prepubertal doneme kadar

dinlenmede kalirlar.

2.4.Testisin Histofizyolojisi

Testis ekzokrin ve endokrin fonksiyonlu bilesik tabuler bir bezdir
(5, 25, 49, 110). Testisin i¢ salgilama iglevini Leydig hucrelerinin
salgiladigi testosteron meydana getirir. Testosteron yuksek lokal etkiyle
seminifer tubullerdeki spermatogenezi etkilerken, kana gegerek erkek
ureme sistemine yardimci bezlerin (prostat, vesikula seminalisler,
bulbourethral bezler) islevini de etkiler. Erkege 6zgu ikincil cinsiyet
Ozelliklerinin (pubik killanma, sakal-biyik, erkege 06zgu ses, muskuler
vucut sekli) ortaya c¢ikmasindan sorumludur. Testosteron Uretimi
adenohipofizden salgilanan LH (lUteinlegtirici  hormon) etkisiyle
gerceklesir. LH, Leydig hucrelerinde kendisine ait reseptorlere
baglanarak etki gosterir. Her ne kadar Leydig hucreleri testisin genel
hacminde kuguk bir yer tutsa da steroidojenik potansiyelleri ¢ok
yuksektir. Adenohipofizden LH salgisi surekli degil esas olarak geceleri
90 dakikalik araliklar seklinde olur. LH disinda prolaktin ve LH-RH (LH-
releasing hormon)da dogrudan Leydig hucrelerini etkileyerek
testosteron salgilanmasini etkiler. Testosteronun yukselmesi LH
salgilanmasini durdurur. LH diginda spermatogenezin baglamasi ve
devam etmesinde adenohipofizden salgilanan bir diger hormon FSH
(Follikal uyarict hormon)'da etkilidir. FSH Sertoli hicrelerini etkileyerek
ABP salgilanmasini saglar boylece spermatogenez icin gerekli oranda
testosteronun yerel etkisi saglanir. Bu etki spermatogenezin baslamasi

icin gereklidir. Germ hicrelerinin azalmasi FSH salgisini uyarir. FSH
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salgilanmasi Sertoli hucrelerinden salgilanan inhibin  hormonuyla
durdurulur. Ostrojenler, kadin cinsiyet hormonlari ABP‘i baglayarak

spermatogenezisi azaltir.

Testisin dig salgi islevi, kivrintili seminifer tibullerin halokrin salgi
arind  spermatozoondur (5, 25, 49, 110). Ginlik ortalama
spermatozoon yapimi insanda iki testisten ortalama 200 milyondur. Bu
blayUk bir miktar gibi gérinse de diger turlerle kargilastinildiginda disuk
bir sayidir. insanda her iki testis 800-1200 adet kivrintili tohum
borucugu igerir. Bunlarin her biri 30-70cm.uzunlugundadir. Olusan
ejakulat miktari ise 2-5ml.dir. Bu ejakulat 40-100 milyon/ml
spermatozoon icerir. Bu sayr 20 milyonun altina duserse kisirliktan

(infertilite) s6z edilir.

37°C olan vacut i¢i sicakhginin altindaki sicakliklarda olugan
spermatogenezin regulasyonunda 1si ¢ok onemlidir. Testikller 1si
35°C‘dir, bu birkag mekanizma ile kontrol edilir (5, 25, 36, 49, 110).
Zengin bir venoz pleksus (pampiniform pleksus) her bir testikuler arterin
etrafini sarar, testikuler 1sinin strduridlmesinde 6nemli olan bir karsi i1si
akimi saglar. Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlasmasi ile isi
kaybi ve spermatik kordondaki kramester kaslarinin kasiimasi ile
testislerin daha yuksek bir 1sida kalabilecedi inguinal kanallara

cekilmesidir.

Testisin inisindeki bozukluk olan kriptorsidizmde (Yun.kryptos,
gizli+orchis, testis), testisler 37°C’ta kalir ve spermatogenez inhibe olur.
Cok ileri olmayan vakalarda testisler cerrahi olarak skrotuma
indirildikleri takdirde spermatogenez normal olarak devam edebilir.
Karin i¢i sicaklginda kalan testislerde germ hucrelerinin ¢ogalmasi
inhibe olur fakat testosteron sentezi devam eder. Bu da kriptorgidizmli
seks karakterlerinin gelismesinin ve ereksiyon olugmasinin nedenini

aciklar.
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Kotu  beslenme, alkolizm ve bazi ilaglarin  etkisi ile
spermatogonyumlarda  degigiklikler ve sonugta spermatozoon
yapiminda bir azalma ortaya c¢ikar. X-isini ve kadmiyum tuzlan
spermatogenik seri hucrelerine oldukga toksiktirler ve bu hucrelerin
oliumune sebep olarak hayvanda steriliteye yol acgarlar (5, 25, 36, 49,
110). Bisllfan germinal hucreler Uzerinde etkilidir, gebe siganlara
verildiginde bunlarin erkek yavrularinin germinal hucrelerini 6ldurur. Bu
nedenle yavru steril kalir ve seminifer tubulleri sadece Sertoli hicrelerini
icerir. Androjen-Ureten interstisyel hicre tumorleri erkeklerde erken

puberteye yol acabilir.

Bununla birlikte spermatogenez Uzerinde en o6nemli etkiyi hig
suphesiz endokrin faktorler olusturur (5, 25, 36, 49, 110).
Spermatogenez, hipofizin folikul stimulan (FSH) ve luteinizan
hormonlarinin (LH) testikiler hicreler Gzerindeki etlilerine baghdir. LH
interstisyel hicreler Uzerine etki ederek spermatogenik seri hiicrelerinin
normal geligsimi icin gerekli olan testosteron yapimini stimile eder.
FSH’un Sertoli hlcrelerine etkiyerek adenital siklaz yapimini stimule
ettigi ve sonugta cAMP’nin artisina yol actigi ve ayni zamanda da
androjen-baglayici proteinin (ABP) sentez ve salgilanmasini sagladigi
bilinmektedir. Bu protein testosteron ile baglanir ve bunu seminifer
tubdllerin lumenine tasir. Spermatogenez testosteron ile uyarilir ve

Ostrojenler ve progestojenlerle inhibe edilir.

Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan testikuler
sivi iginde tasinirlar. Testikller sivi Sertoli hucreleri ve rete testis
tarafindan uretilir; bu sivi steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla

birlesmis androjen-baglayici protein igerir.

Spermatojenik hucrelerin farklilagsmasi sperme 6zgu proteinlerin
ortaya c¢lkmasina yol acar. SekslUel olgunlagsmanin, immunolojik
yetenegin gelismesinden uzun bir sire sonra ortaya ¢ikmasi sebebiyle

farklilagmakta olan sperm hucreleri yabanci olarak algilanabilir ve germ
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hicrelerinin  6lumune sebep olabilecek bir immun vyaniti tegvik
edebilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve immun sistem
arasinda olusabilecek herhangi bir etkilesimi ortadan kaldiracaktir. Bu
bariyer seminifer tubullere immunglobulinlerin ge¢gmesini onler ve bu
sayede serumlarinda ¢ok yuksek duzeylerde sperm antikorlari bulunan
hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu gorulmez. Sertoli hicre
bariyeri boylece seminifer epiteli bir otoimmun reaksiyonda korumus

olur.

insanda ergenlikle baglayan spermatogenez devamlidir ve élene
kadar azalarak devam eder (5, 25, 36, 49, 110). Germ hucre epiteli
toksik ajanlar, alkol, c¢esitli enfeksiyon hastaliklari ve beslenme
yetersizliklerine (vitamin A ve E eksikligi) hassastir. Disik dozlarda bile
X-i1ginlar1 dejenere hucre sayisini arttirir, yiksek dozlarda kisirhga
neden olur. Germ hucreleri yluksek isidan da etkilenir. Bu nedenle
testisin skrotum icinde ve vucut diginda yer almasi gerekir. Testisin
skrotuma inmedigi hallerde (kriptorsidizim) seminifer borucuklar atrofik
kalir sadece Sertoli hucreleri, cok az miktarda da spermatogoniyum

izlenir.

2.5. E VITAMINI

2.5.1. E Vitamininin Biyolojik Sistemlerdeki Rolii

E vitamininin gerekli bir besin maddesi oldugu ilk defa 1922
yilinda Evans ve Bishop tarafindan bulunmustur. Onceleri X maddesi,
daha sonralari antisterilite vitamini, 1936’da bugday tohumundan elde

edildikten sonra da tokoferol olarak adlandiriimigtir (48).

E vitamini yagda c¢ozunen bir vitamindir. Bir grup tokol ve
tokotrienollerden olusup hidrofobik 6zelligi vardir. E vitamini, az

miktarda da olsa biyolojik zarlarda bulunur. Yagda ¢6ztinen bir vitamin
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olmasina karsin tasidigi hidroksil grubu nedeniyle zayif amfipatik 6zellik

gOsterir. Bu yonuyle kolesterole benzer (103).

Literatirde, E vitamininin etki mekanizmasi Uzerinde ¢ok sayida
birbirine zit bulgu ve iddialar s6z konusudur. Bununla birlikte, E
vitamininin temel biyolojik rolunt ve klinik uygulamalarini tam olarak
anlamaya yoOnelik arastirmalar hala yapilmaktadir (4, 30, 40, 41, 99,
100).

Dogada E vitamini etkisi gosteren kimyasal yapilari farkli cesitli
bilesikler bulunmaktadir. Molekullerdeki yan zincirlerin durumuna ve
doymus ya da doymamis olmalarina gore tokoferoller ve tokotrienoller
olmak Uzere iki grupta toplanirlar. Bugln alfa, beta, delta, gamma, eta
ve zeta olmak Uzere alti tokoferol ve alti tokotrienol bilinmektedir (48,
103).

2.5.2. E Vitamininin Biyokimyasal islevleri

E vitamininin etki mekanizmasi konusunda en genis destek alan
gorus antioksidan kuramdir. Bu kuram, biyolojik sistemlerde E
vitamininin bir antioksidan olarak islev gérdugunu ileri strer. Kontrolstiz
otooksidasyonun (serbest radikal zincir tepkimesi) yol actigi etkilerden
korunan molekuller, hucresel ve alt hicresel zarlarin ¢oklu doymamig
lipidleridir. Insan viicudunda lipid peroksidasyonu sonucunda,
ateroskleroz, diyabet, retinopati ve karsinogenez gibi rahatsizliklar
ortaya cikar (4, 40, 41, 48, 84, 99).

Normal hicresel metabolizma sonucu veya vicuda alinan zehirli
bilesiklerin metabolizmasi suresince ¢esitli artiklar olusturulur ve bunlar
canh hucrelere zarar verebilirler. Bu artiklar: siperoksit anyonu (027),
hidroksil radikali (OH™) ve bazi serbest radikallerdir (30, 48, 103).
Glutatyon peroksidaz (GSH), katalaz ve superoksit dismutaz (SOD)
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birlikte, organizmalari peroksidan molekuller denen serbest radikaller ve
diger oksitleyici ara maddelerden korumayi amacglayan bir koruyucu

sistem olustururlar (4, 48, 103).

Bu mekanizma su sekilde agiklanmaktadir:

Superoksit dismutaz enzimi suUperoksit anyonunu hidrojen ile
birlestirerek  hidrojen  peroksit ve  oksijen acgiga  ¢ikarir
(202+2H—H202+02). Bu sekilde elde edilen hidrojen peroksite,
katalaz enzimi veya glutatyon peroksidaz etki eder. Katalaz iki hidrojen
peroksiti birlegtirerek  su  ve  oksijen ortaya c¢ikarirken
(2H202+katalaz—2H20+02), glutatyon peroksidaz hidrojen peroksitten
hidrojen ve indirgenmis glutatyon olusturur (H202+2GSH glutatyon
peroksidaz—2H+GS-SG)

Oksijen metabolitleri, hlcrede bulunan zar yapilarindaki
fosfolipidlerin ¢oklu doymamis yag asitlerine etki ederek zarlarin normal
yapilarini bozar ve hucre olumu ile sonuglanabilecek olaylari baglatirlar
(41, 48, 84, 103).

Hidroksil radikalleri (OH), dogada oldukga tepkisel bir 6zellige
sahiptir. Coklu doymamis bir lipidin peroksidasyonu sonucunda yag agili

(serbest radikal) olusur.

Bu serbest radikal ya hidrojen c¢ikarilmasi LH+OH—L+H20
seklinde ya da ek bir tepkimeyle LH+OH—LHOH olusturulur. Bu yolla
olusan yag agcili radikal, peroksil radikalini olusturmak Uzere oksijen
molekulinu etkileyebilir L+O2—LOO.

Bu durumda peroksil radikali, coklu doymamis yag asitlerine ait

daha ¢ok sayida molekulu etkileyebilir, ya da E vitamini veya diger
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antioksidanlar tarafindan tuketilir. Herhangi bir durumda Uriin yag asit
hidroperoksittir (LOOH).

Yag asit hidroperoksiti, koruyucu mekanizmanin son asamasi
olarak, glutatyon peroksidaz tarafindan hidroksi asite indirgenebilir
LOOH+2GSH—LOH+ H20+GS-SG. Bodylece E vitamini, zincir dagitici
peroksil radikallerini (LOO) tutarak zincir kirici bir antioksidan olarak
davranir (48, 46).

E vitamini, dokularda oldugu gibi, hem depolama surecinde hem
de mide barsak kanali igindeki doymamig yag asitlerinin
peroksidasyonu suresince ortaya gikan serbest radikal ara maddelerini
temizler (48, 46, 70).

2.5.3. E Vitamininin Dokular Uzerine Olan Koruyucu Etkisi

Molekuler model ¢alismalari, E vitamini yan zincirinde bulunan 4’
ve 8 nolu karbon atomlarinin zarlara bagl fosfolipidlerdeki arasidonik
asit ile stabil bir kompleks olugturabilecegini gostermigtir (48). E
vitamininin daha ¢ok zarlarda yerlesmis olmasindan ve lipidlere bagh
aragidonik asitle kompleks olusturarak zarlarin yapisina girmesinden
hareket ederek, E vitamininin zarlara bagl iglevlerinin sunlar olabilecegi
belirtiimektedir:

1) Hucredeki zar yapilarinda bulunan uzun zincirli doymamis
yag asitlerinin in vivo veya in vitro bozulmalarina engel olur.

2) Doymamis yag asidi, Ozellikle arasidonik asit igceren
zarlarin gecirgenliklerini azaltir.

3) Zarlara baglh fosfolipidlerin in vivo fosfolipazlar tarafindan

bozulmasini énler (48, 103).
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E vitamininin dokularda lipid peroksidasyonuna karsi antioksidan
etki gosterdigini destekleyen bir ¢cok calisma yapilmistir (30, 47, 84,
100, 108). E vitamini alyuvarlarin pargalanmasini engellemekte, cesitli
toksik ajanlarin  (karbontetraklorir, bleomisin, sulfurdioksit vb.)
dokulardaki zararli etkilerine karsi antioksidan koruma gdstermektedir
(11, 48, 51). Yapilan bir calismada, si¢canlarda deneysel kolit modelinde
E vitamini verilmesiyle belirgin bir iyilesme gorulmastur (71).

E vitamini, lipid peroksidasyonuna neden olan serbest radikalleri
tutarak, kuvvetli antioksidan etki gosterir. E vitamininin Down sendromu
ve deneysel mikrosefalideki hasari, ozon ve azotdioksit toksisitesini,
yenidogan bebeklerdeki hiperoksinin zararli etkilerini, deneysel olarak
olusturulan akciger fibrozisi, meme karsinogenezi ve kolon
adenokarsinomasini, karaciger parenkim hucrelerinde multivezikuler

lizozom olusumunu engelledigi ve/veya azalttigi bildirilmistir (69).

E vitamininden yoksun blyuyen cesitli tirdeki hayvanlarda geri
doénlsi mUmkldn olmayan kisirlik ortaya ¢ikmistir (108). Sigir Leydig
hdcrelerinin kultur ortamina E vitamini eklendiginde, hicrelerin yagam

suresi ve steroidojenik etkinliginin arttigr géralmuagstur (60).

E vitamininin siganlarin hipofiz-gonad eksenine olan etkisinin
arastinldigi bir calismada E vitamini eksikliginin, gonad iglevini durduran
bir etki gostererek Leydig hucrelerinde hormon sentezini azalttigini
feedback mekanizmasi yoluyla hipofizden LH salinimini arttirdigi

saptanmistir (2).

Oksidatif hasar spermleri direkt olarak etkileyebilecegi gibi
spermatogenezi etkileyerek de sperm fonksiyonunu bozabilir. infertil
erkeklerde hasarli sperm fonksiyonu, lipid oksidasyonu ve
spermatozoadaki antioksidan enzimlerin iglev bozuklugu ile iligkilidir. E

vitamini dokulardaki antioksidan sistemlerde serbest radikalleri
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temizleyen onemli bir maddedir. Kronik demir intoksikasyonuna bagli

testis oksidasyonu E vitamini verilerek azaltilabilir (59).

Vucutta oksijen konsantrasyonunun normoksiden uzaklagsmasi
sonucu reaktif oksijen radikallerinde artma meydana gelir. Bu artis
organizmayi oksidatif strese sokar. Oksijen konsantrasyonunun %40’a
cikmasi ile periferal dokularda (kalp, akciger, testis ve iskelet kasi)
istatistiksel olarak anlamli derecede E vitamini miktarinda artis
saptanmistir. Suda ¢6zinen bir antioksidan olan C vitamininin ise

%40’k oksijen konsantrasyonundan etkilenmedigi bildirilmistir (19).

Omurilik hasarina bagli erkek infertilitesi; dusik semen kalitesi,
dusuk sperm sayisi, disuk sperm motilitesi, ve bozuk morfoloji ile
ilgilidir.  Klinik g¢alismalar omurilik hasari sonrasi anormal sperm
fonksiyonlarina reaktif oksijen turevlerinin de katkisi oldugunu
dusundurmektedir. Omuiriligi  kesilen siganlarin  akut ve kronik
donemlerde E vitamini ile beslendiginde sperm canhliginin kismen
korundugu gozlenmistir.  Reaktif oksijen tlrevlerinin  sperm
hareketliligini, fiboroz kilif proteininin tirozin fosforilasyonunu bozarak
etkiledigi dusunulmektedir (101).

Yine yapilan calismalarda C ve E vitaminlerinin hem kursuna
bagh testis toksisitesini reaktif oksijen turevlerini azaltarak
dizeltebilecegi, hem de kadmiyuma bagli hlcresel toksisiteyi
azaltabilecegi gosterilmistir. Ama bu iki vitamin arasinda sinerjik bir etki

saptanamamistir (31).
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2.6. C VITAMINI

2.6.1. C Vitamininin Biyolojik Sistemlerdeki Rolu

C vitamininin yapisi glukozu animsatmaktadir. Memelilerin buyuk
kisminda glukozdan turetilir. Ote yandan, insan dahil primatlar ve diger
bazi hayvanlarda (6rn. Kobay, bazi yarasalar, kuslar, baliklar ve

omurgasizlar) L-gulonolakton oksidaz yoklugu bu sentezi dnler.

C vitamini, indirgeyici ekivalanlarin vericisi olarak davrandiginda,
dehidroaskorbik asite oksitlenir ve bu da vitaminin bir kaynagi olarak
davranabilir. C vitamini; molekuler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi
bilegiklerin indirgenmesine olanak saglayan +0.08 voltluk bir hidrojen
potansiyeline sahip indirgeyici bir ajandir. Aktivitelerinin ¢ogunda, C
vitamininin etki mekanizmasi aydinlatiimig olmaktan uzak ise de
asagida, C vitamini igin daha iyi belirlenmis bazi etkiler sunulmaktadir.
Cogdunda, C vitamini olaya dogrudan katilmaz. Bunun yerine bir metal
kofaktéri  indirgenmis  halde tutmak igin  gerekir.  Bunlar
monooksijenazlardaki Cu (bakir) ve dioksijenazlardaki Fe'i (demir)

kapsar.

1- Kollajen sentezinde, prolinin hidroksilasyonu igin gerekir.

2-Tirozin  yikiminda, p-hidroksifenilpirivatin, homojentisata
oksidasyonu, C vitamini gerektirir; bu da, maksimal aktivitede roll olan
bakiri indirgenmis durumda koruyabilir. Sonraki basamak, gene C
vitamini gerektiren ferro demir igceren bir enzim olan homojentisat
dioksijenazla katalizlenir.

3-Tirozinden adrenalin sentezinde, dopamin [-hidroksilaz
basamaginda gerek duyulur.

4-Safra  asiti  olusumunda, baslangigtaki  7a-hidroksilaz

basamaginda gerek duyulur.
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5-Bobrekustu bezi, adrenokortikotropik hormon ile uyariimasi
halinde, icerdigi yogun C vitamini hizla bosalir ve C vitamininden
yoksullagir. Bu olayin nedeni bilinmemektedir.

6-Demir emilimi, C vitamini varliginda belirgin sekilde artar.

7-C vitamini, suda ¢6zinen genel bir antioksidandir ve sindirim

sirasinda nitrozaminlerin olugmasini inhibe edebilir.

C vitamini yetersizliginin klasik sendromu skorbuttur. Bu olay,
kendisini, derialti ve diger kanamalar, kas halsizligi, yumusayip sismis
digsetleri ve sallanan dislerle goOsteren kusurlu kollajen sentezi ile
iligkilidir. Meyva ve taze sebze yenilmesi ile iyilesir. C vitamininin normal
depolari 3-4 ay yeterlidir, ancak ondan sonra, skorblt belirtileri ortaya
cikar (41).

2.6.2. C Vitamininin Dokular Uzerine Olan Koruyucu Etkisi

Testis membranlari poliansatire yag asitlerince ¢ok zengindir
bundan dolay! oksidatif strese olduk¢a aciktir. E vitamini gibi bazi
antioksidanlar harekete (spor) bagl testisteki oksidatif stresi ve cgesitli
ureme problemlerini azaltabilir. C vitamini testiste steroidogenez ve
gametogenezi uyararak harekete bagl testis hasarini azaltir. Dahasi 6n

hipofizden gonadotropinlerin sentezini ve salinimini arttirir (80).

insan gibi aerobik metabolizmaya sahip organizmalar reaktif
oksijen radikallerinin hasar verici etkilerine kargi kendilerini korumak igin
katalaz, peroksidaz, superksit dismutaz ve glutatyon gibi enzim
sistemleri gelistirmistir. C vitamini pestisit, kimyasal mutajenler,
ksenobiyotikler ve agir metallere maruz birakilan testis dokusunu
koruyan antioksidan etkili vitaminlerden biridir. C vitamini oksidanlara

maruz kalan E vitamininin antioksidan etkilerini korur ve tamir eder (62).
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Demir bakir gibi metaller reaktif oksijen tlrevleri olusturarak lipid
peroksidasyonu, DNA hasari ve antioksidan koruma sistemlerinin
zayiflatiimasina neden olurlar. Sigcanlara C ve E vitamini verilmesi
spermlerde kursuna bagh oksidatif stresi, motilite kaybini azaltir ve oosit

penetrasyon kapasitesini arttirir (39).

2.7. ETAN DIMETAN SULFONAT (EDS)

Etan dimetan silfonat (EDS), canli hicreler Uzerinde alkillestirici
ajan olarak etki gosterir. Etilnitrosotire, tiotepa ve trietilenmelaminin (64)
ve oktilfenolin de (74) iginde bulundugu alkillestirici ajanlarin, sperm
kromatini yapisinda, ¢ekirdek DNA’sinin denatlrasyona olan egiliminin
artisinda etkili oldugu gosterilmistir (21). Kirk yil kadar énce, EDS’nin
fare ve siganlarda kanseri tedavi edici bir ajan oldugu fark edilmis ve
1966 yilinda Jackson tarafindan, erigskin erkek siganlardaki fertiliteyi
Onleyici etkisi gosterilmistir (83, 43). O ginden ginuimuze androjenlerin
spermatogenez Uzerine olan etkilerini incelemede EDS siklikla
kullaniimaktadir. EDS’nin yenidodan ve sutten kesilmemis siganlarin
Leydig hucreleri Uzerine sitotoksik oldugu gOsterilmigtir. Ayrica gine
domuzu, kurbaga, tavsan ve surlngenlerdeki erigkin Leydig hucreleri
Uzerine de sitotoksiktir. Bildircin, fare ve kegi eriskin Leydig hucrelerini
etkilemez (90).

EDS’nin Leydig hucrelerini apoptozise gotirdigu mekanizma
tam olarak bilinmese de, deneyler EDS’nin glutatyona kovalent
baglanmasi ve glutatyonun hucrelerde tuketilmesinin, hicre toksisitesi
icin 6nemli oldugunu duasundurmektedir. Yapilan g¢alismalar, EDS’nin
Leydig hucrelerinde apoptozis yanitini, yeni bir RNA veya protein
sentezine gereksinim duymadan, DNA ve proteinleri alkilleyerek

uyardigini dusundirmektedir (64).
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EDS yetiskin erkek sicanlara 75 mg/kg dozda verildiginde Leydig
hiucrelerinde hizli bir hasara ve serum testosteron seviyesinde
azalmaya neden olur. Leydig hucrelerinde kromatin kondensasyonu ve
sitoplazmik vakuolizasyon yaninda interstisyel alanda makrofaj artisi
go6zlenir. DUsuk serum testosteron seviyesi nedeni ile LH ve FSH

serumda artar (43).

EDS Leydig hucrelerini  yok etmekle Dbirlikte testis
interstisyumunda bulunan mezenkimal hicreler Uzerine etkisizdir. EDS
uygulanan ratlarda Leydig hucrelerindeki lezyonlar birka¢ saat iginde
baglar. ilk 12-18 saat Leydig hiicre sayisi azalmaz. 24. saatte apopitotik
hdcrelerin sayisi maksimuma ulasir ve 48 saatte testiste Leydig hucresi
gézlenemez. EDS 1 giinde vicuttan atilir. ilk 7-14 giin siresince Leydig
hicreleri gézlenemez. 21. glinden itibaren ortaya ¢cikmaya baslar (6, 82,
91, 9, 27,95). EDS sonrasi 3. haftada spermatogenezin iyilesmesinin ilk

gOstergesi uzamis spermatidlerin seminifer tubulde gézlenmesidir (8).

EDS’nin siganlara verilmesi diz endoplazmik retikulum da
vezikuller olusmasina, golgi aparatinin fokal hipertrofisine ve nukleer
kromatinin kimelenmesine neden olur. Bu morfolojik degisiklikler
apoptoziste meydana gelen degisiklikleri hatirlatmaktadir. Apoptozisi
hatirlatan bir diger durum da ilacin uygulanmasindan 24 saat sonra
internikleozomal DNA yariklanmasindaki artmadir. Histolojik ¢caligmalar
EDS uygulamasindan 24 saat sonra Leydig hucrelerinin %75’inin yok

oldugunu gostermigtir (64).

EDS uygulamasi Leydig hucrelerinin tama yakin kaybina neden
olurken Sertoli hiucre sayisi uUzerine etkisizdir. Ayrica EDS’nin birden
fazla dozda uygulanmasi ilk dozun etkilerini uzatmaz (16, 27, 64, 83,
85, 93, 94, 95, 102, 107).
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EDS segcici ve gegici olarak Leydig hlcrelerini yok ederken serum
ve testis testosteron seviyelerini azaltir. FSH ve LHnin hipofizden
salinimini arttirir (10). EDS sonrasi testosteron konsantrasyonu 7.
gunde bir miktar azalarak 0,1 ng/ml'nin altina diser. 2-3. haftanin
sonunda testosteron konsantrasyonu asamal bir sekilde artar. LH EDS

sonrasi 3. haftanin sonuna kadar yuksek kalir (8).

EDS’ye bagh testis i¢i testosteron azalmasi, hipofizektomiye
badli olusandan ¢ok daha hizli ve derin (siddetli) gerceklesmektedir.
Ozellikle spermatositlerin ve spermatidlerin dejenerasyonu veya
apoptozisine yol agar. EDS uygulanmasi sonrasinda 14. ginde gunluk

toplam sperm Uretimi kontrol grubunun %15’ine kadar duser (107).

EDS’nin hicre o6liumua Uzerine etkileri sadece Leydig hticrelerine
spesifik degildir. Farkh hucre tipleri EDS’ye farkli miktarda duyarlilik
gOsterir (77).



3-GEREG VE YONTEM:

3.1. Hayvanlar

39

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdltesi Etik Kurulu’'ndan

aldigimiz 22 Agustos 2006 tarih ve 18 sayili onay ile belirledigimiz

deney gruplarina her birinde 16 adet erigkin erkek Sprague-Dawley

cinsi sigan konuldu. 5 grup olusturuldu. Her gruptaki 16 hayvan esit

sayidaki iki alt gruba ayrildi (7 gunlik ve 14 gunlik grup olmak Uzere).

Deney Oncesi her hayvanin vucut agirliklar tek tek tartildi. Hayvanlar

12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda anabilim dalimizin hayvan

odasinda, uygun kafesler iginde barindirilarak standart sigan pelleti ve

gesme suyu ile serbestcge beslendi.

Tablo 3.1: Deney uygulama semasi (7 gunluk grup)

Gruplar 0.Giin 1.Giin 2.Giin 3.Giin | 4.Giin | 5.Giin | 6.Giin | 7.Giin
EDS EDS Ex
DMSO DMSO Ex
EDS+VitC EDS+VitC VitC VitC VitC VitC VitC VitC Ex
EDS+VitE EDS+VitE VitE VitE VitE VitE VitE VitE Ex
EDS+VitC+ EDS+VitC+ | VitC+ VitC+ VitC+ | VitC+ VitC+ | VitC+ | Ex
VitE VitE VitE VitE VitE VitE VitE VitE

Ex testis dokusunun alindig1 gundur
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Tablo 3.2: Deney uygulama semasi (14 gunlik grup)

Gruplar EDS DMSO EDS+VitC | EDS+VitE | EDS+VitC+VitE
0. Giin EDS DMSO EDS+VitC | EDS+VitE | EDS+VitC+VitE
1. Giin VitC VitE VitC+VitE

2. Giin VitC VitE VitC+VitE

3. Giin VitC VitE VitC+VitE

4. Giin VitC VitE VitC+VitE

5. Giun VitC VitE VitC+VitE

6. Gun VitC VitE VitC+VitE

7. Gun VitC VitE VitC+VitE

8. Gin VitC VitE VitC+VitE

9. Giin VitC VitE VitC+VitE
10. Giin VitC VitE VitC+VitE
11. Giin VitC VitE VitC+VitE
12. Giin VitC VitE VitC+VitE
13. Giin VitC VitE VitC+VitE
14. Giin Ex Ex Ex Ex Ex

Ex testis dokusunun alindigi giindur.

EDS ilgili gruplara 75 mg/kg tek doz i.p.olarak, 1:3 oraninda
dimetilsulfoksit (DMSO) ile saf su i¢inde ¢ozundurulerek deneyin ilk
gununde verildi. E vit 100 mg/kg, C vit ise 200 mg/kg i.p. olarak deney
suresi bitene kadar glinde tek doz olarak verildi. Gruplardaki
hayvanlarin yarisi 7. gun tarti sonrasi yuksek doz anestezik madde
verilmesinin ardindan (Ketamine+Xylazine 90+10 mg/kg i.p.) derhal
servikal dislokasyon ile oldurtldd. Geri kalan hayvanlar ise 14. gun

sonunda ayni islemlerle olduraldu.

Her iki testis cikariip tartildiktan sonra PAS+Hematoksilin
boyama icin sol testis Bouin fiksatifi icine ve immunohistokimyasal

boyama igin sag testis nétral tamponlu formaldehit i¢ine alindi. Uygun
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testis takibi sonrasi parafinle bloklanip 5 um kalinhkta kesitler alindiktan

sonra histopatolojik inceleme yapildi.

3.2. EDS Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Ticari olarak elde edilemeyen EDS, Jackson ve Jackson’in
(1984) belirttigi sekilde Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Toksikoloji Anabilim Dal’’nda sentezletildi.75 mg/kg EDS, 0,5 ml DMSO
icinde ¢ozulip 1,5 ml de distile su ilave edilerek intraperitoneal (ip)
olarak tek doz verildi (7, 8, 10, 6).

3.3. E Vitamini

Sigma firmasina ait 25 gr'ik a-Tocopherol vegetable oil isimli
ardnu kullanildi. E vitamini kuglk siselere bolunerek -20 derecelik
buzlukta saklandi. Enjeksiyonlar tablo 3.1 ve tablo 3.2’de belirtilen

dozlarda i.p. olarak uygulandi.

3.4. C Vitamini

Sigma firmasina ait 25 gr'lik Ascorbic acid isimli Grand kullanildi.
Enjeksiyonlar tablo 3.1 ve tablo 3.2'de belirtilen dozlarda i.p. olarak

uygulandi.

3.5. Dokularin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Tablo 3.1 ve 3.2'de ex ile belirtilen gunlerde siganlar tartildi.
Yuksek doz anestezik madde verilmesinin ardindan
(Ketamine+Xylazine 90+10 mg/kg i.p.) derhal servikal dislokasyon ile
oldartldd. Orta hattin iki yanindan kesit atilarak siganlarin karni acildi.

Sol testis ¢ikarilip hassas tarti ile tartildiktan sonra Uzerinde birkag¢ delik
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acihip Bouin fiksatif igine atildi (9, 94, 95). Daha sonra sa§ testis
cikarilarak tartildi ve Gzerinde delik acilip nétral formaldehit igine atildi.
Serumda hormon miktarinin tayini igin gereken kan gogus kafesi
acilarak direkt kalpten alindi. Tim kan ornekleri alindikta sonra 2-3 saat
icinde serumu ayrilarak, kullanilacagi zamana kadar -80°C de

Biyokimya Anabilim Dali laboratuarinda saklandi (87).

Testisler Bouin fiksatifinde 24 saat, noétral formaldehitte ise 48
saat (24 saat sonunda solusyon tazelenerek) bekletildikten sonra uygun
yontemler kullanilarak takip edildi ve parafin icine gomuldid. Bouin
fiksatif kullanilarak fikse edilen dokulardan PAS-Hematoksilin boyasi
yapillmak Uzere 5 pm’lik kesitler alindi. Her bir lam Uzerine U¢ kesit
gelecek sekilde toplanan kesitler alinis sirasina gére numaralandirildi.
Her bloktan bu sekilde hazirlanan 10 lam elde edildi. N6tral formaldehit
kullanilarak fikse edilen dokularda ayni sekilde lamlar Uzerine alinip
numaralandirildiktan sonra Leydig hucrelerini gosterebilmek igin

immunohistokimyasal boya ile boyandi.

PAS-Hematoksilin ile boyanan preparatlarin histolojik incelemesi

bes kriter kullanilarak agsagidaki gibi yapildi:

Seminifer tip hasari varsa (1) yoksa (0)
Leydig hucre sayisinda azalma varsa (1) yoksa (0)
Mononukleer hicre artigi varsa (1) yoksa (0)

Kan damarlarinda konjesyon varsa (1) yoksa (0)

o & 0N =

interstisyel 6dem varsa (1) yoksa (0) puan verildi.

3.5.1. immiinohistokimya Prosediirii:

imminohistokimyasal boyama ile Leydi hiicre varligi

degerlendirildi.
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Lam Uzerindeki dokular 60°C’'deki etlivde 1 saat bekletilerek
parafininin erimesi saglandi.

Otomatik takip makinesinde rehidrasyon yapildi

XYLOL 1 5 dk
XYLOL 2 5 dk
XYLOL 3 5 dk
Absolu Alkol 1 dk
96° 1 Alkol 1 dk
96° 2 Alkol 1 dk
90° Alkol 1 dk
80° Alkol 1 dk
70° Alkol 1 dk
Distile Su 5 dk

Rehidrate edilen dokular gelik rafa dizilerek daha 6nceden iginde
1/9 oraninda Citrate Buffer-Distile su iceren duduklu tencere icine
konarak 10 dk kaynatildi.

Tencere soguduktan sonra lamlar boyama tablasina alindi.
Tablanin oluklarina sicak su kondu.

Dokunun Uzerine Hidrojen peroksidaz damlatilarak 10 dk beklendi.

Distile su ile 1 dk yikama sonrasi TBS (Tris Buffered Saline) ile 2
defa yikama yapildi.

Ultra V Blok 5 dk uygulandi.

Testosterona spesifik antikor (abcam ab 8557) doku uUzerine
damlatilarak 1 gece inkibasyona birakildi.

Ertesi gun TBS ile iki kez yikama yapilarak Biotinylated Goat Anti-
Mouse serum 10 dk uygulandi.

TBS ile iki kez yikama yapildi.

Streptavidin Peroksidaz 10 dk uygulandi.

TBS ile iki kez yikama yapildi.

Kromojen 7dk uygulandi.
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Cesme suyu ile 1 dk yikandi.
Hematoksilin ile 30 sn boyama yapildi.
Son olarak distile su ile yikama sonrasi lam kurulanarak kapatma

solUsyonu ile kapatildi.

3.5.2. Testis Agirlik indeksi (TAi) Hesaplamasi.

Her bir siganin sag ve sol testis agirliklari toplandi, deney sonu
vucut agirhgina boélinerek 100 ile ¢arpildi. Cikan sonuglar Tablo 4.1. ve
Sekil 4.1°de gosterildi.

3.6. Hormon Analizi

Serum testosteron diizeyi Rodent Testosteron Elisa Test Kit'i ile
Triturus marka bir cihaz kullanilarak 6lguldi. Olgtimler ESOGU Tip
Fakultesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi.

Bu test, kompetetif baglanma metoduna dayanan solid-faz enzim
immun assay’dir. Bilinmeyen miktarda testosteron iceren serum ornegi
(isaretli olmayan antijen) konjuge testosteronun (isaretli antijen)
standart miktarina eklendi. Daha sonra igaretli ve isaretsiz antijenler
tabaka Uzerinde kapli bulunan sinirli sayidaki goat anti IgG
antikorlarinin anti-rabbit testosteronun yuksek afiniteli baglanma
bdlgeleri igin yaristirildi. Reaksiyon 37°C de 2 saatlik inkibasyon
sonrasi gergeklesti. Bu periyodda bio-spesifik reaksiyon gercgeklesti.
inkiibasyon sonrasi, serbest antijen yikanarak ve TMB substrat
solusyonu eklenerek 20 dakika inkube edildi. Bu esnada mavi bir renk
olustu. Daha sonra stop solusyonu ilave edilerek, reaksiyon durdurulup,
absorbans, 450 nm’de ELISA tabaka okuyucu kullanilarak &lgiildii.
Standartlardan elde edilen degerlerle standart egrisi olusturuldu.
Ornekteki igaretli antijenin miktari isaretsiz antijenin konsantrasyonu ile

ters orantiliydi. Ornekteki konsantrasyon arttiginda, renk siddeti orantili
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olarak dismekteydi. Sonuglar uygun bilgisayar programi kullanilarak

okundu.
3.6.1. Serum Testosteron Olgiim Prosediirii:

10 pl standart, ornek ve kontroller uygun kuyucuklara pipetlendi.
Her bir kuyucuga Testosteron enzim konjugat solusyonundan 100 pl
eklendi. 50 pl Rabbit anti testosteron antikorlarindan eklenerek 30
saniye iyice karistirildi ve 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kuyucuklari
kapatmak igin parafilm kullanildi. Sonra kuyucuklarin igerigi dokulerek
tabaka 5 kez yikama solusyonu ile (250-300 ml/kuyucuk) yikandi. Daha
sonra igerigi dokulerek 100 yl TMB substrat sollisyonu ilave edilip ve
oda sicakhginda 20dk. beklendi. Bu surenin sonunda her bir kuyucuga
stop solUusyonu ilave edilerek reaksiyon durduruldu ve absorbans 450

nm’de ¢ok kuyucuklu okuyucu ile okundu.

Deneyin sensitivitesi 20 pg/ml,
intra-assay variation 9.3 %
inter-assay variation 9.6 %

Deneyin Lineer araligi 0-1000 pg/ml

3.7. ISTATISTIK

Testis agirlik indeksi gruplar arasinda tek yonlu varyans analizi
ile test edildi. Gruplar arasi farkhlikta Tukey HSD testi ile karsilastirildi.
Gruplar arasindaki Histolojik Toplam Hasar Skorlari Kruskal-Wallis testi

ile kargilastirildi.

Bitiin istatistikler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakultesi Biyoistatistik Anabilim Dal’'nda SPSS-10.0 istatistik veri analiz
programi kullanilarak yapildi.
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4-BULGULAR:

Bulgular testis agirlik indeksi, histopatolojik bulgular, serum
testosteron duzeyi, toplam testis agirligi ve deney o6ncesi ile sonrasi

vucut agirligi farki olmak Gzere 5 ana grupta degerlendirildi.

4.1. Testis Agirlik indeksi

Tek yonli varyans analizi kullanilarak yapilan istatistiksel
analizde gruplar arasinda 6nemli farklar goéruldi (F=8,73 P=0,000).
Daha sonra Tukey testi ile gruplar birbirleri arasinda karsilastirildi.
Gruplara goére TAl'lerinin ortalamazstandart sapmalari, Tablo 4.1'de,

ortalama TAV'leri Grafik 1'de, gériilmektedir.

Tablo 4.1: Gruplara gére TAI (%), ortalamazstandart sapma.

Gruplar 7 Gun 14 Gun
(%) (%)
DMSO 0,9966+0,0988 1,0024+0,0808
EDS 0,930940,1076 0,6634+0,1901
EDS+Vit C 0,9649+0,1781 0,5534+0,1153
EDS+Vit E 0,8659+0,1710 0,5799+0,1643
EDS+Vit C+Vit E 0,950810,1438 0,5845+0,1453

(Her grup igin n=8)
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Sekil 4.1: Testis Agirlik indeksi Ortalamalari
TAI agisindan karsilagtiridiginda 7 giinlik gruplar ile 14 ginlik
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O 7 gun
B 14 giin

1-DMSO

2-EDS
3-EDS+VitC
4-EDS+VitE
5-EDS+VitC+VitE

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (P=0,0000).

Sekil 4.1'de de acikca goriildiigii gibi 7 giinliik gruplarin TAI degerleri

daha yuksekti.

Tablo 4.2: 7 giinlik gruplarin Testis Agirlik indeksleri’nin karsilastirmasi

EDS |VitC |VitE |VitC+VitE |14. gun kendi
grubu
DMSO | P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 | P>0,05
EDS P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 | p_g o1a7*
Vit C P>0,05 [ P>0,05 | p-g 0000*
Vit E P>0,05 P=0,0066*
Vit C+E P=0,0002"

7 gunlik gruplar kendi iginde karsilastirildiginda gruplar arasinda bir

fark saptanamadi.
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Tablo 4.3: 14 ginlik gruplarin Testis Agirlik indeksleri’nin

kargilastirmasi

EDS VITC VITE VitC+VitE

DMSO P=0,0010" | P=0,0000* | P=0,0000% |P=0,0000"

EDS P>0,05 P>0,05 P>0,05
Vit C P>0,05 P>0,05
Vit E P>0,05

14 gUnlik gruplar kendi icinde karsilastirildiginda DMSO grubu
ile EDS grubu arasinda (P=0,0010), Vit C grubu arasinda (P=0,0000),
Vit E grubu arasinda (P=0,0000), Vit C ve E grubu arasinda (P=0,0000)
anlamli fark saptandi. DMSO grubu beklendigi gibi diger gruplardan
daha fazla TAi’'ne sahipti.

EDS grubu ile vitamin gruplari arasinda TAI acisindan anlamli

fark saptanamad..

4.2. Histopatolojik Bulgular

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda anlamli
fark bulundu (P=<0,001). Toplam ortalama histopatolojik skorun

gruplara ve zamana gore karsilastirmasi Tablo 4.4’de gortulmektedir.

Tablo 4.4: Gruplara goére histopatolojik skor puanlari ortalamalari. 5

puan Uzerinden degerlendirilmigtir. 0: patoloji yok, 5: yaygin

patoloji var.
GRUP 7 GUN 14 GUN
DMSO 1,14 1,57
EDS 4,75 5
EDS+Vit C 3 3
EDS+ Vit E 2,6 3
EDS+ Vit C +Viit E 1,75 3
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5 -
4,5
4_
3,51
3 i e
2,5 07 GUN
2] m 14 GUN
1,51
1 z
GRUPLAR
0,51 1-DMSO
2-EDS
0- 3-EDS+VitC
1 2 3 4 5 4-EDS+VitE
5-EDS+VitC+VitE

Sekil 4.2 Gruplara gore hasar skor puani ortalamalari

PAS-Hematoksilin ile boyanan preparatlarin incelenmesi
sonucunda elde edilen toplam hasar skoru ortalamalarinin gruplara

g6re dagilimi Sekil 4. 2’de gorilmektedir.

Gruplarin toplam hasar skorlarina bakildiginda en yiksek skorun
sadece EDS verilen grupta oldugu, en dusuk skorun ise DMSO
grubunda oldugu goérulmektedir. EDS ile birlikte vitamin verilen
gruplarda birbirine yakin degerler bulunmustur. Yapilan istatistiksel
analiz sonucunda 7 gunluk EDS grubu ile 7 gunlik DMSO grubu
arasinda, 14 gunluk EDS grubu ile 14 gunluk DMSO grubu arasinda ve
7 gunluk EDS grubu ile 7 gunlik EDS+Vit C+Vit E grubu arasinda
anlamh fark bulundu (P<0,005).

7 Gunluk DMSO grubuna ait preparatlarin histopatolojik
incelemesi sonucunda interstisyel alanda 6édem haricinde patolojik bir
bulgu saptanamadi (Sekil 4.3, 4.4,4.5,4.6).
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Sekil 4.3- 7 Ginlik DMSO Grubu: Normal gorinimli seminifer
tubul yapisi ve interstisyel alan (PAS+H).

Sekil 4.4- 7 Gunlitk DMSO Grubu: Normal gérunimli seminifer
tibdl yapisi ve interstisyel alan (PAS+H).



Sekil 4.5- 7 Glnlik DMSO Grubu: Normal goérinimli seminifer
tibul yapisi ve interstisyel alandaki testosteron pozitif

Leydig Hucreleri (—) (imman+H).

Sekil 4.6- 7 Glnlik DMSO Grubu: Normal goérinimli seminifer
tibul yapisi ve interstisyel alandaki testosteron pozitif

Leydig Hucreleri (—) (immiin+H).

51
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14 Gunlik DMSO grubuna ait preparatlarin histopatolojik
incelemesinde tum preparatlarda interstisyel alanda o6dem ve
preparatlarin bir kisminda seminifer tibulllerde hasar saptandi ($ekil
4.7,4.8,4.9,4.10).

Sekil 4.7- 14 Gunluk DMSO Grubu: Normal goériinimli seminifer tibdl
yapisi ve interstisyel alan (PAS+H).
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Sekil 4.8- 14 Ginlik DMSO Grubu: Normal gorinimli seminifer tabdl
yapisi ve interstisyel alan (PAS+H).

Sekil 4.9- 14 Ginlik DMSO Grubu: Normal gorinimli seminifer tabal

yapisi ve interstisyel alandaki testosteron pozitif Leydig

Hiicreleri (—) (immiin+H).
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Sekil 4.10- 14 Gunlik DMSO Grubu: Normal gérunimli seminifer tubal
yapisi ve interstisyel alandaki Leydig Hucreleri (—)

(Iimmiin+H).

7 Gunluk EDS grubunun histopatolojik incelemesinde seminifer
tubdlllerde agir hasar (spermatojenik seri hicrelerinde sayica azalma,
tubul duvarinda incelme, bazal membranda kalinlagsma, ¢ok cekirdekli
hucreler gozlendi), Leydig hlcrelerinin tamamen ortadan kayboldugu,
mononukleer hlcre sayisinda artis, interstisyel alanda makrofajlarda
artis, damarlarin konjesyonu ve 6dem gozlendi (Sekil 4.11, 4.12, 4.13,
4.14).
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Sekil 4.11- 7 Ginlik EDS Grubu: Spermatojenik seri hicrelerinde
sayica azalma, tibll duvarinda incelme (}) ve interstisyel
alanda 6dem gorulmekte (*) (PAS+H).

Sekil 4.12- 7 GUnluk EDS Grubu: Mononikleer hlcre sayisinda artis,
bazal membranda kalinlagsma (—) ve interstisyel alanda 6dem
gorulmekte (*) (PAS+H).
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Sekil 4.13- 7 Gunluk EDS Grubu: Spermatojenik seri hlicrelerinde sayica

azalma, tiibUl duvarinda incelme goriilmekte (imman+H).

Sekil 4.14- 7 Gunluk EDS Grubu: Spermatojenik seri hlicrelerinde sayica
azalma, tubul duvarinda incelme, ¢ok cekirdekli dev hicreler

gorilmekte (—) (Iimmiin+H).
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14 GUnluk EDS grubunun histolojik incelemesinde 7 gunlik EDS
grubuna benzer bulgular saptandi. interstisyel alanda mononiikleer

hicrelerin sayisinda azalma gozlendi (Sekil 4.15, 4.16, 4.17, 4.18).

Sekil 4.15- 14 Gianlik EDS Grubu: Spermatojenik seri hicrelerinde
sayica azalma, tubdl duvarinda incelme goériimekte
(PAS+H).

‘.f - *'-“’ - :&”’

Sekil 4.16- 14 Gunlik EDS Grubu: Bazal membran kalinlagsmasi (»),
damarlarda konjesyon (—) goérilmekte (PAS+H).
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Sekil 4.17- 14 Ginlik EDS Grubu: Spermatojenik seri hiicrelerinde
sayica azalma, tubul duvarinda incelme gorilmekte

(Immiin+H).

Sekil 4.18- 14 Ginlik EDS Grubu: Seminifer tibul duvarinda incelme
ve ¢ok gekirdekli dev hiicreler (—) gérilmekte (Iimmiin+H).
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7 Gunlik ve 14 gunluk EDS+Vit E gruplarinda Leydig
hicrelerinin yavas yavas ortaya ¢ikmaya basladigi, ama seminifer tibal
hasari ve interstisyel alandaki ddemin devam ettigi gézlendi (4.19, 4.20,
4.21,4.22,4.23,4.24, 4.25, 4.26).

Sekil 4.19- 7 giunlik EDS+Vit E Grubu: Normale yakin gorinimlu
seminifer tibll yapisi ve interstisyel alanda 6dem
goézlenmekte (*) (PAS+H).
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Sekil 4.20- 7 giinlik EDS+Vit E Grubu: Interstisyel alanda az sayida
Leydig hicresi (—) ve 6dem gdzlenmekte (PAS+H).

Sekil 4.21- 7 ginlik EDS+Vit E Grubu: interstisyel alanda az sayida
testosteron pozitif Leydig Hucreleri (—) ve tlbul duvarinda

hasar gdzlenmekte (immiin+H).
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Sekil 4.22- 7 giinlik EDS+Vit E Grubu:interstisyel alanda az sayida
testosteron pozitif Leydig Hucreleri (—) ve tlbul duvarinda

hasar gézlenmekte (immiin+H).

Sekil 4.23- 14 gunlik EDS+Vit E Grubu: Normal goérinimli seminifer
tibdl yapisi ve interstisyel alanda 6dem goérulmekte (*)
(PAS+H).
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Sekil 4.24- 14 ginlik EDS+Vit E Grubu: Interstisyel alanda Leydig
hicreleri gorilmekte (—) (PAS+H).

Sekil 4.25- 14 ginlik EDS+Vit E Grubu: interstisyel alanda testosteron

pozitif Leydig Hiicreleri gériilmekte (Immiin+H).
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Sekil 4.26- 14 glinlik EDS+Vit E Grubu:interstisyel alanda testosteron

pozitif Leydig hiicresi (—) gérilmekte (immin+H).

7 Gunlik ve 14 gunlik EDS+Vit C gruplarinda Leydig
hicrelerinin yavas yavas ortaya ¢ikmaya basladigi, ama seminifer tibal
hasari ve interstisyel alandaki 6demin devam ettigi gozlendi (4.27, 4.28,
4.29,4.30, 4.31,4.32, 4.33, 4,34).
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A

o

Sekil 4.27- 7 gunlik EDS+Vit C Grubu: Bazal memranda kalinlasma (—) ve
buztusme gorulmekte (PAS+H).

Sekil 4.28- 7 gunluk EDS+Vit C Grubu Bazal memranda kalinlagsma (—) ve
spermatojenik seri hucrelerinin lumene doékulmesi gorilmekte
(PAS+H).
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Sekil 4.29- 7 giinlik EDS+Vit C Grubu: interstisyel alanda testosteron pozitif
Leydig hiicreleri (—) goriilmekte (immiin+H).

Sekil 4.30- 7 giinliik EDS+Vit C Grubu: interstisyel alanda testosteron pozitif
Leydig hiicreleri (—) goriilmekte (immiin+H).
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Sekil 4.31- 14 gunlik EDS+Vit C Grubu: Normale yakin seminifer tibdal
yapilari gérilmekte (PAS+H).

Sekil 4.32- 14 glnlik EDS+Vit C Grubu: Bazal membranda kalinlagsma (—)
gorilmekte (PAS+H).



Sekil 4.33- 14 giinlik EDS+Vit C Grubu: interstisyel alanda testosteron

pozitif Leydig hiicreleri gériilmekte (—) (immiin+H).

Sekil 4.34- 14 gunliik EDS+Vit C Grubu: interstisyel alanda testosteron pozitif
Leydig Hiicreleri gorilmekte (—) (immin+H).
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7 Gunlik EDS +Vit C +Vit E grubunda Leydig hucrelerinde
azalma ve interstisyel alanda 6édem gdzlenirken 14 gunlik EDS +Vit C
+Vit E grubunda bu patolojilere ek olarak seminifer tibullerde hasar
g6zlendi (4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 4.40, 4.41, 4.42).

Sekil 4.35- 7 ginlik EDS+Vit E+Vit C Grubu: interstisyel alanda

damarlarda konjesyon gérilmekte (PAS+H).
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Sekil 4.36- 7 gunluk EDS+Vit E+Vit C Grubu: Leydig hucrelerinin (—)
ortaya c¢ikmaya basladigi, tibdl duvarinin  korundugu
gorilmekte (PAS+H).

100 pm

‘d-

Sekil 4.37- 7 ginlik EDS+Vit E+Vit C Grubu: interstisyel alanda
testosteron pozitif Leydig Hucreleri goérilmekte (—)

(imman+H).
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20.0 ym

Sekil 4.38- 7 gunlik EDS+Vit E+Vit C Grubu: interstisyel alanda
testosteron pozitif Leydig Hducreleri gobzlenmekte (—)

(Iimmiin+H).

Sekil 4.39- 14 gunlik EDS+Vit E+Vit C Grubu: Seminifer tubul

duvarinin korundugu gérulmekte (PAS+H).
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Sekil 4.40- 14 ginlik EDS+Vit E+Vit C Grubu: Interstisyel alanda
Leydig hucreleri (—) ve makrofaj (») gorilmekte (PAS+H).

Sekil 4.41- 14 ginlilk EDS+Vit E+Vit C Grubu: interstisyel alanda

testosteron pozitif Leydig Hucreleri goérilmekte (—)

(immiin+H).



Sekil 4.42- 14 ginlik EDS+Vit E+Vit C Grubu: interstisyel alanda
Leydig hiicreleri gérilmekte (—) (immin+H).
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Tablo 4.5: Histopatolojik Skorlarin P Degerleri
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Tablo 4.5: 7 gunluk gruplarin Histopatolojik skorlarinin kargilagtirmasi

EDS VitC |VitE | VitC+VitE | 14.glin kendi grubu
DMSO P<0,05* P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 P>0,05
EDS P>0,05 | P>0,05 P<0,05* P>0,05
Vit C P>0,05 | P>0,05 P>0,05
Vit E P>0,05 P>0,05
VitC+E P>0,05

7gunlik EDS grubu ile 7 gunlik DMSO ve EDS+Vit C+Vit E

gruplari arasinda fark saptandi.

Tablo 4.6: Histopatolojik Skorlarin P Degerleri

Tablo 4.6: 14 gunluk gruplarin Histopatolojik Skorlarinin karsilastirmasi

EDS Vit C Vit E VitC+VitE
DMSO P<0,05* P>0,05 P>0,05 P>0,05
EDS P>0,05 P>0,05 P>0,05
Vit C P>0,05 P>0,05
Vit E P>0,05

Sadece 14 gunluk DMSO ve EDS grubu arasinda fark saptandi.

4.3. Serum Hormon Dizeyi

Tablo 4.7’de serum testosteron duzeyleri Olgllerek gruplarin ortalama

degerleri gosterilmistir.
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Tablo 4.7: Gruplara gére serum testosteron dizeyleri.

ortalamazstandart sapma, her grup igin n=7.

GRUP 7 GON 14 GUN
DMSO 11,52+2,130 14,342 162
EDS 3.77+1,672 5.72+4 640
EDS+Vit C 14,78%1,957 14,67+1,058
EDS+ Vit E 15,00%1.147 16,34+2,359
EDS+ Vit C + Vit E 15,55+0,846 16,51+0,932
18-
16-
141
12
10- »
O 7 gun
8 .
6 B 14 gun
1- DMSO
4 2- EDS
3- EDS+Vit C
24 4- EDS+Vit E
0 . . . . 5-EDS+VitC+VitE

Sekil 4.43: Serum Hormon Duzeyleri

Sekil 4.43: Gruplara gore ortalama serum testosteron duzeyleri (pg/ml).
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Tablo 4.8: 7 gunluk gruplarin serum hormon duzeylerinin

kargilastirmasi

EDS VitC VitE VitC+VitE | 14.giin
kendi
grubu

DMSO | pg 0000* | P>0.05 P>0.05 p=0.0221* | P>0.05

EDS P=0,0000% | P=0,0000* | P=0,0000* | P>0.05

Vit C P>0.05 P>0.05 P>0.05

VitE P>0.05 P>0.05

Vit C+E P>0.05

DMSO grubu ile EDS grubu arasinda (P=0,0000) ve Vit C+E
grubu arasinda (P=0,0221) anlamli fark saptandi. Serum testosteron
degeri ortalamasi en yuksek olan grup Vit C+E grubu iken bunu DMSO
grubu takip etti. En dlsuk testosteron dizeyi EDS grubunda gérulda.
EDS grubu ile Vit C, Vit E, VitC+E gruplari arasinda anlamli fark
saptandi. Sirasiyla serum testosteron duzeyleri fazladan aza Vit C+E,
Vit E, Vit C, EDS grubu seklinde bulundu.

Tablo 4.9: 14 giUnluk gruplarin serum hormon duzeylerinin

kargilagtirmasi

EDS Vit C VitE VitC+VitE
DMSO | p_g 0000* P>0.05 P>0.05 P>0.05
EDS P=0,0000* | P=0,0000* | P=00000*
Vit C P>0.05 P>0.05
VitE P>0.05

DMSO grubu ile EDS grubu arasinda onemli fark saptandi (P=0,0000).
DMSO grubu EDS’den 6nemli miktarda yuksek saptandi.
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EDS grubu Vit C, Vit E, Vit C+E gruplari arasinda énemli fark
saptandi. Fazladan aza serum testosteron degerleri Vit C+E, Vit E, Vit
C ve EDS grubu seklindedir.

4.4. Toplam Testis Agirhigi

Tablo 4.10°da gruplara gore toplam testis agirliklari karsilastirilmigtir

Tablo 4.10 Gruplara gore toplam testis agirlhigi (g), ortalamazstandart

sapma.

GRUP 7 GUN 14 GUN
DMSO 2,684+0,4880 2,836%0,3080
EDS 2,381+0,2940 1,531+0,3680
EDS+Vit C 2,866+0,1817 1,575+0.3160
EDS+Vit E 2,423+0,3520 1,650+0,2258
EDS+Vit C +Vit E 2,782+0,1495 1,645+0,3900

3_
2,51
2_
1,5- O 7 giin
1 B 14 gln
1- DMSO
2- EDS
0,51 3- EDS+Vit C
4- EDS+Vit E
0- 5-EDS+VitC+VitE

1 2 3 4 5

Sekil 4.44: Toplam Testis Agirhigi ortalamalari (g).
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Tablo 4.11: 7 gunluk gruplarin toplam testis agirliklarinin
kargilastirmasi
EDS VitC |VitE VitC+VitE | 14.glin kendi grubu
DMSO | P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 P>0,05
EDS P>0,05 | P>0,05 | P>0,05 P=0,0001 *
Vit C P>0,05 | P>0,05 P=0,0000*
Vit E P>0,05 P=0,0004*
Vit P=0,0000"
C+VitE

Toplam testis agirhgi agisindan 7 ve 14 gunluk gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlaml fark saptanamadi. 7 ginlik EDS
grubu 14 gunlik EDS grubu ile karsilastirildiginda (P=0,0001), 7 gunlik
Vit C grubu 14 gunluk Vit C grubu ile karsilagtinidiginda (P=0,0000), 7
gunluk Vit E grubu 14 gunlik Vit E grubu ile kargilastirildiginda
(P=0,0004) ve 7 gunluk Vit C+E grubu 14 gunluk Vit C+E grubu ile
karsilastinldiginda anlamh fark (P=0,0000) bulundu.

Tablo 4.12: 14 gunlik gruplarin toplam testis agirliklarinin
kargilagtirmasi
EDS Vit C Vit E Vit C+Vit E
DMSO P=0,0010% | P=0,0000* | P=0,0000% |P=0,0000*
EDS P>0,05 P>0,05 P>0,05
Vit C P>0,05 P>0,05
Vit E P>0,05
Beklendigi gibi 14 gunluk DMSO grubu ile diger gruplar

kargilasgtinldiginda anlamh

fark bulundu.

DMSO grubunun diger
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gruplardan yaklagsik 1,3 g daha agir oldugunu goézlemledik. Diger

gruplarin birbiri ile kargilastirmasinda bir fark saptayamadik.

4.5. Deney Sonu Viicut Agirhigi Farki

Tablo 4.13: Deney 6ncesi ve sonu vucut agirligi farkini géstermektedir

Tablo 4.13: Gruplarin deney sonu vucut agirhklart (g)

ortalamazstandart hata.

GRUP 7 GUN 14 GUN
DMSO 25,00+8,45 9,29+3,17
EDS -16,25+5,65 -22,50+5,90
EDS+Vit C -10,00+5,00 0,625+12,60
EDS+Vit E -36,2519,05 -45,6315,13
EDS+Vit C +Vit E -25,00+9,59 -16,88+2,49
30-
20
10+
0 . . . .
10- O 7 gln
-20- B 14 gin
-30-
-40 1- DMSO
-50 ; ; ; ; ; g: EB§+Vit C
1 2 3 4 5 4- EDS+Vit E

5-EDS+VitC+VitE

Sekil 4.45: Deney Sonrasi Vucut Agirhgi



Tablo 4.14: 7 gunlik gruplarin Deney Sonu

karsilastirmasi.
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Vacut Agirliklarinin

EDS Vit C VitE Vit C+Vit | 14.giin

E kendi

grubu

DMSO | p-9 0066™ | P=0,0397* | P=0,0000* | P>0.05 P>0,05
EDS P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
Vit C P>0.05 P>0.05 P>0.05
Vit E P=0,0548* P>0,05
VitC+VitE P>0.05

Deney Oncesi ve sonrasi vucut agirliklarinin karsilastirmasinda
DMSO grubunun EDS, Vit C, Vit E gruplarindan anlamli miktarda farkl
oldugunu goézlemledik. DMSO grubundaki siganlar ortalama 25 g kilo

alirken diger gruplar kilo kaybetmigti. EDS, Vit C, Vit E gruplari birbiri ile

karsilagtinildiginda kilo degisimi acisindan anlamli fark gdézlenmedi.

Yalnizca Vit E grubu ile Vit C+E grubu arasinda anlaml fark saptandi.
En az kilo kayb1 EDS+Vit C+Vit E grubunda iken en fazla kilo kaybi
EDS+Vit E grubunda saptandi. 7 gunluk gruplar ile 14 gunluk gruplar

arasinda anlaml fark gdézlenmedi.

Tablo 4.15: 14 gunlik gruplarin Deney Sonu Vicut Agirliklarinin

kargilagtirmasi.

EDS Vit C Vit E Vit C+Vit E
DMSO P>0,05 P>0,05 P=00001* |P>0.05
EDS P>0,05 P>0,05 P>0,05
Vit C P=0.0014* |P>0.05
Vit E P>0,05
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14 gunlik gruplara bakildiginda DMSO grubu ile Vit E grubu ve
Vit C grubu ile Vit E grubu arasinda anlamli fark saptandi. Gruplardan
sadece DMSO grubunda kilo artisi olurken en fazla kilo kaybi1 7 gunluk
gruptaki gibi EDS+Vit E grubunda oldu. En az kilo kaybi EDS+Vit C+Vit
E grubunda oldu.
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5-TARTISMA:

5.1. Testis Agirlik indeksi

5.1.1. EDS’nin Etkisi

Yaptigimiz ¢alismada TAI bakimindan 7 ginliik gruplar ile 14
gunluk gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptadik. Bunu
EDS’nin etkisine baglh olarak Leydig hucrelerinin ancak 2. glnde
tamamen ortadan kalkmasina ve spermatogonyumlarin Uretiminin bir
sire daha devam etmesine bagladik. Bu yiizden 7 glnlik grubun TAI

14 gunluk gruptan anlamli derecede yuksek ¢ikti.

7 gunluk gruplari kendi icinde karsilastirdigimizda anlamli bir fark

saptayamadik.

14 gunluk gruplar kendi igcinde karsilastirildiginda beklendigi gibi
DMSO (kontrol) grubu diger gruplara gére daha yiiksek bir TAi'ne
sahipti. EDS grubu ile vitamin gruplari arasinda fark saptanamamasinin
nedeni olarak, vitaminlerin yapmis oldugu iyilesmenin testis agirligina
kisith deney suresi iginde tam olarak yansimamasi ve yaptigimiz tartma
isleminin  yeterince hassas olamamasi olarak dusunduk. Bizim
calismamiza benzer caligmalarda bildirilen bazi bulgular asagida

siralanmigtir.

Yapilan bir calismada EDS sonrasi testis agirliklari 2 ve 3.
gunlerde 1,5+0,1 gramdan 1,4+0,02 grama dusmus. 7. ve 10. gunlerde

1,3+0,04 grama kadar gerileme gozlenmis (67).

EDS’nin  Leydig hucrelerini yok etmekle birlikte testis
interstisyumunda bulunan mezenkimal hucreler Uzerine etkisiz oldugu

g6zlenmig. EDS uygulanan sigcanlarda Leydig hlcrelerindeki lezyonlarin
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birka¢ saat iginde basladigi ilk 12-18 saat Leydig hucre sayisinin
azalmadigl 24. saatte apopitotik hucrelerin sayisinin maksimuma
ulagtigr ve 48. saatte testiste Leydig hucrelerinin tamamen ortadan
kalktigi saptanmis. ilk 7-14 gln siresince Leydig hcrelerinin
gbzlenemedigi 21. glnden itibaren tekrar ortaya ¢ikmaya basladigi
bildiriimis. EDS’nin 1 glnde vicuttan atildi§i da bu calismalarda
belirtiimis (6, 82, 91, 9, 27, 95).

Ariyaratne S ve arkadaslari EDS uygulanan siganlarla kontrol
grubu arasinda kilo artisi bakimindan anlamli bir fark saptayamamis.
Tuam EDS uygulanan gruplarda 90 ve 150 gun sonunda ortalama testis
agirhgr kontrol grubuna gore anlaml oranda dusuk bulunmus. En disuk
testis agirligi 14 ve 21 gunlik EDS gruplarinda saptanirken, en ylksek
testis agirhgr 150 gunlik kontrol grubunda saptanmis (7). EDS
uygulanan sicanlarin testislerindeki agirhik kaybi Leydig hucre
apoptozisi sonucu olugan testosteron azalmasi ve bunun neden oldugu

germ hlcre azalmasina baglanmis (7, 87, 98).

Bu gorusu destekleyen baska ¢alismalar da vardir.

EDS uygulanan siganlarin Leydig htcrelerindeki gelismeye LH
(LUteinizan hormon)’un etkisini anlayabilmek igin sicanlara 4 ile 22.
gunler arasinda luteinizan hormon antiserumu verilmis. 23. gun
EDS+lUteinizan hormon antiserumu uygulanan grubun testis agirhigi
EDS+FSH (Folikal stimile edici hormon) antiserumu ve EDS+Normal
maymun serumu verilenlere gore anlamli miktarda dusuk bulunmus
(87).

Yine benzer bir calismada De Kretser ve arkadaslari EDS
uygulamasi sonrasi siganlara degisik dozlara testosteron implantlari
uygulamiglar. YUksek doz testosteron igeren implanti alan siganlarda

EDS sonrasi testis agirliginin korundugunu gézlemlemisler (16).
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Ariyaratne S ve arkadaslari hipotiroid, hipertiroid ve normal
sicanlar kullanarak EDS sonrasi testis agirhgina bakmislar.
Hipotiroidizm EDS sonrasi Leydig hucrelerinin  rejenerasyonunu
yavaglatirken hipertiroidizm hizlandirmig. EDS sonrasi  vucut
agirligindaki azalmada testosteronun anabolik etkilerinin yoklugu da
etkili olabilir denmis. Calismanin sonuglari géstermistir ki hipotiroidizm
EDS sonrasi testis agirhginin azalmasini hizlandirirken, hipertiroidizm
testis agirliginin azalmasini yavaslatir. Yani tiroid hormonu mezenkimal

hicrelerin Leydig hucrelerine dontisumu igin gereklidir (6).

Prostat ve vezikula seminalis de testisler gibi androjenlerin hedef
organlari olmalari nedeniyle EDS sonrasi birka¢ ginde kilo kaybederler.
1-3 hafta sonra Leydig hucreleri ile iligkili olarak en dusuk kiloya

ulasirlar (97).

LH (Liteinizan hormon) ve HCG (insan koryonik gonadotropini)
hormonlari da EDS sonrasi testis ve aksesuar seks organlarinin kilo
kaybini azaltmakta etkilidir (42).

5.1.2. E ve C Vitamininin Etkisi

C ve E vitaminlerinin TAI (izerine olan etkileri bazi ¢alismalarda
olumlu bazi cgaligmalarda olumsuz olarak go6zlenmigtir. Asagida bu

calismalarin bazilari sunulmaktadir.

Bir organofosfat olan metil paration asetilkolinesteraz ve
psodokolinesteraz aktivitesini hedef dokuda inhibe eder. Bu hedef
dokular immun sistem, pankreas, karaciger, kan ve Ureme sistemidir.
Ayrica DNA hasarina neden olarak sperm sayisini azaltir. Metil paration
ve metil paration+vitamin E veya C verilen gruplar kontrol grubu ile
kargilagtinldiginda 4-6 hafta sonra testisteki sperm sayisinda anlamli

azalma ve interstisyel 6dem goérulmis. Hem metil paration hem de
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metilparation+vitamin verilen gruplarda 4-7 hafta sonra vicut
agirhginda, testis agirhginda ve rolatif testis agirhginda azalma
gorulmus. Testis agirligindaki azalma spermatojenik hucrelerin
sayisindaki azalmaya baglanmis. Vit C ve E testis agirhg: ve rolatif

testis agirhgi Gzerine koruyucu etki gésterememis (98).

Diger bir galigmada kursun asetatin 10 mg/kg dozda periton igine
verilmesi testis dokusunda lipid peroksidasyonunu arttirmis. Kursun
asetat anormal sperm olusumuna neden olurken, sperm sayisini
dusurmus, testis agirhigini azaltmis. Kursun asetatla birlikte Vit C, Vit E,
Vit C+E uygulandiginda testis agirligi normale yaklasmis. Sonugta Vit C
ve E’nin sperm morfolojisini ve sayisini iyilestirdigi, E vitamininin
testisteki oksidatif stresi azaltmada Vit C kadar etkili olmadidi
sdylenmis. Vit C ve E’nin birlikte verilmesi kursun asetata baglh testis
hasarini azaltmada sinerjik etki gostererek ayri ayri verilmesine gore

daha etkilidir sonucuna variimig (62).

Poliklorinatli bifeniller'e maruz kalmak sican spermatogenezinde
defektlere, testis ve aksesuar seks organlarinda agirlik kaybina neden
olmus. Poliklorinath bifeniller testikller androjenleri azaltmig. Sut veren
annelerin uzun sure Poliklorinath bifenillere maruz kalmasi Leydig
hicrelerinde istatistiksel olarak anlamli degisikliklere, LH (lGteinizan
hormon) uyariimasina ve yanit olarak in vitro ortamda testosteron
uretiminde azalmaya neden olmus. E vitamini lipoproteinlerdeki ve
membranlardaki lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu inhibe
ederek, C vitamini de hizli elektron transferleri yaparak reaktif oksijen
radikallerini temizler, lipid peroksidasyonunu inhibe eder dolayisi ile
Poliklorinatl bifenillerin testis Uzerine olan olumsuz etkilerini azaltabilir
denmis (66).

Samanta PK ve arkadaslar testis membranlarinin poliansatire

yag asitlerince ¢ok zengin oldugunu bundan dolayi oksidatif strese
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oldukgca acik oldugu sodylenmis. E vitamini gibi bazi antioksidanlarin
harekete (spor) bagh testisteki oksidatif stresi ve cesitli Ureme
problemlerini azaltabilecegi, C vitamininin de testiste steroidogenez ve
gametogenezi uyararak harekete bagh testis hasarini azaltabilecegi

sdylenmis (80).

Tdm bu galigmalardan bizim gikardigimiz sonug¢ Vit E ve C’nin
testiste oksidasyonu azaltip serum hormon seviyesini normale

yaklastirarak TAI'ni arttirici etki gosterebilecegi oldu.

5.1.3. Kilo Kaybiu:

Yapilan bir ¢galismada her grupta 3’er aylik 8 hayvan bulunan 9
grup Spraque-Dawley cinsi sigan kullaniimis. Sifirlnci gin 7 grup
hayvana 75 mg/kg EDS, periton igine (ip) verilmis. EDS uygulanan
gruplar 3.gun, 7. gun, 14. gun, 21. gun, 28. gun, 40. gun ve 60. gun
oldurtlmas. Siganlarda vicut agirligi deney suresince anlamli olarak
artmis. EDS uygulanan siganlarla kontrol grubu arasinda kilo artisi

bakimindan anlamli bir fark saptanamamisg (7).

Yang ZW ve arkadaslari kontrol grubunda ve EDS grubunda 7
veya 12 gun sonunda deney oncesine gore deney sonunda kilo artigi
bakimindan bir fark saptayamamis. EDS sonrasi 7. ve 12. glnlerde
seminifer tiplerin arasinda Leydig hucreleri kontrol grubunun %8’inden

daha az iken diger hicrelerde anlaml bir fark gézlenememis (107).

EDS’ye bagl zona fasikulata hucrelerinde azalma olmasi
dolasimdaki kortikosteron seviyesini azaltarak anoreksi ve vucut
agirhginda azalmaya neden olur denmis. Diger yandan EDS uygulanan
erkek ve disi yenidogan sigcanlarda vucut agirliginda azalma gozlenmis

ve buyumedeki bu gecikmenin testis hasarina bagh olmadigi séylenmis.
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DMSO’nun da zona fasikllata ve zona retikllariste hiicre sayisinda

azalmaya neden oldugu, serum trigliseridlerini arttirdigi gosterilmis (73).

Bizim galismamizda hayvanlarin agirliklarinda genel bir azalma
g6zledik. Bunu kismen kullandigimiz yemlerin kalitesinin dusukltigune,
kismen de E ve C vitaminlerinin peritonu irrite etmesi sonucu siganlarin

yeterince beslenememesine bagladik.

5.2. HISTOPATOLOJI

5.2.1. EDS’nin Testis Histolojisine Etkisi

Leydig hacreleri knock-out edilmis sicanlar, Leydig hlcrelerinin
spermatogenez Uzerindeki rolinun ve Leydig hucrelerinin yeniden
¢ogalmalarinin mekanizmasinin anlasiimasinda ¢ok yararli olmuslardir
(77). Iste bu amagla kullanilabilecek maddelerin basinda EDS

gelmektedir.

EDS diferansiye olmug Leydig hucreleri Uzerine segici olarak

sitotoksik etki gosteren alkilleyici bir ajandir (81).

EDS’nin sigcanlara uygulanmasi sonucu Leydig hucrelerinin
sitoplazmasi ve nukleusunda bazi degigiklikler gozlenir. Bunlar
granulsuz endoplazmik retikulumda vezikullerin olugsmasi, golgi
aparatinin fokal hipertrofisi ve nukleer kromatinin kiimelenmesidir (92).
Daha sonra sitoplazma ve c¢ekirdekte fragmantasyona giden dejeneratif
degisiklikler ortaya cikar ve bunu makrofajlarin fagositozu izler. Bu
yapisal degisiklikler, Leydig hucrelerinin EDS’ye yanit olarak nekroz
yerine programli hicre 6limune girdiklerini gostermektedir (9, 29, 28,
64).
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Arastirmacilar spermatogenezdeki en blyuk hasarin EDS
uygulamasindan 21 gun sonra goruldigunu, spermatojenik siklusun
bircok asamasindaki tubullerde germ hacrelerinin sayilarinin oldukga
azaldigini, seminifer epitelde genis vakuolizasyonlar goéralduguna
bildirmistir (83). Diger bir calismada, EDS uygulamasindan 3 gun sonra
seminifer epitelin kalinliginin biraz azalmasina karsin spermatogenezin
devam ettigi, bazi spermatogonyumlarda perinukleer vakuolizasyon
g6zlendigi, EDS sonrasi 7. gunde ise bu bulgulara ek olarak tubullerde

atrofi gértlmustar (53).

Bizim calismamizda da bunlara benzer bulgular saptandi. 1
haftalik EDS grubunun histopatolojik incelemesinde seminifer tubullerde
agir hasar (spermatojenik seri hulcrelerinde sayica azalma, tubul
duvarinda incelme, bazal membranda kalinlasma, ¢ok c¢ekirdekli
hicreler gozlendi), Leydig hucrelerinin tamamen ortadan kayboldugu,
mononukleer hlcre sayisinda artis, interstisyel alanda makrofajlarda

artis, damarlarin konjesyonu ve 6dem goézlendi.

EDS sadece Leydig hucrelerini dejenere etmekle kalmaz ayni
zamanda interstisyel alanda mast hucrelerinin sayisini da arttirir.

immatiir Leydig hicreleri ise EDS’ye direnclidir (97).

EDS sigcanlarda kendiliginden meydana gelen Leydig hucre
tumoru Uzerinde de dejeneratif etkiye sahiptir. Bu etki yaygin ve agir
nekrozla sonuglanan kromatin kondensasyonu ve sitoplazmik

vakuolizasyondur (105).

Normal Leydig hucreleri EDS ile karsilastiginda hem in vivo hem
de in vitro kosullarda apoptozise ugramaktadir. Apoptozisin meydana
gelebilmesi igin bazi proapopitotik ve antiapopitotik genlere ihtiyaci
vardir. Bcl-2 ve Bcl-xlI hucreler GUzerinde apoptozise karsi koruyucu etki

yaparken, Bax Bcl-2’nin etkisini bloke edebilir ve Bak hucre oliumuna
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hizlandirir. Fas ligand ise alternatif bir yolakla hticreleri apoptozise
goturen bir transmembran proteindir. Bu igi Tumor Nekrozis Faktor
ailesinden bir transmembran glikoprotein olan Fas reseptorune
baglanarak yapar. Normal Leydig hucrelerinde Bcl-2 ve Bax
bulunmazken, Bcl-xI bulunur. EDS’a bagli hicre oluminde Bcl-xI'de
herhangi bir degisiklik gozlenmezken, Fas-L ve Fas-R ekspresyonu

artar ve muhtemelen apopitotik kaskadin kaspazlarini uyarir (105).

Bcl-2, Bax ve Bcl-xl ailesindeki tyelerin EDS uygulamasi sonrasi
Leydig hucrelerinde meydana gelen apoptoziste rolinun olmadigini
savunan calismalarda vardir (52, 91). EDS uygulamasindan 6 saat
sonra tum Leydig hlcrelerinde FasR ve FasL proteinleri gozlenir. Bu
durum FasR proteini aktivasyonunun apoptotik sinyali baslattigini
dusundirmektedir. FasR ve FasL proteinlerinin EDS sonrasi 48 saatte
kaybolmasi bu proteinlerin sadece interstisyel Leydig hucreleri

tarafindan salindigini gostermektedir (91).

Kaspazlar birgok hiucrede apoptozisin meydana gelmesinde
onemli rol oynarlar. Kaspazlar inaktif proenzimler olarak sentezlenirler
ve apoptozise giden hucrelerde aktif hale gelirler. Kaspazlar iginde
kaspaz-3 apoptotik yolakta anahtar rol oynar. DNA’yI pargalayan DNA
fragmantasyon faktériini etkiler. in vitro ortamda EDS sonrasi kaspaz-3

inhibitoru verilen olgularda apoptozisin baskilandigi gosterilmistir (52).

EDS’nin  Leydig hicreleri Uzerindeki apopitotik etkisini,
hlucrelerdeki glutatyona kovalent baglar ile baglanarak glutatyonu

tuketmek suretiyle gosterdigini savunan c¢alismalar da vardir (64).

Yani sonugta EDS Leydig hlcrelerini apoptozise zorlamaktadir.
Bunu Fas sistemini ve kaspaz-3'U aktive ederek veya glutatyonu

baglayarak yapmaktadir (3, 64).
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EDS sonrasi Leydig hicre rejenerasyonu; bir taraftan LH
(Luteinize edici hormon) ve tiroid hormonu gibi testis disi hormonlarin,
bir taraftan da Kit ligand gibi lokal testis faktorlerinin etkisindedir. Anti-
Mullerian hormon (Mdullerian inhibe edici madde=MIS) ise Sertoli
hicreleri tarafindan Uretilen Leydig hUcrelerinin  ¢ogalmasini  ve

diferansiye olmasini dnleyen parakrin bir hormondur (81).

LH (Luteinize edici hormon) Leydig hicre, ¢ogalmasini direkt
veya indirekt olarak buylume faktorlerini etkileyerek yapar. YUuksek
mitojenik aktiviteye sahip Transforming Bulylime Faktori (TGF-a) ve
insiilin Benzeri Bilylime Faktorii 1 (IGF-1) gibi faktorler in vivo olarak
Leydig hucrelerinde saptanmigtir. Dahasi in vitro ¢alismalar bu bayume
faktorlerinin 21 gunlik sigan testisinden elde edilen eriskin tip Leydig
hicrelerinde DNA  sentezini  arttirdigini gdstermistir.  EDS
uygulamasindan 3 ila 8 gun sonra sadece Leydig hucreleri kaybolmakla
kalmaz bunun yaninda 3B-HSD ve TGFa immun reaktivitesi, Relaksin
Benzeri Faktor (RLF) mRNA ekspresyonu da kaybolur. Mezenkimal
hicrelere benzer morfolojiye sahip interstisyel hicreler EDS’den 3-8
gun sonra bile LH reseptorune karsi antikor kullanilarak saptanabilir
(93).

EDS sonrasi Leydig hlcreleri birkag asamada cogalirlar.

1-) 2. 3. gunlerde mezenkimal fibroblast benzeri hulcrelerin ve
endoteliyal hiicrelerin sayica artisi goézlenir. Bolinen bu hicreler Leydig
hacrelerinin oncullerini olugtururlar.

2-) 4. gunden 16. gune kadar normal goriunumlu Leydig hucrelerinin
farkhlasmasi gozlenir. 14. gunde testosteron seviyesinde anlamli
miktarda artis olur.

3-) 16. 25. gunler arasinda Leydig hucreleri igin ikinci bir ¢cogalma

dalgasi olusur.21. ginden sonra testosteron seviyesi normale doner.
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4-) 25. gunden sonra Leydig hicrelerinin ¢cogalmasi iyice yavaslayarak

EDS sonrasi 40-50. glnlerde normale déner (27).

EDS sonrasi Leydig hdcrelerinin rejenerasyonunu engelleyen
bazi durumlar da vardir. Bunlara 6rnek olmasi agisindan yapilan birkag

calisma asagidadir.

EDS uygulamasi sonrasi Leydig hucreleri apoptozise giderken
yeni Leydig hucreleri yaklasik 3.-4. gunlerde olusmaya baslar. Kok
hicre faktorlu ile c-kit reseptér baglanmasinin inhibe edilmesi yeni
Leydig hucrelerinin 3.-4. gunlerdeki ilk olusum dalgasini engelledigi gibi
10. gundeki ikinci olusum dalgasini da engeller. EDS uygulamasindan
sonra 20. gun civarinda olgunlagsmis Leydig hicreleri muhtemelen kok
hicre faktoru ile c-kit reseptér baglanmasini inhibe eden bazi faktérler

salgilar ve yeni Leydig hucrelerinin olusumunu engeller (106).

EDS sonrasi testiste 30. gunde yeni Leydig hicreleri tamamen
olusur. Eger testiste bulunan makrofajlar EDS uygulamasindan 10 gin
oncesi ile 10 gun sonrasi arasinda baskilanirsa 30 gun boyunca yeni
Leydig hucreleri olusamaz. EDS sonrasi 16.-22. gunler arasinda
makrofajlar baskilanirsa normal EDS grubundaki kadar Leydig hucresi
olusur. Bu sonugclar makrofajlarin Leydig hlcrelerinin farklilagsmasi icin

ve EDS sonrasi tekrar gogalmasi icin gerekli oldugunu gostermektedir

(28).

Erigkin erkek siganlara EDS enjekte edildikten hemen sonra,
testosteron ve Ostradiol iceren kapsuller implante edilmis. Bu
kapsullerin verilme amaci endojen LH (LUteinize edici hormon) dretimini
baskilayarak testiste Leydig hucrelerinin  tekrar  ¢ogalmasini
baskilamakmis. Bu ¢alismalarda testis agirhgi ve spermatogenez EDS
ve testosteron verilen grup ile kontrol grubu arasinda benzer bulunmus
(86).
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EDS uygulanmasindan sonra Leydig hicrelerinin kaybolup
rejenere olmasi ve steroid aktivitesinin gosteriimesi 3B-HSD igin
immunohistokimyasal olarak boyanarak olur. 3B-HSD testis
steroidogenezi i¢in anahtar bir enzim ve Leydig hucreleri igin spesifik bir
belirtectir (8).

Testiste testosteron sentezinin azalmasinin germ hucre
apoptozisini arttirdigi gosterilmistir. Germ hucre apoptozisi ve Fas
protein igeriginin, EDS’In direkt etkisine bagh olarak olusmadigi,
testisteki testosteron konsantrasyonunun azalmasi sonucu meydana

geldigi ortaya atilmigtir (67).

EDS’nin erkekte testosteron Uretimini durdurdugu dozda over ve
adrenallerde steroidogenezi etkilemedigi gosterilmistir. Yine EDS’nin
genc sicanlar Uzerinde buyumeyi yavaslatici etkisi saptanmigtir. EDS
serum trigliserid seviyesini istatistiksel olarak anlamli derecede
azaltirken toplam kolesterol miktarini arttirmaktadir. DMSO ise tek
basina uygulandiginda zona fasikllata ve zona retikllaristeki
adrenokortikal hucre sayilarini azaltirken serum trigliseridlerini arttirir
(35).

5.2.2. E Vitamininin Etkisi

Vitamin E hucre membraninda bulunan, yagda eriyen en etkili
zincir kirici, antioksidan vitamindir. Reaktif oksijen radikallerinin neden
oldugu lipid peroksidasyonunu sinirlayarak hicre membraninin
batanligund korumada onemli bir roli oldugu dusunulmektedir.
Metoksiklor birgok Ulkede pestisit olarak kullanilan erkek siganlarda
ureme anormalliklerine neden olan bir ajandir. Epididimiste oksidatif
stresi arttirir, sperm sayisini dusurdr, o6strojenik/antiandrojenik etki
gosterir. Metoksiklor ve E vitamininin birlikte verilmesi epididimisi

metoksiklorun neden oldugu lipid peroksidasyonundan uzak
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tutmaktadir. Bunu antioksidan enzimleri arttirarak, reaktif oksijen
radikallerinin Uretimini azaltarak ve sperm hareketliligini bir miktar
arttirarak yapmaktadir. E vitamininin buylkbas hayvan sperminde

superoksit dismutaz aktivitesini arttirdig1 da gosterilmistir (57).

Poliklorinatli bifeniller tim dinyada cevresel kontaminasyon ile
insan ve hayvanlarda endokrin sistemde hasar yapan bilesiklerdir.
Poliklorinatli  bifeniller’e maruz kalmak sigan spermatogenezinde
defektlere, testis ve aksesuar seks organlarinda agirlik kaybina neden
olur. insanda Poliklorinatli bifeniller sperm sayisi ve hareketliginde
azalma ile iligkilidir. Poliklorinath bifeniller testikuler androjenleri azaltir.
Sut veren annelerin uzun sure Poliklorinath bifenillere maruz kalmasi
Leydig hacrelerinde istatistiksel olarak anlamli degisikliklere, LH
stimulasyonuna in vitro ortamda yanit olarak testosteron uretiminde
azalmaya neden olur. E vitamini lipoproteinlerdeki ve membranlardaki
lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu inhibe eder. C vitamini hizl
elektron transferleri yaparak reaktif oksijen radikallerini temizler, lipid
peroksidasyonunu inhibe eder, okside olmus E vitamini miktarini azaltir.
Leydig hucrelerinde superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon reduktaz, glutamil transpeptidaz ve glutatyon-s-transferaz gibi
antioksidan enzimler bulunur. Poliklorinatli bifeniller bu antioksidan
enzimlerin hicresel aktivitesini anlamli miktarda azaltirken, C veya E
vitamini uygulamasi enzim aktivitesini normal seviyelere ¢ikarmaktadir
(66).

Ozon havayi kirleten en 6nemli toksik gazlardan biridir. Ozonun
zarar verici etkisi reaktif oksijen radikalleri olusturmasindan kaynaklanir.
Reaktif oksijen radikalleri akrozomal reaksiyon ve kapasitasyonu
etkileyerek sperm kalitesini dusurir. DNA hasarina, spermatozoa
hareketliliginde azalmaya ve spermatozoa ile oosit birlesmesinde
gugluklere yol agar. E vitamini protein-lipid membranlari stabilize eder,

yag asitlerinin peroksidasyonunu Onler ve serbest radikaller i¢in ¢opgu
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gorevi yapar. C vitamini plazma membranlarinin redoks sistemleri icin
elektron donérudur. Havadaki artmis ozon konsantasyonu kan
testosteron duzeyini ve testisteki 17 B-hidroksisteroid dehidrogenaz
aktivitesini dugurar. Sadece ozon verilen hayvanlarda yuvarlak
spermatidlerde ve spermatositlerde azalma, dev spermatid hticreleri ve
epitelin bolgesel deskuamasyonu goézlenir. Ozon ile birlikte E vitamini

verilen vakalarda spermatogenez normal olarak gergeklesir (55).

Superoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen tirevleri in vivo olarak aerobik metabolizmanin tam
olmamasi, uyarilmis fagositlerin dokuda artmasi, radyasyon ve redoks
siklus ajanlarina maruz kalma sonucu olusur. Oksidatif stres, reaktif
oksijen turevlerinin vicudun dogal antioksidan korumasini asmasi ile
olusur ve DNA, proteinler ve lipidlere zarar verir. Dusuk
konsantrasyonda reaktif oksijen turevleri proliferasyon, diferansiyasyon
ve apoptozisin  dlzenlenmesi uUzerine etkili iken, yUksek
konsantrasyonda DNA hasarina, lipid peroksidasyonuna ve protein
degradasyonuna neden olur. Akut veya kronik kadmiyuma maruz kalma
akciger, beyin, bobrek, karaciger, eritrositler ve testiste lipid
peroksidasyonuna neden olur. Kadmiyum primer Leydig hiucrelerinden
testosteron salinimini inhibe eder. Kadmiyum testisteki malondialdehit
seviyesini yuUkselterek veya endojen antioksidanlarin seviyesini
azaltarak reaktif oksijen turevlerinin miktarini arttirir. Kadmiyum
testisteki steroidogenez uzerine direk inhibitor etkiye sahiptir. C veya E
vitamini ile beslenen sigcanlarda reaktif oksijen turevleri tretimi azalir,
oksidatif stres azalir ve normal testis fonksiyonlari korunur. Lipid
peroksidasyonundan korunmak aerobik metabolizmali organizmalar igin
cok onemlidir bu ylzden organizmalarin ksenobiyotikler, karsinojenler
ve toksik radikallere kargi korunmasinda etkili iyi organize olmus
antioksidanlara ihtiyaci vardir. C ve E vitaminleri kadmiyuma bagh
hicresel toksisiteyi azaltirlar ama bu iki vitamin arasinda sinerjik etki

saptanamamigtir (31).
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Organofosfat yapili pestisitler hedef dokularda
asetilkoilnesterazlari ve psodokolinesterazlari inhibe ederler. Bu toksik
maddelerin etkiledigi baslica dokular pankreas, karaciger, immun
sistem, kan ve Ureme sistemidir. Metil parathion siganlarda DNA
hasarina neden olan bir organofosfattir. Metil parathion uygulanan
farelerde anlamli miktarda anormal sperm artigi ve normal yapili sperm
sayisinda anlamli derecede azalma saptanmis. E ve C vitaminlerinin
Metil parathion’'un yaptig1 hasara kargi koruyucu etkilerinin incelendigi
bir calismada 4. ve 7. hafta sonunda kontrol grubuna goére Metil
parathion grubu ve Metil parathion+vitamin grubunda anlaml miktarda
vucut agirhgi, testis agirhgr ve rolatif testis agirhgr kaybr goézlenmis.
Metil parathion grubu ve Metil parathion+vitamin grubu arasinda
herhangi bir agirhik farki gézlenmemis. Metil parathion’'un sperm
sayisinl azaltma mekanizmasi; Leydig hucrelerindeki azalma sonucu
testosteronun azalmasi, Metil parathion’un kan-testis bariyerini gegerek
spermlere direkt zarar vermesi veya seminifer tubullerde nekroz sonucu
olabilir. E ve C vitamininin birlikte kullaniimasi toksik maddeler
tarafindan olusturulan lipid peroksidasyonunu azaltir. Bununla birlikte C

vitamini E vitaminini sinirlayan serbest radikalleri yerinden ayirir (98).

5.2.3. C Vitamininin Etkisi

C vitamini saglam seminifer tubule ait plazmada yuksek
konsantrasyonlarda bulunurken, infertil seminifer tibul plazmasinda az
bulunur. C vitamini eksikligi insan sperm hareketliligini azaltir, kan testis
bariyerinin butinliguna etkilemezken, spermatositleri spesifik olarak
etkiler. Onlari  apoptozise surukler. C vitamini kollojenlerin

hidroksillenmesi i¢in gereken 6nemli bir kofaktérdur (109).

Kursun asetatin periton igine enjeksiyonu fare testis dokusunda
malondialdehit artisi ile saptanan lipid peroksidasyonunun artigina

neden olur. Bu da reaktif oksijen radikallerinin artigi ile iligkilidir. C
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vitamininin insan tedavi dozunda (10 mg/kg) periton icine uygulanmasi
anlamli derecede testis malondialdehit icerigini azaltirken, sperm
sayisinda artig, anormal sperm populasyonunda azalmaya neden olur.
E vitamininin de (100 mg/kg) C vitaminine gore daha dusuk ama benzer
etkilere sahip oldugu goézlenmigtir. E ve C vitamininin kursun asetat
sonrasi birlikte verilmesi tek tek verilmelerine gore daha olumlu etki

yapmistir (62).

Kursun verilen siganlarda sperm sayisinin ve hareketliliginin
azaldigi, reaktif oksijen tlrevlerinin ve lipid peroksidasyonunun arttidi
gozlenmig. Reaktif oksijen turevlerinin ortamda az miktarda bulunmasi
sperm fonksiyonlari igin olumlu etki yaparken; cok fazla miktarda
bulunmasi DNA parcalanmasini uyarir, spermdeki mitokondri ve plazma
membranini harap ederek sperm fonksiyonunu bozar. Kursuna bagli
oksidatif stresin C ve E vitaminleri verilerek geriletilebildigi gosterilmistir
(61).

Poliklorinatli  bifeniller  (Aroclor 1254) insanlarda sperm
hareketliligini azaltan cevresel Kkirleticilerdir. Poliklorinath bifenillere
maruz kalan siganlarda sitokrom P450, 33-HSD, 173-HSD ve Leydig
hicrelerindeki antioksidan enzimler gibi steroidojenik enzimler azalir. 25
yas Ustl erkeklerde gunlik C vitamini aliminin arttirnimasi sperm
canhligini, hareketliligini ve toplam matur sperm sayisini arttirmaktadir.
in vivo ve in vitro calismalar kiltir ortamindaki Leydig hicrelerinde
oksidan ajanlarin olusturdugu lipid peroksidasyonunun E vitamini
tarafindan onlendigini gdstermistir. Poliklorinatl bifenillere maruz kalan
sicanlara C ve E vitaminleri verildiginde Sertoli hucreleri, Leydig
hicreleri ve epididimisteki spermler Uzerinde serbest radikallerin

olusturdugu toksisiteyi azalttigi gosterilmistir (65).

Kadmiyum verilen siganlarin testisinde lipid peroksidasyonunun

arttigi, ozellikle glutatyonun azaldigi gosterilmistir. Kaspaz-3 hucre
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apoptozisini saptamada kullanilan onemli bir kaspazdir. Metallotionin
metallere baglanan antioksidan bir proteindir. Kadmiyum verilen ratlarda
nekrotik hudcre olumu ve metallotionin yerlegiminde degisiklik olur. E
vitamini, C vitamini ve selenyumun sinerjik etkileri oldugu lipid

peroksidasyonunu azaltip glutatyon miktarini arttirdigi gézlenmistir (54).

Kromiyum karsinojen ve mutajen bir ajandir. Cok fazla
genotoksik ve sitotoksik potansiyele sahiptir. Kromiyum bilesikleri
oksidatif stresi arttirarak laboratuar hayvanlarinda doku hasarina neden
olurlar. Lipid peroksidasyonu oksidatif stres icin bir gosterge kabul edilir.
Metallere bagh oksidatif stres olasilikla testis membraninin yuksek
miktarda ¢oklu doymamis yag asiti icermesinden kaynaklanmaktadir.
Kromiyum bilegikleri siganlarda anormal sperm miktarini arttirmaktadir.
Serum testosteron seviyesini azaltip FSH seviyesini azaltmaktadir.
Diger organlarla karsilastirildiginda testis yuksek miktarda glutatyon
icermektedir. Glutatyonun spermatojenik seri hicrelerinin godalmasi ve
farkhlagsmasinda o6nemli rol oynadigi gosterilmigtir. Leydig hucreleri
yuksek miktarda glutatyon peroksidaz ve orta derecede superoksit
dismutaz aktivitesi sergilemektedir. Bu antioksidan koruma sisteminin
dusuklugu Leydig hicrelerini oksidan hasara kargi daha fazla
korumasiz birakmaktadir. Kromiyum bilesikleri ile C vitamininin birlikte
verilmesi anormal sperm populasyonunda azalmaya ve normal sperm
sayisinda artmaya neden olur. E vitamini ile de benzer etkileri

gOzlenmigtir (1).

Calismamizda gruplarin toplam hasar skorlarina baktigimizda en
yuksek skorun sadece EDS verilen grupta oldugunu, en dugsuk skorun
ise DMSO grubunda oldugunu saptadik. EDS ile birlikte vitamin verilen
gruplarda birbirine yakin degerler bulduk. Kadmiyuma bagh hucresel
toksisiteye karsi sinerjik etkileri saptanamayan C ve E vitaminlerinin
EDS’ye karsi sinerjik etkisinden de bahsetmek en azindan histopatolojik

acidan mumkun gérunmemektedir.
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5.3 Serum Testosteronu

“Etandimetansulfonat’in Erigkin Sigan Testisi Fonksiyonel Yapisi
Uzerine Etkileri” konulu bir calismada EDS sonrasi testosteron
seviyeleri serumda ve inkibasyon medyumunda ancak 21. gunden

itibaren saptanmaya baslanmis (7).

Nina Atanassova ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
EDS uygulamasindan 7 glin sonra serum testosteron konsantrasyonu
0,1 ng/mlI'nin altina inmis. 2-3 hafta sonra yeni Leydig htcrelerinin
olusmasiyla testosteron seviyesi normale yaklasmig. LH (LUteinizan

hormon) 3. haftaya kadar ylksek kalmis (8).

Polychlorinated biphenyl (PCB)'ler insan ve siganlarda endokrin
sistemi olumsuz etkiler, PCB’lere maruz kalan siganlarda
spermatogenezde hasar, testis ve aksesuar seks organlarinda kilo
kaybi gozlenir. PCB uygulanan siganlara 100 mg/kg oral Vit C veya 50
mg/kg oral Vit E verildiginde serum LH (llGteinizan hormon), tiroid
stimile edici hormon ve prolaktin seviyelerinin normale doéndugu
gbzlenmis. Sonugta androjen sentezinin azalmasinin sigan testisinde
lipid peroksidasyonunu arttirdigi sonucuna variimis. Bu da vit C ve E’nin
antioksidan  etkilerinin  neden  androjen  sentezini  normale

dondurdugunun agiklamasi olabilir denmis (66).

Kadmiyum ile akut veya kronik kargilagsma akciger, beyin,
bobrek, karaciger, eritrositler ve testis’te lipid peroksidasyonunu arttirir.
Kadmiyum Leydig hucrelerinin Urettigi testosteron seviyesini dogrudan
dusurur. Calismada Vit C ve E verilen siganlarda kadmiyumun yapmis
oldugu testis hasarinin azaldigi goézlenmis. C ve E vitaminlerinin

beraber verilmesi ile sinerjik bir etki elde edilememis (31).
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Serum hormon seviyelerinin arastirildigi bir ¢alismada EDS
sonrasi serum LH (lGteinizan hormon) seviyesi kontrol grubuna goére 48
saat iginde anlamli miktarda artmig, 10-20. gunler arasinda pik yapmis
ve 40. gunde kontrol seviyesine inmis. Serum testosteron seviyesi EDS
sonrasi 48. saatte Olglilemeyecek diuzeye inmis ve 10. gune kadar bu
seviyelerde kalmis. 20. gun civarinda serum testosteronu artmaya
bagslamis ve 40. gun civarinda kontrole yaklasmis. Serum FSH (folikul
stimule edici hormon) seviyesi de LH (liteinizan hormon)’a benzer seyir

gOstermis (106).

EDS verilen siganlarda 15. gin sonunda serum testosteron
dizeyinin DMSO ve tuz c¢ozeltisi verilen siganlara gore anlamli
derecede diustugu buna ek olarak testis agirligi, vezikila seminalis ve
vacut agirhginin da kontrole gore dusuk oldugu saptanmis. Tek doz
EDS verilen siganlarda adrenal kortekste bir¢cok atrofik alan olusumu
g6zlenmis. Testosteron Uretimini engelleyecek dozdaki EDS adrenal ve

overlerde steroidogenezi etkilememis (73).

Bizim galismamizda serum testosteronu agisindan bakildiginda
DMSO grubu ile EDS grubu arasinda (P=0,0000) ve Vit C+E grubu
arasinda (P=0,0221) anlamh fark saptandi. Serum testosteron degeri
ortalamasi en ylUksek olan grup Vit C+E grubu iken bunu DMSO grubu
takip etti. En duguk testosteron duzeyi EDS grubunda goruldu.

EDS grubu ile Vit C, Vit E, VitC+E gruplari arasinda anlamli fark
saptandi. Sirasiyla serum testosteron dizeyleri fazladan aza Vit C+E,
Vit E, Vit C, EDS grubu seklinde bulundu.



99

5.4 Makrofaj Artisi

“Etan dimetan sudlfonat'in Erigkin Sigan Testisi Fonksiyonel
Yapisi Uzerine Etkileri” konulu calismada yazarlar EDS uygulamasi
sonrasi makrofaj sayisindaki artisin 3. guin pik yaptigini ve 28. ginden

sonra normal seviyelere indigini tespit etmisler (7).

Yine baska bir calismada EDS 6ncesi 10 gun ile EDS sonrasi 10
gun arasinda makrofajlari baskilanan si¢canlarda EDS sonrasi 30. gine
kadar Leydig hucre sayisinin artmadigr gozlenmis. Yeni Leydig

hicrelerinin olusumu igcin makrofajlarin gerekliligi vurgulanmig (27).

Bizim calismamizda en yuksek makrofaj miktarini 2 haftalik EDS
grubunda ve 1 haftallk EDS gruplarinda goérdik. 2 haftalk E ve C
vitamini gruplarinda orta derecede mononukleer hicre artigi gozlerken

diger gruplarda artis gézlemlemedik.
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6-SONUG:

TAI acgisindan bakildiginda; ne 7 ginlik ne de 14 ginlik
donemde Vitamin C, Vitamin E, Vitamin C+E gruplarinda, EDS grubuna
gére bir iyilesme saptanamadi. Toplam testis agirligi ve deney sonrasi
vucut agirhgi ile deney oncesi vicut agirligi arasindaki fark acisindan

da benzer sonuglar elde edildi.

Histopatolojik skor puani agisindan bakildiginda sadece 7 gunluk
gruplardan EDS+Vit C+Vit E grubu EDS grubuna goére anlamli bir

iyilesme gosterdi.

Serum testosteron dizeyi hem 7 hem de 14 gunlik donemde; Vit

C, Vit E ve Vit C+E gruplarinda kontrol grubuna yaklasti.

EDS sonrasi 14. gun sonunda interstisyel alanda Leydig
Hucreleri gdzlenemez iken tum vitamin gruplarinda sayica kontrol

grubundan az da olsa Leydig hucresi tesbit edildi.

Sonugcta; EDS sonrasi olugan testis agirhgindaki azalma E ve C
vitaminlerinin gerek tek tek gerek birlikte veriimesi ile normale
dondurulemez iken, histopatolojik skor puani, serum testosteron duzeyi

ve interstisyel Leydig hucreleri Uzerine olumlu etki gosterdi.
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