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UZERINE PROPOLISIN KORUYUCU ETKINLiGININ ARASTIRILMASI

Kiibra Tugce CILENK

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans Program
Yiiksek Lisans Tezi, Eyliil 2015
Damsman: Doc.Dr. Mehmet Fatih SONMEZ

OZET

Bu calismada kadmiyum ile testis dokusunda olusturulan hasar iizerine propolisin

koruyucu etkinliginin arastirilmasi amaglandi.

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 32 adet ergin erkek Wistar albino tiirii sicanlar kullanildi.
Denekler rastgele 4 gruba ayrildi. Grup I (n=8); kontrol grubu, Grup II (n=8); 1
mg/kg/giin (intraperitoneal) kadmiyum uygulanan sicanlar, Grup III (n=8); 1 mg/kg/giin
kadmiyum + 50mg/kg/giin propolis (intragastrik), Grup IV (n=8); 50mg/kg/giin propolis
(intragastrik) uygulanarak olusturuldu. Kadmiyum 10 giin boyunca uygulandi. Propolis
kadmiyum uygulamasindan bir hafta once baslanarak deney sonuna kadar verildi.
Uygulamadan 24 saat sonra denekler dekapite edilerek testis dokular1 alindi. Deney
sonunda testis dokusunda HIF-1a ekspresyonu ve TUNEL, kan Orneklerinde serum

testosteron ve doku HIF-1a seviyeleri icin ELISA yapild.

Kadmiyum uygulanan grupta germinal epitelde diizensizlik, liimene epitel hiicre
dokiilmesi, epitel hiicreleri arasinda vakuol olusumu ve yer yer nekrotik tiibiiller
gozlendi. Kadmiyum uygulanan grupta seminifer tiibiil ¢aplari, Johnsen’in tiibiiler
biyopsi skoru, serum testosteron seviyesi azalirken doku HIF-1a diizeyinin ise arttigi

belirlendi. Koruyucu amacgh verilen propolisin ise tiim bu hasarlar1 engelledigi gozlendi.

Sonu¢ olarak kadmiyum uygulamasi, testis dokusunda cok ciddi histopatolojik
degisikliklere neden olmaktadir ve koruyucu amacli verilen propolisin bu hasar1

engelledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Propolis, Testis, Sican, HIF-1a.
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THE INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECTS OF PROPOLIS ON
CADMIUM-INDUCED TESTICULAR DAMAGED IN RAT

Kiibra Tugce Cilenk

Erciyes University, Depertmant of Histology and Embryoloji
MS Thesis, September 2015
Advisor: Asc.Prof.Dr. Mehmet Fatih SONMEZ

ABSTRACT

In this study we established to investigate the protective effect of propolis on cadmium-

induced testicular damage.

In this study, 32 adult male Wistar albino rats that raised in DEKAM (Erciyes University
Experimental And Clinic Researches Centre) were used. Rats were seperated into four
random groups. Group 1; (n=8) control group, group 2; (n=8) 1 mg/kg/day (intraperitoneal)
cadmium administered to rats, group 3; (n=8) 1 mg/kg/day cadmium + 50mg/kg/day
propolis was administered to (intragastic), group 4; (n=8) 50 mg/kg/day propolis
(intragastrik) was administered to rats. Propolis was dissolved in DMSO. On the first day of
the experimental protocol, Group 3 and group 4 received 50mg/kg/day propolis (oral
gavage) for 17 days. From the eighth day of the experiment, group 2 and group 3 received
daily intraperitoneal injections of 1 mg/kg/day cadmium. The rats were decapitated under
ketamine anesthesia and their testes tissues were removed HIF-1a expression and TUNEL
were examined in testis tissue, also blood samples were evaluated with ELISA for serum

testosteron ve tissue HIF-1a levels.

Germinal epithelium irregularities, epithelial cell loss in lumen, formation of the vacuoles
between epithelial cells and necrotic tubules was observed to applied cadmium in the group.
In the group 2, the diameters of seminiferous tubules, tubular biopsy score of Johnsen and
serum testosterone levels were decreased compared to control group, but tissue HIF-1a
levels was higher in cadmium administered group than control group. These scores were

improved by the propolis for protective purposes.

As a result of application of cadmium create a very serious change on testicular tissue and

the propolis for protective purposes inhibited this damage.

Key Words: Cadmium, Propolis, Testis, Rat, HIF-1a.
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1. GIRIS VE AMAC

Endiistriyel ve ¢evresel kirletici olarak kadmiyumun (Cd) onemi son yillarda oldukca
belirginlesmistir. Birlesik Devletler Cevresel Koruma Komisyonunun 6ncelikli zararh
maddeler listesinde yer alan kadmiyuma, ¢ogu kez dogrudan solunum yolu veya besin

zinciri araciligiyla maruz kalinir (1).

Insan yasammi etkileyen onemli kadmiyum kaynaklari, sigara dumani, rafine edilmis
yiyecek maddeleri, su borulari, kahve, ¢ay, komiiriin yakilmasi sonucu acia c¢ikan
tirtinler, kabuklu deniz iiriinleri, kullanilan giibreler ve endiistriyel iiretim asamalarinda
olusan baca gazlaridir. Endiistriyel olarak kadmiyum zehirlenmesi, kaynak yapimi
sirasinda kullanilan alasim bilesimleri, elektrokimyasal kaplamalar, kadmiyum iceren
boyalar ve kadmiyumlu piller ile olusur. Kadmiyum o6nemli miktarda giimiis
kaynaklarda ve sprey boyalarda da kullanilmaktadir (2, 3). Kadmiyum hiicrenin
proliferasyonunu, diferansiyonunu, apopitozunu ve diger hiicresel aktivitelerini
etkilemektedir. Ayrica kadmiyumun gen transkripsiyonu ve translasyonu iizerine de
etkilerinin oldugu bilinmektedir (4). Kadmiyum karaciger, bobrek, akciger, duodenum,
pankreas, kemik dokularinda birikip cesitli sitolojik ve histolojik hasara sebebiyet

vermektedir (5).

Ayrica testisler kadmiyum toksisitesine asir1 derecede duyarlilik gosterir. Cesitli memeli
tiirleri iizerinde yapilan caligmalarla; akut kadmiyum maruziyetinin testislerdeki kan-
testis bariyerini tahrip ettigi, testikiiler 6ddem ve hemorajiye yol actig1, germ hiicrelerinin
kaybina ve nekroza sebep oldugu belirlenmistir (6). Yine kadmiyumun spermatogenez
olaymda etkili olan sertoli hiicreleri arasindaki baglanti1 kompleksini bozarak
spermatojenik seriye ait hiicrelerin dejenerasyonuna sebep oldugu bilinir (7).
Kadmiyumun sebep oldugu testikiiler nekroz kalict infertiliteye yol acmakla birlikte

testikiiler kadmiyum seviyesi arttikga apoptozis orani artmaktadir (8).



Organizmada devamli olarak serbest radikal niteliginde bilesikler meydana gelir. Ancak
bu radikallerin organizmaya zarar vermesi gii¢lii bir savunma sisteminin varlig ile
engellenir. Bu nedenle serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme hizinin
dengede tutulmasi son derece Onemlidir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest
radikallerin zararl etkileri ortaya ¢ikmakta ve cesitli organ ve sistemleri olumsuz olarak
etkilenmektedir (9). Organizmalar i¢in oldukca zararli olan kadmiyumun bu toksik

etkilerinden antioksidan sistemler yoluyla korunulabilir (10).

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan bitkilerden toplanan ve yiizyillar
boyunca halk arasinda tedavi amach kullanilmakta olan dogal bir iiriindiir (11).
Yapisinda sayisiz kimyasal bilesik, mineral madde, balmumu, regine ve polen
bulunmaktadir (12). Propolis bal arilarmin bireysel temizligi ve kovan temizligi, koloni
halinde yasamalari, kovan icerisindeki sartlarin saghkli olmasi, fungus, viriis bakteri
gibi mikroorganizmalardan korunmasi gibi farkli amaglar i¢in bal arilar1 tarafindan
kullanilan bir maddedir. Propolisin antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar
ve immiinmodiilator gibi biyolojik aktivitelere sahip oldugu bir¢ok bilimsel ¢alisma ile
gosterilmistir (11, 13). Ozellikle de sifal1 iiriin propolisin igerisinde bulunan ve biiyiik
onem tasiyan flavonoidler ve terpenler oldukca kuvvetli antioksidan ve steril etkili

bilesiklerdir (12).

Propolisin insanlar {izerinde olumlu etkisini gosterdigi hastaliklarin bazilar1 dis agrisi,
rinit, renal yetmezlik, mide {iilseri, idrar yollar1 enfeksiyonlari, kist, kotii huylu timor
(kanser), damar sertligi hastaliklari, diabet, kemik erimesi hastaligi, kiriklarin
kaynamasi, sedef, sivilce, egzama, vagina ve rahim iltihaplanmasi, nefes darligi, astim,

bronsit, romatizmal agrilar ve eklem hastaliklari, verem seklinde siralanabilir (12).

Bu caligmanin amaci, testislerdeki kadmiyumun olusturdugu hasar iizerine oral yolla
uygulanan propolisin koruyucu etkisinin olup olmadigmin 151k mikroskobik olarak

belirlenmesidir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.TESTIS EMBRIYOLOJiSi

Kromozomal ve genetik cinsiyet fertilizasyon ile saglanir, X kromozomuna sahip
ovumun X veya Y kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine baghdir. Gelismekte
olan gonadlar XX veya XY kromozom yapisina sahip olurlar. Erkek ve disi morfolojik
karakteristik Ozellikleri embriyonun 7. haftasina kadar gelismeye baslamaz (14).
Gonadlar baglangicta bir cift uzunlamasina, sélomik epitelin proliferasyonu ve altindaki
mezensimin yogunlagmasiyla olugsmus genital veya gonadal kabartilar halinde ortaya
cikarlar. Gelisimin 6. haftasina kadar bu gonadal sirtlar i¢cinde germ hiicreleri yoktur.
Primordiyal germ hiicreleri, gelisimin erken evrelerinde vitellus kesesi duvarinda
endoderm hiicreleri arasinda ve allantoise yakin bir yerde belirirler. Ameboid
hareketlerle son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerler, 5. haftanin basinda
primitive gonadlara ulasir ve 6. haftada genital kivrimlara tamamen yerlesirler. Boylece
heniiz farklilasmamis fotal gonad gebeligin 6.haftasinda ortaya ¢ikmis olur (14, 15).
Yedinci haftadan once gonadlarin goriiniimii her iki cinste de benzer oldugundan
“farklanmamis gonadlar” olarak adlandirilirlar. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y
kromozomu gereklidir fakat bu kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini icin
onemlidir. Testis belirleyici faktor (TDF) icin gerekli olan SRY geninin, Y
kromozomunun cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlestigi saptanmustir. Y kromozomu,
farklanmamis gonadin medullast iizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir. Y
kromozomu tarafindan diizenlenen, TDF, testikiiler farklilasmay1 saglar bu faktoriin
etkisi altinda, primer seks kordonlar1 seminifer tubullere farkhilagirlar. Y
kromozomunun yoklugu over gelisimiyle sonug¢lanir. Sonug olarak seks kromozomunun

tipi farklilagsmamis gonadin hangi yonde gelisecegini belirlemektedir.



Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alirlar.
e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)
¢ Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

¢ Primordial germ hiicreleri

Foreguk A

| —

J| Genital
sislik

Mezanefroz

Sekil 2.1. A. 3 haftalik embriyoda yolk kesesi duvarinda, allantois baglantisina yakin
bir yerde primordiyal germ hiicrelerini gosteren sematik cizim. B.
Primordiyal germ hiicrelerinin, son barsak ve dorsal mezenter boyunca
genital kivrima dogru goc¢ yolu. (Langman’s Medikal Embriyoloji’den
alinmustir.)

Vitellus kesesi duvarindaki endodermal primordial germ hiicrelerinin 3. haftada

allantoisi asarak barsagin arka kisminda mezenter kokii (Radix mesenterii)“niin saginda

ve solunda mezonefrozun medialindeki mezoteldeki gonadal kabarti (Plica genitalis)
icine girmesi ve buradaki hiicreleri indiiklemesi (5. hafta basi) ile gonad taslaklari
gelismeye baslar. Embriyonun erkeklik veya disilik yoniinde gelismeye baslamasi 7.
haftadan itibaren gerceklesir. Erkekte veya diside primordial hiicrelerin etrafin1 plika
icindeki mezodermal hiicreler sarar. Endodermal primordial hiicrelerden germinal
hiicreler (gonositler = erkekte spermatogoniumlar, diside oogoniumlar), mezodermal
hiicrelerden ise destek hiicreleri (erkekte Sertoli hiicreleri, diside ise folikiil hiicreleri)

gelisir (14). Testisler, genellikle, seks kromozom kompleksinde normal bir Y



kromozomu tasiyan embriyolarda gelisir (16). Primer seks kordonlar1 uzayarak
farklilasmamis gonad medullasina kadar iner. Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle

anastomozlar yapar ve rete testisi olustururlar.

Gonad taslaklar1 disinda Tunica albuginea gelistikten sonra seks kordonlar1 seminifer

tiibiillere ve diiz tiibiillere (Tubuli recti) farkhilagirlar. Seminifer tiibiiller, (Leydig’in)

intertisyal hiicreleri olusturan mezensim ile ayrilmislardir. 8. haftada, bu hiicreler
mezonefrik kanallarin ve dig genital organlarin erkeklik yoniinde farklilasmasini uyaran
androjenik hormonlar olan testosteron ve androstenodion salgilarlar. Testosteron
iretimi, embriyonik ve fotal gelisimin 8. ile 12. haftalar1 arasindaki donemde en yiiksek
miktarlara ulagan human koryonik gonadotropin tarafindan uyarilir. Fotal testis ayrica,
antimiilleriyan hormon veya miilleriyan inhibe edici madde (MIS) olarak bilinen bir

glikoprotein iiretir.

Sertoli hiicreleri, destek hiicreler olan bu hiicreler testisin yiizey epitelinden gelisir.
Spermatogonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler primordiyal germ
hiicrelerinden farklanirlar (14). Fotal testiste seminifer epitelin biiyiik bir kismini
olusturur. Rete testis, efferent kanalciklara doniisen 15-20 kadar mesonefrik tiibiil ile
devam eder. Bu kanalciklar, duktus epididimise doniisen mezonefrik kanalla baglanti

kurar (16).
2.2. TESTiSIN ANATOMISI

Testis scrotum i¢inde yer alan ve erkek iireme hiicrelerinin (sperm) yapildigi yumurta
seklinde bir cift organdir. Her bir testis’in facies medialis ve facies lateralis olmak iizere
iki ylizii, margo anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenari, extremitas superior
ve extramitas inferior olmak {iizere iki ucu vardir (Sekil 2.2). Testisler funiculus
spermaticus araciligi ile scrotum i¢inde oblik pozisyonda asili durumdadir. Testisin her
biri yaklasik 10 — 14 gr agirhigindadir (17). Ayrica insanlarda yaklasik 4-5 cm

uzunlugunda ve 2,5 cm enindedir (18).



Anulus inguinalls superficialis, «
Crus mediale / ™ M. obliquus externus abdominis, Aponeurosis

Tela subcutanea, | b
Panniculus adiposus

. ¢ ® M. pbliquus internus abdominis

\ L
T E R ARG i
g e

Canalis ~- __} ~ & N, ilioinguinalls

Inguinalis

_——" Lig. suspensorium

Anulus Inguinalis —— e penis

superficialis,
Crus laterale

Fascia spermatica externa » —= e ® V. dorsalis profunda

L 9 J i 2 nis;
\ o HHT ® AN dorsalis penis
. $ 4 -

Fascia cremasterica; ® — — &= =
M. cremaster i

—————————— ® A. profunda penis
Plexus pampiniformis ® — —— %

~ T~ Corpus cavernosum penis
Ductus deferens ——

= T Urethra masculina
A testicularis @ —— 1

f

Caput —— =

T
Epididymis { OfPUS SPONGIOSUM penis.

| (Appendix) —

Appendix testis

™ ® Fascia cremasterica;

- cremaster
Tunica vaginalis testis,

Lamina visceralis

™ @ Fascia spermatica extarna
Tunica vaginalis testis, =
Lamina parietalis Z
Fascia spermatica interna ~

2 = @ Tunica dartos, M. dartos

/
M. cremaster & ),

Fascia sparmatica externa # . f b Culis

/ \
Septum scroti Raphe scrotl

Sekil 2.2.Testisin anatomisi (Sobotta Insan Anatomisi Atlasi’ndan alinmstir).

Testisin anterolateral 2/3 boliimii serbest iken, posterolateral yiizii epididimis, bag
dokusu ve damarlarla ortiiliidiir (19). Testis parankimi distan ice dogru, en dista tunika

vaginalis, ortada tunika albuginea ve en icte tunika vaskulosa olmak iizere 3 tabakadan

olusan bir kapsiil ile sarmalanmustir.

Tunica vaginalis testis, testis'i kusatan kapali bir periton kesesidir ve lamina visceralis

(epiorchium) ve lamina parietalis (periorchium) olmak {izere iki yaprag: vardir (17,20).

Tunica vaginalis testis'in lamina visceralis'i, kaygan seffaf ser6z bir membran olup
testis'e, epididimis'e ve ductus deferens'in alt kistmma sikica yapisiktir. Tunica vaginalis
testis'in lamina parietalis'in lamina visceralis'ten daha kalin olup, fascia spermatica
interna'ya yapisiktir. Lamina parietalis, funiculus spermaticus'un distal kismu icerisinde
lamina visceralis'ten biraz daha yukariya uzanir. Tunica vaginalis testis'in iki yapragi
arasindaki cavum scroti'de az miktarda sivi bulunur. Bu sivi testislerin scrotum

icerisinde kolayca hareket etmelerini saglar (20).



Tunika albuginea kalin, sert fibroz bir tabaka olup testis igerigini sarar. Tunika
albugineanin yapisinda, esas olarak kollajen doku i¢ine dagilmis cok sayida, dallanmus,
diiz kas hiicreleri vardir ve bu lifler otonomik innervasyon sonrasmda kasilarak olusan
sperm hiicrelerinin efferent duktuslara dogru hareket etmesinde yardimci olur (21).
Tunica albuginea, testis’i saran mavimsi beyaz renkli, sik1 yapili fibroz bir tabakadir. Bu
tabakay1 olusturan beyaz fibroz demetler, farkli yonlerde uzanarak birbiri i¢cine girerler.
Tunica albuginea’yi, arka kenar1 hari¢ olmak {iizere, distan tunica vaginalis testis’in
lamina visceralis’i (epiorchium) orter. Peritonun bulunmadig1 arka kenara epididimis
tutunur ve buradan testis’in damar ve sinirleri girip ¢ikar. Tunica albuginea, arka
kenarda testisin i¢ine dogru kalin ve vertikal yarim bir bolme seklinde uzant1 gonderir.

Bu bolmeye mediastinum testis denir (22).

Tunica vasculosa, tunica albugineanin i¢ yiiziinde bulunan damar ag1 tabakasidir (17).
Tunika vaskulosa, tunica albugineanin hemen altinda yer alir. Testisin septumlarinin ic¢
yiiziinii Orttiigii i¢cin testis kompartmanlar1 etrafinda uzanmaktadir. Testis kapsiil
aracilifiyla septalarla 250-300 kompartmana boliiniir. Her bir septum ayr1 bir seminifer
tiibiil ve en az bir sentrifugal arter icerir. Her bir septum, interstisyel doku ve gelismekte
olan germ hiicreleri iceren seminifer tiibiilleri bulundurur. Interstisyel doku sinir, kan ve

lenfatik damarlar ile birlikte Leydig hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlardan

meydana gelir. Seminifer tiibiiller her iki ucu da siklikla rete testiste sonlanan “V*

seklinde tiibiiller olarak uzanirlar (22).
2.3. TESTISIN HISTOLOJISi

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten olusur.
Genital kanallar ve yardimci bezler diiz kas kasilmalarinin da yardimi ile
spermatozoonlar1 disartya dogru siiriikleyen salgilar iiretir. Bu salgilar ayn1 zamanda
erkek iireme sistemi icinde bulunan spermatozoonlara gerekli besinleri saglar.
Spermatozoonlar ile birlikte genital kanallar ve yardimci bezlerin salgisi, penis yoluyla

disi iireme sistemine birakilan semeni olusturur (23)(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Testis ve iireme yollarim1 gosteren sematik ¢izim (Ross, Romrell, Histoloji.
A Textand Atlas, 5th ed.’dan modifiye edilmistir.)
Testisler, tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile
cevrilidir. Tunika albugineanin testisin arka yliziinde kalinlagsmasiyla mediastinum testis
ad1 verilen yap1 olusur. Buradan bezin icine giren fibr6z uzantilar (septum), bezi testis
lopcuklari/bdlmeleri denilen yaklagik 250 adet piramidal bolmeye ayirir. Bu uzantilar
kesintisiz degildir ve cogunlukla bolmeler birbirleriyle baglantilidir. Her lobiilde gevsek
bag dokusu ile sarili 1-4 adet seminifer tiibiil yer alir. Bu bag dokusu bol miktarda kan
ve lenf damari, sinirler ve Leydig hiicreleri adi verilen interstisyel hiicreleri igerir.
Seminifer tiibiiller erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlar: iiretirken, interstisyel

hiicreler de testis androjenlerini salgilar (24,25 ).

Testisler, karmn boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Fetiisiin
gelismesi sirasinda go¢ ederler ve skrotum i¢inde spermatik kordonlarm uglarinda asili
olarak bulunurlar. Skrotuma dogru gerceklestirdikleri bu gé¢ nedeniyle her testis tunika
vaginalis adi verilen ve peritondan gelismis olan ser6z bir kese tasir. Skrotum,
testislerin karin icindekinden daha diisiik bir 1sida tutulmalarinda 6nemli bir rol oynar

(23).



2.3.1. Seminifer tiibiiller

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde iretilir. Her testiste yaklagik 250-1000 kadar
seminifer tiibiil bulunur. Her seminifer tiibiil karmasik yapida cok kath bir epitel ile
doseli olup, yaklasik 150-250 wm c¢apinda ve 30-70 cm uzunlugundadir. Bir testisteki
tiibiillerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir. Tiibiiller kivrimhidir ve uglarina
dogru liimeni daralarak diiz tiibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa segmentler
halinde devam eden kanallar seklinde uzanir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete
testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugubir labirente baglar (23). Rete testis
seminifer epitelyumun {riinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar)
toplayan kanallar agidir (25). Anastomoz yapan rete testis kanallari, yaklasik 10-20 adet
duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanmaktadir. Seminifer tiibiiller
fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da
seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran ince fibroz tabakaya tunica propria
denir. Bazal laminaya yapisik olan en icteki katman, diiz kas 6zellikleri de gosteren
yassilagsmis miyoid hiicreler igerir. Miyoid hiicreler hareketsiz spermleri rete testise

ilerleten ritmik kasilma aktivitelerinden sorumludur (23).

Seminifer miabial
Timer

1 Spermatozoa

" Etken spermarid

I~ Sekonder
spenmatosit

I~ Primer
spermatosit

| Sertoli
hiicresinin
cekirdesi

L Spermatogoniimm

! Baral lamina

T}

™ Fibroblast

Sekil 2.4. Seminifer tiibiil epiteli (Gartner Color Textbook Histoloji, 2th ed.’dan

modifiye edilmistir.)
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Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre popiilasyonu iceren 6zellesmis seminifer epitelyum

ile doseli merkezi bir limenden olusur:

1-Spermatogenik hiicreler (spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler)

2-Somatik Sertoli hiicreleri (25).

2.3.2.Spermatogenez

Spermatogenez, spermatozoon {iiretim siirecidir. Siire¢ ilkel bir germ hiicresi olan
spermatogonyum ile baglar. Spermatogonyum, yaklasik 12 um capinda,bazal laminanin
hemen {istiinde yer alan kii¢iik bir hiicredir. Cinsel olgunluk ¢aginda spermatogonyum
hiicreleri mitoz boliinme ile cogalmaya baslar ve yeni hiicreler olusur. Yeni olusan
hiicreler iki yoldan birini izleyebilir. A tipi spermatogonyumlar olarak da adlandirilan
kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da siiregiden mitotik sikluslar boyunca
farklilasarak B tipi spermatogonyumlar1 olustururlar. B tipi spermatogonyumlar primer
spermatositlere farklilasan onciil (progenitdr) hiicrelerdir. Primer spermatositler 46
kromozom (44+XY) igerir. Olugsmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayoz
bolinmenin profazina girerler. Bu boliinmenin profaz asamasi yaklagik 22 giin
siirdiigiinden, kesitlerde goriilen spermatositlerin cogu bu asamada olacaktir. Primer
spermatositler spermatogenik serinin en biiyiik hiicreleridir ve niikleuslarinda kangal
olusturma siirecinin degisik safhalarinda kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar.
Birinci mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler olarak adlandirilan ve
yalnizca 23 kromozom (224X veya 22+Y) iceren daha kii¢iik hiicreler olusur. Testis
kesitlerinde sekonder spermatositlerin gézlenmesi zordur ciinkii bunlar interfazda cok
kisa siire kalan ve ¢abucak ikinci mayoz boliinmeye giren kisa omiirlii hiicrelerdir.
Sekonder spermatositlerin boliinmesi 23 kromozom igeren iki hiicrenin yani

spermatidlerin olusmasiyla sonuclanir (23).

2.3.3.Spermiyogenez

Spermiyogenez spermatozoon iiretiminin son agamasi ve spermatidlerin, erkek DN Asini
ovuma aktarmak icin son derece 6zellesmis hiicreler olan spermatazoona doniisme
siirecidir. Bu siirecte hiicre boliinmesi gerceklesmez. Spermatidler, kiigiik boyutlar: (7-8

pm capinda) yogunlasmis kromatin bolgeleri iceren niikleuslar: ile aywrt edilebilirler.
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Seminifer tiibiillerde liimen yakininda (jukstaluminal) yerlesmislerdir. Spermiyogenez,
akrozom olusumunu, niikleus yogunlagsmasini ve uzamasini, flagellum gelismesini,
sitoplazmanimn ¢ogunun kaybolmasini iceren karmasik bir siirectir. Sonucta, daha sonra
seminifer tiibiil limenine salinan olgun spermatozoon olusur. Spermiyogenez ii¢ faza

ayrilabilir.

2.3.3.1 Golgi fan

Spermatid sitoplazmasi, niikleusun yakininda yer alan belirgin bir golgi kompleksi,
mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazma retikulumu
tiibiillerini icerir. Proakrozomal graniiller olarak adlandirilan kiiciik PAS pozitif
graniiller Golgi kompleksinde birikir ve daha sonra birleserek membranla sinirli bir
akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar. Sentriyoller
go¢ ederek olusan akrozomun kars1 tarafinda hiicre ylizeyine yakin bir konuma gelirler.
Flagellar aksonem olusmaya baslar, sentriyoller yeniden niikleusa dogru goc ederken

hareket ettikce aksonemal bilesenleri ¢evresine sarar.

2.3.3.2 Akrozomal faz

Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun 6n yarisin1 kaplayacak sekilde
yayilir ve bundan sonra akrozom adini alir. Akrozom hiyaliironidaz, néraminidaz, asit
fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler igerir.
Akrozom bu yiizden lizozomun 6zellesmis bir tipi gibi ig goriir. Bu enzimlerin, oositleri
cevreleyen korona radyata hiicrelerini biribirinden ayirdigi ve zona pellusidayi
sindirdigi bilinmektedir. Spermatozoonlar bir oositle karsilastiginda, akrozomun dis
membrani bir¢ok bolgede spermatozoonun plazma membrani ile kaynasarak akrozomal
enzimlerin hiicre disina bosalmasini saglar. Bu islem akrozomal reaksiyon olarak bilinir

ve dollenmenin ilk basamaklarindan biridir.

Spermiyogenezin bu fazi sirasinda spermatid seminifer tiibiiliin tabanina dogru yonelir
ve aksonem lumene dogru uzanir. Ayrica, niikleus uzar ve daha yogun bir hale gelir.
Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler
de flagellumun proksimal kismi etrafinda toplanarak orta parca adi verilen kalinlagmis

bolgeyi olusturur. Bu bolge, spermatozoon hareketlerinin enerji kaynagini olusturur.
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Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dinein ad1 verilen ATPaz aktivitesine sahip

bir proteinin etkilesmesi sonucunda olusur (23).

2.3.3.3 Matiirasyon(Olgunlasma ) faz1

Spermatidlerin arasindaki protoplazmik kopriilerin ortadan kalkmasiyla olusan “artik
cisimcik” adi1 verilen fazla sitoplazmik kisimlar, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilirler. Spermatitteki degisikler sonucu; seminiferdz tiibiil liimenine atilan ancak
hareket ve dolleme yetenekleri olmayan, tiire has genetik 6zellikleri tasiyan olgun
spermatozoonlar gelisir. Altmis bes-yetmis iki giin siiren spermiyogenez sonucu
spermiyasyon olayiyla Sertoli hiicrelerinden ayrilip, seminiferoz tiibiil liimenine gecen
spermatozoonlar, morfolojik olarak olgun germ hiicresi olmasia ragmen, fonksiyonel
olarak heniiz olgun degildir. Hareket yeteneklerini yardimci bezlerin salgilar1 ile duktus
epididimiste ve dolleme yeteneklerini disi genital kanallarinda kapasitasyon gegirerek
kazanirlar. Tamamen olgunlasan sperm; bas, orta parca ve kuyruk olmak iizere 3
parcadan olusur. Bas bolgesi anterior yarisina kadar akrozomla sarili olup yogun
kromatin iceren yassi sekilli bir c¢ekirdek icerir. Bas bolgesini kuyruk bolgesine
baglayan bir cift sentrioliin bulundugu boyun bolgesinden baslayan aksonem, kuyruk
boyunca uzanirken, 6zellikle boyun bolgesinde ¢ok sayida mitokondriyon ile ¢evrilidir.
Boyun boélgesinin son kisminda spermin hareketinde rol alan “annulus” ad1 verilen bir
kalinlasma yer alir. Yapisal olarak silyuma benzeyen spermin en uzun pargasi olan
kuyruk 3 parcadan olugmustur; orta parca, esas parca, son parca. Orta parga; sarmal
dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu bir tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve
spermin boynundan baslayip kuyruk boyunca uzanan, dokuz adet dis yogun lifler adi
verilen filamandan meydana gelmistir. Kuyrugun en uzun parcasi olan esas parca, yedi
dis yogun lifle sarili merkezi aksonem ve bir fibroz kiliftan olusmaktadir. Dis yogun
lifler ve fibroz kilif spermin 6ne hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma icin
saglam bir iskelet olusturan keratin proteinlerini bulundurmaktadir. Kuyrugun en kisa
parcasi olan son parca ise dis yogun lifler ve fibr6z kilifin sonlanmasi nedeniyle sadece

aksonem icerir (26,27).
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Sekil 2.5. Olgun spermatozoon (Gartner Color Textbook Histoloji, 2th ed.’dan

modifiye edilmistir.)

2.3.4.Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri testislerin islevi acisindan oldukca O©Onemlidir. Bu hiicreler
spermatogenik serideki hiicreleri saran uzamis piramidal hiicrelerdir. Sertoli
hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uclar1 ise siklikla seminifer tiibiiliin
liimenine dogru uzanir. Isik mikroskobunda, spermatogenik seri hiicrelerini cevreleyen
cok sayida yan uzant1 nedeniyle, sertoli hiicresinin sinirlari iyi belirlenemez. Elektron
mikroskobu ile yapilan c¢alismalarda, bu hiicrelerin ¢ok sayida diiz endoplazmik
retikulumu, az sayida graniillii endoplazma retikulumu, iyi gelismis Golgi kompleksi ve
cok sayida mitokondri ile lizozomlar icerdigi gosterilmistir. Siklikla {icgen bigiminde
olan uzamis niikleusunda cok sayida girintiler, belirgin niikleolus bulunur. Yan yana
bulunan Sertoli hiicreleri, hiicrenin alt yan yiizlerinde (bazolateral) engelleyici siki
iligkiler ile biribirine zonula okludens (siki baglanti) tipi baglantilar baglanarak kan-
testis bariyeri olusturular. Spermatogonyumlar, bu bariyerin altinda yer alan bazal
kompartmanda yerlesmistir. Spermatogenez sirasinda, spermatogonyumlarin boliinmesi
sonucu olusan bazi hiicreler bu baglanti1 noktalarindan bir sekilde gegerek bariyerin
tizerinde yer alan adluminal kompartmana ulasirlar. Spermatositler ve spermatidler,
bariyerin iizerinde Sertoli hiicrelerinin yan ve iist kenarlarindaki derin girintilerde
yerlesmislerdir. Spermatidlerin flagellar kuyruklar1 gelistikce, bunlar Sertoli

hiicrelerinin iist uglarindan cikan sagaklar halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri gap
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junction adi verilen birlesmelerle de baglanmistir. Bu yolla hiicrelerin iyonik ve

kimyasal aligverisi saglanir (23).

N Sperraatid
Spermatid J VAT
Spermatid —4
i® e
n it permatosit |
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B~ .
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Sekil 2.6: Bir seminifer tiibiilde Sertoli hiicrelerinin yerlesimi, birbirleri ile baglantilari
ve gelisimin farkli donemlerindeki spermatojenik hiicreleri gosteren cizim (Ross,

Romrell, Histology A Text and Atlas’tan).

Sertoli hiicrelerinin islevleri:
¢ Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek.
® Olusturduklar1 bariyer ile gelisen sperm hiicrelerini immiinolojik saldiridan korumak.

¢ Seminifer tiibiil limenine genital kanallar yoniinde akan ve sperm tasinmasi icin

kullanilan bir s1v1 salgilamak.

¢ Seminifer tiibiilde spermatogenez icin gerekli olan testosteronunun yogunlagmasini

saglayan androjen baglayici proteini (ABP) salgilamak.
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e Testosteronu Ostradiol haline ¢cevirmek

¢ On hipofiz bezinden folikiil uyarict hormon (FSH) sentez ve salmmasmi 6nleyen
inhibin adli peptidi ve FSH salinimi iizerine olumlu bir etki gosteren aktivini

salgilamak.

e Embriyo gelisimi sirasinda erkek fetiiste Miiller (paramezonefroz) kanallarinin

gerilemesini saglayan bir glikoprotein olan AMH’yi salgilamak.

e Ureme hiicrelerine demir tasidigina inanilan testikiiler transferinin sentezlenmesi ve

salgilanmasinda gorev almak (28).
2.3.5. interstisyel Alan

Testisin serminiferoz tiibiilleri arasindaki bosluklar; Leydig hiicreleri, bag dokusu
elemanlari, sinirler, kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler
pencereli tiptedir ve bu kapiller kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce
gecmesine miisaade ederler. Interstisyel alanin, lenf damarlarindan zengin olmasi, bu
organdan alinan interstisyel sivi ile lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi
aciklamaktadir. Interstisyum Leydig hiicreleri, fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu
hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar1 icermektedir. Leydig veya testisin interstisyel
hiicreleri, yuvarlak ya da poligonal sekilli olup, eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptir.
Merkezi yerlesimli ¢ekirdek kaba kromatin graniilleri ve belirgin cekirdekcik igerir.
Steroid sentez eden hiicre 6zellikleri tasiyan sitoplazma, yaygin agraniiler endoplazmik
retikulum, kiiciik lipid damlaciklari, tiibiiler kristali mitokondriyonlar, lipofuksin
graniilleri ile Reinke kristali ve prekiirsorlerine sahiptir. Leydig hiicreleri, sekonder seks
karekterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik hormonu olan testosteronu diiretirler.
Testosteron sentezi mitokondriyon ve agraniiler endoplazmik retikulumda bulunan
enzimlerce gergeklestirilir. Interstisyel hiicrelerin hem aktiviteleri ve hem de miktarlar1

hormonal uyarimlara baghdir (25).
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2.4. KADMiYUM

Glinlimiizde artan niifus, kentlesme ve endiistrilesme tiim canlilarin agir metaller ile
olan temasmi artirmistir (29). Agir metaller yaygin kullanimlar1 nedeniyle en zararh
cevresel kirleticilerdendir. Kursun, civa ve kadmiyum (Cd**) Toksik Madde ve Hastalik
Kayit Ajans1 (Agency for Toxic Substances and Disease Registry: ATSDR)’nin en son
2007°de bildirdigi oncelikli tehlikeli maddeler icerisinde ilk 10’a aldig1 toksik agir
metallerdir (30).

Besin zincirinin en {iistiinde yer alan insan giderek artan diizeylerde agir metallerle
temas etmektedir. Bu nedenle son 30 yildir agir metallerin toksik ve istenmeyen
etkilerini inceleyen calismalara agirlik verilmistir (29). Cd** canlilarda herhangi bir
fizyolojik islevi olmayan, kanserojenik ve mutajenik etkileri bilinen agir metallerdendir

(31,32).
2.4.1. Kadmiyumun fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Cd**, 1817 yilinda Friedrich Stromeyer adli bir Alman kimyac tarafindan ¢inko elde
etmek icin yapilan ¢alismalar sirasinda kesfedilmistir (33). Cinko iiretiminde ortaya
cikincaya kadar havaya, yiyeceklere ve suya dogal siireclerle onemli miktarlarda
karigmamistir. Fakat giiniimiizde Cd**’da cevre kirliligine sebep olan agir metaller
arasinda yerini almistir (34). Cd, atom numarasi1 48 ve atom agirligi 112.40 olan bir
metal elementtir. Cd**, rolatif olarak yiiksek buhar basincina sahip olup atmosfere hizla
Cd oksit olarak oksitlenir Cd sulfit, karbonat ve oksit gibi bazi cd* bilesikleri, pratik
olarak suda ¢oziinmezler. Bu suda coziinmeyen Cd** bilesikleri, dogada oksijen ve
asitlerin etkisi altinda, Cd** siilfat ve Cd** nitrat gibi suda c¢oziiniir bilesiklere
doniisebilirler (35). Bilesik formatinda bulunabilen Cd 6zel bir tad1 ve kokusu olmayan

bir maddedir (36).

Cd*, diger agir metallerle i¢inde suda ¢oziinme 6zelligi en yiiksek olan elementtir. Bu
nedenle dogada yaymim hizi yiiksektir ve insan yasami i¢cin gerekli elementlerden
degildir. Suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolayr Cd** halinde bitki ve deniz canhlar:

tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve akiimiile olma 6zelligine sahiptir (37). Cd**
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yulik dogaya yaymim miktar: 25,000 — 30,000 tondur ve bunun 4,000 —13,000 tonu
insan faaliyetlerine bagh olarak ortaya cikar. Giiniimiizde Cd** endiistriyel olarak nikel/
Cd** pillerde korozyona karsi, dzellikle gemicilikte dayanimi nedeniyle gemi sanayinde
celiklerin kaplanmasinda, boya sanayinde, PVC stabilizatorii olarak, alasimlarda ve
elektronik sanayinde kullamlir. Cd** empiirite olarak fosfatl giibrelerde, deterjanlarda
ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve bunlarin ¢ok yaygin kullanimi sonucunda da
onemli miktarda Cd** kirliligi ortaya cikar (34). Cd**, metallerin kaplanmasinda,
karisim seklinde alkali pil ve plastik madde iiretiminde, elektronik sanayinde, cam
endiistrisinde, fotografcilikta X 1sinlarinin  yansitilmasinda ve bunlarla birlikte
antiparaziter ve dis hekimliginde amalgam olarak kullanim alanida bulunmaktadir (38).
Ayrica Cd**  batarya yapiminda, reaktdr kontrol ¢ubuklarimin iiretiminde, boya ve

plastik yapiminda da kullanilir (39).
2.4.2. Kadmiyumun toksik etkisi

Cd**’un toksik etki gdstermesi, cevredeki genis dagilimi ve ¢ok diisiik miktarlarda bile
canlilarda ¢esitli yan etkilere sebebiyet vermesiyle ¢aligmalarda oldukca yaygin olarak
kullanilan bir metaldir (40). Direkt ve indirekt yollarla meydana gelebilecek ¢evre ve
toprak kirliliginden besin zinciri yolu ile biitiin canl sistemlerinin etkilenmesi Cd** gibi
agir metallerle olan maruziyetin tehlikesini daha da artirmaktadir (41). Zararh metal
olan Cd** tarimsal topraklarda bulunmasi ana materyal kaynakl olabildigi gibi ayni
zamanda sanayi faaliyetleri, fosforlu giibreler, kanalizasyon atiklar1 ve atmosferik
depozitler gibi insanil faaliyetler neticesinde de olabilmektedir (42). Cd** toprakta
hareketli bir element olarak bilinip, bitkiler tarafindan ise olduk¢a kolay
almabilmektedir. Bitkiler tarafindan alinmasiyla besin zincirine girmesi veya topraktan
yikanarak su ortamina ulagsma olasiligi 6nemli bir ¢evre sorunu teskil eder. Ayrica Cd**
topraktaki selatlayici ajanlarla topraktan asagi tasinmasi hizlanir, yeralti1 suyuna

karigarak icme ve sulama sularinda kirlilige neden olmaktadir(43).

Cd** mevcut yarilanma 6mrii ortalama 15-1100 yildir ve bu uzunluk Cd** her ortamda
kontrol altma almip toksik etkisinin minimum seviyeye indirilmesini gerekli kilar (44).
Agrr metallerden Cd** kirliligin oldugu topraklarda yetisen bitkiler ve bu bitkilerle
beslenen hayvanlardan iiretilen hayvansal gidalar ve igme sularma karigan sanayi

artiklar1 araciligiyla en sonunda insan biinyesine ulasir (45). Bir giinde yaklasik olarak
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18-200 ug Cd** besinlerle, sigara ve hava yolu ile alindig1 ortaya konmustur. Bir paket
sigara i¢ildiginde de yaklasik olarak 2-4 pg kadmiyumun solunum yoluyla alindig:
tespit edilmistir (36). Diyette kalsiyum, protein, ¢inko, demir ve bakirin az olmasi
bagirsaktan Cd** emilimini arttirmaktadir (46). Cd** insanlarda ve diger memelilerde
basta primer iki organ olarak karaciger ve bobrek dahil akciger, plasenta, pankreas,

testis ve kemik iizerinde olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir (47- 49 ).

Kadmiyuma cok diisiik diizeylerde uzun siireli olarak maruz kalindiginda bobreklerde
birikip bobrek hastaliklarina sebebiyet verir (36). Ayrica kronik Cd** toksikasyonunun
insanda olusturdugu rahatsizliklardan en ©nemlilerinden biri nefropatidir (50, 51).
Bununla birlikte Cd** yiiksek oranda proksimal tiibiiliin fonksiyonunu olumsuz ydnde

etkilemektedir (52, 53).

Cd** cogunlukla ortam havasindan solunumla alinir ve bu agrr metal tim solunum
yollarim etkiler. Oksiiriik ve bogazda yanma Cd** maruziyetin ilk belirtisidir. Maruziyet
siresi ve miktar1 arttikca ileriki donemlerde ise akciger 6demine sebebiyet verir. Cok
yiiksek diizeyde Cd** solunmasi akciger hasarmna bagl olarak dliime yol acabilmektedir

(36).

Agiz yolu ile alindiginda ise bu metal hizla emilmektedir. Yine ilk belirtiler kanli kusma
ve ishaldir. Cd** sistemik etkileri kas ve iskelet sistemi iizerinde de gériiliir. Cd** kronik
maruz kalma, kalict kemik ve ekstiremite deformasyonlarina yol acarak yiiriime

sorunlarina neden olmaktadir (54-56).

In vitro ortamda yapilan calismalar da Cd** direkt olarak osteoblast ve osteoklast
aktivitesini etkiledigini gostermistir (57). Bircok arastirmaci ise Cd** kemik iizerindeki
etkilerini kollajen metabolizmasin1 bozarak gosterdigini ileri stirmiistiir (58). Bu
arastirmacilara gore Cd** kemikteki kollajen icerigini ve kollajenin ¢oziinebilirligini

azaltmaktadir (58).

Ureme sistemi iizerine Cd** iki etkisi s6z konusudur. Bu hem dogrudan (testikiiler ve
hipofiz-hipotalamus toksisitesi) olan etki hem de dolayli (hormon salgilanmasini

degistirerek) yolla yaptig1 etkidir. Cd** Leydig hiicrelerinden gonodotropinin stimiile
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ettigi testosteron iiretimini azalttig1 ve ayni1 zamanda hipotalamus ve hipofizde toksik

olarak birikerek prolaktin seviyesini de diisiirdiigli saptanmustir (59).

Erkeklerde spermatogenezisin erken evresinde spermatozoalarda hasar meydana
getirirken, tek sefer bile maruz kalinmasi halinde birka¢ saat i¢inde apoptozis, nekroz,
kisirlasma ve spermanin tamamen kayb1 meydana gelir. Disilerde ise uterus 6demine ve
ovaryumda follikiiler atreziye yol agabilir (60-62). Cd** plasenta yapisin bozarak
gebeligi de olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir (63).

Agir metaller organizmada direk ya da bagisiklik sistemi gibi homeostatik
mekanizmalar1 etkileyerek toksik etkilerini gostermektedir (64). Cd** gibi agir
metallerin dokularda meydana getirdigi hasarin antioksidan savunma sisteminde
meydana gelen bir harabiyet neticesinde olustugu diisiiniilmektedir. Ciinkii Cd**
uygulamasi ardindan katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSSG-R) ve glukoz-6-fosfat de-
hidrojenaz (G6PDH) gibi antioksidan enzimlerinin miktarinda belirgin bir azalma
meydana gelmektedir (65). Diger taraftan Cd** canli organizmalarda lipit
peroksidasyonuna (LPO) sebep olur ve ana metobolit olan MDA (malondialdehit)
miktarinda artis meydana gelir (66-68).

2.5. PROPOLIS

Insanligin baslangicindan beri var olan, son yillarda tam anlamiyla 6nem kazanan
Apiterapi ad1 verilen ar1 iiriinleri ile tedavi yontemleri pek ¢ok hastaligin onlenmesinde

ve tedavisinde etkili olmaktadir (69).

Son yillarda yapilan bir¢ok c¢alisma ile ar1 iiriinlerinin igerigi ve etkileri belirlenip
kullanim alanlarinin artirilmasi saglanmistir. Propolis cok eski caglarda kesfedilerek
ilagc Ozellikleri nedeniyle bircok alanda kullamilmistir. Propolisin farmakolojik
Ozellikleri Yunan ve Romali fizikc¢iler, Dioscoroides, Aristoteles, Pliny ve Galen
tarafindan tamimlanmustir. Bilim insanlarinin yaptig1 tanima gore propolis yaralarin
tedavisinde ve agiz enfeksiyonunda bir antiseptik olarak kullanilabilmektedir. ibranice
eski vasiyetnamelerde mucizevi madde propolis “Tzori” olarak ge¢mektedir ve tedavi

edici 6zelliklerinden bahsedilmektedir (70). Inkalar ise bu sifali iiriinii ates diisiiriicii
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olarak kullanmaktaydi. Propolisin bu 0Ozellikleri Orta Cagda ve Arabistan da
kullanilmigtir. On yedinci yy da Londra da propolis resmi ilaclar listesine dahil
edilmistir ve yine bu yillarda Avrupa da 6nemide artmustir (70). Propolis geleneksel
tipta yaygin kullanim alanina sahiptir fakat modern tipta cogunlukla sentetik ilaglarin
kullanilmasiyla 6nemini kaybetmistir. Son yillar icerisinde sentetik ilaglarin yan
etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve hastalik etmenlerinin bu ilaglara kars1 direncli hale gelmesi

neticesinde dogal ilaclarin kullanimina kars1 egilim artmstir (71).
2.5.1 Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolis ¢am, mese, okaliptiis, kavak, kestane gibi agaclardan ve bazi otsu bitkilerin
tomurcuk, yaprak ve benzeri kisimlarindan bal arilar1 tarafindan toplanan ve mumla
karistirilarak kovan igerisinde bir¢ok amaca yonelik olarak kullanilan zamk benzeri bir
maddedir. Ar1 bu 6zel maddeyi basi ve toraksi arasinda mevcut olan bezlerden
salgiladig1 enzimlerle 6zel kimyasal bir siirecten gegirerek pellet haline getirir (72, 73).
Arilar kovandaki kirik ve catlaklar1 kapatmak, kovan icerisindeki mikrorganizmalarin
gelisimini engellemek icin kovanin i¢ yiizeyini propolisle kaplamaktadirlar. Petek
goziindeki yavrularin (larva ve pupa) cesitli enfeksiyonlardan korunmasi amaciyla
petegi ince bir tabaka halinde propolis ile sivarlar. Nektar ve polen toplayan is¢i arilar
kovan diginda ¢esitli mikroorganizmalardan etkilenebilmektedir. Kovan i¢i gorev yapan
arilar, kovan giris deliginde disardan gelen isci arilara propolisle 6zel fir¢calama isi
yaparak cesitli enfeksiyonlarin kovana girmesini engellerler (74). Sonbahar mevsiminde
ise kovanin giris deligini propolis ile kiigiilterek soguk havanin kovana girisini
onlemektedirler (75). Arilar propolisi ayrica kovanin delik ve catlaklarinin
kapatilmasinda, peteklerin tamir edilmesinde, peteklerin birbirlerine yapistirilmasinda,

petek gozlerinin parlatilmasinda da kullanirlar.

Genel itibariyle propolis 15-25 °C arasinda mum kivaminda elastik bir yap1 gostermekte
olup sogukta ise kati kirilgan bir sekle doniigmektedir. Yiiksek sicakliklarda 30-40°C
yumusaylp yapiskan bir durum almakta, 80°C de kismen erimektedir. Propolis,
kloroform, eter, aseton ve diger organik coziiciilerde kismen c¢oziiniirken, %95’°lik
alkolde biiyiik 6lciide erimekte, suda ¢ok az veya hi¢ erime gostermemektedir (74).
Propolisin rengi, toplandig1 kaynaga ve yasma bagl olarak sari-yesil den koyu

kahverengine kadar degismekte olup kendisine has aromatik, 6zel bir kokuya sahiptir



21

(76). Mevsime yila, iklime ve toplandig1 yere gore propolisin igerigi farklilik
gosterebilir (77). Icerisinde 300’den fazla degisik madde vardir. Su ana kadar 180’den
fazla bilesik propolisin bileseni olarak tamimlanmistir (78). Fakat genel itibariyle
propolisin igerigini %350’sini regine ve bitkisel balsam, %30’unu balmumu, %10’ unu
esansiyel ve aromatik yaglar, %5’ini polen ve % 5’ini diger organik maddeler olusturur

(72, 73).

Propolisin agirliginin gaz kromatografik (GC-MS) yontemi ile incelendiginde % 60
fazlasini fenolik (flavonoidler: flavonlar, flavononlar ve flavonoller) ve ilgili bilesikler
(fenolik asitler ve esterleri, kumarinler, ketonlar) ile en az 4 cesit kaffeik asit esteri
(kaffeik asit benzil ester, salisilik asit benzil ester, sinnamik asit benzil ester, kaffeik asit
fenetil ester-CAPE-) olusturmaktadir (79-81). Lipidler yaklasik olarak % 60 oraninda
propolisde yer alirlar. Bunlarin %49.09’unu yag asitleri %50.91° ini ise streoller,
hidrokarbonlar ve uzunzincirli alkoller olusturmaktadir. Palmitik asit ve steraik asit
propolisin icinde bulunan doymus yag asitlerine O6rnek olarak verilirken nervolik,
arasidonik, oleik, linoleik, linolenik asitler ise propolisden izole edilen doymamis yag
asitlerine ornektir (79). Propolisin yapisinda fruktoz, glukoz ve sukroz gibi sekerler de
mevcuttur (79, 80). Propoliste bulunan bazi mineral maddeler ise son yillarda yapilan
arastirma sonuglarina gore kalsiyum, magnezyum, potasyum, sodyum, demir, bakir,
cinko ve mangan olarak belirlenmistir (74). Propolis orneklerinini icerisindeki bilesik
gruplar1 elde edildigi kaynaga gore farklilik gostermektedir. (82). Bu gruplara ait
tanimlanan bilesik sayilar1 ile propolisin yapisindaki maddeler ve miktarlar1 Tablo

2.1°de gosterilmektedir (83).

Agirlikli olarak flavonoid ve sinnamik asit tiirevi fenolik bilesik iceren propolisler
genelikle 1liman bolgelerden elde edilmektedir. Terpenler ve prenilath bilesikler 1liman
bolge propolislerinde ¢cok az bulunmaktayken; Giliney Amerika’dan elde edilen tropikal
propolislerde lignan, flavonoidler ve diger gruptan bilesiklerle birlikte bulundugu rapor

edilmistir.

Propolisde bir¢ok vitamin bulunmaktadwr. Bunlar B1, B2, B6, A, C, E, niasin,
pantotenik asit gibi vitaminlerdir. Propolis ayrica karoten (provitamin A) agisindan da

zengindir. Propolisin igeriginini % 0.7 oraninda  Aspartik, glutamik, triptofan,
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fenilalanin, 16sin, sistin, metiyonin, valin, serin, histidin, arginin, prolin, tirozin,

treonin, alanin ve lizin gibi amino asitler olusturur (84).

Tablo 2.1. Propoliste Belirlenen Bilesik Gruplar1 ve Sayilar1 (83).

Tammlanan Bilesik

Bilesikler Tammmlanan Bilesik Sayis1 (adet)
Sayisi (adet)

Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tiirevleri 12
Asitler

Esterler 4
Benzaldehit Tiirevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit ile tiirevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve Tiirevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve Triterpen Hidrokarbonlar 11
Steroller ve Steroid Hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

2.5.2 Propolisin Biyolojik Ozellikleri ve Antioksidan Etkileri

Son 40 yilda propolisin biyolojik ve sagligi artiric1 6zelliklerinden bahseden yiizlerce
calisma yapilmistir. Bu c¢alismalar propolisin kullanim alanlarina ve biyolojik
etkinligine 151k tutmustur (85). Propolisin antimikrobik (86-88) antiinflamatuar (86-90)
ve rejeneratif etkisinin (91) yaninda immunomodiilator (7, 92) antioksidan (90, 93-94),

antimutajenik  (95) ve Kkarsinostatik (96-98) etkileri bilinmektedir. Propolisin
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antimikrobik etkisi bakterileri (86, 87), viriisleri (88), mantarlar1 (86) ve parazitleri (96)
kapsamaktadir.  Ayrica  propolisin, lokal anestetik, antililser, antitimor,
immiinostimiilator gibi biyolojik etkileri de mevcuttur (97). Arastimacilarin bircogu
propolisden elde edilen ekstraktin gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
antibakteriyel etkisini incelemis ve gram pozitif ¢ubuk bakterilere karsi genis etkili
oldugunu fakat gram negatif basillere karsi kisith etkiye sahip oldugu sonucuna
varmistir  (98). Propolis preparatlarinin  Bacillus subtilis, Bacillus alvei, Proteus
vulgaris, Salmonella pullorum, Salmonella gallinarum, Escherichia coli ve Bacillus
larvae gibi bakteriler iizerinde etkili oldugu belirlenmistir (74). Propolisin antibakteriyel
aktivitesinin flavonoidler ile regine i¢inde mevcut olan aromatik asitler ve esterler
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Pinosembrin, galangin ve pinostrobin bakterilere
kars1 en etkili flavonoidler olarak belirlenmislerdir. Ferulik ve kafeik asit de propolisin
bakterisit etkisinde olduk¢a onemli bir rol oynamaktadir (85). Yine pek ¢ok arastirmaci
propolisin bitkiler (tiitiin benek, salatalik mosaik, tiitiin kangren gibi), hayvanlar (HSV-
1, varicella zoster ve influenza) ve insanlar (human immunodeficiency-HIV) {izerinde
viriislerin neden oldugu enfeksiyonun gelismesini engelleyici oldugu sonucuna
varmistir. Bunun neticesinde de propolis viral hastaliklara karsi onerilebilir bir hal
almistir (99). Belli bash flavanoidlerin propolis icerisindeki cok sayida RNA ve DNA
viriisiine karst etkili oldugu bilinmektedir (100). Galangin, kamferol, prosiyanidin,
pelargonidin ve luteolin gibi flavanoidler HSV ye kars1 viriisidal etkilidir (101). Bircok
arastirmaci propolisin invitro ve invivo sartlarda antitimor etkisini arastirmiglardir.
Propolisin tiimor hiicreleri {izerinde gelismeyi Onleyici etkisi bulunmus ve bundan
sorumlu bazi bilesikler izole edilmistir (102). Propolis igerigindeki sinamik asit ve
terpenoidlerin sitotoksik aktivitesi sebebiyle yogun sekilde bagirsak, bobrek, meme,
burun ve farenks gibi cesitli kanser tiirlerinde tedavi amach kullanilmaktadir (103).
Ayrica Propolis antioksidan terapiye yardimci bir kombinasyonla birlikte antitiimor
amacli kullanildiginda ise, kemoterapinin etkinligini artirir ve 16kositlerin karaciger ve
bobrekler iizerindeki yan etkinin giderilmesini saglar. Boylece kemoterapinin yiiksek

doz uygulanmasina imkan saglar (104).

Hiicrelerde oksidatif hasar1 dnleyen, yok eden veya kismen azaltan bazi mekanizmalar
mevcuttur. Bu mekanizmayr aktif hale getiren maddeler antioksidan olarak

adlandirilmaktadir (105). Antioksidanlar, diger molekiillerin oksidasyonunu Onlemeyi
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veya yavaglatmayr hedef alan molekiillerdir. Antioksidan etki mekanizmasi, anti
inflamatuar ve karaciger koruyucu etki ile iligki i¢indedir. Propolisin fenolik icerigi
botaniksel orijine gore degisebilsede pek cok propolis tiiriiniin antioksidan etkisi rapor
edilmistir. Cesitli cografik bolgelerden elde edilen propolisler iizerine yapilan bir
calismada toplam fenol miktar1 ile antioksidan etkinliginin dogru oranti gosterdigi
belirlenmistir. Daha yiiksek fenolik igerigine sahip olan kavak propolisinin antioksidan
etkinligi, daha az fenolik icerige sahip Brezilya propolisinden yiiksek oldugu
saptanmustir  (104). Propolisin temel bilesiklerinden olan flavonoidlerin ve bunlarla
irtibath serbest radikalleri temizleme etkisinin oldukca fazla oldugu gosterilmistir (106).
Bununla ilgili olarak Sili’den elde edilen propolis Orneklerinde yapilan ¢alismada
propolisin kimyasal icerigi ile serbest radikalleri siipiirme kapasitesi arasindaki iliski

saptanmustir (107).

Serbest radikal olarak adlandirilan oksidant molekiiller hiicrede normal metabolizma
esnasinda {iretilirler. Lipid membranlarinin oksidasyonu, lipit peroksidasyonuna ve
onlarin neden oldugu hasara yol acarlar. SOD, CAT ve GP gibi enzimler savunma
mekanizmas1 sirasinda iiretilirler. Ozellikle savunma mekanizmasinda hiicresel
antioksidan enzimlerin Onemi biiyiiktiir ve bu enzimlerin yetersizli§i veya enzim
aktivitelerindeki azalmalar hiicre bilesenlerinde onarilmaz hasarlara yol agabilir (108).
Propolis ve diger antioksidan maddelerle yapilan c¢alismalarda propolisin lipit
peroksidasyonunu diisiirdiigii ve serbest radikal olusumunu biiyiik 6lciide engelledigi
belirlenmistir (109, 110). Propolisin yapisinda bulunan ve antioksidan olarak kullanilan
flavanoidlerin lipit peroksidasyonunu oOnledigi bildirilmektedir. Flavanoidler, iz
elementlerle veya radikallerle selat yaparak antioksidan 6zellik gostermektedirler (111,
112). Propolisin ana bilesenlerinden birisi olan CAPE, reaktif oksijen tiirlerinin
iretimini bloklamaktadir. Propolisin temel aktif bilesiklerinden olan CAPE’in 1s1 ile
yanik olusturulan sicanlarin plazmasindaki lipit peroksidasyon ve nitrik oksit diizeyleri
izerine etkisinin arastirildigr bir calisjmada CAPE eklenen grubun SOD aktivitesinin
tikketilmesini Onledigi, ksantin oksidaz aktivitesini inhibe ettigi, MDA ve nitrik oksit

diizeyini diisiirdiigii tespit edilmistir (113).
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2.5.3 HIF-1a (Hipoksi Indiikleyici Faktor)

HIF-10; anjiogenez, eritropoez, glukoz tasimasi, anaerobik glikoliz, vazodilatasyon,
antiapoptotik ve proapoptotik cevap olarak iskemi ve hipoksi gibi bir¢ok hiicresel siireci
iceren 100 farkli hipoksiye duyarli genden daha fazlasmin aktivasyonu ile restore eden
oksijen homeostazisindeki kivrim doniis kivrim 0zelliginde olan transkripsiyon
faktoriidiir (114). HIF-1a hipoksiye cevabin ana regulatoru olarak bilinir (115,116).
Memelilerin hiicreleri oksijen gerilimine bilhassa lokal oksijen kaynagindaki azalmaya
(hipoksiye) asir1 sekilde duyarhidir. Hipoksi ile indiiklenen oksijen yetmezliginde
oksijen homeostazisini igeren cogu hiicrelerdeki spesifik genlerin transkripsiyonu hizli
bir sekilde artmaktadir (117). Bircok arastirmaci embriyogenezis, tiimor
vaskiilarizasyonu ve ilerleyisi, felg, miyokardial enfarktiisde meydana gelen iskemi ve
hipoksi siirecini ve klinik 6neme sahip diger iskemi ve hipoksi siire¢lerinin bircogunun
altinda ki HIF-1 fonksiyonunu caligmaktadir (118, 119). Kanserin ilerlemesinde HIF-
I’in roliine ait bilgiler, insan kanser biyopsi ornekleri ve deney hayvanlar1 ¢alismalarina
dayanmaktadir. immﬁnohistokimyasal analizler ile HIF-1’in kolon, meme akciger, over,
prostat, deri ve mide dahil olmak iizere bircok insan malign kanserlerinde asir1
ekspresyonu belirlenmistir. Ayrica kolon ve meme kanserine ait metastazlarin bir
cogunda HIF-1a birikimine rastlanmis ve kotii yasam sonuglariyla da iliskilendirilmistir
(120, 121). Bu goriis yetersiz HIF-1a’ya sahip fare ve insan kanser hiicre serilerinde
yapilan deneylerle desteklenmistir. HIF-1a protein seviyelerinin ¢esitli kanserlerde, yeni
tedavi yontemleri belirlenirken bir biyomarkir olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(122, 123). insanda hipoksiyle indiiklenen genleri aktive eden HIF-10 gen proteini, HIF-
1 gen ailesinin en iyi bilinen temel elemanlarindan biridir. HIF-1a geni; 14q23.2
kromozom bolgesinde bulunan 15 ekzon ve 14 introndan olusan bir gendir (124). HIF-
la subiiniteleri yaygin bir sekilde hemen hemen biitiin organizmalarin dokularinda ifade
edilmektedir. HIF-1 heterodimeri oksijen bagimli a subiinitesinden ve oksijen gerilimi
araciligi ile diizenlenmeyen arilhidrokarbon olarak adlandirilan B subiinitesinden temel
olarak meydana gelir (119,125).HIF-1B temel olarak exprese edilirken, HIF-1a ise
hipoksiye cevap olarak upregulatordiir (126, 127). HIF-1 o hidroksi indiikleyici
faktoriin bir subiinitesidir ve HIF-1 aktivitorii olarak belirlenir. Normoksi altinda HIF-
la asir1 sekilde kararsizdir. HIF-1a tahribat sirasinda isaretlenir ve sonunda ubiquitin-
proteasome sistem araciligi ile hizli bir sekilde bozulur. Prolin hidroksilaz (PHDs) ayni1

zamanda HIF prolin hidroksilaz olarak bilinmektedir ve substrat olarak O2 ve 2-
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oksoglutarat (2-OG), kofaktor olarak da vitamin C ve Fe barindiran oksijen bagimli
HIF-1 o nin baskin hidroksilat prolil kismindaki 402 ve 564 kalmtisidir. HIF-1 o yikim
icin isaretlenir ve neticede proteozomdaki hidroksilaz tarafindan bozulmaya baglar
(128-130). Hipoksi altindayken HIF-lo PHDs nin bir substrati olarak O2 nin
eksikliginden otiirii stabil hale gelir ve neticede onun mevcut proteini birikir (125,131-
132). HIF-1 a ya ek olarak, 2 diger HIF a (HIF-2 o ve HIF-3 o) olarak tanimlanmustir .
HIF-2 o ve HIF-3 o nin fonksiyonlari, HIF-1 o ile karsilastirildiginda bilinen
fonksiyonlar1 daha azdir (133,134).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 250-300 gr agirhginda ergin erkek Wistar albino tiirii sicanlar
kullanildi. Kafesler i¢inde tutulan si¢anlara giiniin normal diizeninde 21°C ve 12 saatlik
aydinlik/karanlik ortaminda bakim odalarinda izin verilen 6l¢iide standart besin ve su ile

yetistirildi. Denekler rastgele 4 gruba ayrild.

Grup 1 (n=8); kontrol grubu,

Grup 2 (n=8); 1 mg/kg (intraperitoneal) Cd** uygulanan sicanlar,

Grup 3 (n=8); 1 mg/kg Cd** + 50mg/kg/giin propolis (intragastrik)

Grup 4 (n=8); 50mg/kg/giin propolis (intragastrik) uygulanarak olusturuldu.

3.1 DENEYSEL PROSEDUR

Cd** 1 mg/kg/giin intraperitoneal olarak 10 giin boyunca uygulandi. Propolis giinliik
hazirlandi ve 50mg/kg/giin olacak sekilde deneklere intragastrik olarak Cd**
uygulamasindan bir hafta 6nce baslanarak deney sonuna kadar verildi. Propolis DMSO
icinde c¢oziildii. Deney sonunda tiim denekler ketamin + Xxylazin anestezisi altinda
dekapite edilerek testis dokular1 ¢ikarildi. Tiim prosediirler etik kurallara uygun bir
sekilde gerceklestirildi. Dekapite edilen sicanlardan alinan testislerin bir boliimii
histolojik incelemeler, diger boliimleri ise biyokimyasal incelemeler icin kullanildi.
Biyokimyasal analiz i¢in alman testis dokular1 -80 °C’de saklandi. Histolojik

incelemeler i¢in alinan testis dokular1 ise %4’liik formaldehit ile tespit edildi. Tespit
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solusyununda 48 saat bekleyen testisler bir gece akan musluk suyunda birakildiktan
sonra artan alkol serilerinden gecirilerek sudan kurtarildi ve ksilol ile
seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan bu islemler asagidaki

tabloda ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 3.1.Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 %4 Formaldehid 72 saat 8 Absolii Alkol 1 saat
2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolii Alkol 1 saat
3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin (60°C) 1 gece
7 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

Parafin bloklardan alinan 5-6 pm’lik kesitler polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan
lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve
dereceli alkol serilerinden gecirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiyr gormek
amaciyla kesitler hematoksilen-eozin (H+E) (Tablo 3.2) boyasi ile boyanarak once artan

alkol serilerinden daha sonra ksilolden gecirilerek kapatildi.

Tablo 3.2.Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi

Sira | Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Etiiv (60 °C) 1 saat 13 Akarsu 5 dakika
2 Ksilen I 20 dakika 14 Eozin 3-5 dakika
3 Ksilen 11 20 dakika 15 Akarsu 5 dakika
4 Ksilen III 20 dakika 16 %50 Alkol 20 dakika
5 Absolii Alkol I |20 dakika 17 %70 Alkol 20 dakika
6 Absolii Alkol 1T | 20 dakika 18 %80 Alkol 20 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika 19 %96 Alkol 20 dakika
8 %80 Alkol 20 dakika 20 Absolii Alkol I 20 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika 21 Absolii Alkol IT 20 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika 22 Ksilen I 10 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen II 10 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika 24 Kapatma
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3.2. SEMINIFER TUBUL CAPLARININ OLCUMU (MSTD)

Testisteki hasarin bir gostergesi olarak Seminifer Tiibiil Caplarinin Olctimii de
kullanildi. Hematoksilen-Eozin ile boyali kesitlerde, Olympus BX51 mikroskobundaki
Analysis LS Reserach programi kullanilarak seminifer tiibiil caplar: 6l¢iildii ve ortalama
tiibiil caplar1 hesaplandi. Seminifer tiibiil ¢cap1 6l¢iimii, her bir denege ait preparattan 10
farkli alandaki tiibiil caplar1 20’lik objektifteki farkli alanlardan olciilerek yapildi.
Istatistiksel analizler i¢in SPSS paket progran kullanildi.

3.3. JOHNSEN TESTiKULER BiYOPSi SKORU

Bu skorlamaya gore, hasarlanmaya neden olan herhangi bir olay sonrasinda, tiibiiliin
icindeki hiicrelerin dagilimi belli bir sira takip ederek progresif bir sekilde kaybolur.
Tiibiillerdeki bu hasarlanmanin derecesinin degerlendirilmesinde Johnsen Testikiiler
Biyopsi Skoru (JTBS) kullanild1 (Tablo 3.3). Histolojik incelemelerin sonuglar1 Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda iki uzman histolog
tarafindan degerlendirildi. Her gruptan rastgele secilmis 10 farkli preparattan 20’ser
farkli tiibiil 20’lik objektifle incelendi. Her grup i¢in ayr1 ayr1 200 adet tiibiil
degerlendirilerek ortalama JTBS hesaplandi. Gruplar aras istatistiksel karsilastirmalar
icin SPSS paket programi kullanildi. Elde edilen veriler 6nceden hazirlanan bir forma

islendi.

Tablo 3.3. Johnsen Testikuler Biyopsi Skolamasi

Skor Histolojik Bulgular Skor | Histolojik Bulgular

1 Ttibiiler kesitte hicbir hiicre yoktur. 6 Az sayida (5/ tiibiil) spermatid
mevcuttur.

2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7 Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida

spermatid vardir.

3 Germ hiicreleri olarak sadece 8 Olgun spermatozoa olmaksizin geg¢
spermatogonyumlar vardir. spermatidler mevcuttur.

4 Az sayida (5/ tiibiil) spermatositvardir. 9 Az sayida (5/ tiibiil) spermatozoa vardir.

5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur. 10 Fazla sayida spermatozoanin goriildiigii tam

spermatogenez mevcuttur.
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3.4.TUNEL METODU

Deneklere ait tiim kesitlerde apopitotik hiicreleri belirlemek i¢in Roche marka In Situ
Cell Detection Apopitosis Fluorescein Kit’i kullanildi ve boyama islemi, Kkitin
prosediiriine gore yapildi. Kisaca 6zetleyecek olursak, 5-6 pm kalinliginda alinan testis
dokular1 deparafinize ve ardindan rehidrate edildikten sonra PBS ile yikandi. Daha
sonra antijen geri kazanimi icin 0.01 M sodyum sitrat tamponunda mikrodalga firinda
350 W’de 5 dakika bekletildi ardindan oda 1sisinda 20 dakika sogumaya birakildi.
PBSile 3 defa 5’er dakika yikanan dokular daha sonra kitin i¢inden ¢ikan TUNEL
reaksiyon karisimu ile 37 °C’de nemli ve karanlik ortamda 60 dakika inkiibe edildi. PBS
ile 3 defa 5’er dakika yikanan dokulara 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile zit
boyama yapildi. Gliserollii kapatma soliisyonu ile kapatilan dokular Olympus BX-51
floresan mikroskopta 450-500 nm dalga boyunda goriintiilendi. Apoptotik indeks icin
her kesitte on farkli alandaki apoptotik hiicreler sayildi.

3.5 IMMUNOHISTOKIMYA METODU

Deneydeki sicanlara ait testis dokularinda HIF-1a proteinini belirlemek i¢in avidin-
biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimya uygulandi. Bir gece 60°C’de tutulan
once ksilen sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edilen kesitler daha
sonra distile su ile yikandi. Daha sonra antijen geri kazanimi i¢in %5°’lik sitrat tamponu
ile mikrodalga firinda 600W’de 3X5 defa kaynatilan kesitler 20 dakika oda 1sisinda ayni
tampon soliisyon icinde bekletildi. Bekletilen kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek icin 10 dakika %3 hidrojen peroksit (H,O,) ile muamele edildi. Bundan
sonraki asamalar i¢in Millipore boyama kiti kullanildi. Kesitler rinse buffer ad1 verilen
yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi. Yikanan kesitlere daha sonra tekrar 2-3 damla
rinse buffer damlatilarak 1-2 dakika bekletildi. Kesitlere antijenik alanlarin disinda
kalan bolgelerin kapatilmasini saglamak icin oda sicakliginda 5 dakika blok serum
uygulandi. Hemen ardindan kesitler tavsan poliklonal birincil antikoru HIF-1a ile 10
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in, birincil antikor yerine rinse
buffer kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler biotin-sekonder antikor ile 10
dakika inkiibe edildi ve ardindan yikama islemi tekrarlandi. Daha sonra AB enzim
ayraci ile 10 dakika muamele edilen kesitler yikanarak immunreaktiviteleri goriiniir hale

getirmek icin diaminobenzidin (DAB) 6zelligi gosteren kitteki peroksidaz substrat ile
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10 dakika muamele edildikten sonra distile su ile yikandi. Gill hematoksilen ile 1 dakika
muamele edildikten sonra zit boyanan kesitler birka¢ kez distile su ile yikandi. Son
olarak artan alkol serileri ile suyu uzaklastirilarak ksilenden gecirilen kesitler kapatma
soliisyon (Entellan®, Merck) ile kapatilarak 11k mikroskobunda incelendi. Boyama
metodu asagidaki tabloda ayrntili olarak verilmistir (Tablo 3.4). Immun reaktivite
acisindan boyanan sican testis dokularinin degerlendirilmesi birbirinden bagimsiz iki
uzman histolog tarafindan yapildi. Immunohistokimya uygulanan kesitlerdeki HIF-1a
ekspresyonu goriilmeyen negatif (-), zayif reaksiyon (+), orta yogunlukta reaksiyon (++)

ve ¢ok yogun reaksiyon (+++) olarak degerlendirildi.

Tablo 3.4. Immiinohistokimya boyama teknigi.

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 18 Rinse buffer 3x1 dakika
2 Ksilen I 5 dakika 19 Streptavidin Peroksidaz 10 dakika
3 Ksilen II 5 dakika 20 Rinse buffer 3x1 dakika
4 Ksilen III 5 dakika 21 DAB kromojen 10dakika
5 Absolii Alkol 5 dakika 22 Distile su Yika
6 %96 Alkol 5 dakika 23 Hematoksilen 1 dakika
7 %80 Alkol 5 dakika 24 Musluk suyu 5 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika 25 Distile su Yika
9 Distile Su 3 kez yika 26 %70 Alkol 5 dakika
10| %3 Sitrat Buffer 20 dakika 27 %80 Alkol 5 dakika
12 %3 H,0, 10 dakika 28 %96 Alkol 5 dakika
13 Rinse buffer 3x1 dakika 29 Absolii Alkol 5 dakika
14 Normal Serum 5 dakika 30 Ksilen I 5 dakika
15 Primer Antikor 10 dakika 31 Ksilen II 5 dakika
16 Rinse buffer 3x1 dakika 32 Ksilen IIT 5 dakika
17 Sekonder Antikor 10 dakika 33 Kapatma
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3.6 ELISA METODU

Deneklerden alinan kanlar sitrat icermeyen tiiplere alind1 ve 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen serumlardan ELISA kitleri ile Serum testosteron (201-11-
5126, SunRedBio) seviyeleri belirlendi. Doku HIFI-a (MBS262533, MyBioSource)
ekspresyonunu belirlemek icin alinan testis dokularindan homojenizasyon ile elde
edilen siipernatantlar kullamldi. Her iki ELISA calismasi kitleri iireten firmanin

onerdigi protokollere gore yapildi.
3.7 MALONDIALDEHID (MDA) SEVIYESI TAYINi

Deney sonunda -80°C derecede saklanan doku ornekleri oda 1sisinda bir siire
bekletildikten sonra PBS i¢inde homojenize edildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde +4
derecede 12000rpm de 30 dakika santrifiij edildi ve supernatantlar1 alindi. Alinan
siipernatantlar MDA analizi i¢in kullanildi. Metodun temel prensibi, lipid
peroksidasyonunun bir iiriinii olan MDA’ 1n tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona
girerek 532 nm’de absorbans veren pembe renkli bir kompleks olusturmasi esasina
dayanir. Kisaca; 0,2 ml doku homojenati, 0.8 ml fosfat tamponu (pH:7.4) ve 0.025 ml
bitiile hidroksitoluen soliisyonu ile karistirildi 0,5 ml %30’luk TCA (trikloroasetik asit)
eklendi, 120 dk buz iizerinde inkiibe edildi ve akabinde 2000 x g’de 15 dk santrifiij
edildi. 1ml siipernatant, 0,075 ml 0,1 M EDTA ve 0,25 ml %1’lik Tiyobarbitiirik asit
(TBA), (0.05 NaOH i¢inde hazirlanmis) ile karistirildi, tiipler 15 dk su banyosunda
kaynatilip oda sicakligina kadar sogutularak, absorbanslar1 532 nm’de tayin edildi

(135).

3.8. PROPOLISIN ETANOLIK EKSTRAKSiYONU

Propolis baslangic olarak sogutuldu ve 6giitiicii blendir araciligi ile toz haline getirildi.
(Warning Products, Torrington, CT, USA). Propolis ekstrakti oda sicakliginda (%96) lik
ethanol kullanilarak bir haftalik bir siirede elde edildi. 30 gr propolis ekstrakt1 100 ml
ethanolde c¢oziildi. Ekstraksiyon isleminden sonra Ornek, kagit filtre araciligi ile
filtrelendi ve filtrelenen ekstrakt ¢oziictiniin kalintilarin1 ortadan kaldirmak amaciyla
doner buharlastirici ile 40 °C de buharlastirildi. Kuru ekstrakt ise sonrasinda fenolik

bilesimi analizlemek amaciyla kullanildi.
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3.8.1. LC-MS/MS ile kuru propolis ekstraktinin hazirlanmasi

Kuru propolis ekstrakti 1000 mg/L. methanol ile diliie edildi. Daha sonra karisim LC—

MS/MS analizleme islemini uygulamadan once 0.2 pm mikrofiber filtre ile filtrelendi.

3.8.2. LC-MS/MS cihazinin kullanim kosullar

Propolisin fenolik bilesiminin LC-MS/MS analizlenmesi, Nexera model Shimadzu
UHPLC cihaz ile gerceklestirildi. Likit kromatografi LC-30AD ikili pompalar, DGU-
20A3R gaz giderici, CTO-10ASvp siitun ocak ve SIL-30AC otomotik numune alma
cihazi ile donatilmistir. Kromatografik ayrim C18 ters-faz Inertsil ODS-4 (150 mm X
4.6 mm, 3 um) analitik siitunda gerceklesti. Siitunun sicakligi 40°C de sabitlendi.
Seyrelme egimi hareketli faz A (su, 5 mM amonyum format ve 0.1% formic asit) ve
hareketli faz B (methanol, 5 mM amonyum format ve 0.1% formik asit) den
olugsmaktadir. Coziici B nin derecelenme programi B%: (0, 40), (20, 90), (23.99, 90),
(24, 40), (29, 40) oranlar1 takiben uygulandi. Coziiciiniin akis hiz1 0.5 mL/min de ayrica
plskiirtmeli hacim ise 4 pL de siirdiiriildii. MS belirlenmesinde hem pozitif hemde
negatif iyonizasyon modunu c¢alistiran ESI kaynak ile dosenmis Shimadzu LCMS 8040
model triple quadrupole kiitle spektrometre cihazi kullanilmigtir. LC-MS/MS data
verileri toplanmistir ve Lab Solutions software (Shimadzu, Kyoto, Japan) ile islenmistir.
Coklu reaksiyon monitorii (MRM) arastirilan bilesiklerin tayinini analizlemek icin
kullanilmistir  (136). Propolis ekstraktinin fenolik bilesikleri asagidaki tabloda

verilmistir.



Tablo 3.5. Propolis ekstraktinin fenolik icerikleri.

Fenolik Bilesikler mg/g Kuru Ekstrakt
Hesperidin 1.89+0.09
Quinic acid 0.39+0.02
Malic acid 0.45+0.02
trans-aconitic acid 0.08+0.00
Gallic acid 0.72+0.04
Chlorogenic acid 0.18+0.01
Protocatechuic acid 1.46£0.07
Tannic acid 0.23+0.01
trans-caffeic acid 37.97+1.97
Vanillin 50.18+2.46
p-coumaric acid 2.9940.15
Rutin 0.01£0.00
Hyperoside 0.01+0.00
Myricetin 0.09+0.01
Fisetin 0.0620.00
4-hydroxybenzoic acid 0.05+0.00
Salicylic acid 0.03+0.00
Quercetin 3.18+0.23
Kaempferol 2.0940.11
Naringenin 10.61+0.58
Hesperetin 0.20+0.01
Luteolin 0.560.04
Apigenin 18.28+0.97
Rhamnetin 8.71+£0.53
Chrysin 168.91+8.95

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim istatistiksel analizler SPSS yazilim programinda yapildi. Veriler ortalama =+
standart hata olarak belirlendi. Biitiin skorlar ANOVA yontemiyle degerlendirildi. Post
hock analiz i¢in Tukey testi kullanildi istatistiksel anlamlilik P < 0.05 olarak

tanimland:.



4. BULGULAR

Tiim gruplara ait deneklerin viicut ve testis agirliklar1 deney sonunda ol¢iildii. Deney
sonunda viicut agirhiklar1 agisindan gruplar arasinda herhangi bir fark goézlenmedi.
Testis agirhiklarma bakildigi zaman ise Cd** uygulanan grup 2 nin testis agirhiginin grup
1’e gore anlaml derecede azaldigi belirlendi. Propolisin koruyucu amacl verildigi grup
3’de ise testis agirhiginin grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi

gozlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1.  Gruplara ait sican ve testis agirliklar1 ortalama =+ standart hata olarak
asagidaki tabloda verilmistir. Grup 1 ile karsilastirildiginda *P<0.05, Grup 2 ile
karsilastirildiginda **P<0.05.

Viicut agirhg (gr) Testis agirhg (gr)
Grup 1 243.37£14.80 1.16£0.04
Grup 2 237.87+£25.87 0.78+0.04*
Grup 3 230.12+35.56 0.99+40.03**
Grup 4 239.71£20.68 1.16£0.02

4.1. Isik Mikroskopik Bulgular

Grupl‘e ait testis dokusu kesitlerinde tunika albuginea, seminifer tiibiil kontiirleri,
seminifer tiibiillerin germinal epiteli ve interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri
normal yapida gozlendi (Sekil 4.1). Sadece propolis uygulanan grup 4 sicanlarin testis

dokularida da kontrol grubuna benzer histolojik bulgulara rastland: (Sekil 4.2).

Sadece Cd** uygulanan grup 2 sicanlarin testis dokularinda damarlarda konjesyon,

hemoraji, intersitisyel alanda bag doku artis1 ve mononuklear hiicre infiltrasyonu
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belirlendi (Sekil 4.3, 4.4). Ayrica, seminifer tiibiillerin kontiirlerinde ve germinal
epitelinde diizensizlik, liimene epitel hiicresi dokiilmesi (Sekil 4.5), bazi tiibiillerde ¢ok
cekirdekli hiicreler (Sekil 4.6), nekrotik ve atrofik tiibiillere rastland1 (Sekil 4.7). Ccd**
ile birlikte propolis uygulanan grup 3 sicanlarm testis dokularidaki seminifer tiibiillerin

biiyiik kisminin normal oldugu gozlendi(Sekil 4.8).
4.2. Seminifer Tiibiil Caplar1 Ol¢iim Sonuclar

Seminifer tiibiil caplar1 acisindan testisler incelendiginde, sadece Cd** uygulanan grup
2’deki seminifer tiibiil ¢aplar1 grup 1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmisti. Cd** ile birlikte propolis uygulanan grup 3’de ise tiibiil caplarmin
sadece Cd** uygulanan grup 2 ile karsilastrildiginda istatistiksel olarak anlaml

derecede arttig1 tespit edildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Seminifer tiibiil ¢cap1 Ol¢iim sonuclari. Degerler ortalama * standart hata
olarak verilmistir. * Grup 1 ile karsilastirildiginda p < 0.05; ~ Grup 2 ile
karsilagtirildiginda p < 0.05.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Seminifer tiibiil
151.69+3.32 131.30+1.70%* 140.95+1.74%* 144.54+1.84
cap1 (um) (n=100)

4.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Skoru (JTBS) Sonuclan

Johnsen testikiiler biyopsi sonuglar1 Tablo 4.3’de gosterilmistir. Seminifer tiibiillerdeki
germinal epitelin degerlendirildigi JTBS sonuglarina gore grup 1 ve grup 4 birbirlerine
yakin sonuclar gosterdi. Cd**  uygulanan grup 2’de JTBS skoru grup 1 ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis olarak belirlendi. Cd** ile
birlikte propolis verilen grup 2’deki JTBS skoru sadece Cd** uygulanan gruba gore

istatistiksel olarak anlamli derecede artmisti.
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Tablo 4.3. Johnsen Testikiiler Biyopsi Sonuglari. Degerler ortalama + standart hata
olarak verilmistir. * Grup 1 ile karsilastirildiginda p < 0.05; " Grup 2 ile
karsilastirildiginda p < 0.05.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Johnsen biyopsi skoru (n:200) 8.04+0.17 | 2.33+0.14* | 5.58+0.23** | 8.45+0.23

4.4. immunohistokimya sonuclar

HIF-1a ekspresyonunun belirlemek icin yapilan immunohistokimyasal boyama skoru
Tablo 4.4’de verilmektedir. Grup 1 (Sekil 4.9) ve grup 4 (Sekil 4.10) testis dokularinda
HIF-1o intersitisyel alanda zayif boyanma (+) gosterdi. Cd** uygulanan grup 2’de
intersitisyel alanda zayif boyanma devam etmesine ragmen, nekrotik tiibiillerde +++
HIF-1a ekspresyonu belirlendi (Sekil 4.11). Koruyucu amagh propolis verilen grup 3’de
HIF-1a ekspresyonu kontrol grubuna benzerlik gosterdi (Sekil 4.12). Negatif kontrol
kesitlerinde herhangi bir boyanma gézlenmedi (Sekil 4.13).

Tablo 4.4. Testis kesitlerinde HIF-1a immunioreaktivite skoru. (-) negatif, (+) zayif

reaksiyon, (++) orta yogunlukta reaksiyon ve (+++) ¢ok yogun reaksiyon.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

HIF-1o immunoreaktivitesi + +++ + +

4.5. Apopitotik Bulgular

Testis dokusundan alinan kesitlerde apoptozis gostermek icin TUNEL boyama yontemi
kullanildi. Apoptoz pozitif hiicreler cogunlukla seminifer tiibiil epiteli i¢indeki germinal
epitelde gozlendi. Cd** uygulamasiyla apoptotik hiicre sayisinda grup 1’e gore
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi. Koruyucu amacli verilen propolis

apoptotik hiicre sayisini azaltti, ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Apoptotik indeks Sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmigtir. * Grup I ile karsilastirildiginda p < 0.05.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Apoptotik indeks 0.67+0.14 | 1.49+0.25* | 1.02+0.24 | 0.81+0.19

4.6. Biyokimyasal bulgular

Cd**un testis dokusunda olusturdugu hasarda doku MDA diizeyleri de incelendi ve
sonuglar Tablo 4.6’da verilmektedir. Cd** uygulamasiyla grup 2 testis dokusunda MDA
diizeylerinin grup 1’e gore anlamli derecede arttig1 gozlendi. Koruyucu amacli propolis
verilen grup 3’de doku MDA diizeylerinin sadece Cd** uygulanan grup 2’ye gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 belirlendi. Sadece propolis uygulanan grup

4’de doku MDA diizeyleri kontrol grubuna benzerlik gosterdi.

Tablo 4.6. Testis doku MDA Sonuglari. Degerler ortalama + standart hata olarak
verilmistir. * Grup 1 ile karsilastirildiginda p < 0.05. ** Grup 2 ile
karsilastirildiginda p < 0.05.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Doku MDA (nmol/gr protein) 4.154£3.25 | 16.21+6.71% | 5.84+0.2%* 3.13+0.9

4.7. ELISA Bulgulan

Cd** testis dokusunda olusturdugu hasarda serum testosteron ve doku HIF-1a diizeyleri
ELISA yontemiyle arastirildi. Sadece Cd** uygulanan grup 2’de, grup 1 ile
karsilastirildiginda serum testosteron seviyesinin azaldigi ve doku HIF-1a diizeyinin ise
arttig1 belirlendi. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildi. Koruyucu
amacli olarak verilen propolisin ise bu degisimleri diizelttigi belirlendi (Tablo 4.7.)
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Tablo 4.7. Testis doku HIF-1la ve serum Testosteron sonuclari. Degerler ortalama +

standart hata olarak verilmistir. * Grup 1 ile karsilastirildiginda p < 0.05. **

Grup 2 ile karsilastirildiginda p < 0.05.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Serum testosteron (ng/ml) 0.59+0.2 0.430.1 0.49+0.3 0.97+0.9
HIF1-0 (ng/ml) 3.87+0.7 4.83+0.9 3.90+0.8 3.04+0.7
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Sekil 4.1. Kontrol grubu siganlarina (grup 1) ait testis dokusu. Kesitlerde seminifer

tiibiil kontiirleri, seminifer tiibiillerin germinal epiteli ve interstisyel alanda

bulunan Leydig hiicreleri normal yapida gozlenmekte (H&E).



Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sadece propolis uygulanan sican grubuna (Grup 4) ait testis dokusu.
Kesitlerde seminifer tiibiil kontiirleri, seminifer tiibiillerin germinal
epiteli ve interstisyel alanda bulunan Leydig hiicreleri normal yapida
gozlenmekte (H&E).

=8 _-.\

Sadece Cd™" uygulanan sican grubuna (Grup 2) ait testis dokusu.
Damarlarda konjesyon, hemoraji, intersitisyel alanda bag doku artis1 (*)
ve mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve nekrotik tiibiiller (n) ayirt
edilmekte (H&E).
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Sekil 4.4. Sadece Cd** uygulanan gruba (Grup 2) ait testis dokusu. Nekrotik
tiibiiller ve mononuklear hiicre infiltrasyonu gézlenmekte. (H&E).

8 ?" .
Nrarc g

Sekil 4.5. Sadece Cd** uygulanan gruba (Grup 2) ait testis dokusu. Damarlarda
konjesyon ve seminifer tiibiil icine epitel dokiilmesi ayirt edilmekte
(H&E).
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Sekil 4.6: Sadece Cd** uygulanan gruba (Grup 2) ait testis dokusu. Baz tiibiillerde cok

cekirdekli hiicreler (ok) ve epitel hiicre diizeninin kayboldugu goriilmekte.
(H&E).

Sekil 4.7: Sadece Cd** uygulanan gruba (Grup 2) ait testis dokusu. Nekrotik (n) ve
atrofik tiibiiller (a)ayirt edilmekte (H&E).
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Sekil 4.8: Cd** ile birlikte propolisin uygulandigi gruba (Grup 3) ait testis dokusu.
Normal testikiiler histomorfoloji ayirt edilmekte. (H&E).

Sekil 4.9: Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis dokusu. Testis dokularinda HIF-1a
ekspresyonu intersitisyel ~alanda zayif boyanma (+) gostermekte.
Immunoperoksidaz.
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Sekil 4.10: Propolis grubuna (Grup 4) ait testis dokusu. Testis dokularinda HIF-1a
ekspresyonu intersitisyel alanda zayif boyanma (+) gostermekte.

Sekild.11: Cd** uygulanan (Grup 2) gruba ait testis dokusu. Intertisyel alanda zayif
boyanma devam etmesine ragmen, nekrotik tiibiillerde HIF-1a ekspresyonu
+++ olarak belirlenmekte.
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Sekild4.12: Koruyucu amacli propolis verilen gruba (Grup 3 ) ait testis dokusu. HIF-1a
ekspresyonunun kontrol grubuna benzerlik gostermekte.

Sekil 4.13: Negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir boyanma gézlenmemekte.
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Sekil4.14: Kontrol grubuna (Grup 1) ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif
hiicreler (ok) seminifer tiibiil epiteli i¢inde ayirt edilmekte.

Sekil4.15: Cd** grubuna (Grup 2) ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif
hiicreler (ok) seminifer tiibiil epiteli icinde ayirt edilmekte.
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Sekild.16: Cd** ile birlikte propolisin uygulandigi gruba (Grup 3) ait testis kesitinde
TUNEL boyama. Tunel pozitif hiicreler (ok) seminifer tiibiil epiteli icinde
ayirt edilmekte.

Sekil 4.17: Propolis grubuna (Grup 4) ait testis kesitinde TUNEL boyama. Tunel pozitif
hiicreler (ok) seminifer tiibiil epiteli i¢inde ayirt edilmekte.



S. TARTISMA ve SONUC

Sanayilesme artiklari, endiistriyel ve sehirsel faaliyetler, bilingsiz giibreleme ve ¢esitli
ilaclarn kullanimi aracih@iyla hava, toprak ve su ortamlarmna yayilan Cd** farkli

yollarla insanlarin ve hayvanlarin biinyelerine ulasarak etkinlik gosterir (45).

Organizmalarda toksik etkili olan, alinim, depolama ve salinim gibi olaylarin meydana
geldigi doku ve organlarda metal baglayici bilesikler tarafindan esterlestirilmesi sonucu
birikebilen Cd** kiimiilatif etkili agir metaller arasindadir. Cd** toksisitesi, cevredeki
zararh dagilimi ve ¢ok diisiik diizeylerde bile organizmalarda yan etkilere yol agmasiyla
bilinen bir metaldir (40). Cd** , arsenik ve kursun gibi toksik metallerin hem cevresel
hem de insan saglhg: iizerine zehirleyici etkisi bulunmaktadir (1). Giiniimiizde Cd**
zehirlenmesinin en bariz 6rnegi olarak; Japonya’nin Toyama kentinde asir1 Cd**
karigsan piringler nedeniyle 200 kiside agir Cd** zehirlenmesine bagli olarak kalici
kemik ve bobrek rahatsizliklarinin ortaya ¢ikmasi gosterilmektedir (137). Genellikle
populasyonlardaki Cd** maruziyeti Cd** un giinlik alnimma iliskin olarak biiyiik
oranda besinlerden saglanir. Bu maruziyete su kaynaklar1 ve giinliik soludugumuz
havada kiiciik oranda bir katki saglar (48). Insanlar besin zincirinin yan sira demir
islenmesi, ¢cimento iiretimi, gibi fosil yakit kullanim islemleri ile havaya ve dolayisiyla
cevreye yayillan Cd*”’mu solunumla almaktadirlar. Bu baglamda cimento tozlarmna
maruz kalan bir kirsal yerlesim alaninda Cd** durumunu belirlemek amaciyla yapilan
bir calismada yaslar1 15-82 yas iistii insanlarm kan Cd** konsantrayonu ortalama 2.328
g/ul iken kontrol grubunda 1.308 g/ul diizeyinde oldugu bildirilmistir (138). Cd**
karaciger, bobrek, akciger, duodenum, pankreas, kemik ve testis dokularinda birikip

cesitli sitolojik ve histolojik hasara sebebiyet vermektedir.(5).



49

Cd*, hiicrelerde apoptozisi uyarmakta ve ayni zamanda yogun sekilde nekroza yol
acmaktadir (51). Kronik Cd** maruziyeti hipertansiyon ve kardiyomiyopati gibi cesitli
kardiovaskiiler hastaliklarla yakindan iliskilidir. Ayrica akut Cd** maruziyeti testiste
hemorajik hasara yogun bir sekilde sebebiyet verir (1). Ingiltere'de 1965 te pil
yapiminda calisan is¢ilerde prostat karsinomlarmin belirlenmesi {izerine yapilan
calismalarda, Cd** Kkarsinojenik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (139).
Genellikle Cd** toksisitesinde ortaya cikan ilk etkileri akciger ve prostat kanseridir.
Ayrica kemik erimesi, kansizlik, dis dokiilmesi ve koku duyusunun yitirilmesi de

goriilen etkilerindendir (137).

Cd**’nin iireme sistemi iizerine etkisini arastiran ¢ok sayida calisma bulunmaktadir.
Insanlarda mesleki olarak Cd** a maruz kalma sonucu, testikiiler nekroz ile serum
testosteron seviyesi ve sperm sayisinda azalma meydana getirir (140). Sigara kullanimi1
onemli Cd** kaynaklarindandir. Hirvatistan’da yapilan bir ¢ahsmada Jurasovic ve
arkadaslar1 (141) Cd** diizeyini sigara icmeyen erkeklerin kaninda 0.59 pg L-1,
icenlerin ise 2.94 pg L-1 olarak saptamustir. Yiiksek kan Cd** degerinin, testis
biiyiikliiglinde azalma, serum oOstradiol, FSH ve testosteron diizeyinde artis ile dogru
orantili oldugu bulunmustur. Sigara kullanimi, serum prolaktin diizeyinde ©Onemli
derecede diisiis meydana getirmistir. Saygi ve arkadaslar1 oral yoldan Cd** uygulamasi
sonucunda sicanlarda testis dokusunda patolojik degisiklikler tespit etmiglerdir. Buna
bagl olarak sicanlarin iireme kapasitelerinde %39.89 oraninda bir azalma oldugunu
rapor etmektedirler. Bu calismada Cd** un sican testis dokusunda onemli derecede
hasar olusturmasinin, fertilite iizerine olumsuz sonuglar doguracagini diisiindiirmiistiir

(142).

Yapilan bir baska calismada 3.5 mg/kg kadmiyum kloriir’iin deri altina verilmesi
sonucu Ozellikle uygulamanin 3. giiniinden itibaren testis dokusunda siddetli
etkilenmenin oldugu saptanmustir. Cd** a bagl olarak tunika albuginea’da kalinlasma,
interstisiyel bag dokusunda artig, tiibiillerin ¢cogunda spermatogenik seriye ait olan
hiicrelerin 6nemli derecede azaldig1 ve tiibiillerin bazilarinda spermatogenik hiicrelerin

yerini hiyalin maddeye biraktig1 saptanmistir (143).

Aoki ve Hoffer (144), Cd** verilen sicanlarmn testislerinde damar endotel hasar

sekillendigini ve buna bagh olarak kapiller permeabilite artisi, 6dem, bolgesel eritrosit
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miktarinda ve kan viskozitesinde artig goriildiigii, trombosit agregasyonu sonucu olusan
trombozun sirkiilasyonu engelledigi ve bunun sonucunda testislerde iskemik lezyonlarin
olustugunu ifade etmislerdir. El-Demerdash ve arkadaslari (145) Cd** sadece
spermatogenezisi degil, ayn1 zamanda testosteron iiretimini de inhibe ettigi, Cd**
uygulamast sonucu Leydig hiicrelerinin sayisinda azalma ve paralel olarak serum

testosteron diizeylerinde diigmenin gozlendigi bildirilmistir.

Cd** gibi bazi agir metallere uzun siire mesleki maruz kalmalar, oksidatif strese neden
olabilir ki bu, biyolojik sistemlerdeki istenmeyen etkilerin altinda yatan bir
mekanizmadir. Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun antioksidan savunmasi ile
hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi
arasindaki dengesizlik seklinde tanimlanabilir. Oksidatif stres, toksisitenin olasi bir
mekanizmas1 olarak son yillarda toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir
(146). Toksik metallerin bir kismi kimi enzimlerin tiyol gruplariyla etkileserek
enzimatik aktiviteyi azaltirlar. Cd** GSH-Px, SOD ve GSH diizeylerini azaltarak
testislerin antioksidan sistemini bozmaktadir (60). Puri ve Saha (147) Cd** verilen
sicanlarda serum MDA seviyesinde artis tespit ettiklerini bildirmislerdir. Jihen ve
arkadaslar1 (148), sicanlara 35 giin boyunca 200 ppm dozunda Cd** vermis karaciger
MDA diizeyinde artis, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesinde diisiis gozlemislerdir.

Bizim yaptigimiz calismada sadece Cd** uygulanan sicanlarin testis dokularinda
damarlarda konjesyon, hemoraji, intersitisyel alanda bag doku artis1 ve mononiiklear
hiicre infiltrasyonu, seminifer tiibiillerin kontiirlerinde ve germinal epitelinde
diizensizlik, bazi tiibiillerde cok cekirdekli hiicreler ayrica nekrotik ve atrofik tiibiillere
rastlandi. Ayrica mevcut cahsmada Cd** uygulanan grup, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda; seminifer tiibiil cap1 ve tiibiiler biyopsi skorunun ve serum
testosteron seviyesinin azaldigi, apoptotik hiicre sayisinin ve MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede arttig1 belirlendi. Bizim elde ettigimiz bu sonuglar daha
once yapilan ¢alismalarla ve Cd** testis dokusunda meydana getirdigi hasarla benzerlik

gostermektedir.

Antioksidanlar, c¢esitli hastaliklarin olusmasinda tetikleyici rol oynayan “oksidatif stres”
sonucu ac¢iga cikan serbest radikallerin iiretilmesini engellemekle gorevlendirilmistir.

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
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maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu
olaya antioksidan savunma denir. Viicutta bulunan antioksidan savunma sistemleri,
serbest radikalleri etkisiz hale getirmeye calisir. Ancak savunma sistemlerinin yeterli
olmadigr durumlarda giincel bir metod olarak erkek infertilitesinde de kullanilan
antioksidan tedavi devreye girmektedir. Oksidatif stres kaynakli rahatsizligi bulunan
hastalarda endojen kaynakli antioksidanlar etkili olmadigindan, oksidatif hasari
azaltabilecek diyet sadece disaridan alinacak antioksidanlardir (Orn: Vitamin E, C,
Melatonin). Boylece wuygulanan antioksidan terapi spermin kalitesini de
gelistirmektedir. Antioksidan terapi ile lipid peroksidasyon potansiyelinin azaltilmasi;
fertilizasyon oranlarinin gelismesiyle paralellik gostermektedir (149). Wang ve
arkadaslarmm (150) yaptig1 bir calismada diisik dozda Cd** uygulanan sicanlarda
karaciger, bobrek ve epididimis agirliklar1 degisme gostermezken sperm yapisinda
bozulma ve testislerin endokrin fonksiyonlarinda yetersizlik gozlenmis buna karsi
antioksidan olarak theaflavin uygulamasmin Cd** ile meydana gelen oksidatif stresi
onleyici etkisinin oldugu belirtilmistir. Bir cahismaya gore testisde Cd**’un yol actig1
hemorajik nekrozla lipid peroksidasyonunun arasinda bir iligki oldugu diistiniilmiis ve
bunu ortaya koyabilmek amaciylada lipit peroksidasyonunda yer alan askorbik asit ve
B12 gibi antioksidanlarin deney hayvanlarinda kullanilarak Cd** toksik etkisinin
onlenebildigi ortaya konmustur (151). Ognjanovic ve arkadaslar1 (152), Cd** once
uygulanan vitamin E’nin Cd** hematolojik degerler ve lipit peroksit konsantrasyonuna
olan toksik etkileri {izerine koruyucu oOzelliginin saptandigini bildirmislerdir.
Selenyumun varhiginda testiste Cd** lipit peroksidasyonunu indiikleyemedigi hatta
selenyumun Cd** toksisitesine karsi koruyucu ozellige sahip oldugu bilinmektedir
(153). Koyutiirk ve arkadaslarmin (154) yaptig1 bir ¢alismaya gore selenyum, vitamin
E, vitamin C nin kombinlenmis ila¢ formunun Cd** uygulamasi ile hasar gormiis testise
verilmesi neticesinde; testis dokusunda LPO seviyesi azalirken, GSH seviyesi artis
gosterdigi anlagilmistir. Boylece antioksidan kombinasyonun tedavi edici dzelligi ortaya
konmustur. Yapilan bir c¢alisamada Cd** meydana getirdigi testis ve spermatozoa
hasarma karsi sogan veya sarimsak ekstraktinin koruyucu nitelikte oldugu
belirtilmektedir (155). Rajendar ve arkadaslar1 (156) Cd* ile olusturulan testis hasarini
birlikte verilen alfa-tokoferoliin iyilestirdigini rapor etmislerdir. S6nmez ve arkadaslari

(157) ise sican testis dokusu iizerinde Cd** ile hasar olusturmus ve koruyucu amacli
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verilen liziim c¢ekirdegi ekstresinin testisdeki histopatolojik hasar1 1iyilestirdigini

gostermislerdir.

Yasadigimiz yiizyilda propolis ¢cok sayida yararh biyolojik aktivite gostermesi ile tip
alaminda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Ozelliklede tibbi etki acisindan
antibakterial, antiviral, antiseptik ve antioksidatif 6zelligi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Propolisin yapisinda bulunan flavanoidler, hidroksiflavonlar, terpenler ve kafeik asit
fenil ester (CAPE) gibi bilesikler olduk¢a kuvvetli antioksidanlardandir (12). Saglikli
bireylerde yapilan in vivo bir calismada, oral yolla propolis verilmesiyle kanin
antioksidan seviyesinde artis meydana geldigi gozlenmistir (158). Yapilan ¢alismalarda
propolisin inflamatuvar siirecte, notrofiller tarafindan olusturulan serbest radikalleri
yakaladig1 bildirilmistir (159). Liao ve arkadaslar1 (160) tarafindan akciger hiicrelerinin
metastatik kapasitesine, tiimér invazyonuna ve anjiogenezis iizerine CAPE’nin
inhibitor, azaltict etkisi oldugu belirlenmistir. Hosnuter ve arkadaslar1 (161) da benzer
sekilde sicanlarda, propolisin onemli bir bilesigi olan CAPE uygulamasi ile MDA
degerlerinde kontrol grubuna oranla 6nemli diisiis tespit etmislerdir. Bu agiklamalara
ilave olarak, propolis ve diyabet iligkisinin incelendigi caligmalarda Okutan ve
arkadaslar1 (162), seker hastaliginda hiicre membranlarinin oksidatif hasara karsi artan
duyarliliklariin degisik oranlardaki propolis ile beslenme sonucunda azaldigi, oksidatif
parametrelerde azalma ile birlikte antioksidan enzim (SOD, CAT, GPx gibi)
aktivitelerinin ise arttig1 belirtilmistir. Koksel ve arkadaslarin (163) yaptig1 ¢calismada
LPS uygulanan sicanlarda serum ve akciger dokusunda MDA diizeylerini anlamli
olarak arttirdig1 ancak propolisin temel bir bileseni olan CAPE'nin MDA diizeylerini
anlamli derecede diisiirdiigli, inflamasyonu ve LPS'nin neden oldugu akciger doku
hasarmi azalttigimi bildirmislerdir. Yine yapilan bir ¢alismada bircok tiimor hiicresini
yok etmek igin bir secenek olarak kullanilan antitiimor ilact1 doksorubisin ile
indiiklenmis testis hasarina karsi propolis tedavi amacli kullanilmistir. Bu kullanim
neticesinde propolisin etkili bir sekilde bu hasar1 hafiflettigi ve doksorubusin ile iliskili
apoptotik ve oksidatif hasar1 engelledigi anlagilmistir. Sonugta klinik amacglh kullanilan
doksorubusin’in olumsuz etkilerinin propolisle engellendigi bildirilmistir (164). Yousef
ve arkadaslar1 (8) sican testis dokusunda aliiminyum klorit‘in testikiiler disfonksiyona,
serum testosteron seviyesinde ve semen kalitesinde ve antioksidan enzim seviyelerinde

azalmaya sebep olurken, lipit peroksidasyonunda artisa yol actigini bulmus ve
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propolisin ise bu toksisite ye kars testisi korudugunu belirtmistir. Yapilan bu calismada
ise Cd** ile olusan hasari engellemek icin propolis kullanildi. Cd** ile birlikte propolis
uygulanan sicanlarin testis dokularidaki seminifer tiibiillerin biiyiik kisminin normal
oldugu gozlendi. Koruyucu amagh verilen propolis grubunda testis agirliginin, tiibiil
caplarinin, biyopsi skorunun ve serum testosteron seviyesinin sadece Cd** verilen gruba
gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gozlendi. Ayrica apoptotik hiicre sayisi,

doku MDA diizeyi ise koruyucu amagh verilen propolisle azaldi.

Hipoksi indiikleyici faktor (HIF-1) hipoksiye cevabin ana regulatoru olarak bilinir (115,
116). Memelilerin hiicreleri oksijen gerilimine bilhassa lokal oksijen kaynagindaki
azalmaya (hipoksiye) asir1 sekilde duyarhdir. Hipoksi ile indiiklenen oksijen
yetmezliginde oksijen homeostazisini igeren c¢ogu hiicrelerdeki spesifik genlerin
transkripsiyonu hizli bir sekilde artmaktadir (117). Birgok arastirmaci embriyogenezis,
timor vaskiilarizasyonu ve ilerleyisi, fel¢, miyokardial enfarktiis de meydana gelen
iskemi ve hipoksi siirecini ve klinik éneme sahip diger iskemi ve hipoksi siire¢lerinin
bircogunun altinda ki HIF-1 fonksiyonunu calismaktadir. Bizim yaptigimiz calismada
Cd** uygulanan grupta intersitisyel alanda zayif boyanma devam etmesine ragmen,
nekrotik tiibiillerde +++ HIF-1a ekspresyonu belirlendi. Koruyucu amach propolis
verilen grupta ise HIF-1a ekspresyonu kontrol grubuna benzerlik gosterdi. Bu sonuclar
Cd**’un testis dokusunda olusturdugu hasarda HIF-1o’nin da etkin olarak rol aldigini
ortaya koymaktadir. Ayrica koruyucu amagli verilen propolis diger tiim parametrelerde

oldugu gibi HIF-1a ekspresyonu iizerinde de yararli etki gostermektedir.

Sonug olarak Cd** bircok organ etkiledigi gibi ozellikle de testisler iizerinde ciddi
anlamda histopatolojik degisiklikler olusturmaktadir. Bu histopatolojik degisikliklerin
erkek infertiletesine kadar gotiirebilecek siddette olmasi halk saglig1 acisindan oldukca
onemlidir. Arilarm kovani korumak icin yaptigi propolisin Cd** ile testis dokusunda
olusan hasar1 biitiin parametreler diizeyinde iyilestirdigi gozlendi. Propolisin tiim bu
faydal ozellikleri goz 6niine alindiginda, mesleki bir hastalik etkeni olan Cd*"’a maruz

kalan kisilere besin takviyesi olarak propolis onerilebilir.
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