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OZET

WISTAR ALBINO SICANLARDA 2.3.7.8-TETRACHLORODIBENZO-P-
DIOXIN (TCDD)’NiN NEDEN OLDUGU TESTiKULER TOKSISITESI
UZERINE THYMOQUINONE’UN KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Organik klorlu bilesikler olarak bilinen dioksinlerden en zehirli tiri 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD)’dir. Uzun siire maruz kalinmasi sonucu kanser,
immun sistem, hormon ve tlireme sistemi bozukluklari, erkeklerin iireme organlarinda
morfolojik degisiklikler ve spermatogenesizin gerilemesi gibi etkilerin oldugu
gosterilmistir. Thymoquinone (TQ), Nigella sativa ugucu yaginda bulunan, biyoaktif
bilesendir. Orta ve Uzak doguda geleneksel ila¢ olarak kullanilmaktadir. Anti-
inflamatuvar, anti-viral, anti-allerjik ve anti-kanserojen etkileri bilinen bioflavoiddir.
Calismada Thymoquinon'un TCDD verilen siganlarin testislerinde olusan histolojik ve
hormonal degisiklikler iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Deney sonunda
testis dokulari, doku takip islemlerinden sonra boyanmasinin ardindan 151k mikroskopik
yontemle incelendi ve kan serumlarinda biyokimyasal olarak hormon diizeyleri
degerlendirildi.

Bulgular: TCDD grubunda viicut ortalama agirlik farki, johnsen ve saglam tiibiil
skorlarinda azalis, hiicre debrisi, konjesyon, tiibiillerde dejenerasyon skorlarinda artis,
seminifer tiibiillerin ¢aplarinda ve germinal epitel kalinliginda artig kontrol grubuna
gore anlamli bulunmamigtir. Serum testosteron ve progesteron seviyelerinde azalma,
estradiol seviyelerinde artis, immunohistokimyasal olarak Cas-9 ve AhR
immunreaktivitelerinde artis, Dicer ve Drosha immunreaktivitelerinde azalma
gozlemlenmistir. TCDD+TQ grubunda viicut ortalama agirlik farki TCDD grubuna goére
yiiksek, kontrol, My, TQ gruplarina gore diisiiktiir. Histolojik parametrelerde diizelme,
testosteron ve progesteron TCDD grubuna gore artis, kontrol, My, TQ gruplarina gore
diistiik, estradiol seviyelerinde ise kontrol, MY gruplarina gore azalma izlenmistir. Cas-9
ve AhR immunreaktivitelerinde azalig, Dicer ve Drosha immunreaktivitelerinde artis
gbzlemlenmistir.

Sonu¢: TCDD uygulamasinin siganlarin testis dokularinda olusturdugu biyokimyasal ve
histolojik testikiiler hasara kars1 TQ koruma saglamstir.

Anahtar Kelimeler: TCDD, Testis, Thymoquinone, Dicer, Drosha
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF THYMOQUINONE ON 2,3,7,8

TETRACHLORODIBENZO-P-DIOXIN (TCDD) INDUCED TESTIS DAMAGE

The most toxic type of dioxins, known as organic chlorinated compounds, is
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD). Long-term exposure has been shown to
have effects such as cancer, immune system, hormone and reproductive system
disorders, morphological changes in reproductive organs of men and regression of
spermatogenesis. Thymoquinone is a bioactive ingredient found in Nigella sativa
essential oil. It is used as a traditional medicine in the Middle and Far East. Anti-
inflammatory, anti-viral, anti-allergic and anti-carcinogenic effects are known
bioflavoid. The aim of this study was to investigate the effects of Thymoquinon on
histological and hormonal changes in testes of rats given TCDD. At the end of the
experiment, testicular tissues were examined by light microscopy after staining after
tissue follow-up and biochemical hormone levels were evaluated in blood sera.
Results: The mean weight difference in the TCDD group, the decrease in the johnsen
and intact tubule scores, the increase in cell debris, congestion, degeneration scores in
the tubules, the increase in the diameter of the seminiferous tubules and the thickness of
the germinal epithelium were not significant compared to the control group. Serum
testosterone and progesterone levels were decreased, estradiol levels increased,
immunohistochemically increased Cas-9 and AhR immunoreactivity, Dicer and Drosha
immunoreactivity decreased. In TCDD + TQ group, body mean weight difference is
higher than TCDD group and control is lower than My, TQ groups. Decrease in
histological parameters, increase in testosterone and progesterone compared to TCDD
group were found to be lower than control, My, TQ groups, and estradiol levels were
decreased compared to MY groups. A decrease in Cas-9 and AhR immunoreactivity and
an increase in Dicer and Drosha immunoreactivity were observed.
Conclusion: The TQ has significantly improved biochemical and histological

testicular damage induced by TCDD in testicular tissues of male rats.

Key words: TCDD, Testis, Thymoquinone, Dicer, Drosha
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

TCDD : 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-P-Dioksin
TQ : Thymoquinone

PCDD : Poliklorlu Dibenzo-P-Dioksin
PCDF : Poliklorlu Dibenzo Furanlar

PCB : Poliklorlu Bifeniller

AGER : Agraniiler Endoplazmik Retikulum
GER : Graniiler Endoplazmik Retikulum
FSH : Folikiil Stimule Edici Hormon

LH - Luteinlestirici Hornon

ABP : Androjen Baglayici Protein

PGH : Primordiyal Germ Hiicrelerin
Type A Dark : Koyu Sitoplazmali Spermatogonyum Ad
Type A Pale . Spermatogonyum Ap

Sex Determining Region On Y : SRY

TBF : Testis-Belirleyici Faktorti

AMH . Antimiilleriyan Hormon

MiM : Miilleriyan Inhibitor Madde

AhR > Aril Hidrokarbon

ARNT - Aril Niikleer Translokaz

Dioxin Response Element=DRE : Dioksin Cevap Elementi
MiRNA : MikroRNA

Pri-MiRNA : Primer Mirna

Pre-MiRNA . Prekiirsor-Mirna

Ago 2 : Argonaute 2

RISC : Rna-Induced Silencing Complex
UTR : Untranslated Region

ORF : Open Reading Frame Bolgesi

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

MDA : Malondialdehitin

TNF-A : Ttimor Nekrozis Faktor-Alfa

I.P - Intraperitonal

H&E : Hematoksilen-Eosin
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PAS
Cas-9
TAI
E2

: Periodic Acid-Schiff
: Caspaz-9

: Testis Agirlik Indeksi
: Estradiol
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1. GIRIS

Sanayinin hizla gelismesine bagli olarak endiistriyel {iretim proseslerinin artisi
sonucu agiga ¢ikan istenmeyen yan liriinler, canlilar i¢in yasam kaynagi olan hava, su,
toprak ve besin kaynaklarmi kontamine ederek, oOzellikle insan sagligi {izerinde
istenmeyen toksik etkilere sebep olmaktadirlar. Bu nedenle dioksinli bilesiklerin
kaynaklari, etki mekanizmalari, olusturdugu saglik problemleri ve zararli etkilerini
Onleyici/azaltict maddelerin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Dioksinler, ozellikleri ve toksik etkileri birbirleri ile iliskili olan ¢ok genis bir
kimyasal madde grubudur. Dioksin, iki oksijen kopriisiiyle birbirlerine baglanmis iki
klorlu benzen halkasi igeren bilesen grubunun genel adi olup, bu grupta poliklorlu
dibenzo-p-dioksin (PCDD), poliklorlu dibenzo furanlar (PCDF) ve poliklorlu bifeniller
(PCB)’lerden olusan 210 adet klorlu toksin bulunmaktadir (1). Dogada klorlanma
derecesine bagli olarak 75 PCDD, 135 PCDF ve 12 PCB tiirdes dioksin bilesikleri
bulunmaktadir. Dioksin ve benzeri bilesiklerin en toksik olan1t PCDD grubunda yer alan
2,3,7,8, tetrachlorodibenzo-p-dioksin (TCDD)'dir (1, 2).

TCDD ve diger dioksinli bilesikler, laboratuarlarda deneysel analizlerde
kullanilmak igin tiretimi disinda endiistriyel iglemler sonucu istenmeyen son {iiriinler
olarak, ozellikle oksijenin az oldugu ortamlarda, organik maddelerin yanmasi sonucu
olusmaktadir (1, 2). Insanlardaki dioksin zehirlenmesinin %90 besin zinciri yoluyla
oldugu bildirilmektedir (2). Ayrica evsel atiklarin bilingsiz ve uygun olmayan sekilde
yakilmasi ile ¢evresel dioksin emilimi artmakta, (1) boylece kimyasal kararliliklart ve
lipofilik 6zellikleri nedeniyle ¢evredeki dioksin besin zincirinde birikerek insan
sagligini tehdit etmektedir (2). Kimyasal ve termal siirecler sirasinda olusan dioksinli
bilesikler daha ¢ok hava yolu ile tasmarak su, toprak ve bitkilerde birikirler. Yagda
coOziiniirliikleri fazla oldugundan Ozellikle toprak ve bitkilerde yogun olarak
birikmektedir. Bitkiler yolu ile hayvanlar tarafindan alinir ve hayvanlarin yag
dokularinda birikerek kararli hale gecerler. Dolayisiyla insanlar hayvansal ve bitkisel
gidalar yoluyla ayrica su ve hava yolu ile dioksine maruz kalmaktadirlar (1, 2). Tiim bu
bilgiler 1s1ginda dioksin ve benzeri bilesikler gibi ¢evresel Kirleticilerin insanlar

tizerindeki zararl etkileri aragtirilmig 6zellikle erkeklerde infertiliteye sebep olabilecegi



saptanmustir. Iclerinde en toksigi olan TCDD'nin &zellikle steroidogenesisi ekileyerek
embriyonik ve fetal donemde testis gelisimi ve spermatogenezi bozdugu, yetiskin
erkeklerde sperm sayisinda azalma, testis boyutlarinda kii¢iilme ve testis kanserine yol
acan bir endokrin bozucu oldugu kabul edilmektedir (3, 4). Ayrica TCDD'ye maternal
donemde maruz kalan insan fetuslarin germ hiicrelerinde apoptosiz, yetiskin rodentlerde
ise seminifer tiibiil germinatif hiicrelerinde apoptosize neden oldugu bildirilmistir (5).
Sonug olarak, dioksinler arasinda en zehirli bilesik olan TCDD dolayl1 veya direkt
olarak temas, hava, su ve besinler yolu ile alinarak viicutta birikmekte boylece doku ve
organlarda hasara sebep olmaktadir.

Thymoquinon (TQ), Nigella sativa (¢orek otu) bitkisinin en 6nemli biyoaktif
bileseni olup, birgok caligmaya konu olmustur. Hiicre kiiltirii ve deneysel olarak
hayvanlar tizerinde yapilan ¢aligmalarda kanser, immunhastaliklar, iireme bozukluklari
tizerine koruyucu ve tedavi edici etkileri gosterilmistir. Yapilan bir¢cok g¢aligmada
bobrek, karaciger, akcigerde TCDD ile olusturulan doku hasarlarinda Thymoquinon
(TQ)'un koruyucu ve tedavi edici etkisi oldugu gosterilmistir (6, 7). Hatta 6zellikle testis
dokusunun germinal hiicrelerinde olusan hasara karsi spermatogenesizi yeniden
destekleyip spermatozoalart korudugu ve spermatoza sayisini arttirdigt bdylece
testislerdeki histolojik hasar bulgularini azalttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada TCDD ile
olusturulan testikiiler hasara kargi thymoquinon'un spermatogenez, testikiiler doku-

hiicre ve endokrin foksiyonun korunmasi {izerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, endokrin ve ekzokrin fonksiyonu olan bir ¢ift testis, testis
ici genital kanallar (tiibiili rekti, rete testis, duktuli efferentes), genital bosaltim kanallar1
(duktus epididimis, duktus (vas) deferens, duktus ejakulatoryus, fliretra), yardimci
genital bezler (vezikula seminalis, prostat, bulbouretral bez) ve penisten olusmaktadir
(8, 9). Bu sistem erkek gametin (spermatozoon) devamli olarak iiretilmesi, beslenmesi
ve gegici olarak depolanmasi, erkek cinsiyet hormonlarin sentez ve salgilanmasindan

sorumludur (9).

Ureterler

Idrar kesesi —-mesane-

Publk kemik
Duktus deferens ampullas:

Duktus deferens Seminal vezikul

Ejakulator kanal

Urogenital diafram Prostat bezi

Bulbodretral be:

Uretra
Anus
Penis

Glans

Sekil 2.1. Erkek Ureme Sistemini Olusturan Organ ve Kanallarin Sematik Cizimi (10).

2.1.1. Testis

2.1.1.1. Testis Anatomisi

Testisler (orchis) karin boslugunun disinda, skrotum iginde yer alan gift
organlardir. Bu yerlesimleri sayesinde testisler viicut 1sisindan 2°C -3°C derece diisiiktiir

(11, 12). Oval bigimli olup, 4-5 cm uzunlugunda, 2.5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda



ve 10-14 gr agirhigindadir. Skrotum testisleri distan saran kivrimli bir kese
goriiniimiindedir. Bu kese skrotal septum (septum scrotum) ile i¢ kisimda iki ayri
boliime ayrilmakta ve her boliimde bir testis yer almaktadir. Biiytikliikler yaklasik
olarak ayni olsa da sag testisin agirligi sol testise gore %10 daha fazladir (13).
Genellikle sol testis saga gore 1 cm daha asagidadir (12, 13). Dig (facies lateralis) ve i¢
(faciesmedialis) iki yiizii, 6n (margo anterior) ve arka (margo posterior) iki kenari,
alt (extremitas inferior) ve ist (extremitas superior) iki ucu vardir. Arka kenara

epididimis tutunur (12).

2.1.1.2. Testis Histolojisi

Her bir testis, tunika albuginea adi verilen siki fibroelastik bag dokusundan
olusan kalin bir kapsiil ile sarilidir (8, 9). Bu kapsiiliin de etrafin1 tunika vajinalis
sarmaktadir (8). Tunika albuginea, testisin arka yiiziinde kalinlasir ve mediastinum
testisi olusturur. Testise giren ve ¢ikan kan damarlari, lenf damarlar1 ve kanallar bu
tabaka i¢inde seyrederler. Kapsiilden ayrilan fibroz bolmeler her bir testisi yaklasik 250
adet lobiile ayirir. Her bir lobiil, i¢inde sperm diretilen, kivrimli yapidaki 1-4 adet
seminifer tiibiil ve Leydig hiicrelerini iceren bag dokusu yapisindaki stromadan
olugmaktadir (8, 9, 14). Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf damari, sinirler igerir.
Lobiil i¢indeki her tiibiil kendi tizerinde katlanir ve mediastinumda 6nce kisa, diiz seyir

izleyerek tiibiili rekti sonra anastomozlasan kanal sistemi olan rete testis ile devam eder

(9).

2.1.1.2.1. Seminifer Tubiiller

Her bir seminifer tiibiil yaklasik 50 cm uzunlugunda (30-50 cm arasinda) ve 150-
250 pm ¢apindadir. Bu tiibiiller bazal lamina ve tunika propriya denilen, 3-5 tabaka
miyoid hiicre igeren, kollajen fibrillerinden olusan ayri bir bag dokusu ile
¢evrelenmistir. Bu bag doku alani igerisinde kan damarlari ve lenfatik sintisler goriiliir,
ayrica androjen treten Leydig hiicreleri ve makrofajlar bulunur (9, 15). Tibiillerin
duvarini bazal laminadan limene kadar 4-8 tabaka halinde diizenlenmis, Sertoli (destek)
hiicreleri ve diizenli olarak ¢ogalan spermatogenik (spermatogonyumlar, spermatosit-1,

spermatosit-11 ve spermatid) hiicreleri igeren seminifer epitel olusturmaktadir (8, 9, 14).
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Sekil 2.2. Seminifer Tiibiil Epitellerinin Sematik Cizimi (16).

2.1.1.2.2. Sertoli Hiicreleri

Seminifer tiibiil epitelinde destek hiicreleri olarak da bilinen bu hiicreler, epitelin
yaklagik %10'unu kapsamaktadir (8). Sertoli hiicrelerinin tabanlari seminifer tiibiil
epitelinin bazal laminasina tutunur, apikal yiizeyi ise siklikla seminifer tiibiiliin
limenine kadar uzanir (8, 15). Bu hiicreler, sekil ve yerlesimi degiskenlik goésteren
okromatik niikleus, yaygin bir aER, gelismis bir gER ve Golgi aygiti, yassi ve kiire
sekilli mitokondriyonlari, mikrotiibiiller ve ara filamanlardan olusan iyi gelismis bir
hiicre iskeletine sahiptirler (8, 9, 15). Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar
morfolojik kan-testis bariyeri bolgesini olusturmaktadir (8, 9, 14). Boylece hem tiibiil
epiteli bazal ve adluminal bdlgelere ayrilmis olur hem de spermatogonyumlar ve primer
spermatositler daha iistteki sekonder spermatositler ve spermatidlerden izole edilmis
olurlar (8, 9). Her iki kompartmanda da spermotogenik hiicreler Sertoli hiicrelerinin
uzantilar1 tarafindan ¢evrilir. Boylece birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanmis olan
spermatogenik seri hiicrelerinin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesini saglar. Bu
yakin iligki sayesinde spermatogenik hiicreler ile dolagim sistemi arasinda metabolik
substratlar ve atik maddelerin degisimi saglanir (9, 15). En 6nemlisi, kan testis bariyeri,
genetik olarak farkli olan ve buna bagl olarak haploid germ hiicrelerini immun

sistemden korur (8, 9). Sertoli hiicreleri folikiil stimule edici hormon (FSH) ve
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testosteron kontrolii altinda androjen baglayici protein (ABP) salgilayarak seminifer
tiibiil icinde spermatogenez icin gerekli olan testosteronun yogunlasmasini
saglamaktadir (9). Aym1 zamanda intratestikiiler kanallar yoOniinde akan ve sperm
tasinimin1 kolaylastiran sivi salgilar, olgunlasmay1 ve farklilasmay1 tamamlayamayan
spermatogenik hiicrelerini (8) ve spermiyogenezin sonunda olusan rezidiiel artiklar: da

fagosite eder (9, 15).

2.1.1.2.3. Spermatojenik Seri Hiicreleri

Seminifer tiibiil epitelinde yerlesik olan diger hiicreler spermatogenik
hiicrelerdir. Bazal lamina ve tiibiil liimeni arasinda 4-8 tabaka halinde
diizenlenmislerdir. Primordiyal germ hiicrelerinden koken alan bu hiicreler puberten
hemen Once diizenli olarak ¢ogalip farklilasarak spermatozoon adi verilen erkek germ
hiicrelerini olustururlar. Olgun erkek gamet hiicresi (Spermatozoon) olusum siirecinin
ilk basamagindan (spermatogonyumdan) son basamagina kadar izlenen siirekli bolinme
ve farklilasma siireci Spermatogenez olarak adlandirilir. Bu siire¢ adenohipofizden
salgilanan Luteinlestirici hornon (LH) ve folikiiler stimiile edici hormon (FSH) kontrolii
altinda gerceklesir. Seminifer tiibiiller boyunca senkronize olmadan tekrarlandigindan
seminifer tiibiil epitelinde cesitli gelisim evrelerindeki spermatogenik seri hiicreleri
goriilmektedir (14). Erkek bireylerde puberteden itibaren primordiyal germ hiicreleri
mitoz ile gogalarak spermatogonyumlar1 meydana getiriler. Bunun yani sira primordiyal
germ hiicrelerin (PGH) de 4 yasma kadar testis i¢inde bulunabilir olduklari
bilinmektedir (17). Spermatogenez ii¢ fazda incelenir (9, 14).

I- Spermatogonyal Faz: Primordiyal germ hiicreleri, mitoz ile ¢ogalarak &nce
koyu sitoplazmali  spermatogonyum Ad (type A dark)'leri olustururlar,
Spermatogonyum Ad'ler de mitozla ¢ogalarak bir yandan kok hiicrelerini olustururken
diger yandan spermatogonyum Ap (type A pale)'leri olustururlar (9, 17). Bu
spermatogonyumlarin dogumdan sonra 3. ayda meydana geldikleri gosterilmistir (17).
Pubertede FSH ve LH hormonlarinin etkisiyle tip B spermatogonyumlari meydana
gelir (9, 14, 17).

II- Spermatosit Fazi: Tip B spermatogonyumlar mitoz boliinme gecirir ve
diploid yapida primer spermatositleri (kromozom:2n, DNA:4d) olustururlar. Bu
hiicreler Sertoli hiicrelerinin arasindan seminifer epitel bazal bolgesinden tiibiiliin
limenine dogru ilerlerler. Bu ilerleyis sirasinda spermatogonyum B'ler kan-testis

bariyerinin liiminal yondeki {ist kompartmanina gegerek Primer spermatosit agamasina
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ulagir. Bu gegis sirasinda hiicreler arasi baglantt komplekslerinin hiicre gogiine izin
verecek sekilde yeniden diizenlenmesi sayesinde kan-testis bariyeri korunur (17).
Primer spermatositlerin I.mayozu tamamlamasiyla kisa yasam dongiisiine sahip
sekonder spermatositleri (kromozom: n, DNA:2d) olstururlar. Bunlar da Il. mayozu
tamamlayip haploid (n) yapida gen¢ spermatidleri yaparlar (9, 14, 17). Mayoz
boliinmenin tamami Sertoli hiicrelerinin kendi aralarinda sitoplazmik uzantilariyla
olusturduklar1 kan-testis bariyerinin arkasinda yani viicudun immiin sistem hiicrelerinin
bulunmadigi ortamda gerceklesmektedir. Bu sayede yeni olusan germ hiicre serileri
viicudun immiin reaksiyonuna maruz kalmaz (8, 9).

I11. Spermatid Faz1 (Spermiyogenez): Bu siire¢ spermatidlerin, erkek DNA'sin1
ovuma aktarmak i¢in dzellesmis hiicreler olan spermatozoona (spermlere) dontismesini
kapsar. Spermatidler, kii¢iik boyutlari, yogunlasmis kromatin bolgeleri igeren
niikleuslari ile ayirt edilebilirler ve spermatogenez sonucunda seminifer tiibiilliimenine
birakilan olgun spermatozona baskalasirlar. Bu sirada spermatidin sitoplazmasinda ve
niikkleusunda  6nemli  morfolojik,  fizyolojik ~ ve  molekiiller  degisiklikler
gerceklesmektedir. Bu degisiklikler spermatidin bas kisminda hiicre ¢ekirdegini
olusturan genetik materyalin yogunlastirilmasi, kismen ¢ekirdegi kapsayan akrozom
gelisimi, orta kisimda siki sekilde paketlenmis mitokondri olusumu ile birlikte kuyruk
uzamasl, sitoplazma kaybi, sitoplazma i¢inde bulunan organellerin yer degistirmesi ve
histon proteinlerinin protaminlerle yer degisimi ile karakterize olmaktadir (18).

Spermiyogenez 4 evrede gerceklesir:

A. Golgi Fazi: Spermatid sitoplazmasinda; nukleusa yakin mitokondri, serbest
ribozomlar, bir ¢ift sentriol, Golgi kompleksi ve diiz endoplazmik retikulum tiibiilleri
bulunur. Endoplazmik retikulumda sentezlenen hidrolitik enzimler, Golgi kompleksine
iletilir, degisiklige ugrar ve Golgi kompleksinin trans yiiziinden proakrozomal graniil
ad1 verilen PAS(+) graniiller seklinde salinirlar. Bu graniiller birlesir ve ¢ekirdek zarina
yapisik sekilde olan ve spermin 6n kutbunu belirleyen akrozomal vezikiiller olusur. Bu
asamada sentrioller, ¢ekirdek bolgesinden uzaklasir ve flagellumun aksonemini (9 ¢ift
periferde, 2 tane merkezde mikrotubulus yapisi bulunan kuyruk iskeleti) olusturmak
tizere akrozomal bolgenin kars1 kutbunda konumlanir (9, 15).

B. Sapka Evresi: Akrozomal vezikiil genisleyerek biiyiir ve nukleusun 6n
yarisint kusatir. Akrozomal vezikiil son biiyiikliigline ulastig1 zaman akrozom adimi alir

ve yapisinda hidrolitik enzimler bulunur (8, 9, 15).



C. Akrozom Evresi: Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom igerisinde
noraminidaz, asit fosfataz, tripsin, hyaliironidaz ve akrozin benzeri proteazlar gibi
hidrolitik enzimler bulunur. Bu enzimler, spermtozoonlarin bir oosit ile karsilasmasinda
dollenmenin ilk basamaklarindan birisi olan, akrozom reaksiyonunu baslatir (15).
Spermatidlerin bas kismi Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmalart igine iyice
gomiiliirken, flagellum tiiblil liimenine dogru uzar. Nukleus yogunlasir ve uzarken
mitokondriyonlar da flagellum proksimal pargasini kusatarak spermin orta pargasini
gelistirir ki bu parga spermatozoon hareketliligini saglar (9).

C. Olgunlasma Evresi: Bu evrede artik (rezidiiel) cisimcik adi verilen fazla
sitoplazmik artiklar Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Siirecin sonuna dogru
spermatitler ile sertoli hiicreleri arasinda baglant1 kompleksleri ortadan kalkar ve uzamis
spermatidler sertoli hiicrelerinden ayrilip liimene saliverilirler. Seminifer tiibiil limenine
atilan ancak hareket ve dollenme yetenekleri olmayan olgun spermatozoonlar gelisir. Bu

olaya ise spermiasyon denir (9, 18).
Epididymis Sertoli cell

Germmal
n

MEIOSIS |

Vas deferens

seminiferous tubule

Sekil 2.3. Spermatogenezis ve spermiyogenezis (19).

2.1.1.2.4. Olgun sperm (sperm yapisi)

Insanlarda spermatagoniumlardan sperm olusma siiresi yaklasik 64 giindiir.
Olgun sperm, ortalama 60-65 um uzunlugunda olup bas ve kuyruk olmak tizere iki ana
kisimdan olusmaktadir (8, 9, 11, 20).

MEIOSIS Il



Sperm Basi: Yasst ve sivri olup, akrozomla sarilmistir, yaklasik 4.5-5 pm
uzunlugunda, 3 pum genisliginde ve 1 pm kalinhigindaki kisimdir. Akrozom, hidrolitik
enzimler (proteazlar, asit fosfatazlar, hiyalurinidaz, akrosin, ndraminidazlar)
igerdiginden lizozomlara benzer (8, 9, 11, 20).

Sperm Kuyrugu (Flagellum): Silya yapisindadir. Baslangi¢ (boyun), orta, esas
ve son pargalardan olusur. Baslangi¢ parcast; Kuyrugun basa en yakin kismidir ve
kisadir. Orta par¢a; Yaklasik 7 pm uzunlugunda, 9+2 mikrotiibiil yapisinda flagellum
ve mitokondriyonlar1 kapsar. Esas parca; Yaklasik 45 pm uzunlugunda, kuyrugun en
uzun parcasidir. Aksonem kompleksi ve fibroz bir kiliftan olusur. Son parga; yaklasik 5

pum uzunlugunda olup sadece aksonem igeren, kuyrugun en kisa parcasidir (9, 20).

Normal Sperm Structure

Tail Midsection  Head
I 11 11 1

+ Mitochondria
Flagellum Nucleus Acrosome

Sekil 2.4. Mature Sperm Yapis1 (21).

2.1.1.2.5. interstisyel Doku (tunika propriya)

Testisin seminifer tiibiilleri arasindaki bag dokusu alanlardir ve sinirler, kan
damarlari, lenf damarlar icerir. Interstistel bag dokusunda degisik tipte hiicreler
bulunur. Bu hiicreler fibroblastlar, mast hiicreleri, myoid hiicreler, makrofajlar ve
indiferensiye hiicrelerdir. Ergenlikte (puberte) ek bir hiicre tipi daha islevsel olarak
belirgin hale gelir. Bu poligonal sekilli olan, niikleusu merkezde ve lipid damlaciklar
iceren Leydig hiicreleri'dir. Bu hiicreler steroid sentezleyen hiicre ozelliklerini
gosterdiklerinden dolay:r bol aER ve eozinofilik sitoplazmaya sahiptirler. Erken fetal
yasam sirasinda farklilasarak erkek cinsiyet hormonu olan testosteronu firetirler.
Gebelik sirasinda plasentadan iiretilen gonadotropik hormon, anneden fetusa gecer ve
fetal testislerdeki Leydig hiicrelerini uyarir (15). Boylece embriyo genital organlari
erkek yoniinde gelisir. Daha sonra bu hiicreler gebeligin geri kalan1 boyunca (5. ayindan

itibaren) ve puberte dncesine kadar dinlenmede kalirlar. Pubertede spermatogenesizin
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baslatilmasi, aksesuar cinsiyet bezleri ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi,
yetiskinde ise spermatogenesizin, sekonder seks karakterlerinin, aksesuar cinsiyet

bezleri ve bosaltim kanallarmin fonksiyonlarinin devami agisindan olduk¢a 6nemlidir

9).

2.1.2. Testis Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik agidan fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasma ragmen, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar erkek veya disi morfolojik
Ozelliklerine sahip degildirler (22). Genital sistem, erken donemde her iki cinste de
birbirine benzer; bu baslangi¢c donemi, seksiiel gelisimin farklilagsmamus evresi olarak

adlandirtlir (23).

2.1.2.1. Farkhlasmamis Gonadlar

Gonadlar, bir ¢ift uzunlamasina, genital (gonadal) sirt halinde olugmaya baglarlar
(22).

Gonadlar {i¢ kaynaktan koken alirlar;

1. Mezodermal epitel,

2. Altinda bulunan mezensim veya embriyonik bag dokusu,

3. Primordial germ hiicreleri (22, 23).

Mezodermal solom epitelinin  poliferasyonu ve altindaki mezensimin
yogunlagmasiyla gonadal sirt olusmaktadir. Gelisimin 6. Haftasina kadar genital sirtlar
icinde germ hiicreleri yoktur. Vitellus kesesinin duvarindan kaynaklanan Primordial
germ hiicreleri (23), primitif ¢izgi boyunca gog edip 3. haftada yolk kesesinin allantoise
yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina yerlesirler. Dordiincii haftada son
bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin basinda genital sirtlara
ulagir, 6. haftada da genital sirtlar1 isgal ederler (22). Primordiyal germ hiicrelerinin
gonadal sirtlara ulagmalarindan hemen 6nce ve ulastiklar sirada, genital sirttaki epitel
hiicreleri prolifere olarak altlarindaki mezensimin igine gémiiliirler ve primitif cinsiyet
kordonlarint olustururlar (sekil 2). Hem erkek hem de disi embriyolarda bu kordonlar
yiizey epiteline baghdir (22) ve 7. haftadan once erkek veya disi gonadlarin birbirinden
ayrilmas1 miimkiin degildir. Bu evredeki gonada farklanmamais gonad denir (22, 23).

2.1.2.2. Testis Gelisimi

Embriyo genetik olarak erkekse primordiyal germ hiicreleri XY kromozom

kompleksine sahiptir (22). Y kromozomunun kisa kolundaki SRY (sex determining
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region on Y) geninin etkisiyle, Testis-belirleyici faktorii (TBF) sentezlenir. Testis-
belirleyici faktor, primitif cinsiyet kordonlarini farklilasmamis gonadin medullasina
dogru uzamasini ve burada dallanarak birbirleriye anastomoz yapmalar1 yoniinde uyarip
testis kordonlarimin olusmasini saglar. Bu ag seklindeki kordonlar incelerek rete testisi
olustururlar. Kalin fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten sonra testis
kordonlarinin yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kesilir (22, 23). Testis asamali olarak
genisler, mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan, mesorkiyum ile asili hale gelir
(23). Bu durumda testis kordonlari artik primitif germ hiicreleri ve bezin yiizey
epitelinden gelisen Sertoli destek hiicrelerinden meydana gelir (22). Kordonlarin
farklanmaya baglamasi ile Gonadal sirtin mezensiminden koken alan ve testis
kordonlarinin arasinda bulunan interstisyel Leydig hiicreleri gelisir (22). Gestasyonun 8.
Haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron iiretmeye baslar. Bu hormon mezonefroz
kanallarin (Wolf) ve dis genitallerin erkek tipinde farklilasmasini uyarir (23). Ayrica
fetal testislerde, glikoprotein yapida bir hormon olan antimiilleriyan hormon (AMH)
veya miilleriyan inhibitér madde (MIM) ad1 verilen bir hormon da salgilanmaktadir.
Antimiilleriyan hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir (23). Puberteye kadar
solid halde kalan testis kordonlari pubertede seminifer kordonlar (testis kordonlar1),
seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar ve sonrasinda duktuli

eferenteslere girerler (22, 23).

2.2. Dioksinin (TCDD) Tanim ve Ozellikleri

Dioksinler C, H, O ve CI igeren renksiz, kokusuz, suda ¢éziinmeyen, ticari ve
endiistri amacla tretilmeyen, Ozellikle oksijence fakir ortamlarda yanma sirasinda
istenmeden agiga ¢ikan genis kimyasal yan triinlerdir (1, 2, 24). Bu grupta poliklorlu
dibenzo-p-dioksin (PCDD), poliklorlu dibenzo furanlar (PCDF) ve poliklorlu bifeniller
(PCB)’lerden olusan 210 adet klorlu toksin bulunmaktadir (1, 24). Giliniimiizde
klorlanma derecesine bagli olarak 75 PCDD, 135 PCDF ve 12 PCB tiirdes dioksin
bilesikleri tanimlanmigtir (1, 2) ve bunlarin iginden sadece 17 tanesinin yiiksek toksik
etki yoniinden o6nemli oldugu bildirilmistir. Bu bilesikler dogada kararli formda
kaldiklarindan metabolik ve cevresel yikimlara olduk¢a dayanikli olup genis yayilim
alanina sahip cevresel kirleticilerdir. Dioksinler, yarilanma dmriiniin uzun oldugundan
dogada stireklidir. Yagda kolay ¢oziinebilir yan {iriin oldugundan hayvan ve insan
viicudunda yiiksek oranda birikmektedir ve c¢ok kiiciik dioksin yogunlasmalar1 bile

gevre ve insanda zararli yan etkilere neden olmaktadir (2).
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Dioksin maddesinin kimyasal ad1 2, 3, 7, 8 tetraklor dibenzo-para-dioksin olup, 4
klor, 2 oksijen ve 2 benzol halkasindan ibaret bir organik aromatik bilesiktir. Dioksin ve
benzeri bilesiklerin en toksik olani PCDD grubunda yer alan 2, 3, 7, 8-TCDD’dir.
Kimyasal olarak 2, 3, 7, 8 tetraklor dibenzo-para-dioksin, dort klor, iki oksijen ve iki
benzol halkasindan ibaret bir organik bilesiktir. Dibenzo kism1 2 hekzagondan (altigen)
gelmektedir. Her hekzagonun tepesinde bir karbon atomu bulunmaktadir. iki benzol
halkasinin birlestigi noktada iki (5. ve 10.) oksijen atomu bulunur ve molekiiliin
merkezi iki benzol halkasinin birlestigi noktadir. Béylece iki oksijen atomu ile altili
halka olurlar. Dort klor, iki oksijen ve iki benzol halkasindan ibaret bu organik bilesige,

basitlestirmek i¢in, dioksin ya da tetrakloro dibenzo -para- dioksin (TCDD) denmistir

).
Cl O Cl

Cl O Cl
DIOKSIN

Sekil 2.5. Poliklorlu Dibenzo-P-Dioksin (PCDD) Kimyasal Yapisi (25)

2.2.1. Dioksin Kaynaklar1 ve Maruziyeti

Dioksinler, giinliikk hayatimizda deneysel arastirmalarda kullanim amaci disinda
asla tretilmezler. Ancak cevredeki dogal olaylarda (6rn; volkanik patlamalar, orman
yanginlar1) veya endiistriyel islemlerin (kat1 atik yakimi, kagit beyazlastirma islemleri,
pestisin {iretimi vs.) istenmeyen yan iriinii olarak ortaya ¢ikmaktadir (1, 2, 4, 24).
Dioksinler dogal olarak sadece beyaz rot mantarlar tarafindan iiretilmektedir. Bu
mantarlar kullanilmayan yapilarin iizerinde olusan kiiflerdir ve ligninden dioksinleri
olusturmaktadir (2). Dioksin bilesiklerinin en 6nemli ve baslica kaynaklar1 sunlardir (2,
24),

v Kontrolsiiz atik yakilmasi

v' Elektrik iiretim santralleri ve 1stnma

v’ Kimyasal ve tiiketici hammaddelerin tiretimi (kagit, tekstil, plastik, deri vs.)

v" Sigara dumani

v’ Bakterisid, fungusid, herbisit tiretimi
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v Doga olaylari (orman yanginlari, volkanik patlamalar vs)

Dioksin ve dioksin benzeri bilesikler suda az ¢oziindiiklerinden dogal yikimlara
olduk¢a dayanikli ve kararli durumdadir (1, 2). Diisiik buhar basincina sahip
olduklarindan gaz haline geger ve ¢evreye yayilan dioksinin biiyiik boliimiinii canlilar
hava yolu ile almaktadir. Havadaki kiiciik partikiillere baglanir boylece giinesten
korunur. Bu sekilde uzun mesafeler katederek her yere tasinir. Bu durum dioksinin
hayatimizda neden ka¢inilmaz oldugunu agiklar.

Dioksin yagmur ile topraga ve suya karisarak ciddi saglik riski teskil eder.
Topragin altinda suda c¢oziinmeden 25-100 yil kalabilmektedirler. Ayrica g¢esitli
kimyasal tireticilerinin atik sulari, lagim sularinin ve havadaki dioksinin yagmur ile su
sistemlerine gecisi, suda yasayan canlilarin besin zincirinde birikmesine bdylece
yedigimiz tiim balik ve deniz iriinlerinden de bizlere ulasmasimi saglamaktadir (1).
Dogada bulunan dioksin ile kontamine olan toprakta yetismis bitkiler ile beslenen
hayvanlar tarafindan bu toksik maddeler alinir ve hayvanlarin yag dokularinda birikerek
kararli durumda bulunurlar. Dolayisiyla Insanlar, dioksin bilesiklerini hayvansal ve
bitkisel gidalar yoluyla maruz kalirlar. insanlardaki dioksin zehirlenmelerinin %90'1nin
besin zinciri yoluyla oldugu bildirilmektedir. dioksin viicuda girdiginde, yogun olarak
yaglarin i¢inde eriyip kan, kas, karaciger ve yag dokularina ulasir ve yillarca kalabilir.
Dioksinin insan viicudundaki yar1 émrii 7-14 yil arasinda degismektedir. Ancak en ¢ok
karacigerin protein depolar1 ve yag dokularinda birikme egilimindedirler. Dolayisiyla
viicut yag orani fazla olan insan, daha ¢ok dioksin depo ederler (1, 25).

Dioksinin insan igin giinliik tolere edilebilecek dozunun, 1-4 piko gram toxicity
equivalent/kg oldugu ancak pek cok iilkede giinliik alinan miktarin, tolere edilebilen
miktardan daha yiiksek oldugu belirtilmistir (25). Yikim siirecleri oldukca yavas
oldugundan en diisiikk dozda ancak siirekli alinan dioksin kisa zamanda ¢ok tehlikeli
boyutlara gelmektedir. Ozellikle laktasyon déneminde anne siitiiniin yagindaki dioksin
bebege gecmekte hatta bebek anneden daha ¢ok dioksin barindirmaktadir (1, 24). Tim
bu bilgiler 1s1¢inda dioksin ve tlirevlerinin nasil ve hangi sartlar altinda meydana
geldigini anlamak bugiin ve gelecekte canli sagliginin korunmasi ve temiz cevre

sartlarinin saglanmasi agisindan oldukga énemlidir.
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Atiklarin Yanma emisyonlari Atiksu aritma Kagit hamuru
kontrolsiiz Egsoz gazlar tesisi atiklari agartma
kullanim Sigara dumam sanayi
Herbisit endustrisi
Paketlemede
Toprak Hava Su kullanim
A J J. A v

Hayvanlar < Bitkiler Baliklar Siit tirfinleri
Et ve siit Meyve ve

iriinleri Sebzeler Soluma

insanlar
Yabani hayvanlar

Sekil 2.6. Dioksinin insana ve Tiim Canlilara Bulasma Yollar1 (24)

2.2.2. TCDD Etki Mekanizmasi

Dioksin viicuda hangi yolla girerse girsin, dayanikli ve uzun yar1 6mre sahip
oldugundan viicutta birikir. Biriken bu toksik madde hiicrede genetik bilgiyi tasiyan
DNA'lan etkileyerek onlarin islevlerini ya bloke eder ya da anormal yanitlar vermesine
sebep olmaktadirlar. Dioksinli bilesikler bu olumsuz etkilerini DNA transkripsiyon
faktorlerinden olan, steroit reseptorler gibi hiicre sitoplazmasinda bulunan, aril
hidrokarbon (AhR) reseptorleri araciliginda yaparlar. AhR reseptorleri normal sartlarda
uyarildiklarinda sitoplazmadan nukleusa gecer, DNA nin ilgili kismina baglanir ve gen
traskripsyonunu saglarlar (27). Viicuda TCDD alindiginda, hiicre sitoplazmadaki HSP
90 geni araciligi ile AhR reseptoriine baglanarak uyarilmasina neden olurlar (28).
Boylece olusan bu Ahr-TCDD kompleksi (dimer yapisi) nukleusa geger ve aril niikleer
translokaz (ARNT) ile baglanarak heterodimer bir yap1 olusturur. Bu heterodimer yap1
DNA {izerinde bulunan cevap elementine, dioksin cevap elementi (dioxin response
element=DRE) baglanir ve uyarilma sonucunda DNA' daki gen sentezini ya arttirir ya
da baskilar.
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Cytoplasm

Nucleus

Sekil 2.7. TCDD Metabolik Yol Semasi (29).

Hiicreye giren TCDD toksik etkilerini AhR reseptorlerine baglandiktan sonra
karacigerde bulunan CYP1A1, CYP1A2, CYPIBI ve diger CYP genlerinin sentezini
arttirarak gostermektedir. CYP genlerinin artig1 sitokrom P450 enzimlerini indiikler,
boylece organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi ve lipit peroksidasyonu artigina
sebep olur. Bu mekanizmalar yolu ile dioksin gelisme bozukluklari, timus atrofisi,
epitelyal bozuklar, karaciger hasari, bagisiklik yetmezligi ve kanser sekillenmesine

sebep olabilir (30, 31).

= Dokularda dioksin N Dioksinin dokulardaki £ AhR-Dioksin

Dioksin’e maruz kalma birikimi AhR’ye baglanmasi

baglanmasi

kompleksinin DNA’ya —> Gen regiilasyonu

\Vl ]

Erken hiicresel
yanitlar(Orn; hiicre %
gelisimini uyarma)

Biyokimyasal ;

mRNA regillasyonu  —> Protein sentezi > degisiklikler

Geciken doku
yaniti(6rn; kanser)

Sekil 2. 8. Dioksin Maruz Kalma (Metabolizma) Semasi (4)

Ratlarda yapilan c¢aligmalarda Seminifer tiibiildeki AhR ekspresyonunun,
spermatojenik dongiideki primer pakiten spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde
sinirlandigr arastirtlmistir. Ratlardaki bu durumun aksine AhR ve ARNT'nin, insan

testislerinin tim seminifer tiibiil asamalarinda ifade edildigi bildirilmektedir (32).
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Yapilan ¢alismalarda dogrudan bir mekanizma tanimlanmamis olsa da, bu bulgularin
kollektif olarak AhR ligand baglanmamasi ya da AhR aktivasyonundaki eksikligin,
spermatozoonlarda DNA hasarina yol acan inflamasyon, apoptoz ve oksidatif strese
neden olabilecegini  diistindiirmektedir.  Ancak  diktif etkilerine  ragmen,
spermatogenezisdeki rolii az ilgi gormiistiir. Erkek fertilitesi, sperm sayisi, seminal
vezikiil agirhigr ve prostat agirliklart Ahr-eksik farelerde azaldigi gosterilmis olsa da
heniiz, Ahr fonksiyon kaybinin spermatogenez tizerindeki histolojik ve gen ekspresyon

sonuglari kesin olarak belgelenmemistir (33).

2.2.3. TCDD Ureme Sistemine Etkileri

Yapilan son ¢alismalarda TCDD maruziyetinin, hem disi hem de erkek bireylerin
ireme organlarinda olumsuz etkiler biraktigin1 gdstermistir. Cinsel organlarin
gelisiminde gecikme, lireme organlarinin agirliklarinda azalma, sperm sayisinda diisiis
gibi bircok olumsuz etkiye sebep oldugu bildirilmistir. Disilerde uterus ve laktasyonel
donemlerdeki TCDD maruziyeti sonucu gelisimsel ve reprodiiktif defektlerin ortaya
¢ikmas1 TCDD toksisitesinin en hassas son noktasini ortaya koymaktadir. Canlilarda
dioksine maruz kalmanin kaginilmaz olmasi ve reprodiiktif sistemin bu kadar hassas
olmasi nedeniyle TCDD'nin etkilerini arastirmak giinlimiizde dikkate deger konu
olmustur. Adamsan ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada erken gelisimsel TCDD
maruziyeti sonuglarimi arastirmak icin 19.5 giinliik fetal erkek sicanlara TCDD
uygulayip steroidogenesizi incelemigler ve TCDD'nin testikiiler steroidogenezin
azalmasia neden oldugunu gostermislerdir (34). Bir bagka c¢alismada ise gestasyonun
15. gliniinde tek doz 0.064 pg TCDD/kg uygulanmasi ile epididimal sperm sayisinin
azalmis oldugunu sdylemisler ve bunun sebebini ise GD15 doneminde spermatogenesiz
tizerine laktasyonel etki olmayisina baglamiglardir. Spermatogenez sliresince,
genler asamali olarak farkli bir sekilde ifade edilmektedir. AhR ve ARNT’ye ait
transkriptleri sicanlarda testis, epididimis, seminal vezikiil, vas deferens ve prostatta
gosterilmistir. Insanlarda, AhR ve ARNT, spermatositlerde eksprese edilir ve burada
spermatositlerin apoptozunu diizenlemede rol oynadiklar diistiniilmektedir. Bu nedenle,
gerekli sinyallesme yolaklarinin hepsi, hem siganlarin hem de insanlarin testislerinde
bulunmaktadir (31). Testikiiler TCDD maruziyeti sonucu bu transkript faktorleri
etkileneceginden spermatogenez ve buna bagli olarak spermiyogenez basamaklari
etkilenecek, bdylece apoptozise bagli olarak sperm sayisinda azalama ve anormal

spermler olusacaktir.
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2.2.3.1. TCDD-Endokrin Sistem Etki Mekanizmasi

Son yillarda, yapilan arastirmalar, TCDD'nin cevrede kalict olan ve canlinin
endokrin homeostazin1 degistirebilen endokrin bozucu oldugu bildirilmistir. Bu
Ozellikleri ile ciddi treme ve gelisimsel bozukluklara neden olmaktadir (35).
Testosteronun sentezlenmesinde ve spermatogenez siirecinin diizenlenmesinde onemli
bir rol oynadig1 bilinen Leydig hiicrelerinin TCDD maruziyeti ile hiicre fonksiyonunun
degistirilmesi testikiiler fonksiyonlar iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. Yapilan
caligmalarda sican Leydig hiicre kiiltiirlerinde TCDD uygulamasi ile progesteron ve
testosteron hormon seviyelerinin azaldigi gosterilmistir (36). Bunun yani sira
dioksinlerin CYP1A1 veya CYP1BI genlerini aktive ederek dstrojen metabolizmasinda
bozukluklara neden oldugunu gosteren bir¢ok ¢alisma mevcuttur (37). Biz de
¢alismamizda, kan serum orneklerinden TCDD'nin testosteron progesteron ve estrodiol

sekresyonu iizerindeki etkisini agiklamayi amacladik.

2.2.4. TCDD ve MiRNA

Dioksin toksisitesinde AhR reseptorleri, birgok genin ekspresyonunda azaltict ya
da bloke edici yonde giiglii etkiler gostererek toksik hasarin ortaya ¢ikmasina aracilik
eder. Ayni1 zamanda gen ekspresyonlart ile ilgili olarak dioksinler ile yapilan birgok
caligmada AhR aracili enzim indiiksiyonu da s6z konusudur. Bununla birlikte biiyiik
Olcekli transkriptomik c¢alismalar mRNA iriin seviyelerinin TCDD ile azaldig:
gosterilmistir. Giinlizde dioksin benzeri kimyasallarin mRNA seviyelerini ve mRNA
bagl protein sentezini nasil baskiladigi tam bilinmemektedir. Ancak 4HR aracilt toksik
cevap Yyolunda mRNA vyada protein seviyelerindeki azalma MikroRNA
(MiRNA)’lardaki azalma ile agiklanabilir (38). Ciinkii dioksinler miRNA'arin
azalmasina sebep olmakta ve boylece hiicrede hasarli protein, hatali mRNA

traskripsiyonu ve buna bagl yanlig protein sentezleri artmaktadir.

2.2.5. MikroRNA nedir?

MikroRNA'ar yaklasik 22 niikleotid uzunligunda protein kodlamayan ve gen
ifadesini post-transkripsiyonel olarak diizenleyen, kisa RNA'larin bir siifidir. Tk defa
1993 yilinda, Lee ve arkadaglari tarafindan Caenorhabditis elegans (solucan tiirii)' da
yaptiklart bir ¢alismada kesfedilmistir (39, 40). MiRNA'lar hedef mRNA'larin ya

yikimmi yada translasyonunu baskilayarak gen ifadelerini diizenler (39). Ayrica
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organizma gelisim siirecinde; farklilagma, apoptosiz, hiicre cogalmasi vb bir¢ok

biyolojik olaylarda rol almaktadir (40).

2.2.6. MiRNA Biyosentezi

MiRNA'larin sentezi nukleusta baslayip sitoplazmada sonlanan {i¢ basamakl
islemler sonucu gerceklesmektedir.

1. Basamak: Nukleusta DNA'dan RNA polimeraz II tarafindan primer MiRNA
(pri-miRNA) transkribe edilmesi

2. Basamak: Nukleusta pri-MiRNA'lar RNAaz 111 enzim ailesine ait olan Drosha
enzimi tarafindan prekiirsér-MiRNA (pre-miRNA) doniisiimii

3.Basamak: Sitoplazmada pre-MiRNA'larin exportin 5 tarafindan sitoplazmaya
taginmasi ve Dicer (RNAaz Il enzim ailesine ait) enzimi ile kesilip ¢ift iplikli olgun
MiRNA'lara dontsimidiir.

Dicer, ayn1 zamanda RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced
silencing complex; RISC) olusumunu baglatir. RNA ile tetiklenmis susturma
kompleksinin i¢inde bulunan bir RNAz olan Argonaute 2 (AGO 2) proteini sayesinde,
sentezlenen ¢ift iplikli MiRNA'larin bir tanesi RISC kompleksine katilir ve klavuz iplik
olarak adlandirilirken diger iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak adlandirilir. Yolcu
iplik RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. Klavuz iplik-RISC kompleksi ise ya
hedef MRNA'nin yikimima ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden olarak
fonksiyon goriirler (40, 41). Etkilenen mRNA'lar, RISC proteinleri boyunca, graniiler
sitoplazmik 'P organlari' iginde birikir ve mRNA miktarinda azalma gergeklesir (42).
Yapilan bir c¢alismada yetiskin kemirgen karacigerinde mRNA seviyelerindeki
azalmanin TCDD uygulamasina bagh olarak MiRNA seviyelerinde azalmaya sebep
oldugu gosterilmistir (38). MIRNA hedef mRNA'min 3' ucundaki translasyona
ugramayan bolgesi (untranslated region-UTR) ya da hedef mRNA'nin agik okuma
bolgesi (open reading frame bolgesine=ORF) baglanarak gen expresyonunu etkiler.
3'UTR bolgesine baglanma, kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerligi ihtiva eder
ve translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir. A¢ik okuma bdlgesi igine baglanma ise

kusursuz, tam komplementerligi gosterir ve mRNA'nin yikimi ile sonuglanir (41).
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Sekil 2.9. Mirna Biyosentezinin Sematik Cizimi (43)

2.2.7. MiRNA Fonksiyon ve Onemi

MiRNA'larin gen ekspresyonunu etkilemesi, onlarin asil fonksiyonlarinin
tanimlanmasinda oldukga énemlidir. MiRNA'larin kesfedilmesi ile baslayan ¢ok sayida
calismayla MiRNA'larin sentezi ve fonksiyonlar1 hakkinda bilgilerimiz de hizla artis
gostermistir. MIRNA sayesinde normal sartlarda hiicrede sentezlenmemesi gereken
mRNA'lar yok edilir ya da hiicredeki mevcut veya degisen sartlara gére mRNA
diizeyleri ayarlanir. Bu fonksiyonlar1 ile MiRNA’larin herhangi bir patolojik ya da
hasarlanma kosullarinda ne kadar 6nemli rol aldiklarini ortaya koymaktadir (44).
Giiniimiizde memeliler itizerinde yapilan birgok c¢alismada eksiklikleri mMiRNA
fonksiyonlarmi1 bozan Dicer, Drosha enzimleri hedeflenerek, MiRNA'larin ¢esitli
gelisimsel stireclerde ve patolojik durumlarda spesifik rolleri ortaya konmustur.
MiRNA'lar ve sentezine iligkin enzimlerin son c¢alismalarda post-mayotik erkek germ
hiicre fonksiyonuna katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (45). Postmayotik
erkek germ hiicreleri, transkripsiyonel olarak aktif oldugundan, dogru post-

transkripsiyonel diizenleyici mekanizmalara ihtiyag duyar. Bu anlamda MiRNA'lar
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Ozellikle spermatogenezin kontroliinde Onemli bir role sahiptir. Yapilan bircok
calismada Drosha ve Dicer'in canlilarda normal spermatogenez ve erkek fertilitesi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir (46). Dicer'm Sertoli hiicrelerinin  gelisimi  ve
spermatogenez ile olan iliskisini degerlendirmek i¢in embriyonik olarak Dicer aleli
silinmis (Dicer -/-) Sertoli hiicrelerinde Dicer inaktivasyonun embriyonik 14.giin
(E14.0) civarinda meydana geldigi ve daha sonra spermatogenezin bozulmasina, primer
infertiliteye neden olan testis tiibiillerinin sayisinda ciddi bir azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (47). Germ hiicrelerinde Dicer / elimine edilmesiyle, MiRNA'larin erkek
gonosit proliferasyonunun diizenlenmesi igin gerekli oldugu gosterilmistir (45).
Spermatogenezde miRNA iiretiminin roliinii arastirmak ic¢in, postnatal testislerin
spermatogenik hiicrelerinde Drosha ve Dicer knock-out (cKO) fareler kullanilmis ve
oligospermiye veya azoospermiye yol agan spermatitlerin tiikenmesi ile karakterize
edilen bozulmus spermatogenez nedeniyle infertil oldugu goriilmiistiir. Hatta ayni
calismada Drosha -/- fare testislerinin tiibiillerindeki histopatolojik hasar, Dicer -/- olan
testis tiibiillerinkinden daha fazla oldugu da bildirilmistir (48). Biz de ¢alismamizda
yetigkin sican testislerinde TCDD uygulamasina bagli olarak germ hiicrelerindeki
MIRNA sentezinde gerekli olan sdz konusu Dicer ve Drosha enzim diizeylerindeki

degisikligi belirlemeyi hedefledik.

2.3. Nigella Sativa (Corek Otu)

Nigella sativa Ranunculaceae familyasinin bir tiirii olup, Giiney Bati Asya,
Avrupa, Kuzey Afrika’da yetisen otsu bir bitkidir. Ulkemizde ¢ogunlukla Afyon,
Isparta, Burdur ve Konya yorelerinde yetistirilen bu bitki siyah tohum olarak bilinir (49,
50). Cigegi beyaz, agik mavi renkli olup, meyve kapsiiliiniin iginde beyaz, trigonal
sekilli tohumlar bulunnur. Kapsiil olgunlasinca i¢indeki tohumlar hava ile temas eder ve
siyah renge doniistirler (49, 50, 51, 52).
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\ o=
Sekil 2.10. Nigella Sativa (53)

Giiniimiizde de hala eskiden oldugu gibi bu tohumlar soguk alginligi, burun
tikanikligl, dis ve bas agrisi, ates, grip, astim, bronsit, idrar soktiiriicii, sarilik, siit
arttirici, bagirsak parazitlerinin tedavisi, romatizma, iltihabi hastaliklar ve egzema, gibi
bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak alternatif tipta kullanilmaktadir (49, 50, 51,
52). Aktif kimyasal bilesenler ve besin degeri bakimindan oldukga yiiksek olan ¢orek
otu tohumlarin yapisinda baslica sabit yaglar (%31.0-35.5), ugucu yaglar (%0.4-0.45),
karbonhidratlar (%33,0-34,0), proteinler (%16,0-19,9) bulunmaktadir (49, 50, 54).
Nigella sativanin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkili oldugu, hiicresel aktivasyonu
ve hiicre dongisiiniin farkli noktalarinda (GO0/G1, G1/S, G2/M) devreye girme
yeteneklerine sahip oldugu yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (49). Ayrica tiimore
0zel antikorlarin tiretimini artirarak antitiimoral olarak etki ettigi (54), antimikrobiyal ve

antioksidan (52) etkileri oldugu bildirilmistir.
2.3.1. Thymoquinon (TQ)

Thymoquinon (C10H1202) N. sativanin tohumundaki ugucu yaginda %18,4-24

oraninda bulunup onun asil farmakolojik ve biyolojik etkenligini saglayan 6nemli bir
biyoaktif bilesendir. Thymoquinon hidrofobik bir molekiildiir ve 1s18a karsi yiliksek
duyarliliga sahip oldugundan 1s1ga maruz kaldiginda degradasyona ugramaktadir.
Ayrica bazik pH’da stabilitesinin azalmasi, asidik pH’da ise minimum degradasyon

gostermesi baslica fizikokimyasal 6zellikleridir (49).
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Sekil 2.11. Corek Otu Tohumu ve Thymoquinon Kimyasal Yapisi (55)

2.3.2. Thymoquinon Etki Mekanizmasi

Thymoquinonun patofizyolojik ve histopatolojik durumlarda birden fazla
biyolojik etkiyi nasil gosterdigi veya hangi faktorleri hedef aldigi hala karmasik ve
tartismalidir. Ancak bilinen baslica etkileri; hiicre dongiisii ve ¢ogalmasi, apoptoz ve

oksidatif stres uzerinedir.

2.3.2.1. Thymoquinonun Hiicre Dongiisii ve Cogalmasina Etkisi

Yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda TQ'nun antitiimoral, antianjiojenik
ozellikleri one g¢ikmistir (56). Meme, kolon, larinks, over, akciger, kemik, prostat,
serviks ve daha bir¢cok tiimorlii dokularda ¢ogalmay1 engelleyerek antitiimor etkileri
gosterilmistir (57, 58). Thymoquine'un hiicre dongiisii ve hiicre ¢ogalmasini diizenleyen
gen proteinlerinin ekpresyonunu ve miktarini etkileyerek ve hiicre siklusunun belirli
noktalarinda devreye girerek (GO/G1, G1/S G2/M) kanser ve tiimor hiicrelerini 6ldiirme
yeteneklerine sahip oldugu rapor edilmistir (49).

2.3.2.2. Thymoquinone'un Apoptoza Etkisi

Thymoquinone kanserin baskilanmasinda preapoptotik ve antiapoptotik
faktorleri azaltarak, ayrica kaspaz yolaklarini diizenleyerek 6nemli rol oynamaktadir.
TQ'nun pankreatik adenokarsinom, insan rahim sarkomu ve 16semi dahil olmak iizere
farkli insan tlimor hiicrelerine karsi, pS3 protein ekspresyonu artigi ve antiapoptotik Bcl-
2 protein inhibisyonuna denk gelen hiicre dongiisiiniin G1 fazinda devreye girip bu

hiicrelerin biiyiimesini durdurak apoptosisi tetikledigi de bildirilmistir (59).
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2.3.2.3. Thymoquinone'un Oksidadif Strese Etkisi

Cesitli mekanizmalar ile TQ'Uun giiclii bir antioksidan oldugu bildirilmektedir.
Bazi hastaliklarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeylerinin yiikselmesinin neden
oldugu hasarlayici etkileri TQ'un, oksidatif stresi azaltarak ve antioksidan savunmayi
giiclendirerek azalttigi-onledigi bildirilmektedir. Thymoquinone'un antioksidan etki
potansiyelinin, molekiil yapisindaki kinonun redoks 6zellikleriyle ve TQ'un hiicrelerin
fizyolojik bariyerlerden difiizyonla kolayca geg¢mesi ile iliskili olabilecegi ileri
stirilmektedir. Thymoquinon tedavisinin sonucu olarak malondialdehitin (MDA)
seviyesinin azaldigi, glutatyon seviyesinin arttigi ve bdylece DNA’ya hasar veren
serbest oksijen radikallerin azalmasina bagli olarak oksidatif stresin azaltildigi
bildirilmistir. Thymoquinone'un, reaktif genotoksik radikal tiirevleri aracili birgok
ksenobiyotik biyotransformasyonunda rol alan ve karacigerde sentezlenen CYP1A1/A2
enzim aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (49). Thymoquinone'un vankomisin ile
indiiklenen bobrek hasarina karsi serum/kan iire nitrojen, kreatinin ve MDA seviyelerini
diistirerek ve bobrek dokusunda SOD ve GPx aktivitelerini yiikselterek koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir (60).

2.3.2.4. Thymoquinone'un Ureme sistemi iizerine Etkisi

Gilinimiizde yapilan son calismalar TQ'un {ireme sistemine olan etkilerini
gostermistir (61, 62, 63, 64). Javanshir ve arkadaslarinin yaptiklart bir calismada
polikistik over sendromu olusturulmus disi ratlarda iki farkli dozda TQ (8 ve 16 mg/kg)
verilmesi ile ovaryum fonksiyonunun korundugu ve buna bagli olarak ovulasyonun
diizenledigini bildirmislerdir (63). Sayed ve arkadaslari yaptig1 ¢alismada kadmiyum
toksisitesine bagli olarak olusan si¢an testis hasarinda TQ'un koruyucu etkilerini
arastirmiglar ve kadmiyum uygulanan siganlarda canli sperm sayisinda azalma ve
anomalilerinde 6nemli artig, epididimisinde histolojik hasar yoniinde degisiklikler ve
lenfoid hiicre infiltrasyonu tespit etmislerdir. Kadmiyum ve TQ'un birlikte uygulandig
siganlarda canli sperm sayisi, sperm mortalitesinde artis ve sperm anomalilerinde
azalma, normal bir epididimis ve daha diisiik diizeyde 6dem gozlemlemislerdir (61).
Bagka bir ¢aligmada ise Thymoquinone, kadmiyuma bagli olarak serum testosteron
seviyesindeki diisiisti azaltmis, testis glutatyon ve SOD aktivitelerini yiikseltmistir.
Ayrica testis MDA, NO ve kadmiyum iyon seviyelerini diisiirmiistiir. Thymoquinone
testis dokusunda kadmiyum ile indiiklenen iNOS, tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a),
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COX-2 ve NF-kB’nin ekspresyonunu azaltmistir. Benzer bir ¢alismada ise yine TQ'un
kursun toksisitesine bagli olarak gelisen sigan testis islev inhibisyonuna karsi diizeltici
etkileri arastirllmis ve kursun toksisitesine bagli olarak gelisen testis steroidojenik ve
spermatojenik islev bozuklugunu o6nledigi, plazma testosteron seviyesini yiikselttigi
bildirilmistir (49). Mukhallad ve arkadaslari ve Al-Sa'aidi ve arkadaslari N.sativa
uygulanmasinin sperm hareketliligini, spermatogenezi arttirdig1 ve tedavi goren erkek

ratlarin emdirilmis disi sigan sayisini artirdigini gostermistir (62, 64).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calismada Inonii Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 40 adet, eriskin, 250- 350 g agirlhiginda Wistar Albino cinsi
erkek sigan kullanildi. Siganlar havalandirmasi olan, 22 + 2 ° C' lik 1s1 ve mevsimsel giin
15181 ritmindeki aydinlatmali odalardaki 6zel kafeslerde dortlii gruplar seklinde konuldu.
Biitiin sicanlar standart pelet sigan yemi ve ¢esme suyu ile beslendi. Sicanlar 5 gruba

(n=8) ayrild1 ve tartilarak deney baslangicindaki agirliklar kaydedildi.

3.1. Deney Gruplari

Grup 1-Kontrol

Grup 2-Kontrol: Misir yagi (1 ml/kg)

Grup 3-Thymoquinone: (50 mg/kg/giin, ip)

Grup 4-TCDD: (1pg/kg/giin, ip)

Grup5-TCDD+Thymoquinone: TCDD(1ug/kg/giin)+Thymoquinon (50mg/kg/giin),ip

3.1.1. TCDD ve Thymoquinon Hazirlamsi

Deneyde 2.3.7.8.tetrachlorodibenzo-p-dioksin/TCDD (%98 saflik  oram
(Wellington Laboratories, Canada) kullanildi. TCDD dozu 1pg/kg olacak sekilde
hesaplanilarak, 30 pg TCDD alinip (stok: 60 pg/1,2 ml), 100 ml misir yag: icerisinde
¢oziilerek 3 haftalik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan stoktan her bir hayvana 0,5 ml
intraperitonal (i.p) yolla 30 giin boyunca bir kez verildi. Stok ¢ozeltisi bittikge ayni
prosediirle yeni TCDD stok soliisyonlart hazirlandi.

Calismada kullanilan Thymoquinon (sigma-Aldrich-274666, St. Louis, USA) ise
kg viicut agirhigr basma 1 ml %0,9 serum fizyolojik (SF)'de ¢ozilmis 50 mg/kg

Thymogquinon olacak sekilde intraperitonal yolla verildi.

3.1.2. Deney Uygulama Siireci

Calismamizda kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmamistir. Yag
grubuna 1ml/kg misir yag i.p. verildi. TCDD grubuna 30 giin, giinde bir kez i.p. 1pg/kg
TCDD uygulandi. TQ grubuna ise i.p. olarak 50 mg/kg Thymoquinone uygulandi.
TCDD+ TQ grubuna 1pg/kg TCDD ve 50 mg/kg Thymoquinone i.p. olarak giinde 1

kez verildi. Deney uygulama siiresi 30 giin olup, 31. giin tim deney gruplarindaki
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sicanlar tartilip agirliklart kaydedildikten sonra ketamin/ksilazin anestezi altinda
histolojik ve biyokimyasal incelemeler i¢in intrakardiyak kan ve testis doku ornekleri
alindi. Kan ornekleri santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Alinan testis doku 6rneklerinin
de sag ve sol olmak iizere agirliklar1 6lgiildii ve 1s1k mikroskobik incelemeler i¢in %
10'luk nétral tamponlu formaldehit soliisyonlarina alindi. Biyokimyasal incelemeler i¢in

alinan testis doku ornekleri -80 ° C'de donduruldu.

3.2. Isik Mikroskobik Teknik

Formaldehit ile tespit edilen testis doku 6rnekleri 48 saatlik tespit siiresi sonunda
Tissue-TEK VIP/ SAKURA otomatik doku takip cihazinda asagidaki protokole gore
doku takip  basamaklarindan gegirildi.

1- % 10 formalin 40 dk
2- % 10 formalin 40 dk
3- %80 alkol 1 saat
4- %96 alkol 1 saat
5- %96 alkol 1 saat
6- Absolii alkol 1 saat
7- Absolii alkol 1 saat
8- Ksilen 1 saat
9- Ksilen 1 saat
10-  Ksilen 1 saat
11-  Parafin| 1 saat
12-  Parafin Il 1 saat
13- Parafin | 1 saat
14-  Parafin | 1 saat

Doku takip iglemleri tamamlanan testis doku 6rnekleri parafin bloklara gomiildii.
Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Hazirlanan kesitlere Hematoksilen-eosin  (H&E), Periodic acid-Schiff (PAS),
immunohistokimyasal olarak Caspaz-9 (P10, H-83, Santa Cruse Biotechnology-7885),
Antibady-Dicer (rabbit DICER1, Biont-YID1719), Antibady-Drosha (rabbit Drosha
Polyclonal Antibody, Biont-YID5391) ve Antibady-AhR (rabbit Aryl Hydrocarbon
Receptor, Biont-Y1D0444) boyama yontemleri uygulandi.
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3.2.1. MAYERS'in Hematoxylen- Eozin Metodu

Doku orneklerinden kesitlere otomatik boya cihazi (Leica Autostainer XL) ile
asagidaki protokole gére H&E boyamasi uygulandi. Alindiktan sonra kesitler etiivde
bekletilerek parafinin erimesi saglandiktan sonra asagidaki siralandigi sekilde H&E

boyamasi uygulandi.

1- Inkiibasyon 1 saat 60 °C

2- Ksilen 5 dakika x 3 defa
3- %96 alkol 3 dakika x 2 defa
4- Absoli alkol 3 dakika x 2 defa

5- ¢esme suyunda yitkama 5 dakika
6- Mayer’s Hematoxylen 10 dakika

7- Cesme suyu 5 dakika x 3 defa
8- Eosin 2 dakika

9- %96 alkol 3 dakika x 2 defa
10- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa
11- Ksilen 5 dakika x 3 defa

Bu islemler uygulandiktan sonra lamlarin iizerine entellan damlatilarak lamel ile

kapatildi.

3.2.2. Periyodik Asit- Schiff (PAS) Boya Metodu

Doku orneklerinden kesitler alindiktan sonra kesitler 1 saat etiivde bekletilerek

parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile asagidaki boya metodu

uygulanda.

1- Ksilen 5 dakika x 3 defa
2- %80 alkol 3 dakika

3- %96 alkol 3 dakika x 2 defa
4- Absolii alkol 3 dakika x 2 defa
5- Cesme suyu 5 dakika

6- Periyodik asit 5 dakika

7- Distile suda yikama 5 dakika

8- Schiff soliisyonu 15 dakika

9- Cesme suyunda yikama 10 dakika

10- Hematoxylen 5 dakika
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11- Cesme suyunda yikama 5 dakika

12- %96 alkol 3 dakika x 2 defa
13- Absolu alkol 3 dakika x 2 defa
14- Ksilen 5 dakika x 3 defa

Boyama islemleri sonunda kesitler lamel ile kapatilmistir.

3.2.3. Immunohistokimyasal Boyama

Testis dokularindan alinan 5 pm'lik kesitler, immunohistokimyasal boyama i¢in

polizin kapli lamlar iizerine alind.

Xylol | 5 dakika
Xylol 11 5 dakika
Xylol 111 5 dakika
%200 alkol 3 dakika
%396 alkol 3 dakika
%80 alkol 3 dakika
Distile su 5 dakika
Antijen Retrieval Asamas 15 dakika
Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
Distile su 5 dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
H202 (Hidrojen Peroksit) Asamasi 10 dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
Protein Bloke Asamasi (Siiper Blok) 5 dakika
Primer Antikor Asamasi 2 saat
PBS (Phosphate Buffered Saline) 2x5 dakika
Sekonder Antikor 10 dakika
PBS (Phosphate Buffered Saline) 2x5 dakika
Streptavadin Peroksidaz (HRP) Asamas1 10 dakika
AEC Kromojen Asamasi 10 dakika
BS (Phosphate Buffered Saline) 5 dakika
Distile su 5 dakika
Mayers Hematoksilen 40 sn
Cesme Suyu 5 dakika
Distile Su 5 dakika
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Aqueous mount ile kapatma

Boyanan testis kesitleri Leica 280 1s1k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii
Analiz Sistemi (Leica Microsystems Imaging Solutions, Cambridge, UK) ile analiz
sisteminde incelenerek, fotograflar alindi. Ayrica seminifer tiibiil ¢ap oOlglimii,
germinatif epitel kalinligi ve hasar parametreleri (hiicre debrisi, konjesyon, dejenere

tiibiil saglam tiibiil) skorlandi.

3.3. Testis Hasar Skorlama Y éntemi

Hematoksilen-eosin ile boyanan kesitlerde her gruplara ait preparatlarda rastgele
10 farkli alanda, transvers kesit diizleminde 100 adet seminifer tiibiil degerlendirilerek
X20'lik biiyiitmede, ortalama seminifer tiibiil ¢api, seminifer tiibiillerde ortalama
germinal epitel kalinlig1 6lgiildii. Ayrica her preparatta 100 adet seminifer tiibiilde
X10'luk objektif biiyiitmede Johnson Skoru belirlendi (65). Immunohistokimyasal
boyama uygulanan preparatlarda kolormetrik olarak gozlenen immunreaktivite
pozitifligi semikantitatif olarak 0 ile 3 arasinda (0; boyanma yok, 1; hafif derecede
boyanma, 2; orta derecede boyanma, 3; kuvvetli boyanma) derecelendirildi. Testis
agirlik indeksi (TAI) hesaplamas: ise deneyin son giinii 6lciilen viicut agirliklari ile ayni
hayvana ait sag ve sol testis agirliklar1 toplam1 asagidaki formiile gore hesaplanarak her
bir hayvan icin TAI degerleri belirlendi (66).

TAI: [(sag+sol testis agirliklar1 toplami)/viicut agirliklar1] x 100

Tablo 3.1. Johnson Skorlama Tablosu

Skor 1 Seminifer tiibiillerde hiicre yok

Skor 2 Germ hiicreleri yok, sadece Sertoli hiicreleri var.

Skor 3 Var olan tek germ hiicresi spermatogonyumlardir.

Skor 4 Spermatozoa veya spermatid yok, 5’ten az spermatosit var.
Skor 5 Spermatozoa veya spermatid yok; ancak spermatositler var.
Skor 6 Spermatozoa yok, 10’dan az spermatid mevcut.

Skor 7 Bol spermatid mevcut; ancak spermatozoa yok.

Skor 8 Germinal epitel ¢ok sirali, ancak liimende 10' dan az sayida spermatozoa var.

Skor 9 Germinal epitel ¢ok sirali, ancak disorganize gOriiniim, liimende
obliterasyona yol agan hiicre dokiilmesi var.

Skor 10  Cok sirali, bol spermatozoa ve santralde agik liimenler igeren tiibiiller var.
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3.4. Biyoistatistik Yontem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir.
Skor verileri ve normal dagilim gostermeyen veriler medyan, minimum ve maksimum
degerler ile gosterilmistir. Karsilagtirmalarda Kruskal-Wallis testi ve sonrasinda
Conover ikili karsilagtirma yontemi uygulandi. Normal dagilim gosteren sayisal veriler
ortalama ve standart sapma ile 6zetlenmis ve karsilastirmada tek yonlii varyans analizi

kullanildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edildi.

3.5. Biyokimya Y ontemi

Deney sirasinda alinan kan ornekleri 1000 x g de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlara ayrildi. Tam kandan elde edilen serum 6rnekleri ¢alisma giiniine kadar -80 °©
C'de muhafaza edildi. Serumlarda; Testesteron, Progesteron ve Estradiol (E2) ticari
ELISA kitlerinden (HTA Co., Ltd, Shenzhen Larewen biomedical engineering
technology Co., Ltd, Peking Kemei biothchnology Co., Ltd, respectively) Kkit
prosediirlerine uygun olarak ELISA yontemi ile Synergy H1 Microplate Reader'da
calisild.
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4. BULGULAR

4.1. TCDD'nin Sican Viicut Agirhiklarma Etkisi

4.1.1. Viicut Ilk ve Son Agirliklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda gruplar kendi arasinda viicut son agirlik yoOniinden
kiyaslandiginda TCDD grubundaki (285,13+19,76) sicanlarin viicut agirhiklarinin
kontrol (376,00+26,12), misir yag1 (367,88+17,00), Thymoquinone (381,50+26,73) ve
TQ+TCDD (355,38+27,38) gruplarindaki siganlarin viicut agirliklarina gére daha diisiik
oldugu belirlendi. Gruplar kendi iglerinde ilk ve son agirlik yoniinden
degerlendirildiklerinde ise kontrol, misir yagi gruplarinda deney dncesi ve sonrasi viicut
agirliginda anlamlh fark goriilmedi. TQ grubunda viicut son agirliginda anlaml artis,
TCDD+TQ ve TCDD grubunda ise viicut ilk ve son agirliginda ise anlamli azalis
oldugu tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Grup Igi ilk Ve Son Agirlik Farklarinin Degerlendirilmesi. a,b,c: Farkli

harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar

Gruplar Viicut Ik Agirhk Viicut Son
(Ort+ std. sapma) Agirhk p
(Ort+ std. sapma)

Kontrol 365,63+21,45%¢ 376,00+ 26,122 0,259
M. Yag 347,38+10,85 2 367,88+17,002 0,013
TQ 295,75+31,52 P 381,50+26,73%  <0,001
TCDD 379,50+18,57 © 285,13+19,76 ®  <0,001
TQ+TCDD 376,25+21,99 ¢ 355,38+27,382 0,179
p <0,001 <0,001

4.1.2. Viicut Ortalama Agirhik Farkinin Degerlendirilmesi

Deneyin sonunda tiim gruplar kendi arasinda ortalama agirhik farki yoniinden
degerlendirildi. Kontrol grubu (10,37 23,90) ve musir yagt grubu (20,50+ 17,51)
arasinda ortalama agirlik farki bakimindan istatiksel olarak anlaml fark goriilmedi. TQ
grubunda (85,75+ 21,17) ise deney baslangici ve deney sonundaki ortalama agirlik
farki istatiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol ve misir yagi gruplarindaki ortamala

agirhik farklari TQ grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
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bulunmustur. Ancak TCDD (-94,38 £27,24) ve TCDD+ TQ (-20,88 £39,54) gruplarinda
deney baslangic1 ve sonundaki ortalama agirlik farklar disiik bulundu. TCDD ve
TQ+TCDD gruplar1 ortalama agirlik farki bakimindan kontrol, misir yagi ve TQ
gruplarina gore istatistiksel diizeyde anlaml diisiis tespit edildi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Hayvan agirliklarinin gruplara gore dagilimi, a,b,c,d: Farkli harfleri tasiyan

gruplar arasindaki farkliliklar

Viicut Agirh@: (sonra-once) p

Gruplar (Ort+ std. sapma)

Kontrol 10,37+ 23,90 24

M. Yag 20,50+ 17,512

TQ 85,75+ 21,17° <0,001
TCDD -94,38 +27,24°

TCDD+TQ -20,88 +39,54¢

500

400 T
300 - T -
200 - W Viicut ilk Agirlik
| Viicut Son Agirlik
10 Ort Fark
o M M

Kontrol M.Yagi  TQ TCDD TQ+
100 I TCDD

—h

Viicut Agirhigi (gr)

-200

Sekil 4.1. Hayvan agirliklarinin gruplara gore dagilimi

4.2. TCDD'nin Sican Testis Agirhiklarina Etkisi

Gruplar arasinda sag ve sol testis agirligr 6l¢timleri agisindan istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05).
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Tablo 4.3. Testis Agirliklarinin Gruplara Goére Dagilimi

Gruplar Sag testis Agirhk  Sol testis Agirhk
(Ort+ std. sapma)  (Ort+ std. sapma)

Kontrol 1,54+ 0,20 1,69+ 0,22

M. Yagi 1,45+ 0,43 1,50+ 0,41

TQ 1,52+ 0,34 1,52+ 0,27

TCDD 1,48+ 0,18 1,39+ 0,24

TQ+TCDD  1,58+0,33 1,67+ 0,41

p 0,934 0,308

4.2.1. TCDD'nin Sican Testis Agirhk Indeksine Etkisi

Gruplar arasinda testis agirlik indeksi agisindan istatistiksel olarak herhangi bir

fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.4. Gruplar Arasinda TAI Degerlendirilmesi

Gruplar Median Minimum Maxi

mum

Kontrol 0,88 0,66 1,01

M. Yagi 0,85 0,27 0,98
TQ 0,83 0,40 1,05 0,132

TCDD 1,02 0,71 1,21

TQ+ TCDD 0,83 0,72 1,54

4.3. Histolojik Bulgular

4.3.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik olarak tiim deney gruplarini olusturan sicanlarin testis
kesitlerinin histolojik ve histomorfometrik degerlendirilmesi i¢cin H-E ve PAS

boyamalari uygulandi.

4.3.2. Kontrol Grubu Isik Mikroskobik Bulgular:

Kontrol grubunu olusturan si¢anlarin H&E ile boyanmig testis kesitleri 11k
mikroskobik incelemede normal histolojik yapida izlendi. Seminifer tiibillerin transvers

kesitleri dairesel/oval sekilli ve ¢aplari birbirine yakin olarak gozlendi (Tablo 4.7).
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Seminifer tibil duvarmi doseyen germinatif epitel hiicrelerinin seminifer tiibiil
bazalinden liimenine dogru diizgiin ve normal tabakalanma gosterdigi izlendi (Tablo
4.8, Sekil 4.2). Sertoli hiicreleri oldukg¢a diizgiin ve bazal membran {izerine yerlesmisti.
Spermatogonyumlar bazal membranin hemen {izerinde oturmus, koyu nukleuslu olarak
gozlendi. Primer spermatositler belirgin niikleuslari, genis sitoplazmalar1 ve
spermatogenik seri hiicreleri iginde en biiyiik hiicre olma 6zelliklerinden dolay1 kolayca
ayirt edilebildi. Seminifer epitelin liimene yakin tabakalarinda farkli gelisim
asamalarinda spermatidler izlendi. Erken spermatitler dairesel/oval sekilli, geg
spermatitler uzamis, bas kisimlari seminifer epitel icerisinde, kuyruk kisimlari ise
limene yonelmis olarak konumlanmist1 (Sekil 4.3). PAS boyanmis preparatlarda ise
bazal membranin normal kalinlikta ve tiibiilii diizgiin sekilde sarmakta oldugu,
interstisyel alanda poligonal sekilli ve eozinofilik sitoplazmali Leydig hiicrelerinin, bag
doku hiicrelerinin ve kan damarlarinin normal histolojik yapida oldugu gozlendi (Sekil

4.4).

Ay A
“ﬂ*:"?-fg ‘k'»fi_:‘j; Mde ¥

Sekil 4.2. Kontrol grubu: Daire/oval yapida ve ¢aplarinin birbirine yakin seminifer

tiibiil, spermatogenik seri hiicreler ve interstisyel alan. H-E; x20
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Sekil 4.3. Kontrol grubu: Seminifer tiibiillerde germ hiicreleri spermatogongum

(Q), primer spermatosit (®), sertoli hiicreleri (), uzamis spermatid (§), interstisyel
alan ve bu alandaki Leydig hiicreleri (4 ) H-E; x40

_
»

\
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4.3.3. Misir Yag1 Grubu Isik Mikroskobik Bulgular:

Misir yagi grubuna ait sigan testis Kesitlerinin 1sik mikroskobik incelemesinde,
seminifer tiibiil ve tiibilillerin arasini dolduran interstisyel bag doku alani kontrol
grubuna benzer yapida goriildi (Sekil 4.5). Seminifer tiibiil epitelini olusturan germ
hiicreleri bazalden limene dogru sirasiyla spermatogonyumlar, primer spermatositler ve
spermatidler seklinde siralanmaktaydi. Bazal membran {izerine oturan Sertoli hiicreleri
normal yapida gdzlendi. Interstisyel alanda poligonal sekilli Leydig hiicreleri ve kan
damarlart normal histolojik yapida degerlendirildi (Sekil 4.6). PAS boyanmis
preparatlarda ise seminifer tibiilleri ¢evreleyen bazal membran diizgiin ve PAS(+)

boyanmis olarak normal yapida degerlendirildi (Sekil 4.7).

v

W g wBA G i’.".u;.r' T ted -
Sekil 4.5. Misir yagi grubu: Normal histolojik yapida seminifer tiibiiller ve duvarini

olusturan spermatogenik hiicreler. H-E; X20.
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Sekil 4.6. Misir yagi grubu: Normal histolojik yapida Sertoli hiicreleri ({}) ve

spermatogongumlar ( 4)interstisyel alandaki damar ve Leydig hiicreleri (= YH-E; X40.
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4.3.4. Thmoquinone Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

Sadece Thymoquinone verilmis olan si¢anlarin olusturdugu grubun H&E ile
boyanmis testis kesitlerinin 151k mikroskobik incelemelerinde, seminifer tiibiil yapisi ve
tiibiil duvarini olusturan germ hiicreleri kontrol ve misir yagi gruplarindakine benzer
sekilde normal histolojik yapida goriildi. Tibiillerin ¢ogunda liimeni dolduracak
sekilde, uzamis spermatidlerin kuyruklar1 ve spermatozoonlar izlendi. Sertoli hiicreleri
kontiirleri diizgiin, 6kromatik nukleuslu ve nukleoluslar1 belirgin olarak normal yapida
degerlendirildi. Interstisyum bag dokusu, kan damarlar1 ve Leydig hiicreleri normal
histolojik yapida olup, kontrol ve misir yagi grubuna benzerlik gostermekteydi (Sekil
4.8, 4.9). PAS boyamasi yapilan testis kesitlerinde ise bazal membranin seminifer
tiibiilleri kesintisiz olarak sarmis, belirgin sinirli ve diizgiin yapida oldugu goriildi
(Sekil 4.10).

Sekil 4.8. TQ grubu. H-E; X20
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4.3.5. TCDD Grubu Isik Mikroskobik Bulgular:

Sadece TCDD verilmis olan siganlarin olusturdugu grubun H&E ile boyanmis
testis Kkesitlerinin 151k mikroskobik degerlendirilmesinde transvers kesit diizlemindeki
seminifer tiibiillerin ¢cogunda farkli diizeylerde sekil deformasyonlar1 mevcut olup,
dairesel/oval sekli bozulmus ¢ok sayida seminifer tiibiil izlendi. Seminifer tiibiillerin
cogunda farkli derecelerde atrofi tespit edildi. Atrofik tiibiillerde tiibiil sekil bozuklugu
ve caplarinda daralma dikkati ¢ekti. Interstisyel bag doku alanlarinda édem mevcut
olup, bu alanlarda tiibiiller aras1 mesafenin genisledigi goriildii. Bu grupta histolojik
teknige bagli tiibiiller arasi1 ayrilma alanlarmin daha yogun ve daha genis olmasi
intersisyel bag dokusundaki zayiflamaya bagli oldugu yoniinde yorumlandi. Interstisyel
alanlarda vaskiiler konjesyon ve 6dem tespit edildi (Tablo 4.5, 4.7, Sekil 4.11).
Seminifer tiibiil duvar incelendiginde germ hiicre dejenerasyonu ve germ hiicrelerinin
dokiilmelerine bagli olarak germinatif epitel kalinliginda azalma, Sertoli ve
spermatojenik seri hiicreleri arasinda ayrilmalar ve seminifer epitel tabakasi igerisinde
genis bosluklar dikkati ¢ekti (Tablo 4.8). Bazi tiibiillerde seminifer tiibiil epitelindeki
dejenerasyona bagli olarak seminifer epiteli olusturan hiicrelerin taninmasi ve ayrimi
yapilamiyordu. Cok sayida tiibiil liimeninde, gelisimin farkli asamalarinda dejenere
olmus ve dokiilmiis germ hiicreleri ve hiicre debrisleri gortldi (Sekil 4.12). Bazi
seminifer tiibiillerde seminifer epitel igerisinde ¢ok nukleuslu dev hiicreler tespit edildi.
Bu dev hiicrelerin goriildiigi tiibiillerde spermatozoo yogunlugunun belirgin diizeyde
daha az oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.15). Odem iceren interstisye bag dokusu alanlarda
Leydig hiicrelerinin yogunlugunun azaldigi goriildi (Sekil 4.13, 4.14). PAS
boyamalarinda ise tiibiillerin etrafindaki bazal membranlarda diizensizlik, incelme ve

yer yer de bazal membran dejenerasyonu saptandi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.11. TCDD grubu Interstlsyel alanda vaskiiler kon]esyon (y1ld1z), dejenere
seminifer tiibiil sekli (oklar). H-E; X10

P g g.
SRS
Sekil 4.12. TCDD grubu: Dejenere olmus germ hiicrelerinin dokiilmesi nedeniyle tiibiil
limeninde hiicre debrisleri (oklar). H-E; X20
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Sekil 4.13. TCDD grubu Interstisyel alanda 6dem olusumu (ylldlz) spermatogenetik

seriyi olusturan hiicrelerin diizensiz yerlesimi gozlendi. H-E; X40

Sekil 4.14. TCDD grubu. H-E; X40
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Sekil 4.15. TCDD grubu. Birden fazla nukleusun kaynagmasiyla olusmus dev hiicreler
H-E; X40
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Sekil 4.16. TCDD grubu. PAS,X40
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4.3.6. TCDD +TQ Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

TCDD+TQ grubunu olusturan sigan testis Kesitlerinin 151k  mikroskobik
incelemelerinde, bazi tiibiillerde sekil deformasyonu goriilmekle birlikte, sikligi ve
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diizeyinin TCDD grubuna gore belirgin sekilde azaldigi tespit edildi. Seminifer epitelin
ve Spermatogenik hiicrelerin tiibiillerin ¢ogunda korundugu ve bu tiibiillerde
spermatogenezin devam ettigi gbzlendi. Bazi tiibiillerde seminifer epitel igerisinde
spermatogonyum- primer spermatosit seviyesinde ayrilma dikkati ¢cekti. Seminifer epitel
icerisinde hiicreler arasindaki ayrilma ve hiicre dokiilmesine bagli bosluklarin goriilme
sikligt ve biyiikligi azalmisti. Seminifer tiibiil duvarmi doseyen epiteldeki
spermatogenik hiicrelerin, spermatogenezin hangi asamasinda oldugu kolaylikla ayirt
edilebiliyordu. Tibiillerin ¢ogunun liimeninde ge¢ spermatitlere ait kuyruk yapilari ve
spermatozoonlar mevcuttu (Sekil 4.17, 4.18). Baz1 Tibiillerin limeninde hiicresel
debrisler izlendi, bunlarin goériilme sikligi ve miktarlari TCDD grubuna gore belirgin
sekilde azalmust1 (Sekil 4.19). Interstisyel alanda yer yer minimal diizeyde 6dem,
vaskiiler konjesyon tespit edildi (Tablo 4.5). interstisyel alanlarda Leydig hiicreleri
izlenmekte olup, genel olarak normal histolojik yapida degerlendirildi. Tiibiiller
arasindaki ayrilmalar yer yer minimal diizeyde goriildi (Sekil 4.20). PAS
boyamalarinda ise bazal membran yapilar1 kontrol grubuna benzer sekilde, diizgiin

yapida oldugu goriildii (Sekil 4.21).
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Sekil 4.19. TCDD+TQ grubu. seminifer tiibiil limeninde azalmis hiicre debrisleri (kalin

ok), kiigiilmiis ve azalmis vakuoller (ince ok). H-E,X20
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Sekil 4.20. TCDD +TQ grubu H-E, X40
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Tablo 4.5. Testikiiler Hasar Skoru

Grup Hiic.Debris Konjesyon Dejenerasyon Saglam Tiibiil
Kontrol 0(0-0)2 0(0-1)* 0(0-1)* 3(1-3)°
M.yagi 0(0-0)2 0(0-1)* 0(0-1)° 3(1-3)?

TQ 0(0-0)2 0(0-1)2 0(0-1)* 3(1-3)2
TCDD 1(0-3)° 2(1-3)®  3(0-3)° 1(0-2)°
TCDD+TQ 1(0-2)® 1(0-2)°¢ 2 (1-2)"° 2 (1-3)"
p-degeri  <0,001 <0,001 <0,001 0,001

Gruplar arasinda hasar parametreleri (hiicre debris, konjesyon,dejenerasyon)
bakimindan kontrol grubu [(H.Deb: 0 (0-0), Kon: 0 (0-1), Dej: 0 (0-1)] ile
karsilastirildiginda Misir yagi [(H.Deb: 0 (0-0), Kon: 0 (0-1), Dej: 0 (0-1)] ve TQ
[(H.Deb: 0 (0-0), Kon: 0 (0-1), Dej: 0 (0-1)] gruplarinda anlamli fark bulunmamustir.
TCDD grubunda [(H.Deb: 1 (0-3), Kon: 2 (1-3), Dej: 3 (0-3)] ise kontol grubuna goére
skor ortalamasi anlamli derecede artis, TCDD+TQ grubunda [(H.Deb: 1 (0-2), Kon: 1
(0-2), Dej: 2 (1-2)] ise, skor ortalamasi kontrol grubuna yakin olarak hesaplanmusitir.

Gruplar arasinda saglam tiibil bakimindan kontrol grubu [(3 (1-3)] ile
karsilastirildiginda Misir yagt [(3 (1-3)] ve TQ [(3 (1-3)] gruplarinda anlamli fark
bulunmamustir. TCDD grubunda [(1 (0-2)], kontol grubuna gore skor ortalamasi anlaml
derecede azalis, TCDD+TQ grubunda [(2 (1-3)] ise, kontrol grubuna yakin olarak

hesaplanmisitir.
4.4. Morfometrik Bulgular

4.4.1. Johnsen Skoru

Gruplar arasinda saglam tiibiil bakimindan kontrol grubu [9,18(8,77-9,74)] ile
karsilastirildiginda Misir yagi [9,22(8,12-9,87)] ve TQ [9,63(8,87-9,74)] gruplarinda
anlamli fark bulunmamistir. TCDD grubunda [4,72(4,31-6,23)], kontol grubuna goére
skor ortalamasi anlamli derecede azalis, TCDD+TQ grubunda [8,2(7,23-9,62)] ise,

kontrol grubuna yakin olarak hesaplanmisitir.
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Tablo 4.6. Johnsen Skor Degerleri

Gruplar Johnson skor P
Kontrol 9,18(8,77-9,74) 2
MY 9,22(8,12-9,87) 2
TQ 9,63(8,87-9,74) 2 <0,001
TCDD 4,72(4,31-6,23) b
TQ+TCDD 8,2(7,23-9,62) ¢
Johnson skor
12
10
8 4
6 4
m Johnson skor
4 4
2 i
0 T T T T T
Kontrol MY TQ TCDD TQ+TCDD

Sekil 4.22. Johnsen Skor Degerleri Grafigi

4.4.2. Seminifer Tiibiil Cap Ol¢iimleri

Tim gruplarin seminifer tiibiil ¢ap Olgtimlerine bakildiginda kontrol grubuna
(148,36 + 14,77) gore; MY (271,89+ 17,25), TQ (290,68+ 34,74), TCDD (267,24+
30,62) ve TCDD+TQ (293,77+ 18,92) gruplarinda seminifer tiibiil ¢aplarinda anlamh
bir artis bulundu.

Tablo 4.7. Tiim Gruplarin Seminifer Tiibiil Cap Ortalamalari

Gruplar Sem. tiibiil cap p
(Ort+ std. sapma)
Kontrol 148,36 + 14,77
M. Yag 271,89+ 17,25 °
TQ 290,68+ 34,74 <0,001
TCDD 267,24+ 30,62 °
TQ+TCDD 293,77+ 18,92 °
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Seminifer Tubul Capi

350

300
250
200
150 - W Sem. tlbil cap
100 -
50
0 -

Kontrol M. Yagi TCDD TQ+TCDD

Sekil 4.23. Seminifer Tiibiil Cap Olgiimleri Grafigi

4.4.3. Germinal Epitel Kalinlik Ol¢iimleri

Tim gruplarin germinal epitel kalinlik Ol¢iimlerine bakildiginda kontrol grubuna
(52,16+ 4,51) gore; MY (98,88« 7,49), TQ (100,19+ 4,97) ve TCDD+TQ (78,97+ 8,79)
gruplarinda germinal epitel kalinligi anlaml bir artis bulundu. Ancak kontrol ile
kiyaslandiginda germinal epitel kalinligt TCDD (66,55+ 17,11) grubunda artmis ancak

anlamli bulunmamustir.

Tablo 4.8. Tiim Gruplarin Germinal Epitel Kalinhk Ortalamalari

Gruplar Ger. epit.kalinhk p
(Ortx std. sapma)

Kontrol 52,16+4,512

M. Yagi 98,88+ 7,49 P

TQ 100,19+ 4,97 ° <0,001

TCDD 66,55+ 17,11 ¢

TQ+TCDD 78,97+ 8,79 ¢
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Germinal epitel kalinhgi
120
100
80
60 W Ger. epit.kalinhk
40
20
0 - T
Kontrol M. Yagi TCDD TQ+TCDD

Sekil 4.24. Germinal Epitel Kalinlik Olgiimleri

4.5. Immunohistokimyasal Bulgular

4.5.1. Caspas-9 Antikor Boyanmasi

Kontrol, Misir yagi ve TQ gruplarina ait testis kesitlerde immunohistokimyasal
Caspas-9 boyamalarinda benzer sekilde seminifer tiibiil epiteli bazal tabakasindaki ve
primer spermatosit seviyesindeki hiicrelerde diffiiz, zayif ve yer yer orta derece
yogunlukta Caspas-9 immunreaktivite pozitifligi saptand1 (Sekil 4.25, 4.26, 4.27).
TCDD grubuna ait testis kesitlerinin immunohistokimyasal Caspas-9 boyamalarinda,
seminifer tiibiil epitelinin tiim tabakalarindaki spermatogenik seri hiicrelerinde yogun
Caspas-9 mmunreaktivite pozitifligi belirlendi (Sekil 4,28). TCDD+TQ grubu testis
kesitlerinde immunohistokimyasal Caspas-9 boyamasi uygulanan preparatlarda
seminifer tiiblil epiteli bazal bolgesindeki spermatogonyumlarda ve yer yer pimer
spermatositlerde orta derece yogunlukta Caspas-9 immunreaktivite pozitifligi saptandi
(Sekil 4.29). Kontrol, Misir yag1 ve TQ gruplarina ait immunreaktivite pozitiflik
skorlar1 benzer olup, aralarinda istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (kont: 1(0-
2), m.y.: 1(0-2), TQ: 1(0-2)). TCDD grubu immunreaktivite skoru kontrol, misir yap1 ve
TQ gruplarindakinden yiiksek olup istatiksel olarak anlamli fark tespit edildi (TCDD:
3(2-3)). TCDD+TQ grubu immunohistokimyasal Caspas-9 immunreaktivite skoru
kontrol, misir yapt ve TQ gruplarindakinden yiiksek, TCDD grubundakinden ise
istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik tespit edildi (TCDD+TQ: 2(1-2)), (Tablo 4.9).
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Sekil 4.25. Kontrol grubu, caspas-9 aktivesi.

X20

Ey

Sekil 4.26. Misir

" Shed & A8 .

yagi grubu, caspas-9 aktivesi. X20
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Sekil 4.27. TQ grubu, caspas-9 aktivesi. X20
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Sekil 4.28. TCDD grubu, caspas-9 aktivesi. X20
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4.5.2. Dicer ve Drosha Antikor Boyanmasi

Kontrol, Misir yag1 ve TQ gruplarina ait testis kesitlerde immunohistokimyasal
Dicer ve Drosha boyamalarinda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin genelinde
sitoplazmik Dicer (+) ve drosha (+) immunreaktivitesi gozlendi. Bu gruplardaki Dicer
ve Drosha (+) immunreaktivite yogunluklarinin benzer sekilde orta derece yogukluk ve
siddette oldugu gozlendi (Sekil 4.30, 4.31, 4.32, 4.35, 4.36, 4.37). TCDD gruba ait
kesitlerde immunohistokimyasal Dicer ve Drosha immunreaktivite pozitifligi genel
olarak diisiik yogunluk ve yaygmlikta olup yer yer orta diizeyde immunreaktivite
pozitifligi saptand1 (Sekil 4.33, 4.38). TCDD+TQ grubu immunohistokimyasal Dicer ve
Drosha boyamalarinda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde genel olarak orta derece
yogunluk ve siddette Dicer ve Drosha immunreaktivite pozitifligi (Sekil 4.34, 4.39)
saptand1. Kontrol, Misir yagi ve TQ gruplarina ait immunreaktivite pozitiflik skorlari
benzer olup, aralarinda istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (kont dicer: 2(1-2),
dros: 2(1-2), MY dicer: 2(2-3), dros: 2(1-2), TQ dicer: 2(2-2), dros: 2(2-2)). TCDD
grubu immunreaktivite skoru kontrol, misir yap1 ve TQ gruplarindakinden diisiik olup
istatiksel olarak anlamli fark tespit edildi (TCDD dicer: 1(0-1), dros: 1(0-1)).
TCDD+TQ grubu immunohistokimyasal Dicer ve Drosha immunreaktivite skoru

kontrol, misir yap1 ve TQ gruplarindakinden diisilk, TCDD grubundakinden ise

53



istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (TCDD+TQ dicer: 1(1-2), dros:

1(1-2)), (Tablo 4.9).

N 2208 LR e
Sekil 4.30. Kontrol grubu Dicer aktivesi. X40
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Sekil 4.31. Misir yagi grubu. Dicer aktivesi, (0k). X40
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Sekil 4.35. Kontrol grubu: Drosha aktivesi. X40
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Sekil 4.37. TQ
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Sekil 4.38. TCDD grubu: Drosha aktivesi. X40
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Sekil 4.39. TCDD+TQ grubu: Drosha aktivesi. X40

4.5.3. Aril Hidrokarbon Reseptor Antikor Boyanmasi

Kontrol, Misir yagi ve TQ gruplarina ait testis kesitlerde immunohistokimyasal

Ahr boyamalarinda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinin genelinde sitoplazmik Ahr (+)
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immunreaktivitesi gozlendi. Bu gruplardaki Ahr (+) immunreaktivite yogunluklarinin
benzer sekilde orta derece yogukluk ve siddette oldugu gozlendi (Sekil 4.40, 4.41,
4.42). TCDD gruba ait kesitlerde immunohistokimyasal Ahr immunreaktivite pozitifligi
genel olarak yiliksek yogunluk ve yayginlikta olup yer yer orta diizeyde immunreaktivite
pozitifligi (Sekil 4.43) saptandi. TCDD+TQ grubu immunohistokimyasal Ahr
boyamalarinda seminifer tiibiil epitel hiicrelerinde genel olarak orta derece yogunluk ve
siddette Ahr immunreaktivite pozitifligi (Sekil 4.44) saptandi. Kontrol, Misir yag1 ve
TQ gruplarina ait immunreaktivite pozitiflik skorlar1 benzer olup, aralarinda istatiksel
olarak anlamli fark tespit edilmedi (kont Ahr: 1(0-2), MY ahr: 1(0-2), TQ ahr: 1(0-2)).
TCDD grubu immunreaktivite skoru kontrol, misir yapt ve TQ gruplarindakinden
yiiksek olup istatiksel olarak anlamli fark tespit edildi (TCDD Ahr: 3(2-3) ). TCDD+TQ
grubu immunohistokimyasal Ahr immunreaktivite skoru kontrol, misir yapt ve TQ
gruplarindakinden yiiksek, TCDD grubundakinden ise istatiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik tespit edildi (TCDD+TQ Ahr: 2(1-2)). (Tablo 4.9).

e} A AR Y L T

Sekil 4.40. Kontrol grubu, AhR aktivesi. X40
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Sekil 4.43. TCDD grubu, AhR aktivesi. X40

Sekil 4.44. TCDD+TQ grubu, AHR aktivesi. X40



Tablo 4.9. Antikor Boyanma Yogunlugu Skor Degerlendirilmesi

Kontrol MY TQ TCDD  TQ+TCDD p
Caspas 1(0-2)® 1(0-2)® 1(0-2)3¢ 3(2-3)® 2(1-2)¢ <0,001
Ahr  1(0-2)* 1(0-2)* 1(0-2)® 3(2-3)® 2(1-2)°® <0,001
Dicer 2(1-2)34 2(2-3)® 2(2-2)** 1(0-1)¢ 1(1-2)¢ <0,001
Drosha 2(1-2)2¢ 2(1-2)3¢ 2(2-2)* 1(0-1)® 1(1-2)¢ <0,001

4.6. Biyokimyasal Bulgular

Tiim gruplara ait kan serumlarinda estradiol, progesteron ve testosteron diizeyleri
belirlendi. Kontrol ve misir yagi gruplar ile karsilastirildiginda estradiol (E2) hormonu
TCDD grubunda oldukga yiiksek, TQ grubunda ise oldukca diisiik diizeyde ancak
TCDD + TQ grubunda ise TQ grubundan yiiksek ancak kontrol ve misir yagi gruplarina
gore diigiik diizeyde belirlenmistir. Kontrol ve misir yagi gruplart ile karsilastirildiginda
progesteron ve testosteron hormonlarti TCDD grubunda olduk¢a disik, TQ
uygulanmasi ile bu hormonlarin diizeyleri artmis ancak kontrol ve misir yagina gore

diisiik diizeyde belirlenmistir. TQ grubunda ise olduk¢a yiiksek diizeyde Ol¢iilmiistiir
(Sekil 56, Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Hormon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Gruplar

Estradiol(E2) ng/L

Progesteron ng/mL

Testosteron nmol/L

Kontrol

My

TQ

TCDD
TCDD + TQ
p

459,41(451,11-463) ®
457,01(356,31-463) ®
346,54(324,76-359,79)"
533,21(516,98-559,94)°
414,94(402,8-419,19) ¢
<0,001

290,25(285,93-305,52)
294,99(281,34-303,23)
384,36(363,88-403,94) °
215,58(201,35-223,92) ©
250,57(244,92-265,13) ¢
<0,001

59,84(58,28-60,51)
59,75(58,23-61,64) *
78,35(74,21-79,83)°
39,67(36,53-42,37)°
56,85(52,69-62,42) d
<0,001
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500

400 -
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W Progesteron ng/mL

W Testosteron nmol/L

Kontrol

my TQ TCDD TCDD +7Q

Sekil 4.45. Hormon Diizeyleri Grafigi
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5. TARTISMA

Gelisen endiistri ve sanayi ile birlikte ¢evresel kirleticilerin de hizla artmasi ve
bunlara maruz kalinmasi gliniimiiz sartlarinda kaginilmaz olmustur. Bilingsiz yakma
islemleri ve fosil yakitlarin eksik yanmasi gibi islemlerle olusan yiiksek derecede toksik
cevresel kirleticiler olan dioksinler, basta kanser, bagisiklik sistemi ve endokrin sistem
fonksiyonlarmin bozulmasi gibi bir dizi olumsuz etkilere sahiptir (33). Bu dioksin
bilesiklerinin i¢inde en toksik olani ise TCDD'dir. Suda ¢6ziinmeyen ve ¢evremizde
uzun yillar kararli olarak kalan bu toksik madde kolayca besin zincirine de girerek insan
ve hayvanlarin yag dokularinda kolayca ¢oziinerek birikir. TCDD’nin maruziyeti ve
dokularda birikmesi bir¢ok sistemle iligkili nemli saglik problemlerine yol agar (1, 2).
Glniimiizde TCDD ve diger toksik ve zararli maddelerin olumsuz etkilerinden hem
korunmak hem de tedavi amagh bitkisel ilag ve besin takviyeleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle {ireme sistemi fonksiyon bozukluklar1 ve yetersizlikleri igin
kullanilan bazi kimyasal ilaglarin yetersiz etkinlikleri ve yan etkileri nedeniyle yeni
dogal kaynakli madde ve molekiillere olan ilgi son yillarda giderek artmaktadir. Bu
molekiillerin 6zellikle antioksidan etkilerinin spermatogenez, stereidogenez ve normal
sperm morfolojisini destekleyici oldugu bilinmektedir. Yeterli miktarlarda dogal
antioksidan destegi, iireme sistemi fonksiyonlar1 {iizerine zararli etkilere neden
olabilecek TCDD gibi bir takim toksik ajanlarin etkenlerini engelleme ve azaltma
yoniinde faydalidir. Bu sekilde spermatogenez siirecindeki spermatogenik seri
hiicrelerinin genetik materyalini oksidatif stres hasarindan koruyabilir ve fertilizasyon
kapasitesini arttirabilir. Son yillarda Nigella sativa anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-
kanser, anti-mikrobiyal ve immiino-modiilator etkiler dahil olmak {izere bir¢ok yararl
terapotik etkileri ile on plana ¢ikmis bir bitkidir (67). Nigella sativa'nin bu etkin
farmakolojik ve biyolojik ozellikleri igerigindeki baslica etken maddesi olan
Thymoquinon’a baghdir. Thymoquinon'un {ireme sisteminde antioksidan ve
antiinflamatuar etki gostererek testis ve diger lireme organlarinda iyilestirici etkiler
gosterdigi birgok calismada gosterilmistir (49, 68, 69, 70).

Calismamizda TCDD’nin testis dokusunda toksik etkilerine karst TQ’un
etkinliginin histolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal yontemlere arastirmayi
amacladik. TCDD’nin viicut ve organ agirliklarinda kayba neden oldugunu gdsteren
calismalar mevcuttur (71, 72). Bir tiir i¢inde iireme organlari ve viicut agirliklarinin

degerleri belirli sinirlar iginde stabildir. Dolayisiyla testis ve viicut agirliklarinda
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herhangi bir azalma ya da artig bize testis fonksiyonu ve genel saglik konusunda
anormal bir durumu isaret edebilir. Calismamizda viicut agirliklarini inceledigimizde,
kontrol ve misir yag1 gruplarina gére TQ grubunda ortalama viicut agirlik farklarinin
arttigini, ancak TCDD uygulanmis grupta ise ortalama viicut agirlik farklarinin kontrol
grubuna gore oldukca distligli tespit edildi. TCDD+TQ grubunda bu agirlik kaybi
farkinin azaldigi saptandi. TCDD uygulamasi sicanlarda gastrointestinal sistemi
etkileyerek beslenme bozukluguna ve yetersizligine neden olmus olabilir. Calismamizda
TCDD'nin testis agirliklari lizerine etkisini belirlemek icin sag ve sol testis agirliklar
olgiildii ve testis agirlik indeksi (TAI) hesaplandi. Bulgularimizda testis agirhik
Olgtimleri sonucuna gére TCDD (sag:1,48+ 0,18, sol:1,39+ 0,24) grubunda sag ve sol
testis agirliklarinin kontrol grubuna goére azaldigi, TQ (sag:1,52+ 0,34, sol:1,52+ 0,27)
grubunda ise kontrol (sag:1,54+ 0,20, sol:1,69+ 0,22) ve misir yag1 (sag:1,45+ 0,43,
sol:1,50+ 0,41) gruplart ile benzer oldugunu tespit ettik. Ancak testis agirliklar
acisindan gruplar arasi karsilagtirmada istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
TCDD+ TQ grubu (sag:1,58+ 0,33 sol:1,67+ 0,41) testis agirliklart ile TCDD ve diger
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir. Testis agirlik indeksi;

TAI: [(sag+sol testis agirliklar: toplami)/viicut agirhklari]x100 degerleri agisindan

TCDD grubunda artis olmakla birlikte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde fark tespit edilmemistir. Bu sonuca gére TCDD grubundaki istatiksel olarak
anlamli diizeyde olmamakla birlikte TAI’nin artig1 siganlarin son viicut agirliklarindaki
azalmaya bagli olarak ortaya ¢ikmis olarak olabilir. Ju-Han Lee ve arkadaslar1 Sprague-
Dawley cinsi erkek ratlarda 1 aylik siiren deneysel caligmalarinda haftada bir kez
TCDD uygulamasi yapilan grupta kontrol grubuna gére viicut agirliklarinin oldukca
diisiik oldugunu bildirmislerdir (71). Jong- soon ve arkadaglart TCDD'nin testikiiler
dokulardaki hasarlarini arastirmak i¢in 4 hafta boyunca TCDD (50ug/kg) uygulanmis
ratlarin kontrol grubuna gore testis (%53.9) ve viicut agirliklarinin (%65.2) oldukga
azaldigini bildirmislerdir (72). Zohra Ghlissi ve arkadaslar1 ise deneysel olarak diyabet
olusturulmus siganlarin iireme sistemine Nigella sativa'nin etkisini arastirmak igin 30
giin sonunda viicut ve testis agirliklarinin diyabetik gruba gore arttigini sdylemisler. Bu
durumu ise tohumun icindeki testosteron artisini saglayan magnezyum, protein, A,B,C
vitaminleri, alkoloidlere bagli oldugunu bildirmislerdir (73). Rahmatollah ve
arkadaglarmin yaptig1 bir ¢caligma da ise Nigella sativa tohumunun alkollii ekstratinin
fertilite potansiyeli iizerindeki arttirici etkilerini arastirmak i¢in siganlara 2 ay boyunca

200 ve 400 mg/kg olmak iizere iki farkli doz uygulamislar ve deney sonunda viicut
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agirhiklarinda farklilik olmadigini ancak 400 mg/kg verilen grupta testosteron ve
androjenlerin artigina bagli olarak testisteki somatik ve germinal hiicrelerin say1 ve
fonksiyonunun artmasina bdylece s6z konusu grupta testis agirliklarinin arttigini
sOylemislerdir (74). Bir baska ¢alisma da ise erkek Sprague Dawley tiirii siganlarda 1
ay boyunca nigella sativa yagimin (250 mg/kg), sodyum valproate (SV) toksik
maddesinin neden oldugu testis toksisitesine karsi koruyu etkilerini arastirmislar ve
testis agirliklarinin SV grubuna gore arttigini gostermisler ve sebebini ise N. sativa' nin
icerigindeki TQ'un direkt sitoprotektif etkisi ve/veya indirekt antioksidant ve androjen
benzeri aktivitesine bagli oldugunu bildirmislerdir (75). Calismamizda elde ettigimiz
viicut agirliklart degisimi literatiir bilgisi ile benzer oldugu goriilmektedir.

Gruplara ait histolojik kesitlerde seminifer tiibiillerdeki spermatogenez
aktiviteleri ve hasar bulgularini degerlendirmek icin Johnson Skoru degerlerini
belirledik. Kontrol, misir yagi, ve TQ gruplar1 Johnson skor degerleri benzer olup
aralarinda istatiksel olarak anlamli diizeyde fark saptanmamistir (kont: 9,18(8,77-9,74),
MY: 9,22(8,12-9,87), TQ: 9,63(8,87-9,74), TCDD: 4,72(4,31-6,23), TCDD+TQ:
8,2(7,23-9,62)). TCDD grubunda ise Johnson skor degerinin diger tiim gruplara gore
istatiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir. TCDD+TQ grubu Johnson skor
degerinin TCDD grubundan istatiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek olmakla birlikte
kontrol, misir yagi, ve TQ gruplarina gore de istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglara gore TCDD’nin seminifer tiibiillerde
spermatogenezin tiim asamalarinda seminifer tiibiill epitel hiicrelerinde ve
spermatozoonlarda hasara, gelisimlerinin ve sayilarinin azalmasina neden olmustur.
TCDD spermatogenezin tiim asamalarinda hiicre hasarina neden olmakta ve hiicre
boliinmesini olumsuz etkilemektedir. Jong- soon ve arkadaslart TCDD'nin testikiiler
dokulardaki hasarlarini arastirmak i¢in 4 hafta boyunca TCDD (50ug/kg) uygulanmis
ratlarda johnsen skoru, seminifer tiibiil ¢ap1 ve sperm igeren tiibiil oranlarinin kontrol
grubuna gore olduke¢a diisiik oldugunu bildirmislerdir (72). Yapilan bir¢ok c¢alismada
testikiiler hasara kars1 TQ'un testikiiler hasar1 iyilestirdigi ve koruyucu etkileri oldugu
bildirilmistir. Gokg¢e ve arkadaslart C57B2/6 tiirli farelerde 4 giin boyunca metatreksat
uygulamasimin neden oldugu seminifer tiibil c¢apindaki daralma, etkilenmis
spermatojenik hiicrelerde hasar, interstisyel alanda 6dem ve dilatasyona karst TQ
uygulamasinin tiim histolojik hasar parametrelerinde farkli derecelerde iyilesme
sagladigin1 vurgulanmistir (76). Ayn sekilde Hala ve arkadaslart da N. sativa' nin (250
mg/kg) icerigindeki TQ'a bagli olarak Sprague Dawley tiirii siganlarda sodyum
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valproate (SV) toksik maddesinin neden oldugu histolojik testikiiler hasarlarin
azaldigini sdoylemislerdir (75).

Calismamizin TCDD grubunda histolojik incelemelerde bazi seminifer tiibiillerin
liimenlerinde dev hiicrelere rastladik. Bu dev hiicrelerin goériinmesiyle ilgili olarak,
Rotter ve arkadaslar1 ¢alismalarinda DNA tamir mekanizmalarinda gorev alan P53
genini daha az ifade eden transgenik fareler kullanmislar ve genin ifadesindeki
azalmaya baglh olarak dev hiicrelerin olustugunu vurgulamislardir. Arastirmacilar
transgenik farelerde dev hiicre olusumunun mekanizmasini iki sekilde agiklamislardir.
[lk mekanizma, dev hiicrelerin 4N primer spermatositlerin mayoz béliinme sirasinda
haploid sperm hiicreleri iiretememesinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Haploid
spermatositleri tiretemediklerinden primer spermatositler bir kez daha DNA'larini
esleyerek cok cekirdekli dev hiicreler olusturmuslardir. Ikinci mekanizma ise
spermatositler arasi sitoplazmik baglantilarin kopmamasi ve bu baglantilarin daha ¢ok
genislemesiyle biiyiikk hiicre gruplarmin dev hiicrelere dontismesidir (77). Yapilan
calismalarda TQ'un apoptoz mekanizmalarint indiiklemek i¢in P53  geninin
ekspresyonunu arttirdigi  bildirilmistir  (78). Calismamizda TQ ve TQ+TCDD
gruplarinda apopitozun azaldigini tespit ettik. Bu durumda deney siiresi 30 giin olan
calismamizda primer spermatositlerin diizgiin mayoz boliinme gecirebilmesi igin TQ
yeterli doz ve siirede verilmemis olabilir. Ayrica bu dev hiicreleri seminifer tiibiil
limeninde (spermatitlerin arasinda ve/veya iizerinde) gordiigiimiizden Rotter ve
arkadaslarinin da belittigi gibi spermatositler aras1 sitoplazmik baglantilarin kopmamasi
ve buna bagli olarak biiyiik hiicre gruplarinin olusmasi dev hiicreler olusmasinda
muhtemel mekanizma olarak goriilmektedir. Zaten s6z konusu dev hiicrelerin
spermatidlerin arasinda ve tizerinde bulunmasi bu ihmali gii¢lendirmektedir.

Organizmadaki hiicrelerin bir¢ogu, toksik hasara karsi bir madde en Onemli
savunma mekanizmasi olan apopitoz yolunu secgerler. Hasarlanan hiicrelerin bir kismi
apopitoz yolu ile diger hiicrelerin etkilenmeyecegi sekilde, kontrollii olarak canliligini
sona erdirir, pargalanir ve makrofajlara sunulurlar. Bu durum; DNA hasari, MiRNA
eksikligine bagli olarak hatali protein sentezi veya AhR aracili toksik cevap sonucu
olusan oksidatif stres mekanizmalarinin olusumunda devreye girer. Hiicrenin enerji
tretimi i¢in gerekli organel olan Mitokondri sitokrom c¢ proteinlerini ihtiva eder.
Hiicredeki toksik stres durumunda mitokondri membranindaki Bcl-2 proteinleri
membran gegirgenligini arttirarak sitokrom c'nin sitoplazmaya ge¢mesini ve apoptoz

icin tetikleyici caspaslardan olan caspas-9 (cas-9) ile baglanarak apopitozun
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gerceklesmesini saglar. Calismamizda gruplar arasindaki apoptotik immunreaktivite
diizeylerini belirlemek immunohistokimysal olarak cas-9 boyamast uyguladik.
Yaptigimiz incelemede TCDD uygulanan sicanlarin testis kesitlerinde cas-9
immunreaktivite diizeyinin kontrol, misir ve TQ gruplarindakinden daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Buna karsilik TQ+TCDD uygulanan gruptaki cas-9 immunreaktivite
diizeyinin TCDD uygulanan gruptakine gore daha diisiik oldugu tespit edildi. TCDD,
testis dokusu hiicrelerinde AhR aracili toksik cevap yolaklarmin aktive olmasina ve
hiicre i¢inde oksidatif stres mekanizmalarinin sonucu serbest radikallerin olusumunu
arttirarak hiicre hasarina neden olmus olabilir. Yapilan bir ¢aligmada bu reseptdriin
apoptozisin diizenlenmesindeki olasi rollerini arastirmak i¢in TCDD'nin seminifer
tiibiillerin tlizerindeki etkilerini iki farkli konsantrasyonda incelenmistir. S6z konusu
calismada 1 ve 100 nm TCDD'de inkiibe edilmis seminifer tiibiillerde, 100 nm TCDD
iceren kiiltiir ortaminda apoptotik hiicrelerin miktarinda artis oldugu bildirilmis ve bu
AhR'nin apoptosizi indiiklemesine baglanmistir (32). Baska bir g¢alismada insan
noronlarinda TCDD'nin mitokondriyal membran potansiyelini azaltip, apopitoza neden
oldugu vurgulanmistir (79). TQ, konsantrasyonuna bagli olarak antioksidan veya
prooksidan 6zellik gostermektedir. TQ diisiik konsantrasyonlarda antioksidan olduguna
dair olduk¢a fazla ¢alisma bulunmaktadir, ancak TQ’nun yiiksek konsantrasyonlarda
prooksidan olarak etki gosterdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (49). Yapilan bircok
calismada TQmun p53 bagimli ve bagimsiz apoptoz mekanizmalarini indiikledigi
boylece kanserin baskilanmasinda preapoptotik faktorleri ve/veya antiapoptotik
proteinleri azaltarak ve caspaz yolaklarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiklar
bildirilmistir (78). Ancak bizim g¢aligmamizda TQ ve TCDD+TQ gruplarinda testis
kesitlerinde immunohistokimyasal olarak apopitoz belirteclerinden birisi olan cas-9
immunreaktivite diizeyinin azaldigi tespit edilmistir. Bu veriler ¢alismamizin diger
bulgulariyla uyumlu olup, ¢calismamizda uyguladigimiz TQ dozu (50 mg/kg/giin) ve
siiresinin testis dokusunda TCDD uygulamas: ile artan apoptotik bulgularin
baskilanmasi i¢in uygun oldugu sdylenebilir.

Bilindigi gibi spermatogenez olay1r diploid kromozom sayisina sahip
spermatogonyumlardan haploid sayida kromozom igeren spermatozoalarin olusumunu
iceren siirecleri kapsamaktadir. Bu siire¢ sonunda farklilagmis, olgun germ hiicreleri
olusmaktadir. Spermatogenezin gelisim basamaklarindaki herhangi bir aksaklik
testikiiler disfonksiyona bagli spermatosit, spermatid ve spermatozoonlarin sayi,

morfoloji ve fonksiyonlarinda anormalliklere neden olmaktadir. Spermatogenez, mitoz,
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mayoz ve haploid/spermiogenez fazlarina béliinebilir. Bu ii¢ ana hiicresel olay,
seminifer epitel icinde eszamanli olarak meydana gelir ve gelismekte olan germ-germ
hiicreleri ve germ-sertoli hiicreleri arasinda spesifik hiicresel baglantilar kurulur.
Dolayistyla hiicresel siirecleri, transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi islev gdsteren
mekanizmalart  gerektirmektedir  (48).  Spermatogenezdeki bu  diizenleyici
mekanizmalarin basinda ise MiRNA'lar gelmektedir. MiRNA'lar hiicre boliinmelerinin
biyolojik kontroliinii saglamaktadir. MiRNA' larin iiretiminde dicer ve drosha enzimleri
anahtar rol oynamaktadir. Hiicre i¢inde bu enzimlerin yetersiz eksprese edilmesi testis
ve diger iireme organlarinda olgun MiRNA iiretimini etkileyecektir. Hiicrede eksik yada
yanlis MiRNA f{iretimine bagli olarak hatali proteinler veya eksik transkripsiyon
faktorleri sentezlenecek boylece s6z konusu testislerin seminifer tiibiillerde de basarisiz
bir spermatogenez ve spermiasyon sonucu anomalili dejenere germ hiicreleri ve
spermatozoonlar olusacaktir. Biz de c¢alismamizda Dicer ve Drosha enzimlerinin
aktivesini arastirmak i¢in immunohistokimyasal yontemle Dicer ve Drosha
immunreaktivite diizeylerini belirledik. TCDD grubunda Dicer ve Drosha
immunreaktivite pozitiflik diizeylerinin kontrol, misir ve TQ gruplarindakine gore
olduk¢a azalmis oldugunu tespit ettik. Buna karsilik TCDD+TQ grubunda ise Dicer ve
Drosha immunreaktivite pozitiflik diizeylerinin TCDD grubundakinden daha yiiksek ve
kontrol, misir yag1 ve TQ gruplarindakine yakin diizeyde oldugunu belirledik. Dicer ve
Drosha boyanma aktivitelerinin TCDD grubunda azalmis olmasi bize bu enzimlerin
spermatogenezde Ozellikle mitoz ve mayoz bdliinme asamalarinda rol aldigim
diisindirmektedir. Wuq ve arkadaglar1 Dicer-/- ve Drosha-/- farelerde yaptiklari bir
caligmada Drosha-/- ve Dicer-/- testislerinin tiibiillerinde uzamis spermatid sayisinin az
oldugunu gostermisler ve bu enzimlerin spermatogenik hiicrelerin haploid fazlarini
desteklediklerini s6ylemislerdir (48).

Giintimiizde ireme sistemi fonksiyonlari {izerine olan etkilerine ragmen, AhR'nin
spermatogenezis ve testis hasarindaki rolii az ilgi gérmistiir. AhR, dokuya o6zgii ve
gelisimsel asamalar olan hiicre dongiisii, kok hiicre ¢cogalmasi ve hiicre farklanmasi gibi
normal hiicresel siiregleri diizenleyen bir molekiildiir. Biz de ¢alismamizda TCDD’nin
testis dokusunda olusturdugu hasarlara kars1 koruyucu olarak uygulanan TQ’un Ahr
izerine etkilerini immunohistokimyasal yontemle AhR immunreaktivitesini belirleyerek
gosterdik. Sadece TCDD verilmis grupta AhR immunreaktivitesi kontrol, misir yag: ve
TQ gruplarina gore yiiksek TCDD+ TQ grubunda ise AhR immunreaktivitesi TCDD

grubundakinden diisiik kontrol, misir ve TQ gruplarindakine yakin diizeyde belirlendi.
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TCDD toksik etkisini hiicrede bulunan AhR reseptorlerine baglanarak gdstermektedir.
TCDD, AhR ile baglanip kompleks olusturduktan sonra niikleusa gegmekte ve dioksin
cevap elementi ile baglanmaktadir. Boylece DNA'nin sitokrom (CYP1A1/A2) genlerini
etkileyerek ekspresyonlarini arttirir. Hiicre ne kadar cok TCDD'ye maruz kalirsa o kadar
yiksek diizeyde AhR aracili toksik cevap olusacak dolayisiyla ~ Ahr
immunreaktivitesinde artis meydana gelecektir. Hiicrede olusturulan AhR aracili
sitokrom genleri ekspresyonlarindaki artisin, germ hiicrelerinde DNA hasarina yol agcan
inflamasyon, apoptoz ve oksidatif stres gibi olumsuz durumlara neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda tek doz TCDD enjeksiyonunun, farelerde germ
hiicreleri ve Sertoli hiicreleri arasindaki baglantilarin zayiflamasi1 ve kopmasina ve
bunun sonucunda hiicreler arasinda genislemis bos alanlarin olugmasina yol actigi
gosterilmistir (80). Ayrica Sertoli hiicrelerinin 24 saat in vitro TCDD maruziyeti
sonucunda Sertoli-germ hiicre baglanti noktalarinda goérev alan Testin proteininde
down-regiilasyonuna ve CyplAl indiiksiyonuna yol agarak AHR-sinyal yolunu
aktivasyonunu baslattig1 ve arttirdigi bildirilmistir (81, 82). Bu veriler ¢alismamizda
TCDD uygulamasinin neden oldugu AhR immunreaktivitesindeki artis1 aciklamaktadir.
Buna karsilik TQ antioksidan oOzellik gostererek seminifer tiibiil hiicrelerinde
ksenobiyotik yanit olusturmus ve AhR immunreaktivisini azaltmistir. Thymoquinonun,
reaktif genotoksik radikal tiirevleri aracili birgok ksenobiyotik biyotransformasyonunda
rol alan hepatik Cyp1A1/A2 gen aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (49).

Kadinlarda baskin cinsiyet hormonu olan Estradiol (E2), baslica over olmak
lizere bobrek iistii bezleri ve yag dokuda sentezlenmektedir. Erkeklerde ise bobrekiistii
bezleri, yag dokusu ve testislerde sentezlenmektedir. Estradiol testislerde herhangi bir
hasar durumunda miktarlar1 artan ve spermlerin erken 6lmesini engelleyen bir tiir
ostrojendir. Bu hormonun yaklagik %20'si interstisyel bag dokularda konumlanan
Leydig hiicrelerinde iiretilirken geri kalan miktar1 ise testosteronun Ostrojene
dontigmesiyle elde edilir. Yani testosteron ile E2 hormonlar1 antagonistik etkilidirler.
Calisgmamizin biyokimyasal analizlerinde TCDD uygulanmis grupta E2 seviyesinin
kontrol, MY ve TQ gruplarindakine gore istatiksel olarak anlamli diizeyde artmis
oldugunu, testosteron seviyesiyesinin ise istatiksel olarak anlamli diizeyde azalmig
oldugunu tespit ettik. Bu antagonist iliski iki yonde ilerlemis olabilir. TCDD grubunda
testosteron seviyesinin azalmasi; ya interstisyel bag dokuda bulunan Leydig
hiicrelerinin TCDD’nin hasarlayici etkisine bagli olarak fonksiyonunu kaybetmesi ve

sentezlenen testosteron miktarinin azalmasina veya leydig hiicre sayilarinin azalmasina
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bagl olarak sentezlenen testosteron miktarinin azalmasina ya da TCDD ile testislerdeki
hasara yanit olarak sentezlenen testosteronun E2'ye doniistiiriilmiis olabilecegi seklinde
aciklanabilir. Ayrica testosteron seviyesindeki azalmanin yukaridaki olasi
mekanizmalarin her tigiiniin de birlikte ortaya ¢ikmasi da muhtemeldir. Jong- soon ve
arkadaslar1 TCDD'nin testikiiler dokulardaki hasarlarimi arastirmak i¢in 4 hafta boyunca
TCDD (50pg/kg) uygulanmis ratlarda serum testosteron seviyelerinin kontrol grubuna
gore TCDD grubunda azaldigini, buna karsilik estradiol seviyelerinin TCDD grubunda
kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (72). Bu c¢alismadaki
testosteron seviyesi ile ilgili bulgular bizim bulgularimizla benzerlik gostermektedir.
Sonmez ve arkadaglarimin Sprague-Dawley cinsi erkek sicanlar iizerine yaptigi
calismada TCDD (100 ng/kg/giin) uygulanmis grupta plazma testosteron seviyeleri
diismiis ancak kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli fark bulamamaislardir (83). Baz1
caligmalarda ise TCDD’nin testislerde testosteron ve Ostrojen {iiretimini azalttig
gosterilmistir (71). Bu bulguyu bazi ¢alismalar TCDD'nin anti-Gstrojenik etkilerini
sitoplazmik AhR'ye baglanarak gostermesi ile agiklamiglardir. TCDD’nin AhR’ye
baglanmas1 ile CYPIA1l ve CYPIBI’in indiiklendigi ve bu yolla 0Ostrojen
metabolizmasmin (yikimini) artarak hiicre i¢i hormon seviyesinin azaldigini
gostermislerdir. Bu ¢aligmalarda yiliksek sayida klor atomuna sahip dioksinlerin de anti-
Ostrojenik etki gostermeye egilimli olduklari bildirilmistir. AhR antagonistleri ile
yapilan in vitro deneyler ve AHR knock-out (engellenmis) farelerde yapilan
calismalarda da benzer bulgular gozlemlenmistir (86). Sheweita ve arkadaglarinin
yaptiklar1 caligmada testislerde benzo[a]pyrene (BaP) toksisitesine karsi TQ'nun
koruyucu etkilerini arastirmak i¢in 5 hafta boyunca BaP verilmis siganlara TQ
(0.5mg/kg) uygulamislar. S6z konusu ¢alismada TQ ve TQ+BaP gruplarinda kontrol
grubuna gore, testosteron ve progesteron degerleri diisiik ancak estradiol seviyeleri ise
yiiksek ¢ikmistir. Arastirmacilar testosteron ve progesteronun diisiik ¢ikmasini testikiiler
dokulardaki serbest radikallerin olusumu, histopatolojik degisiklikler ve inflamatuar
mediatorlerden (sitokin ve prostaglandin) kaynaklandigini, ayrica testosteronu
estradiole doniistiiren CYP19A1 genindeki artisa bagl olarak yiiksek estradiol ve diisiik
testosteron  seviyelerinin  gelisebilecegini  vurgulamiglardir  (84). Bu bulgular
calismamizda elde etti§imiz testosteron, estradiol ve progesteron seviyeleri agisindan
ortlismemektedir. Rahmatollah ve arkadaglar1 ise Nigella sativa tohumunun alkollii
ekstratinin fertilite lizerindeki arttirici etkilerini arastirmak i¢in 2 ay boyunca 200 ve

400 mg/kg olmak iizere iki farkli doz uygulanmis sicanlarda her iki grupta plazma
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testosteron seviyelerinin arttifini géstermisler ve bu etkinin LH hormon seviyesindeki
artisa bagli oldugunu belirtmislerdir (74). Salahshoor ve arkadaslari morfin (20mg/kg)
uygulanmis Balb/c tiirii farelere farkli dozlarda TQ (2, 10, 20 mg/kg) vermisler ve
sadece TQ verilmis grupda testosteron seviyesinin kontrol grubuna gore arttigini,
morfintTQ grubunda ise testosteron seviyesindeki artisin  kontrol ve TQ
gruplarindakinden daha diisiik oldugunu bildirmiglerdir. Bu durumu TQ verilen
gruplarda testosteron seviyesindeki artigi N. sativa yagindaki doymamis yag asitlerinin,
testosteron sentezinde kullanilan B-hidroksisteroid dehidrojenaz aktivitesini uyarmasina
baglamislardir (85). Assi ve arkadaslar1 ise Sprague-Dawley tiirli siganlarda 30 giin
boyunca uyguladiklar1 kursun asetat (LA, 10 mg/kg/giin) toksisitesine karsi koruyucu
olarak nigella sativa (blenderdan gegirilmis, 200 mg/kg/giin) uygulamislar. LA
grubunda testosteron ve estradiol seviyelerinin diisiik, LA+NS grubunda ise bu
hormonlarin LA grubundan daha yiiksek, kontrol grubundakinden ise daha diisiik
oldugunu bildirmislerdir (70).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismanin sonucunda Wistar albino siganlarda testis dokusunda TCDD'nin
erkek iireme sisteminde olusturdugu hasara karsi TQ'un koruyucu etkilerinin oldugu
izlendi. TCDD grubunda seminifer tiibiillerde sekil bozuklugu, atrofi, interstisyel
alanlarda vaskiiler konjesyon, ddem tespit edildi. Tiibiil duvarindaki germ hiicrelerinde
dejenerasyon ve dokiilmelere bagl olarak germinatif epitel kalinliginda azalma, sertoli
ve spermatojenik seri hiicreler arasinda ayrilma izlendi. TCDD+TQ grubunda ise bu
bulgularin belirgin derecede azaldig1 gozlendi. Biyokimyasal verilerde; TCDD
grubunda serum testosteron ve progesteron seviyelerinde azalma, estradiol seviyelerinde
artis gézlenirken TCDD+TQ grubunda serum testosteron ve progesteron seviyelerinde
artis, estradiol seviyelerinin diistiigii izlendi. Immunohistokimyasal olarak ise TCDD
grubunda, Cas-9 ve AhR immunreaktivitelerinde artis, Dicer ve Drosha
immunreaktivitelerinde ise azalma gozlenirken TCDD+TQ grubunda Cas-9 ve AhR
immunreaktivitelerinde azalma, Dicer ve Drosha immunreaktivitelerinde ise artis
gozlemlenmistir.

Tim bu veriler 151nda TQ'un yararl etkileri g6z ontine alindiginda, TCDD ve
diger g¢evresel kirleticilerin neden oldugu toksik testikiiler hasara karsi koruyucu ve
sperm say1 ve kalitesini arttirmak amagh kullanilabilir. TQ ile ilgili olarak yapilacak
benzer c¢alismalarla iireme sistemi ve diger organlarla ilgili koruyucu ve tedaviye

yonelik etkilerinin agiga ¢ikartilmasi gerekmektedir.
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