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OZET

TESTIKULER KONNEKSIN 43 iFADESI UZERINE SEFTRIAKSONUN
ETKILERI

Amac: Konneksin 43 oluklu baglanti kanallarin1 olusturan protein ailesinin bir
tiyesidir. Son ¢alismalar; oluklu baglantilarin erkek iireme fonksiyonlarinin 6zellikle
spermatogenezisin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rolleri oldugunu gdstermektedir. Bu
calismada, seftriaksonun konneksin 43 ifadesi, sperm parametreleri ve oksidatif stres
tizerindeki  etkilerinin; immunokimyasal ve biyokimyasal yontemler ile
degerlendirilmesi amaglandi.

Materyal ve metot: Wistar Albino cinsi erkek siganlar; seftriakson (n=15) ve
serum fizyolojik (n=15) olmak tizere 2 gruba ayrildi. 10 giinliikk deney sonunda sakrifiye
edilen siganlarin testis ve epididimisleri alindi. Parafin bloklardan elde edilen seri
kesitlere hemotoksilen- eozin, TUNEL ve anti-konneksin 43 immun boyama metodlari
uygulandi. Ayrica sperm Ornekleri yogunluk, motilite ve morfoloji yOniinden
degerlendirildi.

Bulgular: Sonuglar seftriaksonun testis agirliklarinda, seminifer tiibiil ¢apinda,
germinal epitel yiiksekliginde ve plazma testesteron seviyesinde azalmaya (p<0.05),
seminifer tiibiillerde de hasara neden oldugunu gdsterdi. TUNEL pozitif boyanan
apoptotik hiicrelerin, 6lii ve amorf basli sperm sayisinin; seftriakson grubunda, kontrol
grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 saptandi (p<0.05). Ayrica
seftriaksonun, testikiiler dokuda konneksin 43 boyanma yogunlugunda azalmaya neden
oldugu gozlendi. Biyokimyasal analizlerde; seftriakson grubunda kontrol grubuna gore;
malondialdehit (MDA) seviyesi, total oksidan durum (TOS) ve oksidatif stres endeksi
(OSI) degerlerinin istatiksel olarak anlamli derecede arttigi; KAT aktivitesinin ise
azaldig1 izlendi. Diger antioksidan enzimler (SOD, GPx) ve total antioksidan durum
(TAS) degerleri acisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmad:
(p>0.05).

Sonu¢: Calismamiz; seftriaksonun seminifer tiibiil epitel hasari, oksidatif stres,
testesteron seviyesinde ve semen kalitesinde azalma gibi fertilite lizerindeki olumsuz
etkilerini ortaya koymaktadir. Ayrica seminifer tiibiil epitelinde hiicrelerarasi iletisimi
saglayan konneksin 43 protein ifadesinde azalmaya ve apoptozise yol agtiZini
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Sican, Testis hasari, Seftriakson, Sperm analizi,
Immiinohistokimya
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ABSTRACT

THE EFFECT OF CEFTRIAXONE ON TESTICULAR CONNEXIN 43
EXPRESSION

Aim: Connexin 43 belongs to a family of proteins that form gap junction
channels. Gap junctions are essential in the control of male reproductive functions,
especially spermatogenesis. In this study, we aimed to investigate the effect of
ceftriaxone, on connexin 43 expression, sperm parameters and oxidative stress by using
immunochemical and biochemical methods.

Material and method: Wistar albino male rats were divided into ceftriaxone
(n=15) and saline group (n=15). After 10 days, rats were sacrificed. Epididymis and
testis were removed. Obtained serial section from paraffin blocks were stained with
hematoxylin eosin, TUNEL and connexin 43 immunostaining method. Furthermore,
sperm samples were evaluated in terms of concentration, motility and morphological
aspects.

Results: Results show that there were a significant statistical decrease in testis
weight, seminiferous tubule diameter, the height of the germinal epithelium and plasma
testosterone levels in ceftriaxone group compared to the control group (p<0.05). Also
seminiferous tubules were damaged in ceftriaxone group. It was found that TUNEL
positive staining apoptotic cells, and the number of dead and amorphous head sperm
were statistically significantly increased in the ceftriaxone group (p<0.05). Also it was
observed that connexin 43 expression in tissue decreased in ceftriaxone group.
Biochemical analysis showed that; MDA level, TOS and OSI values were statistically
significantly increased but CAT activity was statistically significantly decreased in
ceftriaxone group. There was no statistically significant difference in terms of other
antioxidant enzymes (SOD, GPx) and TAS values between groups (p> 0.05).

Conclusion: Our study demonstrates ceftriaxone’s negative impact on fertility
like seminiferous tubule epithelial damage, oxidative stress, decrease in testosterone
levels and semen quality. Moreover, it showed that ceftriaxone causes decreased
connexin 43 protein expression which is responsible for intracellular communication in
seminiferous tubule epithelium, and apoptosis.

Keywords: Rat, Testicular damage, Ceftriaxone, Sperm  Analysis,
Immunohistochemistry.
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1. GIRIS

Son yillarda diinyada, saglikli erkeklerin ¢ogunda, semen kalitesinde bir diisiis
gozlenmektedir (1). Genetik faktorlerin disinda, gevresel faktorler de sperm sayisi,
morfolojisi, motilitesi ve canliligi gibi semen kalitesini belirleyen parametreleri ve
testisin germinatif epitelini etkilemektedir. Cok sayida c¢alisma; semen Kkalitesini
belirleyen spermatogenezis ile endokrin sistem bozukluklari, genito-iiriner sistem
enfeksiyonlari, agir metallere, pestisitlere endiistriyel kimyasallara radyasyona,
kemoterapik ilaglara maruz kalma arasinda giiclii bir korrelasyon bulundugunu
gostermektedir (2-6).

Antibiyotikler (anti: karsi- biyos: yasam), bakteriler {iizerinde dldiiriicii
(bakteriyositik) ya da {lremelerini engelleyici (bakteriyostatik) etki gosteren ve
bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglardir (7). Ulkemizde 2003-2006
yillari ilag tiketimine ait verileri, antibiyotiklerin ilk sirada tiiketildigini gostermektedir.
Antibiyotik tiiketiminin Tanimlanmig Giinlik Doz (Defined Daily Doses, DDD)
yontemiyle Olgiildiigli calismalarda, total antibiyotik tiiketimi Danimarka’da 11.3
DDD/1000 ve Hollanda’da 19.6 DDD/1000 degeri olarak saptanmistir. Oysa, 2006 yili
icin tlkemiz verilerinde aynmi oran, 31.4 DDD/1000 olarak hesaplanmistir (8) .
Antibiyotiklerin viicut sistemleri ve Ozellikle karaciger ve bdbrek gibi organlar
tizerindeki yan etkileri bir ¢ok ¢alismada arastirilmis olmasina ragmen (9,10), lireme
sistemi 1ile ilgili calismalar literatiirde daha sinirli olarak kalmistir. Antibiyotiklerin,
sperm basi defektlerine, seminifer tiibiil epitelinde vakuolizasyona, germ hiicrelerinin
azalmasina, Sertoli hiicrelerinde o0zellikle niikleuslarinda morfolojik degisikliklere,
sperm sayisinda, motilitesinde ve erkek genital organ agirliginda belirgin bir azalmaya
neden oldugu bildirilmektedir (3-6).

Oluklu baglantilar iyonlarin, ikincil mesajcilarin ve kiigiik moliikiillerin gegisini
saglayan interselliiler bir protein kanalidir. Oluklu baglantilarin temel proteini
konneksindir. Cok c¢esitli konneksin proteinleri mevcut olmasina ragmen testikiiler
hiicrelerde en fazla bulunan oluklu baglanti proteini konneksin 43’tiir. Yeni bilgiler,
erkek tireme fonksiyonlarinda 6zellikle spermatogeneziste oluklu baglatilarin 6nemli
oldugunu gostermektedir. Konneksin 43 yoksun fare testislerinde, primordial germ
hiicrelerinin %50 azaldigi, diger konneksinlerin yoksunlugunda ise spermatogenezisin

etkilenmedigi gosterilmistir (11,12). Bu caligmalara ragmen, testikiiler hasara neden



olan ajanlarin ya da testis patolojilerinin oluklu baglantilar tizerindeki etkileri ile ilgili
aragtirmalar az sayidadir (13).

Seftriakson gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi kullanilan genis
spektrumlu etkiye sahip, bakteriolitik, sefalosporin grubu bir beta-laktam antibiyotiktir
(7). Ugiincii kusak bir sefalosporin olan seftriakson, siklikla pnémoni, bakteriyel
menenjit, atesli cocuklarda sepsisi Onlemede, tifoid ates ve gonore tedavisinde
kullanilir (14). Seftriaksonun, erkek genital sistem lizerine etkileri birka¢ arastirmaci
tarafindan calisilmistir (6, 15-17). Bu ¢alismalarda; seftriaksonun uygulama siireleri ve
dozlarinin, testis ve epididimis agirliklari ile sperm sayisi ve motilitesi iizerindeki
etkileri karsilastirilmistir. Ancak seftriaksonun spermatogenezis siirecinde énemli rolii
olan konneksin 43 ifadesi iizerindeki etkileri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamustir. Biz bu ¢alismada; seftriaksonun neden olabilecegi testikiiler hasarda;

konneksin 43’{in roliinii immunohistokimyasal yontemle aragtirmay1 amacladik .



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler (anti: karsi- biyos: yasam), bakteriler {iizerinde oldiiriicii
(bakteriyositik) ya da tiremelerini engelleyici (bakteriyostatik) etki gosteren ve
bakteriyel infeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglardir.

Antibiyotikler hedef hiicreye etkilerine, etki mekanizmalarina, etki gosterdigi
mikroorganizma grubuna, spektrumuna goére ve immunomodiilator etkilerine gore
simiflandirilirlar. Etki mekanizmalarindan, bakteri hiicre duvar sentezini engelleyenler

smifinda bulunan antibiyotiklerden biri de Beta-laktamlardir (7).

2.1.1. Beta-Laktam Antibiyotikler

Beta-laktam ajanlar, kimyasal yapilarinda ortak bir beta-laktam halkas1 tagiyan ve
hiicre duvar sentezini inhibe ederek antibakteriyel etki gosteren genis bir antibiyotik
grubudur. Beta-laktam halkasina bagli yan zincirler ve diger halkalarina gére bes temel
sinifa ayrilirlar;
1. Penisilinler
2. Sefalosporinler
3. Karbapenemler
4. Monobaktamlar

5. Beta-laktamaz inhibitorleri

2.1.2. Beta-Laktam Ajanlarin Etki Mekanizmalari

Beta-laktam ajanlar, hiicre duvari sentezinin transpeptidasyon basamaginda gorev
alan transpeptidaz ve karboksipeptidazlara (Penisilin Baglayan Proteinler; PBP)
baglanarak etki ederler. Degisik PBP’lerin farkli beta-laktam ajanlara baglanma
afiniteleri ve eklendikleri ilag diizeyleri birbirinden farklidir. Bu durum beta-laktam
antibiyotiklerin, antibakteriyel etkinliklerinin neden birbirinden farkli oldugunu kismen
aciklayabilir (18) .

2.1.3. Sefalosporinler
Ik olarak 1940’11 yillarda Cephalosporicum acremonium isimli bir mantardan

elde edilen sefalosporin C’nin bulunmasindan itibaren, giiniimiize kadar molekiiler



ozellikleri siirekli gelistirilerek antibakteriyel tedavide yaygin kullanilan antibiyotik
tiirlerinden biri durumuna gelmistir. Birbirinden farkli 6zellikleri ve molekiiler yapilari
ile giiniimiizde dordiincii kusak sefalosporinlere kadar farkli gruplari kullanimdadir.
Birinci kusaktakiler, gram pozitif koklara daha fazla etkili iken, tiglincii kusaktakiler,
gram-negatif ¢omaklar iizerine daha fazla etkilidir. Ikinci kusak sefalosporinler bu
ozellikleri ile diger iki grup arasinda yer alirlar. Dordiincii kusak sefalosporinlerin gram
pozitif bakterilere etkisi, birinci kusak sefalosporinlere, gram negatiflere etkisi de
ticlincii  kusak sefalosporinlere benzerlik gostermekte ve indiiklenebilir beta-

laktamazlara kars1 da dayanikli olmalari nedeniyle digerlerinden ayrilmaktadir.

2.1.3.1 Ugiincii Kusak Sefalosporinler

Etki spektrumlar1 birinci ve ikinci kusak sefalosporinlerden daha genis olan ve
bunlarin etki spektrumunda bulunan bakterilere ek olarak, hastane ortaminda direngli
enfeksiyonlardan sorumlu tutulan Serratia, Pseudomonas, Citrobacter ve Enterobacter
gibi gram negatif bakterilere de etkili olabilen antibiyotiklerdir. Uciincii kusak
sefalosporinler, toplum kaynakli pnomoniler, ciddi {iriner sistem enfeksiyonlari,
viridans streptokok kaynakli endokarditler, gonokok enfeksiyonlari ve hastane
ortaminda gelisen ciddi enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun disinda hastane kokenli pnomoniler, yumusak doku
enfeksiyonlar, osteomyelit, septik artirit, akut bakteriyel menenjit, abdominal,
jinekolojik ve diyabetik ayak enfeksiyonlarinda ve ¢esitli gram negatif bakterilerle
olusan sepsis olgularinda da kullanilmaktadir.

Seftriaksonun BOS’a gegisi iyi oldugu i¢in akut piiriilan menenjit tedavisinde
basartyla kullanilmaktadir. Sefalosporinlerin ¢ogu 1 g’lik uygulamayi takiben 42-150
mg/ml serum pik seviyeleri saglar. Serum yarilanma Omiirleri 1-2 saattir, ancak
seftriaksonda bu siire 5-10 saate kadar artar. Doz araliginin uzun olmasi nedeni ile
ayakta tedavi goren hastalar icin segilebilecek uygun bir antibiyotiktir. Kan, idrar, safra,
akciger, periton sivis1 ve biilloz sivi gibi birgok viicut sivisina terapotik diizeyde geger.
Gastrointestinal sisteme ait yan etkilerden ishal, 6zellikle seftriakson kullaniminda sik

gortliir (19).

2.2. Testis Embriyolojisi
Primordiyal germ hiicreleri, epiblasttan kdken alir, pirimitif ¢izgi boyunca gog

eder ve lgiincii haftada yolk kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm
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hiicrelerinin arasina yerlesirler. Embriyonun katlanmalari sirasinda, vitellus kesesinin
dorsal pargast embriyo igerisine dahil olur (20). Bu sirada, primordiyal germ hiicreleri,
arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara go¢ ederler. Altinci
haftada primordiyal germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler ve primer seks
kordonlarinin yapisina katilirlar (21).

Gonadlarin goriinlimii yedinci haftaya kadar her iki cinste de aymidir ve
“farklanmamis gonadlar” olarak adlandirilirlar. Gonadal gelisimin ilk safhalar1 besinci
haftada ortaya ¢ikar; mezonefrozun medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana
gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde
bir kabariklik - gonadal (genital) kabart1 - olusur. Parmak seklindeki epitel kordonlar -
primer seks kordonlari - altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede ilerler (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1. Testikiiler gelisim evreleri. a. 5 hafatalik embriyoda farklilasmamis gonad

evresi.b. 5. Haftadan sonraki evre. c. Testikiiler gelisimin son evreleri (22).

Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini i¢in
onemlidir. Testis belirleyici faktor (TDF) i¢in gerekli olan SRY geni, Y kromozomunun

cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesiktir. Farklanmamis gonadin medullas1 iizerinde



testise farklanmasini saglayan belirleyici Y kromozomudur. Y kromozomu tarafindan
diizenlenen TDF testikiiler farklilasmay1 saglar. Bu faktoriin etkisi altinda, primer seks
kordonlar1 seminifer tiibiillere farklanirlar. Farklanmamis gonad bu asamada, dista yer
alan medulladan olugmaktadir. Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip
ise, farklanmamis gonadin korteksi overe farklanir, medullasi1 geriler. Embriyo XY seks
kromozom kompleksini igcermekteyse, medulla testise farklanir, korteks bir takim
kalintilar1 disinda geriler ve dejenere olur. Onikinci haftada gelismekte olan gonadin
kalin bir fibr6z kapsiil olan tunika albugineasinin belirginlesmesi, erkek fetus i¢in
karakteristiktir.

Kapsiilin  gelismesi sonucunda seks kordonlarinin  (seminifer-testikiiler-
kordonlarin), ylizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Bu arada genisleyen testis
asamali olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri ile asili hale
gecer. Seminifer kordonlar; seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise farklanirlar.
Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensimden
ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar
(testosteron ve androstendion) salgilamaya baglarlar, bu hormonlar mezonefrik
kanallarin ve dis genital organlar erkek cinse uygun farklanmasini indiikler. Testosteron
tiretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun miktari
8-12 haftalik periyodda en yiiksek degerine ulasmistir. Embriyoda interstisyel hiicreler
hamileligin 18. haftasina kadar iglevlerini siirdiiriirler; bundan sonra testosteron
sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra; hipofizden salinan
Luteinizan Hormon (LH) uyarimi altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya
basladiklar1 prepubertal doneme kadar dinlenmede kalirlar. Testosterona ek olarak fotal
testisler, glikoprotein yapida bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH) veya
miillerian inhibitér madde (Mullerian inhibitory Substance: MIS) adi verilen bir
hormonu da salgilamaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir, hormonun
salgilanmast puberteye kadar devam eder, daha sonra seviyesi azalir. AMH,
paramezonefrik kanallarin gelisimini baskilar.

Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, liimenleri yoktur,
puberteden itibaren liimen gelisir. Fotal testiste, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde
cogunlugu olusturur. Daha sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve
yetigkin testisinin dis yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, duktuli efferentese
farklanacak olan 15-20 adet mezonefrik tiibiil ile devam eder. Bu kanallar (duktuli

efferentes), duktus epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanirlar (23).



Disi ya da erkek embriyolar birer ¢ift genital kanala sahiptir. Mezonefrik kanal
(Wolf kanali) erkek iireme sistemi i¢ organlarinin 6nemli bir bolimiine farklanirken,
paramezonefrik kanal (Miller kanali) disi i¢ genital organlarinin gelisimine katilir.
Besinci ve altinci haftalarda genital sistem farklanmamis asamada oldugundan genital
kanallarin her iki ¢ifti de bulunur. Sekizinci haftada fotal testislerden salgilanan
testosteronun etkisi altinda, mezonefrik kanallarin proksimal parcalari, oldukca
kivrintili bir hal alir ve epididimise farklanir. Mezonefrik kanalin diger boliimlerinden,
duktus deferens ve duktus ejakiilatorius gelisir (20, 21).

Leydig hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de sayilar1 hormon uyarisina baglidir.
Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon anne kanindan
fotusa gecer ve androjenik hormonlar iireten bol miktardaki fetal testikiiler interstisyel
hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklanmada erkek genital

organlarinin gelismesi i¢in gereklidir (22, 24).

2.3. Testis Histolojisi

Erkek tireme sistemi, testisler, yardimei bezler, testis dis1 ve i¢i genital kanallar ve
penisten olusur. Testisler, embriyonik gelisim, seksiiel olgunlasma ve {ireme
fonksiyonlarimi etkileyen, puberteyle birlikte spermatozoonlarin {iretimi ve beslenmesi
ile erkek seks hormonu olan testosteronun sentezinden sorumlu, ekzokrin ve endokrin
fonksiyonu olan bir ¢ift organdir. Yanlardan basik, oval sekilli, iri badem
blytikliiglinde, herbiri 10-25 gr agirhiginda ve 2,5x3,5 cm boyutlarinda bir ¢ift organ
olan testislerin posterior yiizii, epididimisle baglantilidir. Testisi distan saran tunika
albuginea tabakasi, testisin posterior yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi
olusturur ve fibréz uzantilar halinde organin i¢ine dogru sokulur. Testise giren ve ¢ikan
lenf ve kan damarlari ile kanallar bu tabaka i¢inde seyreder. Mediastinum testis i¢ine
dogru uzanan ince bag dokusu septumlari, testisi yaklasik 250 lobiile ayirir. Herbir
lobiiliin icinde, spermlerin iiretildigi, sayilar1 1-4 arasinda degisen seminifer tiibiiller
bulunur (Sekil 2.2). Seminifer tiibiillerin arasinda kalan bosluk, lenf damarlarini, kan
damarlarini, sinirleri, Leydig hiicre gruplarim1 ve makrofajlari ¢evreleyen interstisyel

doku ile doldurulmustur (22, 25, 26).
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Sekil 2.3. Testisin histolojik yapisi. a. Insan testisinin sagital kesiti, b. Insan testisinin

Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanmuis sagital kesiti (22).

2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller, 30-80 cm uzunlugunda ve yaklasik 150-200 pm c¢apinda
oldukca kivrintili kanallardir. Her bir testiste 250- 1000 adet bulunan seminifer tiibiiller,
anastomoz gosteren kivrimlar seklinde baslar, mediastinuma dogru yaklagirken diiz ve
kisa tiibiiller olan tubuli rekti’ yi olustururlar. Bu diiz tiibiiller ise medastinumda
bulunan ve anastomozlasan kanallar olan rete testise acilirlar. Seminifer tiibiiller,
seminifer epitel ve germinal epitel olarak adlandirilan gok katl bir epitel ile doselidir.
Seminifer epitel, dista bazal lamina, kollajen lifler ve kasilabilen miyoid hiicrelerden
olusan Ozellesmis, peritiibiiler doku veya tunika propria olarak adlandirilan ¢ok
tabakal1 bir bag doku ile ¢evrelenmistir. Miyoid hiicrelerin organizasyonu tiirlere gore
degisiklik gosterir. Kemiricilerde tek tabaka halinde diizenlenme gosterirken, insanlarda
ve bazi tiirlerde 3-5 tabakalidir. Miyoid hiicreler, elektron mikroskobik diizeyde diiz kas
hiicrelerine benzeyen, bazal lamina ile sarili, aktin filamentlerinden zengin hiicrelerdir
ve kotraksiyon yetenekleri sayesinde seminifer tiibiillerin ¢apini1 degistirerek, hareketsiz

spermlerin rete testise dogru ilerleyen ritmik hareketini saglarlar. Seminifer epitelde



spermatogenik hiicreler ve Sertoli hiicreleri olmak iizere iki ana hiicre grubu mevcuttur

(25).

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, bazalden liimene kadar uzanan uzun, prizmatik ve biiyiik
hiicrelerdir. Destek hiicreleri olarak da bilinen bu hiicreler, gelismekte olan sperm
hiicrelerinin beslenmesini, korunmasini ve desteklenmesini saglar. Ayrica, tam olarak
olarak farklilagamayan ve olgunlasamayan spermatogenik hiicreleri fagosite ederek
ortadan kaldirma yetenegine sahiptirler.  Spermatogenik hiicreler gibi bdliinme
yetenekleri yoktur. Puberteye kadar seminifer epitelin dominant hiicre tipi iken
puberteden sonra sayilar1 azalir. Sertoli hiicreleri, daha ileri yastaki erkeklerde
spermatogenik hiicre populasyonu azaldiginda tekrar seminifer epitelin ana elemant
haline gelirler (22).

Sertoli hiicrelerinin 6kromatik niikleusu biiyiik, oval veya tli¢ggen seklindedir ve
bazal sitoplazmada konumlanmistir. Niikleuslar1 bir veya daha fazla i¢ katlantilara
sahiptir. Baz tiirlerde karyozom adi verilen kendine has 3 pargali yapida RNA ve DNA
igeren cisimcik ¢ifti tarafindan kusatilan 1-2 adet belirgin niikleolus igerir (27).
Elektron mikroskobik diizeyde Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda bol miktarda lipid
damlaciklar1 goriliir. Ayrica belirgin - Golgi  kompleksi, bol ve tiibiiler tipte
mitokondriyonlar, gelismis graniiler ve agraniiler endoplazmik retikulum, primer ve
sekonder lizozomlar, serbest ribozomlar, glikojen graniilleri, mikrotiibiiller ve
mikrofilamentlere sahiptir(24, 25).

Insanlardaki Sertoli hiicrelerinde bazal sitoplazmada, ¢ekirdek yakininda yer alan
ve Charcot- Bottcher adi verilen inkliizyon cisimcikleri de goriilebilir. Bu hiicrelerin
siirlar1 151k mikroskobik diizeyde zor segilir. Hiicrelerin apikalinde gelismekte olan
spermatozoonlarin bas kisimlar1 bulunur.

Birbirlerine komsu olan Sertoli hiicreleri arasinda ¢ok sayida baglanti kompleksi
yer almaktadir. Komsu membranlar arasinda 50°den fazla paralel kaynasma bolgeleri
bulunan zonula okludens tiirii baglantilar bulunmaktadir (22, 25). Bu siki baglanti
kompleksleri sayesinde interstisyel dokudaki kan damarlar1 ile sminifer tiibiiller
arasinda kan-testis bariyeri olusturulur. Kan- testis bariyeri ile seminifer epitel; bazal ve
adluminal kompartmanlara ayrilir. Bu bariyer, germ hiicrelerinin kandan gelen ilaglar,
toksik kimyasallar ve mutajenler gibi zararli ajanlara kars1 korunmasini ve seminifer

tiibiillerin 1yon, aminoasit, karbonhidrat ve protein igeriginin, kan ve lenf iceriginden
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daha farkli olmasimi saglamaktadir (27). Spermatogonyumlarin farklilagmasi, sperme
0zgl proteinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Seksiiel olgunlagsmanin, immiinolojik
yetenegin gelismesinden daha sonra meydana gelmesi sonucu, farklilasmakta olan
sperm hiicreleri yabanci olarak algilanmaktadir. Bu durum, germ hiicrelerinin 6liimiine
sebep olabilecek bir immiin yaniti tesvik etmektedir. Kan-testis bariyeri sayesinde,
seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin gecisi Onlenerek, haploid germ hiicreleri;
sekonder spermatosit, spermatid ve spermler ile immiin sistem arasinda olusabilecek
herhangi bir etkilesim ortadan kaldirilmis olur (22, 28).

Sertoli hiicreleri membranlarinda siki baglantilardan baska, oluklu baglanti (gap
junction) tipi baglanti kompleksleri, tubulobulbar kompleksler, ektoplazmik
ozellesmeler, fokal baglantilar, desmozom tipi baglantilar ve hemidesmozom tipi

baglantilar da yer almaktadir (Sekil 2.3.2) (29).
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Sekil 2.3. Seminifer tiibiilde hiicre bagalant1 kompleksleri (30).

Baglanti komplekslerinden oluklu baglantilar, konneksinler denen i¢ zar
proteinlerinden meydana gelmistir. Altt konneksin, hiicre zarmi kateden ic¢i bos

silindirik bir yap1 olan ‘konneksonu’ olusturur. Komsu hiicrelerdeki konneksonlarin
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ucuca diizenlenmesi iki hiicrenin sitosolii arasinda iletisim i¢in dogrudan bir kanal
olusumu saglar. Bu baglant1 birimleri komsu hiicreler arasinda kimyasal ve elektriksel

uyarimdan sorumludur (Sekil 2.4) (31).
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Sekil 2.4. Oluklu baglantiy1 olusturan konnekson ve konneksin yapisi (32).
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Konneksinin bir izotipi olan konneksin 43’ {in spermatogenezis siirecinde ¢ok
onemli rolii oldugu kanitlanmustir. Ozellikle son yillarda azospermi ile ortaya c¢ikan
spermatogenetik problemlerde, konneksin 43’ {in patogenezisdeki etkileri ortaya
konulmus ve normal spermatogenez basamaklarinin devami ig¢in mutlak gerekliligi
bildirilmistir (33). Konneksin 43’ {in diger baglanti komplekslerinin spermatogenik
stirecteki fonksiyonlarin1 da diizenledigi diisiinlilmektedir. Ayrica konneksin 43
spesifik erkek infertilite tipleri ve testikiiler kanserin tedavisinde potansiyel iyilestirici
hedefler olarak goriilmektedir (31).

Spermatogenik hiicreler, Sertoli hiicrelerinin lateral uzantilariyla olusturulan
bolmelerde yerlesmiglerdir. Seminifer tiibiillerin bazal kismina yakin bolgelerde Sertoli
hiicreleri arasinda spermatogonyumlar ve erken donem primer spermatositler
yerlesirken, luminal bolgelere dogru, daha olgun spermatositler ve spermatidler yerlesir.
Spermatogenik hiicreler biiyiiylip olgunlastik¢a, liimene dogru ilerlerken, Sertoli
hiicreleri arasindaki baglanti komplekslerinin olusturdugu bariyeri asmak zorundadir
(25).

Sertoli hiicreleri, testosteron ve dihidrotestosterona yliksek baglanma afinitesine
sahip androjen baglayici protein (ABP) sentezlerler. ABP sayesinde luminal bolgede

testosteron hormonu yiiksek konsantrasyonlarda tutularak, gelisim ve farklilasma
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evrelerinde olan sperm hiicrelerinin olgunlagsmalar1 saglanir. Bu hiicrelerde ayrica
folikiil uyarict hormon (FSH) salinimini baskilayan inhibin, plazminojen aktivator ve
transferrin sentezlenir (34).

Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlari:

e Kan-testis bariyerini olusturmak.

e Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek.

e Seminifer tiibiil liimenine, sperm transportunu kolaylastiracak, protein ve
iyonlardan zengin siv1 salgilamak.

e Spermiyogenez sonunda atilan rezidiiel cisimcikleri veya gelisimini
tamamlayamamis spermatogenik hiicreleri fagosite etmek.

e Anti-Miillerian (Miillerian inhibe edici) hormonu iretmek, (Bu hormon
embriyonik gelisim esnasinda, erkek fetusta Miiller (Paramezonefrik)
kanallarinin gerilemesini saglamaktadir.)

e Plazminojen aktivatdr ve transferrin gibi molekiilleri sentezlemek ve ayrica FSH
uyarimiyla, androjen baglayict protein (ABP) sentezlemek. (Bu protein
seminifer tiibiil i¢inde spermatogenez igin gerekli olan testosteronun
yogunlagmasini saglar.)

e Anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini 6nleyen inhibin ve uyaran

aktivin ad1 verilen peptidleri salgilamak (22, 27, 28).

2.3.3. Spermatogenik Hiicreler
Diizenli olarak boliinerek matur spermlere farklanan hiicreler olup, 4-8 tabaka

hiicre igerirler. Bazalden liimene dogru hiicre tipleri :

2.3.3.1. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda yerlesim
gosterdikleri icin kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar. Ug temel morfolojik
spermatogonyum tipi gézlenir : Tip A koyu spermatogonyumlar, seminifer6z epitelin
kok (stem) hiicreleridirler. Yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek
icerirler. Puberteden itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gegirerek ya tip A koyu
spermatogonyumlar: ya da tip A acik spermatogonyumlari olustururlar. Tip A agik

spermatogonyumlar, soluk boyanan, ince graniiler kromatinli oval ¢ekirdek igerirler.
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Mitotik boliinmeleri sonucunda farklanarak tip B spermatogonyumlari olustururlar. Tip
B spermatogonyumlar, merkezi yerlesimli ¢ekirdekcige sahip sferikal ¢ekirdek igerirler.
Cekirdek kromatini cekirdekcik cevresinde ve ¢ekirdek kilifi boyunca yogunlagsma
gosterir (22). (Sekil 2.5)

2.3.3.2. Spermatositler

Tip B spermatogonyumlarin mitoz boliinmeleri sonucu olusan primer
spermatositler, sentez fazin1 (DNA sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz
bolinmenin profaz safthasina girerler. Bu sathada leptoten, zigoten, pakiten ve diploten
fazlarin1 gegirerek diakinez safhasina ulasirlar ve krossing-over’den sonra kromozomlar
ayrilir. Daha sonra hiicreler, metafaza girer ve kromozomlar takip eden anafazda her bir
kutba dogru giderler. Bu boliinmede profazin yaklasik 22 giin dolayinda bir siire almas1
nedeniyle mikroskopta incelenen hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu bu fazda goriliirler.
Spermatojenik seride en biiyiik hiicreler, ¢ekirdeklerindeki sinaptonemal kompleksin
varligiyla karakterize primer spermatositlerdir. Birinci mayoz boliinmeden sonra olusan
sekonder spermatositler 2n DNA ve 23 kromozom (22+X veya 22+Y) igerir. Testis
kesitlerinde sekonder spermatositlerin goriilmesi zordur, ¢iinkii bunlar interfazda kisa

stire kalan ve hizla ikinci mayotik boliinmeye giren hiicrelerdir (22, 35).

2.3.3.3. Spermatidler

Spermatidler, sekonder spermatositlerin ikinci mayoz bdoliinmesi ile olusan
hiicrelerdir. Bunlar, diger hiicrelerden kiiclik boyutlar1 (7-8 um capta), yogunlagmis
kromatin bolgeleri tasiyan c¢ekirdekleri ve seminiferdz tiibiillerde liimen yakininda
Sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik c¢okiintiilerinde yerlesmeleri ile taninirlar.
Spermatidler, spermiyogenez adi verilen farklilasma siireci gegirerek metamorfoza
ugrarlar. Bu siirecte; akrozom olusur, ¢ekirdek yogunlasir ve uzar, kuyruk gelisir ve
sitoplazmanin ¢ogu kaybedilir. Yeni olusmus spermatid, merkezi yerlesimli bir
cekirdek, iyi gelismis bir Golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondriyonlara ve bir ¢ift
sentriyole sahiptir. Spermatidin matiir sperme farklanma stireci 4 faz igerir. Bu fazlar,
spermatidlerin  6zel baglantilarla Sertoli hiicre membranina fiziksel olarak

baglandiginda olusurlar.

a) Golgi fazi: Cekirdegin bir kutbuna yerlesen Golgi kompleksi, PAS (+) graniiller olan

proakrozomal graniilleri salgilamaya baslar. Bu graniiller c¢ekirdek kilifina yakin
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yerlesim gosteren akrozomal vezikiil i¢inde yogunlasir. Sentriyoller, akrozomal
vezikiiliin sekillendigi c¢ekirdek bolgesinin zit kutbuna gé¢ ederek sperm kuyrugunun

sekillenmesini baslatir.

b) Sapka fazi: Akrozomal vezikiiliin yerlestigi g¢ekirdek yilizeyinde, yariya kadar
yayilmasiyla karakterizedir. Akrozomal sapkanin altida yer alan ¢ekirdek kilifi porlarini

kaybederek kalinlasir. Cekirdek igerigi yogunlasir.

c) Akrozomal faz: Kromatini yogunlasan c¢ekirdek yassilagir. Sitoplazmik kisim
posteriorda kalir. Sitoplazmik mikrotiibiiller silindirik bir kilif olan manget seklinde
diizenlenir. Akrozomal yiizeyin zit kutbuna go¢ eden ve kuyrugun erken gelisimini
baslatan sentrioller, modifiye olarak spermin boyun bolgesini sekillendirir. Mansetin
kaybolmasi ve sitoplazma derininden boyun bolgesi ve uzantisina mitokondriyon gogii

olur. Boylece orta parca sekillenir.

d) Maturasyon fazi: Sitoplazmik artigin (rezidiiel cisimcik) spermden atildig1 fazdir.
Bu yapilar, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Sonugta seminiferdz tiibiiliin

liimenine salinan olgun spermatozoonlar olusur (22, 34).

2.3.3.4. Spermatozoon

Olgun germ hiicresidir. Insanda spermatogonyumdan spermatozoon olusumu
arasinda gecen siire yaklasik 64 giindiir ve bu siirece spermatogenezis adi verilir.
Olgun insan spermatozoonu bas, orta par¢a ve kuyruktan olusur. Spermin bas ve kuyruk
kisimlarin1 plazma membranmi sarar. Bag, akrozomla sarilmis c¢ekirdekten olusur.
Cekirdek yassilasmis sekilde olup, yogun halde kromatin igermektedir. Cekirdegin
anterior yarismni akrozom o&rter. Ozel bir tip lizozom olarak kabul edilen akrozom;
akrozin denilen tripsin benzeri proteazlar, asit fosfataz, hyalurodinaz ve néroaminidaz
gibi hidrolitik enzimler igerir. Orta parga, bas ve kuyruk arasindaki baglantiy1r saglayan
bir ¢ift sentrioliin bulundugu dar bir parcadir. Distal sentriol, sperm kuyrugunun
merkezi parcasit olan aksonemaya kaynaklik yapar. Kuyruk yapisal yonden silyuma
benzer. Kuyruk ii¢ parcaya boliinmiistiir ; orta parca, esas parc¢a Ve son parga.
Kuyrugun orta parcasi, sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlarin olusturdugu tabaka,
9+2 mikrotiibiiler aksonema ve dis yogun lifler ad1 verilen sperm boynundaki baglanti

parcasindan kuyruk boyunca uzanan dokuz adet uzunlamasina seyreden filamanlardan
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olusur. Esas parca kuyrugun en uzun pargasidir. Yedi dis yogun lifle sarili merkezi
aksonema ve bir fibroz kiliftan olusur. Hem dig yogun lifler hem de fibréz kilif spermin
one hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma icin saglam bir iskelet olusturur.
Son parga, dig yogun lifler ve fibroz kilifin erken sonlanmasindan dolayr sadece

aksonema bulunan kuyrugun ¢ok kisa bir pargasidir (22, 35).

gec spermatid

erken spermatid

pakiten primer
spermatosit

siki baglanti
kompleksi

bazal lamina

Sertoli Tip A acik Miyoid hticreler

Tip Akoyu  hiicresi spermatogonyum Tip B acik
spermatogonyum :

spermatogonyum

Sekil 2.5. Seminifer tiibiil epiteli (22).

2.3.4. Interstisyum

Testisin serminiferdz tiibiilleri arasindaki bosluklar ; Leydig hiicreleri, bag dokusu
elemanlar, sinirler, kan ve lenfatik damarlarla doldurulmustur. Testikiiler kapillerler,
pencereli tiptedir ve kan proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce ge¢mesine
miisaade ederler. Interstisyel alanin, lenf damarlarindan zengin olmasi, bu organdan
aliman interstisyel sivi ile lenf sivisinin bilesimindeki benzerligi aciklamaktadir.
Interstisyum; Leydig hiicreleri, fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast

hiicreleri ve makrofajlar1 igermektedir.
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2.3.5. Leydig Hiicreleri

Leydig veya testisin interstisyel hiicreleri, yuvarlak ya da poligonal sekilli olup,
eozinofilik bir sitoplazmaya sahiptir. Merkezi yerlesimli ¢ekirdek kaba kromatin
graniilleri ve belirgin ¢ekirdekcik igerir. Steroid sentez eden hiicre ozellikleri tasiyan
sitoplazma, yaygin agraniiler endoplazmik retikulum, kiigiik lipid damlaciklari, tiibiiler
kristali mitokondriyonlar, lipofuksin graniilleri ile Reinke kristali ve prekiirsorlerine
sahiptir. Leydig hiicreleri, sekonder seks karekterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu tretirler. Testosteron sentezi mitokondriyon ve agraniiler
endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce gerceklestirilir. Interstisyel hiicrelerin
hem aktiviteleri ve hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara baghdir. Insanda gebelik
sirasinda Tlretilen plasental gonadotropik hormon, maternal kandan fetusa geger ve
androjenik hormonlar: tireten, fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Androjenik
hormonlar, gelisim sirasinda, erkek genital organlarin farklilasmasi icin gereklidir (22,
34).

2.3.5. Rete Testis

Damardan c¢ok zengin olan mediastinum igine yerlesmis, birbirleriyle
anastomozlasan tilibiiler yapilardir ve bir tubulus agi olustururlar. Tubuli rekti adi
verilen diiz seminifer tiibiiller, mediastinum testiste yer alan bu kanal agina agilir. Tek
katl kiibik veya algak prizmatik epitelle doseli, diizensiz bu kanallarin epitel hiicreleri,
tek bir apikal silyum ve birkag¢ kisa mikrovillus igerir, niikleuslar1 ¢ok koyu boyanir ve
bu hiicrelerin yaslandigi bazal membran, mediastinumun bol kan damarli bag dokusu ile
sarilmistir. Spermler, tubuli rekti ve rete testisten hizla gectiginden, kesitlerde liimende

spermlere nadiren rastlanir (25, 26).

2.3.6. Duktuli Efferentes

Rete testisi epididimise baglayan ve sayilar1 yaklasik 20 adet olan bu kivriml
kanallar, yalanci ¢ok kathi prizmatik epitel ile doselidir. Bu kanallar, testisten ¢ikarken
cok kivrimli bir sekil alarak konik yapilari olusturur. Bu konilerin bazal kisimlarinda
efferent kanallar, epididimis kanalina agilir (22).

Efferent kanallarin epitelindeki hiicreler prizmatik ve kiibik hiicrelerdir. Uzun
boylu hiicrelerinde silyum bulunurken, kisa boylu hiicrelerinde ¢ok sayida mikrovillus,
apikal sitoplazmalarinda bol miktarda lizozom, mikropinositotik vezikiil ve membranla

sinirli yogun cisimler bulunur. Seminifer tiibiillerden salgilanan sivinin biiyiik bir
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boliimii, bu hiicreler tarafindan geri emilir. Bazal membrana komsu yerlesen kiibik
sekilli bazal hiicreler ise , diger hiicrelere doniisebilen kok hiicrelerdir. Ayrica elastik lif
iceren sirkiiler ince bir kas tabakasi bu kanali kusatmaktadir. Bu kas tabakasi ve

silyumlarin hareketi, spermlerin bu kanallar boyunca ilerlemesini saglar (25, 26).

2.3.7. Epididimis

Bu organ duktus efferentes ve duktus epididimisten olusur. Testislerin arka yiizii
boyunca uzanan bu yapi, bas, govde ve Kuyruk olmak iizere ii¢ béliimden olusur. Bas
kisminda efferent duktus bulunur. Duktus epididimis ise, son derece kivrimli, uzun bir
kanal olup, epididimisin gévde ve kuyruk kisminda bulunmaktadir. Bu kanali saran siki
bag dokusu, kan damarlar1 ve diiz kas hiicreleri bakimindan zengindir. Yalanci ¢ok katl
sterosilyali prizmatik epitel, bazal hiicreler ve esas hiicrelerden olusur. Esas hiicreler,
cok sayida uzun sterosilyalara sahip, uzun boylu prizmatik hiicrelerdir. Sitoplazlarinda
yaygin graniiller ve agraniiler endoplazmik retikulum agi ve belirgin bir Golgi
kompleksi bulunur. Bazal hiicreleri, kok hiicre ozelligindedir. Epitel i¢inde, Halo
hiicreleri ad1 verilen lenfositlere rastlanabilir. Bas ve gévde boéliimlerinde bag dokusu
disinda sirkiiler diiz kas tabakas1 bulunur (22, 25).

Duktus epididimis, spermlerin, bu béliimden gecerken hareket ve fertilite yetenegi
kazandiklar1 6zel bir kanaldir. Ayrica, duktuli efferentesten geriye kalan absorbe
edilmemis sivinin geri emilimi ve Sertoli hiicreleri tarafindan ortadan kaldirilmamis
artik cisimlerin ve dejenere spermlerin fagosite edilmesi gibi olaylar burada gergeklesir.
Esas hiicreler, sperm olgunlasmasimi saglayan siyalik asit, gliserofosfokolin ve

glikoproteinleri salgilar (25).

2.3.8. Duktus Deferens

Epididimis kuyrugunun devami olup, kalin duvarl miiskiiler bir borudur. Testisin
arka yiiziinden asaglr dogru uzanip, spermatik kordonun bir elemani olarak inguinal
kanaldan deg¢ip karin bosluguna ulasir. Mesane seviyesinde genisleyerek ampulla
kismini olusturur ve bu yapimin son kisminda seminal vezikiiliin kanallar1 da katilir.
Duktus deferens daha sonra prostata girer ve iiretraya agilir. Prostata giren segmente
ejekulatuar duktus adi verilir. Epiteli, yalanci ¢ok katli prizmatik epiteldir ve
hiicrelerinin ¢ogunun yiizeyinde sterosilyum bulunur. Epitel altnda elastik liflerden

zengin lamina propriya bulunur. Mukoza, liimene dogru katlantilar yaptigi i¢in liimen
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diizensiz goriiliir. Kas tabakasi, icte ve dista longitudinal, orta sirkiiler seyreden kas

liflerinden olusmus kalin bir tabakadir (25).

2.3.9. Duktus Ejakulatoryus
Yaklasik 1 cm uzunlugunda, basit prizmatik epitelle doseli, kisa ve diiz bir
kanaldir. Prostat bezine girer ve prostatik iiretraya agilir. Mukoza limenine dogru

katlantilar yapar. Duvarinda diiz kaslar bulunmaz (27).

2.3.10. Vesikula Seminalis

Yaklasik 15 cm uzunlugunda, kivrimli ve tiibiiloalveolar yapiya sahip bir ¢ift olan
bu bezlerin i¢ kisminda, liimene dogru uzanan salgi epitelinin dosedigi bag dokusu
girinti ve c¢ikintilar1 bulunur. Cok ince katlar olusturan mukoza, dalli ve birbirine
baglantilar olusturan petekli bir goriinlime sahiptir. Labirent seklinde izlenen limeni
yalanct ¢ok kathi epitelle doselidir. Kisa, bazal hiicreler ve prizmatik hiicreler igerir.
Epitelin yliksekligi testosteron hormonuna bagli olarak degisir. Bazi hiicreler
mikrovillus igerirken, bazilarinda tek bir flagellum vardir. Hiicreler bol silindirik
mitokondriyon, graniillii endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi igerir. Yogun salgi
graniilleri vardir. Epitelin altinda fibroelastik bag dokusu ve bu dokunun altinda, igte
sirkiiler dista longitidunal kaslar bulunur. En dis kisimda ise bag dokusundan bir kapsiil
yer almaktadir (27, 36, 37).

Insanda ejakiilatin %70’lik béliimii bu bezin salgisidir. Bu bezler, viskdz, sarimsi
renkte, spermatozoonlar1 aktive eden sitrat, inozitol, prostoglandinler ve gesitli
proteinler gibi maddeleri iceren bir salgi iiretir. Bu salgida ayrica bol miktarda fruktoz
bulunur ve spermatozoonlar bu monosakkarid sayesinde, hareketleri i¢in gerekli enerjiyi

elde ederler (36).

2.3.11. Prostat Bezi

Normal erigkin prostati kestane boyutunda ve yaklasik 20 gr agirligindadir.
Retroperitonal yerlesim gosteren bu organ, mesane boynu ve iiretranin gevresini sarar.
Ceperinde ince, belli belirsiz bir fibroelastik bag dokusu kapsiille karisik diiz kas ve
arka tarafinda ise ejakiilator kanallarin girisi bulunur. 30-50 adet dallanmis
tiibiiloalveoler bezden olusur ve bu bezlerin kanallar1 prostatik iiretraya bosalir.
Prostatta bulunan ii¢ ayr1 bolgeden birincisi, bez hacminin %25 ° ini kaplayan merkezi

bolgedir (santral kusak). Bu boélgenin epiteli yalanci ¢ok katli epiteldir. Bezin %70’ini
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kaplayan ikinci bolge periferik bolgedir (perifer kusak) ve prostat kanseri bu bolgede
gelisir. Ugiincii bolge gecis bolgesidir (gegis kusagl) ve bu bolge, iyi huylu prostat
hiperplazilerinin biiyiik bir béliimiiniin kaynaklandig1 bolgedir (36, 37).

Prostat bezlerinin liimeninde siklikla ¢ap1t 0.2-2 mm olan, glikoprotein yapil,
kiigiik kiiresel cisimcikler bulunur. Bunlar prostat taslar veya korpora amilasea olarak
adlandirilir. Onemi anlasilmamis olmakla birlikte, sayilar1 ilerleyen yasla birlikte
artmaktadir. Prostat bezi epiteli yalanci ¢ok katli epiteldir ve bazal hiicreler ile salgi
yapan hiicrelerden olusur. Prostat salgisi, ejakiilat sivinin yakalsik %15’ini olusturur ve

asit fosfataz, amilaz ve fibrinolizinden ¢ok zengindir (36, 38).

2.3.12. Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Caplar1 3-5 mm olan ve iiretranin membrandz kisminin proksimalinde yerleserek
buraya bosalan bezlerdir. Bu bezler, mukus salgilayan tek katl silindirik epitelle doseli
tiibiiloalveolar bezlerdir. Fibroblast, diiz kas ve ¢izgili kas i¢eren bir kapsiilii vardir. Ve

kapsiilden ayrilan bolmeler bezi loblara ayirir. Bezin salgisi, kayganlastirici islevi goren

berrak bir mukustur (Sekil 2.6 ) (27, 36).

vezikila
seminalis

-t duktus ejakullatoryus
prosta

bezi prqstatik
disieiie utrikdl
deferens
appendiks prostatik
epididimis Uretra

duktuli
efferentes

appendiks testis

rete testis

duktus
epididimis

seminifer
tabal

tunika
albuginea

Sekil 2.6. Intratestikiiler ve bosaltim kanal sistemi (22).
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2.4. Testis Anatomisi

Erigkin bir erkegin testisi 4x3, 5x3 cm boyutlarindadir. Testisler ovoid sekilli
gonadlardir. Her birinin hacmi 30 ml kadardir. Testisin anterolateral 2/3 boliimii serbest
iken, posterolateral yiizli epididim, bag dokusu ve damarlarla ortiliidir. “Mediastinum
testis” olarak isimlendirilen kranioposterior kismindan, seminal tasiyicilar ¢ikar (39).

Testis, tunika albuginea adi verilen kompakt bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Bu
tabaka; fibroblastlar ve kollajenden yogun bir yapidadir. Tunika albuginea’nin altinda
nispeten daha gevsek bag dokusu yapisinda, tunika vaskulosa adi verilen damarsal bir
tabaka yer alir. Tunika albuginea testisin arkasinda kalinlasarak mediastinum testisi
olusturur. Burada tunika albugineanin i¢ yiiziinden ¢ikan fibroz septalar testisi yaklasik
250 adet, piramit bigimli lobiillere ayirir. Herbir lobiiliin i¢inde bir ile dort arasinda
degisen sayida kivrimli seminifer tiibiil bulunur. Seminifer tiibiiller ise rete testis diye
isimlendirilen kanal agina agilirlar. Tunika albuginea’nin iizerinde peritonun uzantisi
olan tunika vaginalis yer almaktadir. Tunika vaginalis iki yapraklidir. Anteriorda,
testise yakin olan ve epididimi ¢evreleyen kismina viseral tabaka, daha dista yer alan
kismma ise paryetal tabaka adi verilir. Bunlarin da disinda sirasiyla, fascia
spermatica interna, musculus cremaster, fascia spermatica externa, tunika dartos
ve cilt yer alir. Spermatik kord; duktus deferens, duktus deferensin arter ve veni,
testikiiler arter, plexus pampiniformis, plexus deferentialis, processus vaginalis
peritonei, musculus cremaster, arteria cremasterica, vena cremasterica, lenf damarlari,
ilioinguinal sinir ve genitofemoral sinirin genital dallarindan olusur. Tiim bu olusumlar
birbirine gevsek bir bag dokusuyla baglanmis ve distan kas lifleri ile fascia spermatica
externa, fascia cremasterica, fascia spermatica interna adi verilen zarlarla sarilmistir
(40). Testisin ana damar1 aortanin 6n yiiziinden ve bobrek arterinin yaklasik iki-li¢ cm
altindan ¢ikan testikiiler arterdir. Bu damar i¢ kasik halkasina kadar retroperitoneumda
ilerleyip spermatik kord yapilari arasina katilir. Tek veya dallara ayrilan testikiiler arter,
testis arka yliziine ulasarak oblik bicimde tunika albugineay:1 geger. Sonra ana dallar
boliinerek ilerler ve seminifer tiibiiller arasinda yer alan interlobiiler arteriolleri
olusturur. Ana damar testikiiler arter olmasina karsin, kremasterik, vazal ve epididimal
arterlerle testikiiler arter arasinda bir¢ok anastomoz goriilebilmektedir.

Testisin vendz drenaji kapiler ile baslar ve testis disinda plexus pampiniformis’i

meydana getirirler. Cogunlukla i¢ kasik halkasi seviyesinde bu venler birleserek
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testikiiler veni olustururlar. Sag testikiiler ven, sag bobrek veninin dort-bes cm kadar
altindan vena kava inferiora, sol testikiiler ven ise sol bobrek venine acgilir. Testisin
innervasyonu asil olarak sempatik postganglionik ve viseral afferent sinirlerle
olmaktadir. Sinirler genelde damarlar takip ederek testise ulasirlar. Tunika albuginea
disinda dallara ayrilan sinirler interstisyuma kan damarlan ile birlikte ulasirlar. Testis
lenfatikleri, seminifer tiibiiller etrafinda goriilmeyen lenfatik kapilerlerle interlobiiler
septadan baglar. Daha sonra spermatik kordu takip ederek paraaortik, interaortokaval ve

perikaval lenf diigiimlerine agilirlar (Sekil 7) (39, 40).

Epididymis, A.testicularis
Caput
) Plexus
Ductuli pampiniformis
efferentes testis
Tunica —~—__

Epididymis,
Corpus

albuginea

Septulum
testis

Mediastinum
testis'de
rete testis

Mediastinum
testis

Sekil 2.7. Testisin anatomik yapisi1 (41).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada; Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma
Merkezi’nden temin edilen, canli agirlig1 ortalama 200-250 g olan, 9 haftalik 30 adet
erkek Wistar albino sican kullanildi. Sicanlar sicakligin 21°C ve nemin %55-60 oldugu,
havalandirmasi olan bir ortamda, 12 saat aydinlik (08:00-20:00) 12 saat karanlik, giin
15181 ritmindeki odada birakildilar. Kafesler iginde standart pellet yem ile beslendiler ve
cesme suyu aldilar. Calismamiz i¢in Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulundan
(Etik kurul no: 2014/A-06) onay alindi. Rastgele seg¢ilen denekler 2 gruba ayrildi.

Deney siiresince ilag gurubundan iki hayvan telef oldu.

3.1. Deney Gruplar

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki hayvanlara 0,2 ml serum fizyolojik (SF) insiilin
enjektori ile intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi. (n=15)

2. Seftriakson grubu: Bu gruptaki hayvanlara 1000 mg toz seftriakson, 200
mg/kg degerine gore 4 ml enjeksiyonluk su ile ¢ozdiiriiliip 0,2 ml ilag insiilin enjektori
ile intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi. (n=15).

Tiim uygulamalar her giin 11:00-12:00 saatleri arasinda 10 giin siireyle yapildi.
Deney baslangicinda ve sonunda, hayvanlarin viicut agirliklart 6lgiildii. Ketamin ve
ksilazin (1.2-1.4 g/kg) anestezisi altinda sakrifiye edildi. Her siganin kalbinden Eliza
testi i¢in ortalama 5 ml kan alindi. Alinan kanlar deney tiipline aktarildiktan sonra 5000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serumlar testesteron seviyesi 6lgiimii i¢in
eppendorflara alindiktan sonra sogutucuya konuldu. Hayvanlarin testis ve epididimisleri
alinip, agirliklar 6l¢iildii. Sol testislerin yarisi alinarak Bouin soliisyonuna konulurken,
testislerin diger yarist biyokimyasal calismalar i¢in derin dondurucuya alindi. Sag

testisler histolojik ¢aligmalar i¢in % 10 formalin soliisyonuna konuldu.
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3.2. Histolojik Analiz

Bouin soliisyonu igerisinde 24 saat kalan dokularin fiksasyon igleminin bitmesini
takiben yiikselen dereceli alkollerde (%80, %96, %96, %100) 1 saat dehidrate edilerek,
ksilende 2 saat seffaflastirilip, sivi parafinde 3 saat (1.5+1.5) bekletildikten sonra
parafine gomiildiiler. Fikse olmasi i¢in %10’luk notral tamponlanmis formaline (NTF)
konulan ornekler fiksasyon isleminin bitmesini takiben 24 saat boyunca akan gesme
suyunda yikandilar. Daha sonra yiikselen dereceli alkollerde (%70, %80, %96, %100)
dehidrate edilerek, ksilende seffaflastirilip parafine goémiildiiler. Parafin bloklardan
Leica RM 2145 marka mikrotom yardimiyla 5 um’lik kesitler, 151k mikroskopik ve
immunohistokimyasal yontemler icin polilizinli lamlara alindi. Hazirlanan bu lamlar
dokunun lama adezyonunu artirmak i¢in 37°C’lik etiivde 2 saat bekletildi. Kesitlere
genel histolojik yapiyr gézlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama
yontemi uygulandi. Ayrica oluklu baglanti bilesenlerinden konneksin 43° iin
gosterilmesi i¢in anti-konneksin 43 / GJA1 antikoru, apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in
ise. TUNEL immiinohistokimyasal boyama yontemleri olarak kullanildi. Preparatlar
Leica DFC 280 151tk mikroskobu ve Leica Q Win goriintii analiz sistemi (Leica
Microscope Imaging Solution Ltd, Cambridge, UK) ile incelenerek skorlandi,
fotograflar gekildi.

Kesitlere uygulanan boyalarin prosediirleri (42):

Hematoksilen-Eozin Boyama

Ksilen--------=-=-mmmmmmm oo 5dk.+5dk. +5 dk.
Absolii Alkol —-mmmmmeee- 3 dk.

Alkol 96 %-----------memmmemememeoeae 3 dk.

Alkol 80 %-----------mmmmmmmememeoeeen 3 dk.

Alkol 70 © =-m-mmmmmmmmm oo 3dk

Distile SU -----------=-=-omnmmm - 5-10 sn galkalanir
Hematoksilen -------------=--------- 12-13dk

Cesme Suyu -------=-=-==-mnmmmmmmeam 25 dk

E0zZin --------mmmm oo 2 dk

Alkol 96 ° e 3 dk. + 3 dk.
Absolii Alkol --------=-=-=-m-mommem 3dk. +3dk. +3dk
Ksilen ---------m-mmmmmmomoee oo 5dk. +5dk. + 5 dk.

Kesitler Kanada balsamu ile kapatildi.
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3.3. Anti-konnexin 43 / GJA1 immun Boyamasi

Immiinohistokimya Boyama Prosediirii:

Anti-konnexin 43 / GJAL, parafin kesitlere her bir antikor igin ayr1 uygulanan
Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi boyama islem sirasi:
1. Kesitler 60°C’de 1 saat etiivde deparafinize edildi. Ksilende 15 dakika bekletilen
kesitler daha sonra inen alkol serilerinden (%100 - %70) gegirilip, distile suya alindi.
2. Distile suda 5-10 dakika bekletilen kesitler, antijen retrieval asamasi i¢in hazirlandi.
3. Kaynayan sitrat tamponu i¢ine almman kesitler, 7 dakika sitrat ile muamele edildi.
Kesitler tampon i¢inden ¢ikarilmadan sogumaya birakildi.
4. Soguyan kesitler once distile su ile, daha sonra fosfat buffer solusyon (PBS) ile 1-2
dakika yikandu.
5. Yikama isleminden sonra doku kesitlerinin sinirlar1 hidrofobik kalem (pappen) ile
cizildi ve kesitler platforma dizildi.
6. Kesitlere hidrojen peroksit (peroxide block) damlatilarak 10 dakika beklendi.
Ortamin sicak olmasi i¢in kaynamis su platforma kondu ve kapagi kapatildi. Ardindan
hidrojen peroksit silkelenerek kesitler PBS ile 3 kez, 5 dakika yikandi.
7. Kesitlerin yiizeyine protein block damlatildi ve 5 dakika bekletildi. Ardindan kesitler
cok 1yi silkelenerek protein blok uzaklastirildi. Kesitler yikanmadan diger asamaya
gecildi.
8. Kesitlere primer antikor damlatilarak 2 saat bekletildi. Daha sonra PBS ile 3 kez, 5
dakika yikanda.
9. Sekonder antikor ile 10 dakika muamele edildikten sonra, PBS ile 3 kez, 5 dakika
yikandi.
10. Streptavidin-Peroksidaz kompleksinde 10 dakika muamele edildi. Daha sonra PBS
ile 3 kez, 5 dakika yikandi.
11. Substrat-kromojen (AEC; 3, aminoetil 9, karbazol ) soliisyonu ile 3-5 dakika inkiibe
edildi (Renk reaksiyonu gozlenene kadar).
12. PBS ile 3 kez, 5 dakika yikandi.
13. Distile suda ¢alkalandi.
14. Kesitlere Mayer’s hematoksilen boyasi yapildi (1 dakika).
15. Cesme suyunda yikanda.
16. Distile suda yikandi.

17. Kesitler yikama isleminden sonra su bazli kapatma maddesi ile kapatildi.
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3.4. Tunel Metodu

Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In Situ

Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak apoptoza giden

hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagida ayrintili olarak verilmistir. Hazirlanan

preparatlar

arastirma mikroskobunda (Leica DMS500-

degerlendirildi ve fotograflandi.

soliisyonu yerine Reaksiyon Buffer uygulandi.

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

TUNEL boyama prosediirii:
Islem
60°C etiiv
Xylol
%100, %96, %80, %70 etil alkol
PBS
Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir.
1:500 diliisyondaki Protinaz K soliisyonu
PBS
Endojen peroksidaz blokaji (% 3 H,0,)
PBS
Equilibration tampon soliisyonu
Calisma soliisyonu (%70 Reaction Buffer + %30 TdT Enzyme )
37°C’de
Stop/Wash Buffer ( 2ml ) +Distile su (68ml) Oda sicakliginda
Anti-Digoxigenin-Peroxidase
PBS
DAB Dilution Buffer + DAB Substrate
PBS
Distile su
Hematoksilen
Distile su
%380, %96 ve %100 etil alkol
Xylol

Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

DFC  295)

Siire

Bir gece
3X15 dakika
3'er dakika
5 dakika
20 dakika
3X5 dakika
3 dakika
3X5 dakika
10 dakika
60 dakika

10 dakika
30 dakika
3X5 dakika
5-10 dakika
3X5 dakika
5 dakika
1-5 dakika
5 dakika
L'er dakika
2X5 dakika

incelenerek

Pozitif kontrol i¢in sigan meme dokusu kullanildi. Negatif boyamada calisma
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3.5. Histolojik Degerlendirme

H-E ile boyanmis preparatlarda seminifer tiiblil caplar1 ve germinal epitel
kalmliklar1 6lgiildii. Olgiimler, H-E boyama metodu ile boyanmis her preparattan 100
adet seminifer tiibiil incelenerek gergeklestirildi. Histolojik skorlama; saglam, dokiilmiis
(farkli gelisim asamalarindaki spermatogenik hiicrelerin liimende izlenmesi), atrofiye
(seminifer tiibiil epitelinde birkac¢ tane spermatogenik hiicrenin bulunmasi ya da hig
bulunmamasi), ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreli (seminifer tiibul liimeninde ya da limene
yakin epitel igerisinde ¢ok cekirdek iceren biiylik hiicrelerin izlenmesi), duraksamis ve
dejenere hiicreli (spermatogenik gelisim evrelerinin erken donemlerinde, boliinme
sirasinda duraksamis veya dejenere spermatositler igeren) tiibiiller olarak siniflandirildi.

TUNEL boyamanin degerlendirilmesinde hematoksilen ile maviye boyanmis
¢ekirdekler normal, kahverengi niikkleer boyanma gosteren hiicreler ise apoptotik olarak
degerlendirildi. Kesitlerde X10'luk biiyiitmede rastgele secilen alanlarda, normal ve
apoptotik en az 500 hiicre sayildi. Apoptotik hiicrelerin, toplam (normal + apoptotik)
hiicrelere oranlanmasi ile apoptotik indeks (AI)’i hesaplandi. [Apoptotik indeks
(APOI)=Apoptotik nukleus sayisi/Toplam hucre sayis1 x 100]. Konneksin 43 boyanma
aktivitesi, tiibiillerin boyanma yogunlugu ve lokalizasyonuna gore X20 objektif
biiylitmesi kullanilarak degerlendirildi ve gruplar karsilagtirildu.

3.6. Sperm Analizi

Sag ve sol epididimis, 10 ml’lik petri kabinda 1 ml Earle’s Balanced Salt Solution
dis ortam mediumunda disekiye edildi ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten
sonra merkezinde herbiri 0.1x0.1 mm’lik 100 kareye boliinmis 1mm? ince klavuzlar
bulunan makler kamarasi lizerine bir damla sperm siispansiyonu damlatildi, X20
biiyiitme altinda 10 kiiglik kare sayilarak bir milyon ile ¢arpildi ve spermlerin canli, 6lii
sayilar1 ve motilitesi hesaplandi. Sperm morfolojisi i¢in Spermak boya prosediirii
uyguland (43-45).

Spermak boyama prosediirii:

Spermak boyama kiti 3 boyama soliisyonu ve bir fiksatiften olusmaktadir.

1. Likefiye olmus semenden bir damla alinip bir lam iizerine ince bir film tabakasi

seklinde diliie edilmeden yayilip en fazla 5 dakika hava ile temasi1 saglanir.
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2. Preperat en az 5 dakika sale icerisinde bulunan fiksatif igerisinde bekletilir. (Bu
stire uzatilabilir.)

3. Bir kap icerisinde bulunan distile suya 5-6 kez daldirilarak yikanir. Suyun
fazlas1 kurutma kagidi kullanilarak alinir ve bir miktar kurumasi beklenir. Fazla
kurutulmamalidir.

A boyast 1-2 dakika boyanir. Yikama yapilir.

B boyasi 1-2 dakika boyanir. Yikama yapilir.

C boyasi 1-2 dakika boyanir. Yikama yapilir.

Preperat havada kurumaya birakilir.

L N o g B

Immersiyon yagi kullanilarak X100 biiytitmeli mikroskopta preperat incelenir.
Tiim preparatlar, Viggiano ve arkadaslar1 (45) tarafindan 1996 ‘da, Saether ve
arkadaslar1 (46) tarafindan 2007 ‘de yapilan ¢aligmaya uygun olarak sperm yogunlugu,
sperm motilitesi, sperm morfolojisi yoniinden degerlendirildi. Sperm anomalileri bas ve
kuyruk anomalileri olmak iizere iki grupta analiz edildi. Sperm basinin normal ¢engelli
yapisinin bozulmasi, seffaf ve oval goriiniimii ‘amorf bas’ olarak, bas yapisinin kiiciik ve
toplu igne basi seklinde olmast ‘kiigiik bas (pinhead)’ olarak degerlendirildi. Sperm
kuyruk yapisinda ise kuyrugun u¢ kismi kopmus olanlar ‘kirik kuyruk’, kuyrugun kendi

etrafinda biikiilmesi ise ‘egri kuyruk’ olarak degerlendirildi.

3.7. Biyokimyasal Analizler
MDA seviyeleri homojenatta; KAT ve GSH-Px aktiviteleri siipernatanda; SOD
aktivitesi etanol/kloroform ekstraktinda 6lgiildii. Enzim aktivitelerinin 6lgiildiigi

slipernatan veya ekstraktlarda protein miktar1 belirlendi.

3.7.1. Dokularin Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Derin dondurucuda saklanan dokular analiz giinii ¢ikarilarak tartildi. Soguk SF ile
dokular yikandi. Makas ile kiiciik parcalara ayrilarak homojenize edilmek {izere cam
tiplere konulan mide dokularina 2 ml Tris-HCI (pH=7.4) tamponu eklendi. Buz
doldurulmus plastik kap icerisine yerlestirilen cam tiipteki doku 16.000 devir/dk hizda 3
dakika homojenize edildi (IKA, Germany). Son hacim Tris-HC1 tamponuyla 5 ml’ye
tamamlandi. Karistirildiktan sonra homojenatin bir kism1 MDA 6l¢liimii i¢in ependorf
tiiplerine aktarildi. Homojenatin bir kismi1 GSH-Px aktivitesi i¢in 3220 rpm’de +4°C’de
30 dakika santrifiij edildi. Geriye kalan kism1 da KAT aktivitesi icin 10 sn siireyle 3

kez sonifike edildikten sonra ayni sekilde santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanlarin
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bir kismi1 GSH-Px ve KAT enzim aktiviteleri l¢iimii i¢in, bir kismi1 da SOD enzim
aktivite 6l¢limii icin ekstraksiyona tabi tutuldu. Etanol fazinda SOD enzim aktivitesi

sleiildii.

3.7.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi Sun ve arkadaslarinin
metoduna gore tayin edildi (47). Bu metodda SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz
sistemi ile iretilen siiperoksidin nitrobluetetrazolium’u (NBT) indirgemesi esasina
dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri NBT yi indirgeyerek renkli formasyon olusturur.
Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Ortamda SOD enzimi bulunmasi
halinde NBT indirgenmesi ger¢eklesmeyip, enzim miktar1 ve aktivitesine bagli olarak
acik renk olusmaktadir. Enzimin bulunmadigi ortamda ise bu indirgeme meydana gelip
mavi-mor renk olusmaktadir.

1 U SOD, NBT rediiksiyonunu %350 inhibe eden enzim aktivitesidir. Sonuglar
U/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.3. Katalaz Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz (KAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi Aebi’nin yontemine gore yapildi (48).
Deneyin prensibi hidrojen peroksidin (H,0,) par¢alanma hiz sabitinin (s*, K) tayinine
dayanmaktadir. Deney ortamina eklenen HyO,, KAT enzimi tarafindan su ve oksijene
parcalanmaktadir. Bu reaksiyon UV spektrofotometrede absorbans azalmasi seklinde
ortaya ¢ikmaktadir. Absorbansdaki bu azalma KAT enzim aktivitesiyle dogru
orantilidir. H,O;’in UV spektro analizinde maksimum absorbans verdigi dalga boyu 240
nm oldugundan ol¢timler bu dalga boyunda yapild:.

Aktiviteler K/g protein olarak ifade edildi.

3.7.4. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivite Ol¢iimii

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9) aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin
metoduna gore oOl¢iildi (49). Metodun temeli, ortamda bulunan NADPH’in enzim
aktivitesiyle ortamdan uzaklastirilmasi sonucu 340 nm’de absorbansin azalmasina
dayanmaktadir. Deney ortaminda rediikte glutatyon (GSH), sodyum azid (NaN3),
glutatyon rediiktaz, NADPH en son ilave edilmek iizere substrat H202 vardi. Enzim
tarafindan ortamdan wuzaklastirilan H202 basina NADPH—NADP+ dongiisii

gerceklesmektedir. Bu nedenle birebir etkilesim s6z konusudur. O halde enzim
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aktivitesi ile birim zamanda olusan NADP+ miktarin1 gosteren absorbans azalmasi
dogru orantilidir.
Hesaplama: U/L = [(AA/t)/6.22x10-6] x (1/0.02)

GSH-Px enzim aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

3.7.5. Lipid Peroksidasyonu Uriinlerinin (MDA) Ol¢iimii

Uchiyama ve arkadaslarinin metoduna gore yapildi (50). Metodun prensibi;
MDA’nin tiyobarbitiirik asit ile 95°C’de reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe
renkli iirlinlin tespitine dayanmaktadir. N-butanol fazindan ekstrakte edilerek olusan
rengin siddeti, spektrofotometre ile 535 ve 520 nm’de ol¢ildi. 1,1,3,3
Tetrametoksipropan ile hazirlanan degisik konsantrasyonlardaki standartlar ve
bunlardan ¢izilen standart grafigi ile sonuglar degerlendirildi. Sonuglar nmol/g yas doku

olarak ifade edildi.

3.7.6. Doku Siipernetantindan TAS —-TOS ve OSI Analizi

TAS (toplam antioksidan durum) 6l¢iimii Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimli
immino plate reader ve TAS kit seti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kit ile asidik bir ortamda (asetat buffer 30 mmol/L; pH 3.6) sadece
hidrojen peroksidi kullanarak rediikte ABTS (2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate)) molekiilii, ABTS " okside forma déniisiir. Asetat buffer soliisyonundaki
konsantre (koyu yesil) ABTS" "~ molekiilleri uzun bir siire daha kararli kalir. Yiiksek
pH daha yogun bir asetat buffer (asetat buffer 0,4 mol/L; pH 5,8) ile diliie edildigi
zaman, rengi yavas yavas kendiliginden daha acik hale doniisiir. Analiz yapilan
ornekteki mevcut antioksidanlar konsantrasyonlariyla orantili olarak bu renkteki
azalmay1 bir dereceye kadar arttirir. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir
ve renkteki agilma orani drnekteki toplam antioksidan kapasitesi ile (TAC) orantilidir.
Mikroplate reader da 660 nm’de okunan absorbans degisimindeki deney sonuglari
TAC olglim testleri i¢in kullanilan standart antioksidan ve bir vitamin E anologu olan
trolox soliisyonunuyla kalibre edilir . Sonu¢lar mmol Trolox Equivalent /M biriminde
ifade edilir (51).

TOS (toplam oksidan durum) olgiimii Biotek HT Snynergy Gen 5 yazilimlh
immino plate reader ve TOS kit seti (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak
gerceklestirildi. Bu kit ile 6rnek mevcut oksidanlar ferr6z iyon-o-dianisidine kompleksi

ferrik iyona oksitler. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon mediumunda bulunan gliserol
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molekiiller tarafindan gergeklestirilir. Asidik ortamda ferrik iyonlar xylenol orange ile
renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak Olgiilebilen, renk yogunlugu
ornekteki toplam oksidan molekiil miktar1 ile orantilidir. Deney, hidrojen peroksit ile
kalibre edilir ve sonuglar, litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri cinsinden
(umol H,O; equivalent/L) ifade edilir (52).

Oksidatif stres indeksi (OSI), oksidatif stres derecesinin bir indikator parametresi
olup, hesaplanmasi formiildeki gibidir. Total Antioxidant Status ve Total Oxidant Status
Kitlerini kullanarak OSI hesaplanabilmektedir.

TOS ,umol H202 equivalent/L
OSl= 13 q /

TAS ,umolTrolox Equivalent/L

Doku homojenat ve siipernatant ekstraktlarinda protein tayini:

Kullamilan reaktifler: A reaktifi;: 20 mmol CuSO,, 34 mmol NasSitrat, B
reaktifi: 0.19 mmol Na,COg, 0,1 mol NaOH ve Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) reaktifleri
kullanildi.

Deneyin prensibi: Protein miktar1 Lowry metoduna gore tayin edildi (53). Bu
yontemde, alkali ¢oOzeltide bakir-protein  kompleksi olusarak fosfomolibdat-
fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Fenol reaktifi) rediikler ve koyu mavi bir renk
olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Folin reaktifinin ilavesinde sunlara dikkat edilmesi gerekmektedir: Bu reaktif sadece
asit ortamda dayaniklidir. Fakat ifade edilen bu rediikleme ise pH 10°da olusmaktadir.
Bu yiizden folin reaktifi stiratle alkali bakir-protein c¢ozeltisine ilave edilmeli ve
vortekslenmelidir. Bu uygulama ile fosfomolibdat-fosfotungstat (folin) reaktifi

parcalanmadan Once rediiklenme olay1 gergeklesir.
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Deneyin yapihisi: Standart grafigi ¢izmek i¢in konsantrasyonu bilinen sigir serum
albiimininden hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi. “OD — mg/mL protein konsantrasyonu”
grafigi cizilerek protein degerleri bu grafikten okundu. Standart ve numuneler kore karsi

700 nm’de okundu.

Numune Kor
Numune 10 uLL -
Deiyonize su 490 uL. 500 pL
C Reaktifi (5/1:B/A) 2.5 Ml 2.5 Ml

Kanstirilir, 5-10 dakika beklenir.

D Reaktifi (1/1:FCF/d.s.) 0.25mL 0.25 Ml

30 dakika oda 1sisinda bekletilir ve 700 nm’de kore karst OD okunur.
Hesabi: Protein (mg/mL) = (Kg/As) X An

K Standardin konsantrasyonu

Ay Standardin absorpsiyonu

Ax: Numunenin absorpsiyonu

3.8. Eliza Testosteron Testi

Testosteron (rat) Eliza, DRG’nin &l¢iimiinde sandivi¢ ELIZA yéntemi kullanilds.
Bu yontemde Testosteron (rat)’a spesifik monoklonal antibody ile kapli 96 kuyucuklu
plak kullanildi. Kitin i¢erigindeki konjiigat harig, tiim soliisyonlar oda 1sisina getirilerek
calisild.

Kit igerisinde mevcut olan standarta 1 ml standart diliisyon tamponu eklenerek
lpug/ml stok standart soliisyonu hazirlandi. Daha sonra diliisyon tamponuyla bu stok
standarttan seri sulandirma yapilarak 0.39; 0.78; 1.56; 3.13; 6.25; 12.5; 25 ng/ml’ lik
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi. Numuneler diliisyon tamponu ile 30 kat diliie
edildi. ik olarak 300 pl inkiibasyon tamponu tiim kuyucuklara eklendi, 5 dk oda
1s1sinda inkiibe edildi. Plak daha sonra 2 kez yikama tamponu ile yikandi. Blank olarak
belirlenen kuyucuklara 100 pl standart/ numune diliisyon tamponu eklendi. Plak 2 saat
oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 3 kez yikama soliisyonu ile plak
yikandi. 100 pl antibody soliisyonu eklenip 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Ardindan
plak 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi. 100 ul HRP soliisyonu eklendi. 30 dk tekrar
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Plak inkiibasyon sonunda 3 kez yikama soliisyonu yikand.

Yikamanm ardindan 100 pl kromojen soliisyonu kuyucuklara eklenip 10dk inkiibe
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edildi. Inkiibasyonun sonunda 100 pl stop soliisyonu kuyucuklara eklenerek reaksiyon
durduruldu. Calisma sonunda plak okuyucu yardimiyla 450 nm de okumasi yapildi.

Kitin sensitivitesi 0.39 ng/ml’ dir.

3.9. istatiksel Degerlendirme

Arastirmalarimizin istatiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS for Windows
Version 17.0 yazilimi kullamldi. Olgiilebilir degiskenlere iliskin veriler, aritmetik
ortalama = standart hata (SE) ve median (Med)- (Min-Max) olarak sunuldu. Olgiilebilir
degisken verilerinin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro Wilk normallik testi
ile test edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda Unpaired t test ve Mann-Whitney U testi,
gruplarin kendi igindeki degisimlerinin test edilmesinde Paired t testi ve Wilcoxon testi
kullanildi. P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sperm Analizi

Kontrol grubunda 1 ml’deki sperm konsantrasyonu 56+2.0 milyon, seftriakson
grubunda ise 50+2.2 milyon olarak hesaplandi. Seftriakson grubunda istatiksel olarak
anlamli bir azalma goriildii. Her Kkesitte incelenen 10 alandan, kontrol grubunda
78.6+£2.4 canli, 21.4+2.4 6lii sperm bulunurken, seftriakson grubunda 66+2.9 canli,
34+2.8 Ol sperm sayildi. Seftriakson grubunda 6lii sperm sayisi, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli derecede artmisti (p= 0.01). Canli ve olii
sperm sayisi belirlendikten sonra yiizde olarak motilite hesaplandi. Sperm motilitesi her
iki grupta birbirine benzer olarak bulundu (kontrol; 70.2+1.5, seftriakson; 67+2.2) (p>
0.05). Kontrol grubunda spermler; g¢engel seklinde bir bas ve diizgiin bir kuyruk
yapisina sahip olarak izlendi (Resim 4.1). Histolojik goriiniimii normal olan spermlerin
sayisi, seftriakson grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak onemli derecede
azalmist1 (p= 0.001). Sperm bas1 anomalileri sinifinda incelenen amorf basli spermlerin
sayist seftriakson grubunda, kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede artti
(p= 0.01) (Resim 4.2). Diger sperm anomalileri (pinhead, egri kuyruk ve kirik kuyruk)
seftriakson grubunda artmis olmasina ragmen, kontrol grubuyla karsilastirildiginda iki
grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p> 0.05) (Resim 4.3, 4.4, 4.5).

Sperm parametreleri Tablo 4.1 ‘de verilmistir.
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Resim 4.2. Seftriakson grubu; bas kismi normal ¢engelli yapisini yitirmis,

oval ve seffaf olarak izlenen amorf bas. Spermak; X100.
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Resim 4.3. Seftriakson grubu; toplu igne basi goriinimli kiigik bas
(pinhead). Spermak; X100.

Resim 4.4. Seftriakson grubu; kuyrugun son kismi kopmus olarak izlenen,
kirik kuyruk. Spermak; X100.
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Resim 4.5. Seftriakson grubu; sperm kuyrugunda biikiilme ve kendi

tizerine kivrilma seklinde ayirt edilen, egri kuyruk. Spermak; X100.
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Tablo 4.1. Gruplarin sperm parametreleri yoniinden karsilagtirilmas.

Gruplar Konsantrasyon Canli Olii Oran Motilite
(milyon)
Kontrol X+ SE 56+2.0 78.7+2.4 21.4+£2.4 4.2+0.6 70.3+1.5
Med. (Min — 5.7(47-67) 82(66-88) 18(12-34) 45(1.9-7.3) 69.5(64-80)
Max)
Seftriakson X+ SE 50+2.2 66+2.9 34+2.8 2.1+0.3 67+2.2
Med. (Min — 4.9(39 -62) 69(50-74) 31(26-50) 2.3(1.0-2.8) 68.4(54-77)
Max)

P degerleri P= 0.058 0.011 0.011 0.011 0.36
Gruplar MorN MorA MorP MorE MorK
Kontrol X+ SE 94.3+0.5 3.6+0.5 0.7+0.3 0.2+0.2 1.2+0.4

Med. (Min — Max) 94(92-97) 4(1-5) 0(0-2) 0(0-2) 1.5(0-3)

Seftriakson X+ SE 91.5+0.35 5.5+0.5 0.9+0.5 0.3+0.2 1.8+0.4

Med. (Min — Max) 91.5(90 -93) 5.5(4-8) 0 (0-4) 0(0-2) 2(0-3)
P degerleri P= 0.01 0.016 0.96 0.58 0.24

Not: MorN: Morfoloji normal, MorA: Morfoloji amorf bag, MorP: Morfoloji pinhead(kii¢iik bas),

MorE: Morfoloji egri kuyruk, MorK: Morfoloji kirtk kuyruk.

4.2. Viicut Agirhklar

Deney baslangict ve deney sonu viicut agirlik kazanimlari bakimindan;

seftriakson grubu kontrol grubuna gore daha az agirlik kazandi. Deney gruplarinin,

deney baslangic1 ve sonundaki kilo agirliklar ile kilo farklart Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Gruplarin baslangig- son viicut agirliklari.

Gruplar
Kontrol
Seftriakson

Baslangi¢ kilo
162.3+3.79
187.4+4.66

Son kilo
188.9+4.62
209.3+5.14

Kilo farki
26.5+1.18
21.9+1.32

0.17
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4.3. Testis Agirhklar:

Sicanlarin deney sonu ortalama testis ve epididimis agirliklart sag ve sol olarak
Olgiildii. Seftriakson grubundaki siganlarin testis agirliklarinda (sag; 1+0.1 g, sol; 1+0.1
g) kontrol grubuna gore (sag; 1.2+0.1 g, sol; 1.2+0.1 g) istatistiksel olarak 6nemli bir
azalma gozlendi (P=0.001). Deney gruplarinin testis ve epididimis agirliklar1 ve bu

agirhiklarin gruplar arasindaki farklarin istatistiksel degerlendirmeleri Tablo 4.3 ’de

verilmistir.

Tablo 4.3. Gruplarin sag - sol testis ve epididimis agiliklari.

Gruplar Sag testis Sol testis Sag epididimis  Sol epididimis
Kontrol X £ SE 1.2+0.1 1.2+0.1 0.4+0.1 0.4+0.1
Med. (Min —Max) 1.2(1-1.7) 1.2(1-1.6) 0.4(0.3-0.5) 0.4(0.3-0.5)
Seftriakson X =+ SE 1£0.1 1+0.1 0.3+0.1 0.4+0.1
Med. (Min — 1(0.1-1.3) 1.1(0.7-1.2) 0.3(0.2-0.4) 0.4(0.2-0.6)
Max)
P degerleri 0.002 0.002 0.009 0.66

4.4. Isik Mikroskopik Bulgular

4.4.1. Seminifer Tiibiil Cap1 ve Seminifer Epitel Kalinhg:

Kontrol grubunda, seminifer tiibiil ¢aplar1 300+1.3 um, germinal epitel yliksekligi
ise 300+0.5 um olarak olgiiliirken, seftriakson grubunda seminifer tiibiil ¢ap1 260+1.83
um; germinal epitel yiiksekligi ise 260+0.6 pm olarak olgiildi. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, seftriakson grubunda seminifer tubul g¢api ve germinal epitel
yiksekligi istatistiksel olarak anlamli derece azalmis olarak bulundu (p>0.05).
Seminifer tiibiil cap1 ve germinal epitel yiiksekligi Tablo 4.4’ de verildi.
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Tablo 4.4. Gruplarin seminifer tiibiil ¢aplar1 ve germinal epitel kalinliklarinin (um)

karsilastirilmast.
Gruplar Seminifer tiibiil cap1 Seminifer epitel kalinhg:
Kontrol X+SE 300+1.3 300+0.5
Mean(min-max) 315(252-389) 75(55-97)
Seftriakson X+SE 260+1.83 260+0.6
Mean(min-max) 307(233-412) 78(48-98)
P degerleri 0.006 0.002

4.4.1.1. Kontrol Grubu

Seminifer tiibiiller gevsek bag dokusu ile birbirinden ayrilmis, yuvarlak oval
sekilli ve ¢ok katli epitel ile doseli olarak gozlendi (Resim 4.6). Epitel belirgin bir bazal
lamina {izerine oturmus spermatogenetik hiicreler ve Sertoli hiicrelerinden
olugmaktaydi. Seminifer tiibiil epitelinde, Okromatik nukleuslu Sertoli hiicreleri
spermatogenik hiicrelerden belirgin olarak ayirt edilmekteydi. Koyu yuvarlak ve oval
sekilli nukleuslar ile tanmman spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri ile birlikte bazal
membranin hemen iizerinde yerlesmislerdi. Primer spermatositler, biiyiikk ve profaza
0zgii nukleus goriiniimii ile diger spermatogenik hiicrelerden ayrilirken, spermatidler
limene yakin olarak izlendi (Resim 4.7).

Yiizde 93.3+1.4 tiibiil saglam olarak izlenirken, sadece 6.6+1.4 tiibiil atrofik
olarak olarak belirlendi. Kontrol grubununda atrofik, dev hiicreli ya da dejenere hiicreli
tiibiillere rastlanmadi. Seminifer tiibiillerin mikroskopik siniflandiriimas: Tablo 4.5 *de
verildi.

Kontrol grubunda; TUNEL metodu uygulanmis kesitlerde nukleusu kahverengi
boyanan hiicrelere seyrek olarak rastlandi. Bu gruptaki apoptotik indeks; spermatogenik
hiicreler i¢in 1.85 + 0.69, Sertoli hiicreler igin ise 0.14 £ 0.37 olarak hesaplandi (Resim
4.8).
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Tablo 4.5. Seminifer tiibiillerin mikroskopik siniflandirilmasi (%) ve P degerleri.

Gruplar

Kontrol

Seftriakson

P degerleri

X £ SE
Med. (Min — Max)

X+ SE

Med. (Min — Max)

Saglam
93+1.4
94(79-100)

56.5+3.2
54(41-77)

0.000

Testis Tiibiil Yapist
Dokiilmiis Atrofiye
6.7+1.4 0+0
0(0-21) 0(0-0)
35.742.5 4.6+1.6
36.5(20-47)  1.5(0-15)
0.000 0.001

Dev nukleuslu
00

0(0-0)
0.3+0.2

0(0-2)

0.148

Duraksamig
0+0
0(0-0)

24207
2(0-8)

0.000

Resim 4.6. Kontrol grubu; normal goriiniimlii, saglam seminifer tiibiiller.
H-E; X20.
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Resim 4.7. Kontrol grubu; dkromatik niikleuslu Sertoli hiicreleri (oklar),
koyu, oval nukleuslu spermatogonyumlar (ok uglari) ve limene yakin
lokalize olmus spermatidler. H-E; X40.
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Resim 4.8. Kontrol grubu; az sayida izlenen, nukleusu kahverengi

boyanmis spermatogenik hiicre (0k). TUNEL immun boyanma;
X10.

Konneksin 43 immun boyama yonteminde, pozitif kontrol olarak kalp kasi
kullanildi. Konneksin 43, kalp kasi tellerinin birbirleriyle baglant1 yaptig1 interkalar
diskler hizasinda, ¢izgilenmeler ve merdiven basamag: seklinde kahverengi tonlarda,

yogun olarak boyandi (Resim 4.9 ve 4.10).
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Resim 4.9. Kontrol kalp; interkalar diskler kahverengi tonlarda, yogun,
kesikli ¢izgiler ve merdiven basamag seklinde goriilmekte (oklar).

Konneksin 43 immun boyama; X20.
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Resim 4.10. Kontrol kalp; konneksin 43 boyanmanin yogun olarak
izlendigi alanlar interkalar diskleri géstermekte (oklar). Konneksin 43

immiin boyanma; X40.

Kontrol grubunda spermatogonyumlarin apikali ile primer spermatositlerin bazali
arasinda yer alan, Sertoli hiicre baglantilarinin olusturdugu kan-testis bariyeri
bolgesinde giiglii bir konneksin 43 boyanma yogunlugu izlendi. Seminifer tiibiller
arasinda, konneksin 43 boyanma yogunlugunun, seminifer tiibiil epitelinin evrelerine
gore degisiklik gosterdigi tespit edildi. Germ hiicrelerinin gelisim evrelerine gore,
sicanlarda 14 periyodik seminifer epitel siklusu tanimlanmistir (55).

Seminifer tiibiil epitelindeki ardigik 14 evre igerisinde en yogun boyanma 8 ve 9.
evrede, en zayif boyanma ise 10-14. evrelerde gozlendi. Seminifer epitel evrelerinin
erken donemlerinde (1-6) konneksin 43, yiiziik seklinde spermatongumyumlarin etrafini
sarar tarzda boyanirken, kan-testis bariyeri ayirt edilemedi (Resim 4.11). Sekizinci ve
dokuzuncu evrelerde ise konneksin 43, kan- testis bariyeri hizasinda devam eden dalgali
cizgilenmeler seklinde, yaygin ve giiglii olarak boyandi (Resim 4.12 ve 4.13). Onuncu

ve ondordiincii evrelerde ise boyanma yogunlugu azalmis olarak gozlendi (Resim 4.14).
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Resim 4.11. Kontrol grubu; 1-6. spermatogenik evrede,
spermatogonyumlaretrafini saran, yiziik seklinde, kahverengi konneksin
43 boyanmasi goriilmekte (ok baglari). Konneksin 43 immun boyanma;

X40.
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Resim 4.12. Kontrol grubu; 8. evrede, dalgali ¢izgilenmeler seklinde,
kan- testis bariyeri hizasinda devam eden, yaygin ve gii¢lii konneksin
43 boyanmasi izlenmekte (ok baslar1). Konneksin 43 immun

boyanma; X40.
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Resim 4.13. Kontrol grubu; 9. evrede, kan testis bariyeri hizasinda
izlenen ¢izgilenme seklinde yogun, kahverengi boyanma. Konneksin
43 immun boyama; X40.

Resim 4.14. Kontrol grubu; 10-14. evrede azalmis olarak izlenen

konneksin 43 boyanmasi . Konneksin 43 immun boyama; X40.
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4.4.1.2. Seftriakson Grubu

Her kesitte degerlendirilen 100 seminifer tiibiiliin, ortalama 35.7 + 2.5°i
dokiilmiis, 4.6 = 1.6 nin atrofiye, 0.3 £ 0.2’nin dev hiicreli, 2.4 + 0.7 dejenere ve 56.5+
3.2 tiibiiliin de saglam oldugu tespit edildi. Dokiilmiis tiibiillerde, germinatif epitelden
ayrilan ve gelisimini tamamlamamis spermatogenik seriye ait hiicrelerin, liimen

igerisinde biriktigi tespit edildi (Resim 4.15).

Resim 4.15. Seftriakson grubu; tibiil limenine dokilmis ve
gelisimini tamamlamamis Spermatogenik seri hiicreler izlenmekte
(oklar). H-E; X20.
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Bazi seminifer tiibiillerde, epitel sadece Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlar: igcermekteydi. Diger spermatogenik seri hiicrelerin tiimii

limene dokiilmiis olarak gozlendi (Resim 4.16).

Resim 4.16. Seftriakson grubu; epiteli sadece bazalde yer alan Sertoli
hiicreleri ve spermatogonyumlardan olusan seminifer tiibiiller. Diger
spermatogenik seri hiicreler tiibiil liimenine dokiilmiis olarak izlenmekte.
H-E; X40.
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Atrofik seminifer tiibiillerde ise spermatogenik hiicreler sayica azalmig olarak

gozlendi (Resim 4.17). Baz1 atrofik tiibiillerde ise, spermatogonyum disinda higbir

seminifer tiibiil epitel hiicresine rastlanmadi.

Resim 4.17. Seftriakson grubu; spermatogenik hiicrelerin izlenmedigi,
Yalnizca koyu boyanmis, bazale yakin spermatogonyumlari igeren atrofik

tiibiil (yildiz). H-E; X20.
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Baz tiibiillerde de nukleusu yogun, mayozun belli agsamalarinda duraksamis ve
farkli sekillerde izlenen dejenere hiicrelere rastlandi (Resim 4.18). Az sayida tiibiilde
de, seminifer tiibiil epitelinin liimene yakin boliimiinde, birden fazla sayida niikleus

iceren dev hiicreler gozlendi (Resim 4.19).

Resim 4.18. Seftriakson grubu; profaz ve metafaz gibi mayozun belli
asamalarinda duraksamuis, yogun nukleuslu, dejenere hiicreler izlenmekte

(ok baslar). H-E; X40.
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Resim 4.19. Seftriakson grubu; ¢ok sayida nukleus igeren, liimende ve
epitele yakin olarak izlenen dev hiicreler (oklar).
H-E; X40.
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Ayrica hematoksilen eozin boyama yontemi uygulamis kesitlerde, eozinofilik
sitoplazmalari, piknotik ya da parcalanmis nukleuslar1 ile ayirt edilen ¢ok sayida

apoptotik hiicre izlendi (Resim 4.20).

Resim 4.20. Seftriakson grubu; sitoplazmalar1 eozinofilik, nukleuslar
parcalanmig veya piknotik goriiniimli, ¢ok sayida apoptotik hiicre
izlenmekte (oklar). H-E; X40.
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Bazi tiibiillerde dikkat ¢ceken diger bir bulgu da; seminifer tiibiil epiteli i¢erisinde
sinirlart diizgiin olarak izlenen biiyiik vakuollerdi. Bu vakuollar epitelin bazaline yakin
olarak izlendi (Resim 4.21).

Seftriakson grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, spermatogenetik seri
hiicrelerinde (Resim 4.22 ve 4.23) ve Sertoli hiicrelerinde (Resim 4.24) TUNEL pozitif
boyanan hiicreler bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edildi (p<0.05).

Gruplarin apoptotik indeks sonuglar1 Tablo 4.6 da verildi.

Resim 4.21. Seftriakson grubu; seminifer tiibiil epiteli igerisinde,

sinirlar1 diizgiin olarak izlenen vakuol yapisi (oklar). H-E; X20.
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Tablo 4.6. Apoptotik Indeks (%)

Apoptotik indeks (%)
Gruplar Spermatogenetik seri hiicreleri Sertoli hiicreleri
Kontrol 1.85+0.69 0.14 +0.37
Seftriakson 7.42+0.78° 2.57+£0.53°

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

& Kontrol grubuna gére karsilagtirildiginda, p<0.05.

Resim 4.22. Seftriakson grubu; ¢ok sayida nukleusu koyu kahverengi
boyanan apoptotik hiicreler izlenmekte (oklar). TUNEL immun boyanma;

X10.
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Resim 4.23. Seftriakson grubu; nukleuslar1 koyu kahverengi boyanmus,
apoptotik spermatogenik seri hiicreler daha yakindan izlenmekte (oklar).
TUNEL immun boyanma; X20.

Resim 4.24. Seftriakson grubu; TUNEL pozitif olarak izlenen
apoptotik Sertoli hiicresi (ok bas1). TUNEL immun boyanma; X40.
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Seftriakson grubu siganlarin kesitlerinde; seminifer epitel tiibiil evresine gore
konneksin 43’tin dagilimi ve boyanma 6zellikleri kontrol grubuna benzerdi. Ancak
germ hiicreleri liimene dokiilen tiibiillerde konneksin 43 boyanma yogunlugu belirgin
olarak azalmist1 (Resim 4.25). Ayrica kontrol grubunda yogun olarak boyanan kan testis
bariyeri, bu grupta peritiibiiler dokuya yakin kesik kesik ¢izgilenmeler seklinde izlendi
(Resim 4.26).

Resim 4.25. Seftriakson grubu; germ hiicreleri liimene dokiilmiis
tiibtilde konneksin 43 boyanma yogunlugu azalmis olarak izlenmekte.

Konneksin 43 immun boyanma; X40.
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Resim 4.26. Seftriakson grubu; konneksin 43 immiin boyanma,
peritiibiiler dokuya yakin, kesik kesik ¢izgilenmeler seklinde izlenmekte
(ok baslar1). Konneksin 43 immun boyanma; X40.
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4.5. Biyokimyasal Bulgular

MDA seviyesi, kontrol grubunda 12.8+1 nmol/mg iken, seftriakson grubunda
13.5+£ 1.1 nmol/mg olarak olgildi. MDA seviyesi seftriakson grubunda, kontrol
grubuna oranla istatiksel olarak anlamli derecede artmis olarak bulundu (p=0.04).

Kontrol grubunun doku SOD aktivitesi 1+0.05 U/mg iken, seftriakson grubunun
aktivitesi 0.940.03 U/mg olarak olciildii. Gruplar arasinda doku SOD aktivitesi
yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.07).

Kontrol grubunun ortalama doku KAT aktivitesi 2.6+0.2 U/mg iken, seftriakson
grubunun aktivitesi 2+0.2 U/mg olarak 6l¢iildii. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
seftriakson grubunun KAT aktivitesinin istatiksel olarak anlamli derecede azaldigi
goriildi (p=0.047).

GPx seviyesi kontrol grubunda 68.1+2.6 U/mg, seftriakson grubunda ise 75.7+6.2
U/mg olarak tespit edildi. Kontrol grubu ile seftriakson grubu karsilastiginda doku GPx
seviyeleri agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.35).

Kontrol grubunun ortalama doku GSH seviyesi  3.1£0.5 nmol/mg iken,
seftriakson grubunda 2.4+0.5 nmol/mg olarak olgiildii. Gruplar arasinda doku GSH
seviyeleri agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.35).

Kontrol grubunun ortalama TOS degerleri 5+0.6 umol H,O, equivalent/L iken,
seftriakson grubunun degerleri 7.6+0.4 umol H,O, equivalent/L olarak 6l¢iildii. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, seftriakson grubunun TOS degerlerinin istatiksel olarak
anlaml derecede arttig1 goriildii (p=0.012).

Kontrol grubunun ortalama TAS degerleri 0.8+0.01 mmol Trolox Equivalent /M,
seftriakson grubunun degerleri 0.8+0.05 mmol Trolox Equivalent /M olarak 6lgiildii.
Gruplar arasinda doku TAS degerleri acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p=0.76).

Kontrol grubunun ortalama OSI degeri 6.5+1.08, seftriakson grubunun ise 9.7+1
olarak olgiildii. Kontrol grubu ile karsilastinldiginda, seftriakson grubunun OSI
degerlerinin istatiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildii (p=0.04). Gruplarin MDA,
SOD, KAT, GPx, GSH, TOS, TAS, OSI degerleri Tablo 4.7° de verildi.
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Tablo 4.7. MDA, SOD, KAT, GPx, GSH, TOS, TAS, OSI yoniinden gruplarm

karsilastirilmast.
Grup MDA SOD KAT  GPx GSH  TOS  TAS osl
Kontrol X SE 12.8+1 12005 2.6£02 681426 3.1%0.5 5:06  0.8+001  6.5+1.08
Med. (Min—Max) 129(5.1-19) 1(0.8-1)  2.8(2-4) 67(62-76) 3.2(2-4) 54(4-7) 08(0.7-1) 7.9(4-9)
Seftriakson X + SE 135511 09+0.03 202 757462 2405 7.6£04 08+0.05 9.7+l
Med. (Min—Max) 132(11.-17) 09(0.8-1) 2(2-3)  73(61-97) 2.4(2-4) 7.4(7-9) 08(0.7-1) 9.2(7-13)
P= 0.04 0.076 0.047 0347 0347 0012 076 0.04
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4.6. Testesteron Seviyeleri

Kontrol grubunda testesteron diizeyi 2.8 (ng/ml) olarak olgiiliirken, seftriakson

grubunda 1.5 (ng/ml) olarak tespit edildi. Seftriakson verilmesi, kontrol grubuna gore

testesteron diizeyini istatistiksel olarak anlamli derecede diisiirdii (p=0.04). Testesteron

diizeyleri Grafik 4.1°de verildi.

Grafik 4.1. Gruplarin testosteron diizeyleri (ng/ml).
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5. TARTISMA

Sefalosporinler; pnémoni, triner sistem enfeksiyonlari, endokarditler, yumusak
doku enfeksiyonlari, septik artirit, akut bakteriyel menenjit, diyabetik ayak, gonokok
enfeksiyonlarinda ve gesitli gram negatif bakterilerle olusan sepsis olgularinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (19). Ulkemizde son zamanlarda en yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerin, T{g¢iincii kusak sefalosporinlerden sefoperason, sefotaksimin ve
seftriakson oldugu dikkat ¢ekmektedir (55). Seftriakson, yiiksek etki potansiyeli ve
genis spektrumlu aktivitesinden dolayr gram negatiflere karsi son derece kuvvetli bir
antibiyotiktir (15-17). Antibiyotiklerin viicut sistemleri, karaciger, bobrek gibi organlar
tizerindeki olumsuz etkileri yaninda insanda ve hayvan modellerinde semen
parametreleri {izerine 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir (4, 5).

Erkek fertilitesi, spermatogonyumlarin ¢ogalmasina ve devamli olarak
spermatogenik hiicrelere farklilasmasina baghidir. Bu yiiksek mitotik aktivite
ozelliginden dolay1 testikiiler germinatif epitel; kimyasal ajanlara ve ilaglara karsi son
derece hassastir (56). Yapilan deneysel ¢alismalar; antibiyotiklerin erkek genital organ
agirliklarinda (5), germ hiicre sayisinda (4), seminifer tiibiil capinda ve germinal hiicre
kalinliginda azalmaya neden oldugunu gostermektedir (56, 57). Testikiiler hacmin %
90’nin1 seminifer tiibiiller olusturmaktadir. Seminifer tiibiillerdeki hasar testis agirligini
da etkilemektedir. Bir¢ok arastirmaci, seftriaksonun da dahil oldugu pek ¢ok
antibiyotigin testis, aksesuar cinsiyet organlart ve epididimis agirliginda azalmaya
neden oldugunu bildirmislerdir (5, 58-60). Biz de c¢alismamizda da seftriakson
uygulanan sicanlarda, seminifer tiibiillerde dokiilme ile karakterize testikiiler hasar,
atrofi, dejenerasyon ile testis agirliklarinda kontrol grubuna gére 6nemli bir azalma
gozlemledik. Hess ve ark. (61), kimyasal ajanlarin Sertoli hiicrelerindeki
mikrotiibiillerin ve ara filamanlarin yapisin1 bozarak, spermatogenik hiicrelerin liimene
dokiilmesine yol agtigint bildirmistir. Dokiilmelerin, Sertoli hiicrelerindeki adezyon
proteinlerinin (kadherin vb.) ekspresyonundaki diizenlemenin azalmasindan da
kaynaklandig1 disiiniilmektedir (62).

Seminifer epitelde, 3 tip hiicreleraras1 baglanti bulunmaktadir. Kadherin merkezli
adherens baglanti, okludin merkezli sik1 baglanti ve konneksin merkezli oluklu baglanti.
Biitlin bu baglantilar, seminifer epiteli bazal ve apikal kompartmanlara ayiran kan testis

bariyerini olusturacak sekilde etkilesim halindedirler (63, 64). Oluklu baglanti; hiicreler
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arasinda iyonlar ve molekiiller (<I-1.5 kDa) i¢in gegit gérevi yapmastyla, diger baglanti
komplekslerinden ayrilir. Spermatogenezisin endokrin ve parakrin mekanizmalarla
diizenlendigi bilinmesine ragmen, germ hiicre farklilasmasi boyunca meydana gelen
hiicresel degisikliklerin koordinasyonu i¢in, oluklu kanallar iizerinden direk bir
baglantiya ihtiyag duyulmaktadir (65). Oluklu baglanti kanallari, konneksin proteinleri
tarafindan olusturulur. Testiste en ¢ok bulunan konneksin tipi olan konneksin 43’iin
(66), Sertoli hiicreleri arasinda ve Sertoli hiicreleri ile germ hiicreleri arasindaki oluklu
baglantilarda yer aldigi bilinmektedir (67). GJA1 olarak da bilinen, predominant,
testikiiler bir oluklu kanal proteini olan konneksin 43’iin Sertoli hiicrelerinde
spermatogenezin pubertal baglangiciyla birlikte ortaya ¢iktig1 ve intraselliiler iletigime
katilarak  spermatozoonlarin  gelisiminde, olgunlagsmasinda ve spermatogenezin
diizenlenmesinde hayati rol oynadig: bildirilmistir (68). Ozellikle son yillarda
azospermi ile ortaya c¢ikan spermatogenetik problemlerde, konneksin 43’iin
patogenezisdeki etkileri ortaya konulmus ve normal spermatogenez basamaklarinin
devami icin mutlak gerekli oldugu bildirilmistir. Konneksin 43’{in diger baglanti
komplekslerinin,  spermatogenik  siiregteki ~ fonksiyonlarin1  da  diizenledigi
diistiniilmektedir (31). Chevallier ve arkadaslarina (33) gore, konneksin 43, spesifik
erkek infertilite tipleri ve testikiiler kanserin de dahil oldugu pek ¢ok kanser tiiriiniin
tedavisinde tizerinde c¢alisilmasi gereken potansiyel bir protein olarak goriilmektedir.
Risley ve ark. (68) da, Sertoli hiicreleri veya Sertoli ile germ hiicreleri arasindaki oluklu
baglantilarin, Sertoli hiicre metabolizmasinin diizenlenmesini kolaylastirdigi ve ayrica
Sertoli hiicreleri ile germ hiicreleri arasindaki sinyal iletimini destekledigini
belirtmiglerdir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalar; spermatogenezisin siirdiiriilebilmesinin
konneksin 43 proteine bagli oldugunu gostermektedir (69). Ostrojen benzeri ajanlar,
genetik veya cevresel faktorlerin etkisiyle testikiiler konneksin 43 ekspresyonunda
meydana gelen degisikliklerin, Sertoli hiicrelerinin farklilagsma siirecinin bozulmasina
yol actig1, boylece Sertoli hiicrelerinin germ hiicreleri lizerindeki kontroliiniin azaldig:
diisiiniilmektedir (70). Sonug olarak hipospermatogenez ve hipofertilite durumlarinin
ortaya ciktigi bildirilmistir (33). Patolojik hastaliklarda seminifer tiibiillerde konneksin
43 ifadesindeki azalma veya yokluk; ilk kez Batias ve ark. (71) tarafindan retinoid X
reseptor beta eksik olan farelerde gosterilmistir. Steger ve arkadaslarinin (72) yapmis
oldugu diger bir ¢aligmada, konneksin 43 “lin insan spermatogenezinin diizenlenmesine

katildig1, konneksin 43 yoklugunun ise spermatogenezi, spermatogonyum diizeyinde
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durdurdugu ve Sertoli Cell Only sendromuna neden olabilecegi bildirilmistir. Kopera ve
arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada ise, ilaglara erken donemde maruz kalan
deneklerde, konneksin 43 ifadesinde azalma buna baghi olarak spermatogenik
duraklama ve hipospermatogenez gibi ciddi degisiklikler oldugu goriilmiistiir (65).
Oluklu kanallardaki konneksin 43’tin boyanma yogunlugunun, seminifer epitelyal
dongiiniin hangi sathada olduguna bagl olarak degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (68,
14). Calismamizda; Clermont ve arkadaslarinin (54) belirledigi seminifer tiibiil
epitelindeki ardisik 14 evre igerisinde en yogun boyanma 8 ve 9. evrede, en zayif
boyanma ise 10-14. evrelerde gozlendi. Seftriakson grubu siganlarin kesitlerinde; germ
hiicreleri liimene dokiilen tiibiillerde, konneksin 43 boyanma yogunlugu belirgin olarak
azalmisti. Ayrica kontrol grubunda yogun olarak boyanan kan testis bariyeri, bu grupta
peritiibiiler dokuya yakin kesik kesik ¢izgilenmeler seklinde izlendi. Kopera ve
arkadaglar1 (65) bizim calismamiza benzer olarak; normal seminifer epitelinde, kan
testis bariyerindeki en yogun boyanma evresinin 8. evrede, devam eden dalgali bir ¢izgi
seklinde izlendigini, erken evrelerde ise (1-5) yiiziik seklinde bir boyanmanin tespit
edildigini  bildirmektedir. Ayni arastirmacilar; flutamid verilen si¢anlarin, saglam
epitele sahip seminifer tiibiillerinde konneksin 43 dagiliminin kontrollere benzer
oldugunu goézlemlerken, germ hiicrelerinin limene dokildigii ya da spermatogenik
duraksama izlenen tiibiillerde ise konneksin 43 boyanma yogunlugunun azaldigi ve
sinirlarinin belirgin sekilde bozuldugunu rapor etmislerdir (65). Yapilan in vitro
calismalarda da; kiiltiire edilen Sertoli hiicre hatlarmma uygulanan toksik ajanlarin,
konneksin 43 mRNA ve protein seviyelerini diistirdiigii tespit edilmistir (73, 74). Benzer
sekilde Bisfenol A’ya maruz kalan siganlarda da konneksin 43 ifadesinin azaldigi ve
oluklu baglant1 yapilarinin bozuldugu rapor edilmistir (75). Biitiin bu bulgular; toksik
ajanlara kars1 konneksin 43 ifadesindeki degisikliklerin, spermatogenezisin bozulmasina
neden olan faktorlerden biri oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda dikkat c¢eken diger bir bulgu; bazi tiibiillerde, nukleusu yogun,
mayozun belli asamalarinda duraksamis spermatogenik hiicrelerin  izlenmesiydi.
Timmermanns (76), aminoglikozid grubu antibiyotik olan  gentamisinin;
spermatogonyal boliinmeyi ve primer spermatosit evresinde spermatogenik mayotik
boliinmeyi duraksatarak, spermatogenik arreste neden oldugunu bildirmistir. Tedavi
dozunda verilmesi de, aminoglikozidlerin spermatogenezis iizerindeki bu etkisini
dogrulamistir ~ (77).  Enzimatik  ¢aligmalar  spermatogenik  duraksamanin;

spermatogonyum ve spermatositlerin nukleuslarinda RNA transkripsiyonun dolayisiyla
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protein sentezinin azalmasina, ikinci basamakta da spermatosit serilerinde glikoz
metabolizmasinin yavaglamasina bagli olabilecegini gostermistir (76).

Calismamizda seftriakson uygulanan siganlarda, tiibiil liimenine yakin konumda,
birden fazla niikleus igeren dev hiicreler gozlendi. Aruldhas ve arkadaslari (78),
kromiyuma maruziyet sonrasinda, primatlarda bu sekilde multiniikleer dev hiicreleri
tanimlamiglardir. Toksik ajanlara maruz kalan siganlarda multiniikleer germ
hiicrelerinin olustugu bir ¢ok ¢alismada da gosterilmistir (65, 78, 79). Faridha ve
arkadaglarina gore bu tiir hiicrelerin olusumu, germ hiicre klonlarin1 baglayan
hiicreleraras1 kopriilerin agilmast sonucunda meydana gelmektedir (80). Yin ve
arkadaglar1 ise dev hiicrelerin varliginin germ hiicre dejenerasyonuna isaret ettigini
bildirmislerdir (81).

Calismamizda, bazi tiibiillerde seminifer tiibiil epiteli igerisinde sinirlar1 diizgiin,
epitelin bazaline yakin olarak konumlanmis biiyiik vakuoller izlendi. Oner ve
arkadaglari, sefalosporin grubu antibiyotiklerin 14 giin siire ile uygulandigi siganlarda,
spermatogonyumlar ile Sertoli hiicreleri arasinda biiyiik vakuollii yapilarin ortaya
ciktigini rapor etmistir. Elektron mikroskopik incelemelerde; biiyiik vakuollii yapilarin
spermatogonyumlar ile Sertoli hiicreleri arasindaki membran komsuluklarinda olustugu
gosterilmistir (55).

Calismamizda 6nemli bir bulgu, seftriakson grubunda apoptotik germ hiicre
sayisinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmasiydi. Biz
apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal kiriklarinin in situ saptanmasinda, en duyarli ve en
hizli metod olan ve “TdT-dUTP nick-end-labelling” sozciiklerinin kisaltilmasi ile ifade
edilen “TUNEL” yontemini kullandik. Bu yontem; apoptotik hiicrelerdeki DNA sarmal
kirtklarint serbest 3'-OH uglarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit ederek, apoptoza
giden hiicrelerin goriintiilenmesini saglamaktadir (82). Ayrica testikiiler dokudaki
apoptotik hiicreler; literatiir bilgileriyle uyumlu olarak hematoksilen eozin boyama
yontemi uygulamis kesitlerde, eozinofilik sitoplazmalari, piknotik ya da karyolizise
ugramis, parcalanmis nukleuslart ile ayirt edildiler. Khaki ve ark. (5) ile Kopera ve ark.
(65) calismalarinda; antibiyotik uygulanan gruplarda, apoptotik hiicrelerin arttigini
saptamis, antibiyotiklerin de diger kimyasal ajanlar gibi spermatogenez siirecine etki
ettigini belirtmiglerdir. Bozec ve ark., ilaglara maruziyet sonrasi, sigan germ
hiicrelerinde izlenen apoptozisin, mitokondri bagimli yoldaki pro ve anti apoptotik
molekiiller arasindaki dengenin bozulmasi sonucu oldugunu bildirmislerdir (83).

Benbrahim-Talla ve arkadaslarina goére ise, germ hiicre apoptozisi, androjen azalmasina
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bagli olarak Sertoli hiicre matiirasyonunun bozulmasi sonucu olusmaktadir (84).
Hasarli, fonksiyonsuz ya da asir1 iiretilen germ hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi ve
normal spermatogenik hiicre gelisiminin saglanmasi, siirdiiriilmesi i¢in gerekli ortam ve
besin Sertoli hiicreleri tarafindan saglanir. Germ hiicre apoptozisi, fosfotidilserinin
plazmalemmanin eksternal yiiziine ¢ikmasi ile baslar ve Sertoli hiicre yiizeyinde
bulunan klas B reseptor tip I tarafindan taninmasi ile Sertoli hiicreleri tarafindan
apoptotik hiicrelerin fagositozu gergeklesir. Konneksin 43 inhibisyonunun testiste germ
hiicre apoptozisine yol agan bir uyarici oldugu diistiniilmiis ve ilk olarak Lee Nikki ve
ark. (85) Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlar arasindaki konneksin merkezli oluklu
baglantilarin bozulmasinin veya fonksiyonunun inhibe edilmesinin spermatogenezisin
regulasyonunun bozulmasina ve germ hiicre apoptozisinin baglamasina neden oldugunu
bildirmistir. Genotoksisite ¢aligmalar1 ise; antibiyotik uygulamasi sonrasinda germ
hiicre apoptozisindeki bu artisin, testiste olusan peroksit radikallerinin (86), in vitro
ortamda DNA tek zincirinde kirilmaya neden oldugu ve kromozomal yapinin bozulmasi
sonucu olabilecegini gostermektedir (87).

Calismamizda; yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan ve lipid
peroksidasyonunun belirteci olarak kullanilan MDA seviyesinin seftriakson grubunda
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede arttigi, hidrojen peroksitin
molekiiler oksijen ve suya cevrilmesini katalizleyen KAT aktivitesinin ise istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldig1 goriildii. Diger antioksidan enzimler olan SOD ve GPx
aktiviteleri ile GSH seviyesi yoniinden iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamadi.
Saalu ve ark. (88) ¢alismalarinda, antibiyotiklerin testikiiler dokuda, SOD, KAT ve GPx
aktivitelerinde azalmaya yol ag¢tigini, MDA seviyesini de artirdigini gostermistir.
Akondi ve ark. (89) da, aminoglikozid grubu antibiyotik olan gentamisin
uygulamasinin, MDA seviyesini 6nemli derece arttirtp, SOD ve KAT gibi antioksidan
enzim seviyelerini diisiirerek oksidatif strese neden oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica
calismamizda oksidatif stres parametreleri olan total oksidant durumu (TOS) ve
oksidant durum endeksinde (OSI) artis tespit edilirken, total antioksidant durumu (TAS)
degerlerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Aksoy ve arkadaslarina gore, toplam
antioksidan durumunun Olgiimii (TAS) yani tiim antioksidanlarin birlestirilmis
aktivitesi, tim antioksidanlarin genel olarak degerlendirilmesini saglamaktadir. Toplam
oksidan durumu (TQOS), genel oksidan durumunun bir belirtecidir. Oksidan durum
indeksi (OSI), TOS/TAS oramidir ve viiciittaki oksidatif stresin hesaplanmasini saglar.

TAS ve TOS’ un karsilastirilmasinin genel oksidatif stresin iyi bir belirteci oldugu
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disiiniilmektedir (90). Reaktif oksijen radikalleri, sperm dahil biitiin hiicrelerde normal
metabolik siire¢ igerisinde sentezlenmektedir Antioksidan aktivite ile reaktif oksijen
radikalleri arasindaki dengenin bozulmasi, semende hiicresel hasara neden olmaktadir.
Oksijen radikalleri yiiksek derecede reaktif olduklarindan, 6zellikle doymamis yag
asitleri gibi intraselliiler bir ¢ok molekiille reaksiyona girebilirler. Sperm membranlar
polisatiire yag asitlerinden zengin oldugundan, peroksidatif hasara yliksek derecede
hassasiyet gosterirler (91). Sanocka ve ark. (92) sperm lipidlerinin peroksidasyonunun,
membran yapisindaki fosfolipidleri bozarak, aksonemal hasara yol agan intraselliiler
ATP kaybina, sperm canlilifinin azalmasina ve morfolojik defektlere neden oldugunu
bildirmislerdir. Sperm hiicresi sayisi, motilitesi, canli/6lii orani, morfoloji ve seminal
volim gibi parametreler genellikle erkek deneklerin fertilitesini belirlemek igin
degerlendirilmektedir (93). Literatiirde seftriaksonun da dahil oldugu pek c¢ok
antibiyotigin, sperm motilitesi, konsantrasyonu ve voliimiinde belirgin bir azalmaya yol
actig1 belirtilmistir (3- 6, 58, 59, 94-96). Kumar ve ark., sperm sayisindaki diisiisiin,
erkek infertilitesinin 6nemli bir gostergesi oldugunu bildirmislerdir (97). Khajavi ve
ark., sperm bas ve kuyruk anomalilerinin, germ hiicrelerinde yapisal degisiklikleri
tetikleyen nokta mutasyonlart sonucu oldugunu agiklamiglardir (98). Ayrica anormal
sperm sayisinda artisin, testosteron konsantrasyonun azalmasiyla ilgili oldugu
distiniilmektedir (99). Timmermans; antibiyotiklerin, sperm konsantrasyonu ve semen
volimiiniin azalmasinda, seminal hiicrelerdeki mayoz ve mitozu engelleyici etki
yaparak rol oynadigimi saptamustir (76). Ayrica Masuda ve ark. da, antibiyotiklerin,
Sertoli hiicrelerinde fagositozu etkiledigi bdylece anormal sperm sayisinin arttigini
rapor etmiglerdir (94). Yapmis oldugumuz calismada, seftriaksonun 6lii sperm sayisini
arttirdigi, histolojik gérliniimii normal olan sperm sayisint da azalttigi gozlendi. Ayrica
amorf bagl sperm sayisinin seftriakson grubunda, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli derecede arttig1 tespit edildi. Diger yandan seftriakson sperm motilitesinde
istatistiksel olarak bir degisiklige neden olmadigi saptandi. Khaki ve arkadaslar1 (5) da
fluoroquinolon grubundan bir antibiyotik olan ofloxocinin, fizyolojik ve yliksek doz
uygulamasinin, sperm motilitesini etkilemedigini agiklamislardir.

Testesteron; normal testikiiler gelisimin, spermatogenezisin ve erkek fertilitesinin
sirdiiriilmesi i¢in gereklidir. Yapilan deneysel ve klinik caligmalar; kemoterapik
ajanlarin ve antibiyotiklerin plazma testeron seviyesini dnemli derecede diisiirdiigiinii
gostermektedir (5, 100-102). Biz de ¢alismamizda; seftriakson uygulamasinin,

testesteron diizeyini konrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
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distirdigiiniic  gozlemledik (p=0.04). He ve ark. (58), memelilerde ve g¢ogu
kemirgenlerde Leydig hiicreleri tarafindan {retilen testosteronun, seviyesindeki
herhangi bir azalmanin, hipotalamus-hipofiz-gonadal eksenin geri besleme
mekanizmasiyla gonadotropin (LH ve FSH) artisina neden oldugunu belirtmislerdir.
Testesteron/ LH oranindaki azalmanin, bastirilmis testikiiler fonksiyonun en 6nemli
belirleyicisi oldugu ve sonrasinda testesteron degerinde azalmaya yol agtigini
bildirmislerdir. Antibiyotiklerin; testesteron, testesteron/LH degerlerini baskiladiklarini,
LH ve FSH diizeylerini artirdigin1 ve bu durumun antibiyotiklerin Leydig hiicrelerine
olan direk etkilerinden kaynaklandigini1 belirtmiglerdir. He ve ark. antibiyotiklerin;
Leydig hiicrelerinde, endoplazmik retikulum membranlarinda genisleme ve
mitokondrilerde sigsme gibi yapisal degisikliklere neden oldugunu, gelisen hiicresel

hasar sonucu testosteron seviyelerinin de azaldigini rapor etmislerdir (58).
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢alisma; gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi kullanilan
genis spektrumlu etkiye sahip bir antibiyotik olan seftriaksonun, spermatogenezis
tizerindeki olumsuz etkilerini ortaya koymaktadir. Seftriaksonun; spermatogenezisin
bozulmast anlamina gelen spermatogenik duraksamaya, sperm motilitesinde,
canliiginda ve plazma testesteron seviyesinde azalmaya, spermin morfolojik
bozukluklarina ve germ hiicrelerinde apoptozise neden oldugu goézlendi. Ayrica
seftriaksonun oksidatif stres parametrelerinde artisa ve konneksin 43 ifadesinde
azalmaya neden oldugu gozlendi. Seftriaksonun konneksin 43 ifadesindeki azalmaya
neden olmasi, spermatogenik hiicrelerin farklanmasi i¢in seminifer tiibiil igerisinde,
Sertoli hiicreleri tarafindan olusturulan mikrogevrenin korunmasini saglayan kan-testis
bariyerinin de bozulmas1 anlamina gelmektedir. Oluklu kanalin proteini olan konneksin
43°1n spermatogenezis siirecinin desteklenmesi ve diizenlenmesinde Onemli rolii
oldugu, spermatogenik hiicre gelisimindeki bozulma, azalma ya da apoptozisin
konneksin 43 yoluyla saglanan iletisimin bozulmasiyla iligskili olabilecegi
diisiincesindeyiz.

Diger yandan bu c¢alismanin bilingli ve uygun antibiyotik kullaniminin
yayginlagtirilmasina, gereksiz ve uygunsuz kullaniminin 6nlenmesine, ayni zamanda
recetesiz antibiyotik kullanimimin kisitlanmast i¢in Onlemlerin alinmasina katki

saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

69



KAYNAKLAR

1. Fisch H, Braun SR. Trends in global semen parameter values. Asian J Androl 2013,
15: 169-73.

2. Bonde JP, Giwercman A. Enviromental xenobiotics and male reprodective health.
Asian J Androl 2014, 16: 3-4.

3. Alp H, Cirit U, Tas M, Rifaioglu MM, Hatipoglu NK, Aytekin I, Yucel M, Firat U.
Effects of sildenafil citrate, isoniazid and streptomycin on testicular tissue and
epididymal semen quality in rats. Urology 2012, 80(4): 953.e9-14.

4. Brilhante O, Okada FK, Sasso-Cerri E, Stumpp T, Miraglia SM. Late
morfofunctional alterations of the Sertoli cell caused by doxorubicin administered to
prepubertal rats. Reprod Biol Endocrinol 2012, 10: 79. doi: 10.1186/1477-7827-10-79.
5. Khaki A, Novin MG, Khaki AA, Nouri M. Comparative Study of the Effects of
Gentamicin, Neomycin, Streptomycin and Ofloxacin Antibiotics on Sperm Parameters
and Testis Apoptosis in Rats. Pakistan Journal of Biological Scence 2008, VVolume: 11,
Issue: 13, 1683-9.

6. Antohi E, Gales C, Nechifor M. Pharmacological agents that affect sperm motility.
Rev Med Chir Soc Med Nat lasi 2011, 115(4): 1183-8.

7 . Kayaalp O. Tibbi Farmakoloji 1.cilt, 13. Baski. Ankara: Pelikan Yayncilik 2012,
Sf.157-211.

8. Karabay O. Tiirkiye’de Antibiyotik Kullanim1 Ve Direng Nereye Gidiyor ?. Ankem
Derg 2009, 23(Ek 2): 116-120.

9. Elsayed MG, Elkomy AA, Aboubakr MH. Evaluation of ceftriaxone nephrotoxicity
in albino rats. IJAVMS 2011, Vol.5, Issue 2: 153-63.

10. Malomo SO. Toxicological Implications of Ceftriaxone Administration in Rats.
Nigerian Journal Of Biochemistry And Molecular Biology 2000, Vol. 15, No. 1. 33-8.
11. Juneja SC, Barr KJ, Enders GC, Kidder GM. Defects in the germ line and gonads of
mice lacking connexin 43. Biol Reprod 1999, 60: 1263-70.

12. Roscoe WA, Barr KJ, Mhawi AA, Pomerantz DK, Kidder GM. Failure of
spermatogenesis in mice lacking connexin 43. Biol Reprod 2001, 65:829-38.

13. Balak MK, Hejmej A, Sadowska J, Bilinska B. Connexin 43 expression in human
and mouse testes with impaired spermatogenesis. European Journal of Histochemistry
2007, Vol. 51 Issue 4:261-8.

70



14. Shiffman ML, Keith FB, Moore EW. Pathogenesis of ceftriaxone-associated biliary
sludge. In vitro studies of calcium-ceftriaxone binding and solubility. Gastroenterology
1990, 99 (6): 1772-8.

15. Hall MJ, Westmacott D, Wong-Kgi-In P. Comparative in-vitro activity and mode of
action of ceftriaxone; a new highly potent cephalosporin, J Antimicrob Chemother
1981, 8: 193.

16. Mitsuhashi S, Sekine Y, Arisawa M. Ceftriaxone. A long-lasting cephalosporin:
Further studies on the mode of antibacterial action. Curer Chemother Immunother 1981,
Jul 19-24: 445.

17. Wiser R, Gillett AP, Andrews JM, Bedford KA. A cephalosporine: with a high
degree of activity and broad antibacterial activity: an in vitro comperative study. J
Antimicrob Chemother 1980, 6: 595.

18. Giilay Z. Hiicre Duvari Sentezini Engelleyen Antibakteriyeller. Ankem Derg 2003,
17 (No.3): 192-204.

19. Onciil O. Antibiyotikler 1. 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitimi
Etkinlikleri Akilc1 Antibiyotik Kullanimi ve Erigskinde Toplumdan Edinilmis
Enfeksiyonlar Sempozyum Dizisi: 31 Kasim 2002- Istanbul: (5.23-38).

20. Sadler TW. Ceviri: Basaklar AC. Langman’s Medikal Embriyoloji, 11. Baski.
Ankara, 2011: Palme Yayincilik.

21. Moore KL, Persaud TVN. Ceviri: Dalcik H, Yildirrm M. Insan Embriyolojisi, 8.
Baski. Istanbul, 2009: Nobel Tip Kitabevleri.

22. Ross MH, Pawlina W. Histology: A Text And Atlas, 6th ed. Philadelphia, 2011:
Lippincott Williams & Wilkins.

23. Carlson MB. Human Embryology and Developmental Biology, 4th ed. China, 2009:
Mossby.

24. Junqueria LC, Corneiro J, Kelley RO. Ceviri: Solakoglu S . Temel Histoloji Test ve
Atlas. Istanbul, 2009: Nobel T1p Kitabevleri.

25. Esrefoglu M. Ozel Histoloji. Malatya, 2009: Medipres Yaymcilik.

26. Paker S. Histoloji, 2. Baski. Bursa, 1993: Uludag Universitesi Basimevi.

27. Skinner M, Griswold M. Sertoli Cell Biology .USA, 2005: Elsevier Academic Press.
28. Cormack DH. Essential Histology, 6th ed. USA, 2001: Lippincott Williams &
Wilkins.

29. Kopera |, Bilinska BC, Cheng Y, Mruk D. Sertoli—germ cell junctions in the testis: a
review of recent data. Phil. Trans. R. Soc. B., 2010, 365, 1593-605.

71



30. Goosens S, Roy F. Cadherin-Mediated Cell- Cell Adhesion In The Testis. Frontiers
in Bioscience, 2005, 10, 398- 4109.

31. Weider K, Bergmann M, Brehm R. Connexin 43: its regulatory role in testicular
junction dynamics and spermatogenesis. Histol Histopathol, 2011, 26: 1343-52.
32.http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Connexon_and_connexin_structure.svg.
33. Chevallier D, Carette D, Segretain D, Gilleron J, Pointis G. Connexin 43 a check-

point component of cell proliferation implicated in a wide range of human testis
diseases. Cellular and Molecular Life Science, 2013, 70: 1207- 20.

34. Kierszenbaum AL. Ceviri: Demir R. Histoloji ve Hiicre Biyolojisi- Patolojiye Giris.
Ankara, 2006: Palme Yayincilik.

35. Kaya M, Polat S, Mete UO, Tap O, Ozgiir H. Ozel Histoloji Ders Notlar:. Adana,
2006: C.U. Tip Fakiiltesi Yaynlari.

36. Tekelioglu M. Ozel Histoloji, Ince Yapi ve Gelisme. Ankara, 2002: Antip A.S.

37. Ovalle WK, Nahirney PC. Ceviri: Miiftioglu S. Netter Temel Histoloji. Ankara,
2009: Giines Tip Kitabevleri.

38. Gartner LP, Hiatt JL. Ceviri: Dagdeviren A. Renkli Histoloji Atlasi, 4. Baski.
Ankara, 2009: Giines Tip Kitabevleri.

39. Snell RS. Clinical anatomy, 3rd ed. Boston, 1986: Brown and Company.

40. Kuran O. Sistematik anatomi. Istanbul, 1983: Filiz Kitabevi.

41. Schiinke M, Schulte E, Schumacher U, Voll M, Wesker K. Ceviri: Yildirim M.
Prometheus Anatomi Atlasi. Istanbul, 2009: Nobel Tip Kitabevleri.

42. Bancroft JD, Stevens A. Theory and Practice of Histological Techniques (4th ed.).
Churchill, Livingestone, 1996: Medical Division of Pearson Professional Limited.

43. http://www.tanimed.eu.

44, Seed J, Chapin R, Clegg ED, Dostal LA, Foote RH, Hurtt ME, Klinefelter GR,
Markris SL, Perreault SD, Schrader S, Seyler D, Sprando R, Treinen AK,
Veeramachaneni RDN, Wise LD. Methods For Assessing Sperm Motility, Morphology

And Counts In The Rat, Rabbit And Dog: A Consensus Report. Reproductive
Toxicology, 1996, Vol. 10, No.3: 237-244

45. Viggiano JM, Herrero MB, Martinez SP, Gimeno M. Analysis of the Effect of Nitric
Oxide Synthase Inhibition on Mouse Sperm Employing a Modified Staining Method for
Assessment of the Acrosome Reaction. Journal of Anthology, 1996, Vol. 17. No. 6:
692-8.

72


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Connexon_and_connexin_structure.svg
http://www.tanimed.eu/

46. Saether T, Tran TN, Rootwelt H, Grav HJ, Christophersen BO, Haugn TB. Essential
Fatty Acid Deficiency Induces Fatty Acid Desaturase Expression In Rat Epididymis,
But Not In Testis. Reproduction, 2007, 133(2): 467-77.

47. Sun Y, Oberley LW, Li Y. A simple method for clinical assay of superoxide
dismutase. Clin Chem, 1988, 34: 497-500.

48. Aebi H. Catalase. In Bergmeyer HU (ed). Methods of Enzymatic Analysis. New
York and London, 1974: Academic Press. 673-7.

49. Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantative and qualitative characterization
of erythrocyte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med, 1967, 70:158-70.

50. Uchiyama M, Mihara M. Determination of MDA precursor in tissue by TBA test.
Anal Biochem, 1978, 36: 271-8.

51. Erel O. A Novel Automated Direct Measurement Method For Total Antioxidant
Capacity Using A New Generation, More Stable ABTS Radical Cation. Clinical
Biochemistry, 2004, 37: 277-85.

52. Erel O. A New Automated Colorimetric Method For Measuring Total Oxidant
Status. Clinical Biochemistry, 2005, 38: 1103-11.

53. Lowry OH, Rosenbrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein measurment with the
Folin phenol reagent. J Biol Chem, 1951, 193, 265-75.

54. http://www-personal.umich.edu/~akc/cycleSE.htm.

55. Oner A, Turan O, Aytekin Y, Sagduyu H, Altug T, Kural AR. The effect of
cefoperazone, ceftriaxone and cefotaxime on spermatogenesis. Tiirk Uroloji Dergisi,
1994, Cilt: 20, Say1: 4, 456-61.

56. Kim JC, Kim KH, Chung MK. Testicular cytotoxicity of DA-125, a new
anthracycline anticancer agent, in rats. Reproductive Toxicology, 1999, 13, 391-7.

57. Atessahin A, Sahna E, Tiirk G, Ceribasi AO, Yilmaz S, Yiice A, Bulmus O.
Chemoprotective effect of melatonin against cisplatin-induced testicular toxicity in rats.
J. Pineal Res, 2006, 41, 21-7.

58. He Z, Qiu J, Li J, Zhao D, Chen G, Chen L. Long-Term Effects of Conversion From
Cyclosporine to Rapamycin on Testicular Function and Morphology in a Rat
Transplantation Model. Elseiver Inc. Transplantation Proceedings, 2013, 45, 763-9.
59. Nashwa AM, EI-Sawy ASF, EIl-Ashmawy IM. Effects of ceftriaxone on
reproductive and biochemical aspects of male rats . Alex. J. Vet. Science, 2011, Vol. 33
No.1: (43-50).

73


http://www-personal.umich.edu/~akc/cycleSE.htm

60. Manson JM, Zolna NE, Kang YJ, Johnson CM. Effects of cefonicid and other
cephalosporin antibiotics on male sexual development in rats. Antimicrob Agents
Chemother, 1987, 31: 991-7.

61. Hess RA, Nakai M. Histopathology of male reproductive system induced by the
fungicide benomyl. Histol Histopathol, 2000, 15:207-24.

62. Kim JM, Ghosh SR, Weil ACP, Zirkin BR. Caspase-3 and caspase-activated
deoxyribonucleases are associated with testicular germ cell apoptosis resulting from
reduced intra testicular testosterone. Endocrinology, 2001, 142:3809-16.

63. Pointis G, Segretain D. Role of connexin-based gap junction channels in testis.
Trends Endocrinol. Metab, 2005, 16: 300-6.

64. Wong CH, Cheng CY. The blood-testis barrier: its biology, regulation, and
physiological role in spermatogenesis. Curr. Top. Dev. Biol, 2005,71: 263-96.

65. Kopera I, Durlej M, Hejmej A, Knapczyk-Stwora K, Duda M, Slomczynska M,
Bilinska B. Differential Expression of Connexin 43 in Adult Pig Testes During Normal
Spermatogenic Cycle and After Flutamide Treatment. Reprod Dom Anim, 2011, 46,
1050-60.

66. Pointis G. Gap junctional communication in the male reproductive system. Biochim.
Biophys. Acta, 2005, 1719: 102-16.

67. Sridharan S, Simon L, Meling DD, Cyr DG, Gutstein DE, Fishman GI, Guillou F,
Cooke PS. Proliferation of adult sertoli cells following conditional knockout of the Gap
junctional protein GJA1 (connexin 43) in mice. Biol Reprod, 2007, 76, 804-12.

68. Risley MS, Tan IP, Roy C, Saez JC. Cell-, age- and stage dependent distribution of
connexin 43 gap junctions in testes. J Cell Sci, 1992, 103: 81-96.

69. Izzo G, d’Istria M, Ferrara D, Serino I, Aniello F, Minucci S. Connexin 43
expression in the testis of the frog Rana esculenta. Zygote, 2006, 14: 349-57.

70. Fiorini C, Tilloy-Ellul A, Chevalier S, Charuel C, Pointis G. Sertoli cell junctional
proteins as early targets for different classes of reproductive toxicants. Reprod Toxicol,
2004, 18: 413-21.

71. Batias C, Defamie N, Lablack A, Thepot D, Fenichel P, Segretain D. Modified
expression of testicular gap-junction connexin 43 during normal spermatogenic cycle
and in altered spermatogenesis. Cell Tissue Res, 1999, 298:113-21.

72. Steger K, Tetens F, Bergmann M. Expression of connexin 43 in human testis.
Histochem Cell Biol, 1999, 112:215-20.

74



73. Defamie N, Mograbi B, Roger C, Cronier L, Malassine A, Brucker-Davis F,
Fenichel P, Segretain D, Pointis G. Disruption of gap junctional intercellular
communication by lindane is associated with aberrant localization of connexin43 and
zonula occludens-1 in 42GPA9 Sertoli cells. Carcinogenesis 22, 2001, 1537-42.

74. Zhou DR, Zhou YC, Cui GH, Guo X, Qin J, Gui YT, Cai ZM. Gossypol repressed
the gap junctional intercellular communication between Sertoli cells by decreasing the
expression of connexin 43. Toxicol In Vitro 22, 2008, 1719-25.

75. Salian S, Doshi T, Vanage G. Neonatal exposure of male rats to Bisphenol A
impairs fertility and expression of Sertoli cell junctional proteins in the testis.
Toxicology, 2009, 265, 56—67.

76. Timmermans LM. Modifications in spermatogenesis following antibiotic therapy.
Acta Urol Belg, 1989, 57: 35-46.

77 Narayana K. An aminoglycoside antibiotic gentamycin induces oxidative stres,
reduces antioxidant reserve and impairs spermatogenesis in rats. J. Toxicol. Sci, 2008,
33: 85-96.

78. Aruldhas MM, Subramanian S, Sekar P, Vengatesh G, Chandrahasan G,
Govindarajulu P, Akbarsha MA. Chronic chromium exposure-induced changes in
testicular histoarchitecture are associated with oxidative stress: study in a nonhuman
primate (Macaca radiata Geoffroy). Hum Reprod 20, 2005, 2801-13.

79. Vardi N, Parlakpinar H, Ates B, Cetin A, Otlu A. Antiapoptotic and antioxidant
effects of b-carotene against methotrexate-induced testicular injury. Fertility and
Sterility, 2009, Vol. 92, No. 6, doi:10.1016.

80. Faridha A, Faisal K, Akbarsha MA. Aflatoxin treatment brings about generation of
multinucleate giant spermatids (symplasts) through opening of cytoplasmic bridges:
light and transmission electron microscopic study in Swiss mouse. Reprod Toxicol,
2007, 24, 403-8.

81. Yin Y, Dewolf WC, Morgentaler A. Experimental cryptochidism induces testicular
germ cell apoptosis by p53-dependent and independent pathway in mice. Biol Reprod,
1998, 58: 492-6.

82. Elmore S. Apoptosis: A review of programmed cell death. Toxicol. Pathol, 2007,
35(4): 495-516).

83. Bozec A, Chuzel F, Chater S, Paulin C, Bars R, Benahmed M, Mauduit C. The
mitochondrial-dependent pathway is chronically affected in testicular germ cell death in

adult rats exposed in utero to anti-androgens. J Endocrinol, 2004, 183, 79-90.

75



84. Benbrahim-Tallaa L, Siddeek B, Bozec A, Tronchon V, Florin A, Friry C, Tabone
E, Mauduit C, Benahmed M. Alterations of Sertoli cell activity in the longterm
testicular germ cell death process induced by fetal androgen disruption. J Endocrinol,
2008, 196, 21-31.

85. Lee Nikki PY, Lrung KW, Wo JY. Blockage of testicular connexins induced
apoptosis in rat seminiferous epithelium. Apoptosis 11, 2006, 1215-29.

86. Weyers Al, Ugnia LI, Ovando HG, Gorla NB. Ciprofloxacin increases hepatic and
renal lipid hydroperoides levels in mice. Biocell, 2002, 26: 225-8.

87. Sanchez G, Hidalgo ME, Vivanco JM, Escobar J. Induced and photoinduced DNA
damage by quinolones: Ciprofloxacin, ofloxacin and nalidixic acid determined by comet
assay. Photochem. Photobiol., 2005, 81: 819-22.

88. Saalu LC, Osinubi AA, Olagunju JA. Early and Delayed Effects of Doxorubicin on
Testicular Oxidative Status and Spermatogenesis in Rats. International Journal of
Cancer Research, 2009, 1811- 9727.

89. Akondi RB, Akula A, Challa SR. Protective Effects of Rutin and Naringin on
Gentamycin Induced Testicular Oxidative Stress. Eur J Gen Med, 2011, 8(1): 57-64.

90. Aksoy F, Dogan R, Ozturan O, Yildirim YZ, Yenigiin A,Veyseller B, Oztiirk B.
Betahistine Exacerbates Amikacin Ototoxicity .Annals of Otology, Rhinology &
Laryngology, 2014, 10.1177/0003489414557020.

91. Parra Cid T, Coneja JR. Antioxidant nutrients protect against cylosporine A
nephrotoxicity. Toxicology, 2003, 189, 99-111.

92. Sanocka D, Kurpisz M. Reactive oxygen species and sperm cells. Reprod Biol
Endocrinol, 2004, 212, 1-7.

93. Garner DL, Hafez ESE. Spermatozoa and seminal plasma. In Hafez ESE (eds.)
Reproduction in Farm animals, 6th ed. Philadelphia, USA, 1993: Lea and Febiger.
165-87.

94. Masuda H, Fujihira S, Ueno H. Ultrastructural study on cytotoxic effects of
cyclosporine A in spermiogenesis in rats. Med Electron Microsc, 2003, 36(3): 183-91.
95. Tanyildizi S, Tiirk G. The effects of diminazene aceturate and ceftriaxone on ram
sperm. Theriogenology, 2004, 15;61(2-3): 529-35.

96. Akaike M, Inazu M, Ohno H, Takayama K, Omosu M, Kobayashi T. Effects of
cefpirome sulfate on male sexual development in rats. J Toxicol Sci, 1990, 15: 109-27.
97. Kumar SG, Narayana K, Bairy KL, D’souza UJ, Samuel VP, Gopalakrishna K.

Dacarbazine induces genotoxic and cytotoxic germ cell damage with concomitant

76



decrease in testosterone and increase in lactate dehydrogenase concentration in the
testis. Mutat Res, 2006, 607(2): 240-52.

98. Khajavi NA, Razavi S, Mardani M, Tavalaee M, Deemeh MR, Nasr-Esfahani M.
Can Zeta sperm selection method, recover sperm with higher DNA integrity compare to
density gradient centrifugation? 1JRM, 2009, 7(2): 73-7.

99. Movahed E, Sadrkhanlou RAR, Ahmadi A, Nejati V, Zamani Z. Effect of purine
nucleoside analogue-acyclovir on the sperm parameters and testosterone production in
rats. Int J Fertil Steril, 2013, 7(1): 49-56.

100. Ceribas1 AO, Sakin F, Tiirk G, Sonmez M, Atessahin A. Impact of ellagic acid on
adriamycin-induced testicular histopathological lesions, apoptosis, lipid peroxidation
and sperm damages. Experimental and Toxicologic Pathology, 2012, Vol: 64, Issues 7—
8, 717-24.

101. Fritsche L, Budde K, Dragun D. Testosterone concentrations and sirolimus in male
renal transplant patients. Am J Transplant., 2004, 4(1): 130 1.

102. Tondolo V, Citterio F, Panocchia N. Gonadal function and immunosuppressive

therapy after renal transplantation. Transplant Proc., 2005, 37(4): 1915-7.

77



EKLER

Ek 1. Ozgecmis

OZGECMIS

Adt: Hilal

Soyadi: Sahin

Dogum Yeri: Islahiye/Gaziantep
Dogum Tarihi: 01.12.1985

Egitim Bilgileri

Kirikhan Naim Atakas Anadolu Lisesi-Hatay (1996-2003).

Dicle Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Lisans Egitimi-Diyarbakir (2006-
2011).

Inonii Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji-Embriyoloji Anabim Dals,

Yiiksek Lisans Egitimi-Malatya (2013-2015).

Tletisim Bilgileri
hilalsahin112@gmail.com

78



Ek 2. Etik Kurul Onay1

INONU ONIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ETIK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi :31-01-2014

Toplant Yeri : Tip.Fak.Toplanti Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su : 2014/A-06

Deneyde Kullamlacak Hayvanin Tiirii : Sigan

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti  :DJE [JD  [JFarketmez
Dencyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi :30 Adet

Deneyde Kullamlacak Hayvanin Yag ve Agirhg : 8-10 Haftalik

Tip Fakilltesi Ogretim Uyelerinden Prof:Dr Nigar VARDI'nin yiiriitliclisi oldugu
“Siganlarda Seftriaksonun Testis Histolojisi ve Sperm Parametreleri Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi” isimli 2014/A-06 Protokol no.lu ¢aligmanin dosyasi incelendi.

Adi gegen aragtirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, inonii Universitesi
Tip Fakilltesi Deney Hayvanlan Etik Kurul Yonergesi'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmek ve sorumluluk arastincilara ait olmak {izere ¢alismanin yapilmasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.

N A(qt\u'/kc;u
Dog.Dr.M:Arif ALADAG Prof. Dr. Nigar VARDI Dog. Dr. Yilmaz CIGREMIS
kan Uye Uye
3\

N\

Vet.Hek.M. Yrd.Dog.Dr/Mbhmet KARATAS  Yrd.Dog.Dr. Mustafa KARAKAPLAN
U / Uye
|
odemady Kollred, ot
Salih AVCI Ahmet GONULLUOGLU
Sivil Uye Sivil Uye

79



EK.3. Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanhgi Karari

T.C.
(i) INONU UNIVERSITES
Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar Etik Kurulu Bagkanhg

Sawr :60161673-01/ 35

Konu : 2014/A-06 nolu gahigma MALATYA

21/05/2015

Saymn: Prof.Dr Nigar VARDI
Tip Fakiiltesi Histoloji AD

2014/A-06  protokol nolu “Siganlarda Sefiriaksonun Testis Histolojisi ve Sperm
Parametreleri Uzerine Etkilerinin Incelenmesi” isimli ¢aligmanin bashginin “Testikiller Konneksin
43 Ifadesi Uzerine Seftriakson'un Etkileri.” seklinde degistirilmesi Deney Hayvanlan Etik Kurul
Baskanli§: tarafinca uygun goriilmiistiir,

Geregini bilgilerinize arz ederim.,

Dog. Dr. M.,
Deney Hayvanlan Etik Kurul Bagkam

Inoat Umversitesi Merkez Kampisi 30250 MALATY A il win
Telefon: (0 422) 341 00 45 Faks. (0 422) 341 00 36
e-posta: tipdimonusdutr Elektronik Ag - hitp-dems. inana edu trtrtip

80



