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OZET

ERKEK SICANLARDA POLIKLORLU BIiFENILLERIN (AROKLOR 1254)
NEDEN OLDUGU REPRODUKTIF HASARA KARSI TETRANDRININ
KORUYUCU ETKILERININ ARASTIRILMASI

Amag: Poliklorlu bifenillerden AR1254 immun sistem baskilayici, endokrin bozucu,
norotoksik, kanserojenik, teratojenik etkileri olan bir bifenil bilesigidir. Tetrandrin ise
antiinflamatuar, anti kanser, immunsupresif ve sitoprotektif etkilere sahip bir
bisbenzilisoquoline bilesigidir. Bu ¢alisma, AR1254 ile olusturulmus reproduktif hasara

kars1 tetrandrinin koruyucu etkilerini géstermek amaciyla planlanda.

Materyal ve Metot: Calismamizda 28 adet Sprauge-Dawley cinsi sigan kullanildi.
Sicanlar rasgele secilerek 4 gruba ayrildi. (n=7) Gruplar sirasiyla:

1. Grup: Kontrol

2. Grup: AR1254

3. Grup: AR1254+TET
4, Grup: TET

Deney siiresi sonunda siganlardan testis doku érnekleri alindi. Ornekler rutin doku takip
islemlerinden gecirildi, Sum kalinhiginda kesitler alindi. Kesitlere histopatolojik
incelemeler i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E), immunohistokimyasal incelemeler igin
Kaspaz-3 boyama metodlari uygulandi. Hazirlanan preparatlar Leica DFC 280 1s1k

mikroskobu ve LeicaQWin Plus analiz sistemi kullanilarak incelendi.

Bulgular: Hematoksilen-Eozin boyama yontemi ile kontrol ve TET grubu testis
ornekleri normal histolojik gorlinlimde izlendi. AR1254 uygulanan sicanlarin testis
dokusunda tunikaalbuginea tabakasinda konjesyon gozlendi. Interstisyel alanda ise
vaskiiler konjesyon, vakuolizasyon ve oOdem tespit edildi. Seminifer tiibiillerde
spermatogenik seri hiicrelerde azalma, limene dokiilme ve boliinmenin herhangi bir
evresinde duraksamig hiicreler oldugu belirlendi. AR1254+TET grubunda ise bu
bulgularda belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi. Biyokimyasal analizlerde ise
AR1254 wverilen siganlarda TBARS diizeyinin anlamli diizeyde arttigi, TET
uygulamasinin bu artis1 anlamli diizeyde azalttig1 izlendi. AR1254 uygulamasi1 GSH,

Vi



SOD, GPx ve CAT diizeylerinde azalmaya neden olurken, TET uygulamasi ise bu
degerlerin artisina neden olmustur. AR1254 uygulamasinin sperm motilitesi ve
konsantrasyonunda o6nemli diizeyde azalmaya neden olurken, TET uygulamasi bu

degerlerde artisa neden olmustur.

Sonu¢: ARI1254 ile olusturulan reproduktif hasara karst TET’in iyilestirici etkileri
oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Aroklor1254, Testis, Tetrandrin, Sigan, Kaspaz-3.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF POTENTIAL PROTECTIVE EFFECTS OF
TETRANDRINE AGAINST REPRODUCTIVE DAMAGE INDUCED BY
AROCLOR 1254 IN MALE RATS

Aim: AR1254 is a compound which from polychlorinatedbiphenyls have some effects
such as immune system suppressors, endocrine disruption, neurotoxic, carcinogenic and
teratogenic. Tetrandrine, a bisbenzyllisogquinoline alkaloid, has anti-inflammatory, anti-
cancer, immunosuppressive and cytoprotective effects. This study was planned to
investigation of potential protective effects of Tetrandrine againts reproductive damage
induced by AR1254 in male rats.

Material and Method: In our study 28 Sprauge-Dawley rats were used. Rat were

divided into 4 groups randomly selected. Groups:
1. Group: Control

2. Group: Arl1254

3. Group: AR1254+TET

4, Group:TET

At the end of the study testis tissue samples were taken from rats. The testis samples
were processed by routine tissue techniques and embedded in paraffin. Sum thick
sections of tissues were cut, mounted on slides, stained with Hematoxylin-Eosin (H-E)
and examined under a Leica DFC280 light microscope by Leica Qwin and Image

Analysis System.

Results: In control and TET groups, testis showed a normal histological appearance
with H-E procedure. Congestion in tunica albuginea layer were observed in AR1254
group, In AR1254 group, testis tissue showed some histological alterations such as :
congestion in tunica albuginea layer, congestion, oedema and vacuolisation in
interstitial area, reduction in germ line cells in seminiferous tubules, squamotion in
limen, arrested spermatocytes in different stage in division were observed. These
findings were significantly decreased in AR1254+TET group. In biochemical analysis,
AR1254 lead to a significant increased in TBARS levels and significant decrease in
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GSH, SOD, GPxand CAT levels in testis tissue compared with other groups. Besides, in
the AR1254+TET group there was an attenuated increased INTBARS levels and an
increase in GSH, SOD, GPx and CAT activities.

Conclusion: As a result of TET have protective effects againts the reproductive damage
which created with AR1254.

Keywords: Aroclorl254, Testis, Tetrandrine, Rat, Caspase-3



SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI
ABP : Androjen baglayici proteini
AEC : 3-Amino-9-Ethylcarbazole
A(CoA) : Asetilkoenzim

aER : Graniilsiizendoplazmikretikulum
AH : Aril hidrokarbon

AR 1254 : Aroclor 1254

AMH : Antimiillerian hormon

BPH : Beningprostatikhiperplazia
CAT: Katalaz enzimi
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GST : Glutatyon-s-transferaz

GPx : Glutathioneperoxidase
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H-E : Hematoksilen-eosin



hCG : insan koryonikgonadotropin

i.p : Intraperitonal

LH : Leydig hiicreleri

MIS : Miillerian inhibitér madde

NADPH : Nicotinamideadeninedinucleotidephosphate-oxidase
NBT: Nitrobluetetrazoliumu

PAS: Periyodik asit- schiff

PAF : Prostatik Asit Fosfataz

PBS : PhosphateBufferedSaline

PCB :P oliklorlubifeniller

ROS : Serbest oksijen radikalleri

SE : Standart hata

SOD: Siiper oksit dismutaz enzim

SRY: Y kromozomu iizerinde cinsiyeti belirleyen bolge
StAR : Steroidogenik akut regiilator protein
TBARS : Tiyobarbitiirat reaktif maddeler
TBF : Testis belirleyici faktor

TCDD : Tetrachlorodibenzo-p-dioksin

TET : Tetrandrin

cm : santimetre

kg : Kilogram

mg : Miligram

mm : Milimetre
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m: Metre
pm : Mikrometre
nm : Nanometre

a-GT : a-Glutamyltranspeptidase
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1. GIRIS

Poliklorlu bifeniller (PCB), endiistriyel amagla iiretilen organik klorlu bilesiklerdir.
Dogada yaygin kimyasal kirlenmeye yol agtiklar1 ve lipofilik 6zellikleri nedeniyle canli
organizmada birikme egilimi gosterdikleri bilinmektedir. PCB’ler, bir fenil yapisi
tizerine degisik sayidaki (1 ile 10 arasinda) klor iyonlarinin farkli konfigiirasyonlarda
(orto, meta ve para) baglanmasiyla meydana gelen aromatik bilesiklerdir (1).

Kimyasal ve fiziksel yapi bakimindan olduk¢a kalici (stabil) maddeler
olduklarindan, baslica kapasitor, trafo, hidrolik pompa, matbaa miirekkebi, boya,
pestisit ve elektrik izolasyon sivilarinin yapiminda (yanmay1 ve enerji kaybini 6nlemek
i¢cin) kullanilmaktadirlar (2). PCB’ler, bilinen tiim kimyasal maddeler arasinda dogada
en kalict olanlaridir. Lipofilik 6zelikleri nedeniyle yag dokusunda birikme egiliminde
olduklari bilinmektedir (3, 4). PCBlerin kanserojenik, bagisiklik sistemini baskilayici,
hormonal sistemin isleyisini bozucu, norotoksik, hepatoksik ve teratojenik etkileri ile
ilgili birgok arastirma yapilmistir (2, 5-11).

Poliklorlu bifenil bilesiklerinden Aroklor 1254 (AR 1254)’iin insan ve hayvanlarda
erkek tireme sistemi lizerinde pek ¢ok olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir. AR 1254
ve diger poliklorlu bifenil bilesiklerin gonodtropin ve steroid hormon seviyelerinde
azalmaya (12), Sertoli hiicrelerinde metabolik fonksiyon bozukluguna(13), Leydig
hiicrelerinde LH reseptor yogunlugunda ve steroidojenik enzim aktivitesinde azalmaya
(14), testis, epididimis ve aksesuar bezlerin agirliginda azalmaya (15-16), sperm
sayisinda, hareketliligindeazalma, normal sperm sayisinda artis (15, 17) ve histolojik
olarak testis dokusunda dejenereasyona (18, 19) neden oldugu gosterilmistir.

Tetrandrin (TET), Cin tibbinda kullanilan Radix Stephania tetrandra bitkisinin
kokiinden izole edilmis bir bisbenzil isoquioline bilesigidir (20, 21). TET, anti-
inflamatuar, anti kanser, immunsupresif ve sitoproktetif etkilere sahiptir (20). TET lipid
peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve
stiperoksit radikalleri igeren serbest oksijen radikallerinin (ROS) diretimini
etkilemektedir. TET, aritmi, hipertansiyon, inflamasyon ve bazi kardiyovaskiiler
hastaliklarda kullanilmaktadir (22).

Bu ¢alismada, TET’ in AR 1254 kaynakli reproduktif toksisitesi lizerine muhtemel
olumlu etkilerinin histopatolojik ve biyokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglandi.
AR 1254°1in erkek si¢anlarda neden oldugu reproduktif toksisite incelenerek TET’ in bu

problemin ¢oziimiinde aktif olup olmadig1 tespit edilmeye calisildi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi testislerden, genital bosaltim kanallarindan, aksesuar cinsiyet
bezlerinden ve penisten olusmaktadir (Sekil 2.1). Aksesuar cinsiyet bezleri vezikiila
seminalisler, prostat ve bulbotiretral bezlerdir. Testis, spermatogenez (sperm liretimi) ve
steroidogenez (seks hormonlar1 olarak adlandirilan androjenlerin sentezlenmesi) olmak
tizere baslica iki fonksiyona sahiptir (23, 24, 25, 26). Basta testosteron olmak iizere
androjenler spermatogenez igin gereklidir, erkek embriyonun erkek fetiise gelisiminde
onemli rol oynarlar ve seksiiel dimorfizmden sorumludurlar. Erkek gametlerinin tiretimi

sirasinda hiicre boliinme olaylarinda hem mitoz, hem de mayoz ger¢eklesmektedir (23,

24, 25).

2.1.1. Testis Anotomisi

2.1.1.1. Skrotum:

Symphysis pubica’nin hemen asagisinda bulunan, deri, fibr6z kiliflar ve bir miktar
kas liflerinden olusmus bir torbadir. Igerisinde, testis ve funikulus spermatikus bulunur.
Skrotumun dis yiiziiniin sekli bazi sartlara bagl olarak degisir. Sicakta ve yaslilarda
kaslar gevser. Bu nedenle skrotumun yiizeyi genisleyip diizlesir. Sogukta ve genclerde
m. Dartos kasinin kasilmasi sonucu, yiizeyi burusarak kiigiiliir ve testisi sikica sarar.
Testislerin normal fonksiyon gorebilmeleri i¢in viicut sicakligindan daha diisiik bir
sicaklikta bulunmalar gerekir. Skrotum, yapisindaki 6zellikler (derisinde bol miktarda
ter bezleri, diger katmanlarda kas lifleri, m.dartos, mkreamaster vb.) sayesinde gerekli
diistik sicakligi (34-35 derece) saglamaktadir (27, 28, 29).

2.1.1.2.Testisler

Testisler, yetiskin insanlarda ovoid bi¢imli, yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2,5-3,5
cm genisliginde ve 20-30 g agirligindadir. Funiculus spermaticus araciligiyla skrotum
icinde asili durumda ve oblik pozisyonda yerlesmis olup, erkek iireme hiicrelerinin

(sperm) ve seks hormonlari olan androjenlerin tretildigi bir ¢ift organdir (27, 30-38).
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Sekil 2.1. Erkek Ureme Organlari (39).

Krvrimli bir deri kesesi olan skrotumun i¢ yiizii, skrotal septum (septum scrotum)
ile iki ayr1 boliime ayrilir. Testisler bu bosluklarda bulunur. Testislerin skrotum i¢indeki
duruslar: vertikal olmay1p, organin iist ucu dne ve disa, alt ucu ise arkaya ve ice dogru
bakmaktadir. Ayn1 biiyiikliikte olmalarina ragmen sol taraftaki testis sag taraftakine
gore genellikle 1 cm daha asagi konumda yer almaktadir (35, 40).

Testisler skrotuma yerlestiklerinde karin i¢i sicakligindan 2-3°C daha diisiik
sicaklikta bulunurlar. Karindan atardamarla gelen kanin sicakligi toplardamar tarafindan
alindigindan testislere diislik sicakliktaki kan ulastirilir. Skrotum sicakta gevser, sarkar
ve viicuttan uzaklagir. Sogukta ise toplanir ve viicuda yaklagarak testislerin optimum
sicaklikta tutulmasini saglar. Bu hareketleri, musculus cremaster ve musculus dartosun
kasilmalari ile gergeklesir (41, 42, 26- 29).

Testislerin facies medialis ve facies lateralis olarak adlandirilan iki yiizli; margo
anterior ve margo posterior olarak adlandirilan iki kenari, extremitas superior ve
extremitas inferior olarak adlandirilan iki ucu vardir (27, 35, 43). Testisler, distan ice
dogru olmak {izere tunika vaginalis, tunika albugenia ve tunika vaskiiloza olmak iizere

li¢ tabaka ile sarilmiglardir.
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Sekil 2.2. Testis ve Epididimis (23).
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a. Tunika vaginalis testis: Embriyonik processus vaginalisin distal kalintisi
olmakla birlikte testisin biiylik boliimiinii kaplayan periton kalintisidir ve mezotelyal
hiicrelerle doselidir. Tunika vaginalis testisin lamina visceralis (epiorchium) ve lamina
parietalis (periorchium) adi verilen iki yapragi vardir. Lamina visceralis, yalniz testisin
on kenar ile birlikte iki yliziinii orter; arka kenarin medial ve lateral kisimlarinda ise
kendi iistiine kivrilarak lamina parietalis ile devam eder (27, 44). Lamina parietalis ise
testisin alt kismindan iist kismima dogru, funiculus spermaticus'un 6n ve i¢ tarafin1 da
saracak sekilde bir miktar yukariya dogru uzanmaktadir. Lamina parietalis ve lamina
visceralis arasinda potansiyel bir bosluk olusur ve bu bosluga cavum serosum scroti
denir ve bosluk icgerisinde az miktarda ser6z sivi bulunmaktadir. Testislerin serbest
hareketi bu kaygan 6zellikteki siviyla saglanir (34, 35).

b. Tunika albuginea: Testisin anterolateral yiizeyinde bulunan ve diiz kas hiicreleri
igeren yogun fibroelastik bag dokusundan olusmus (27, 45) kalin, mavimsi beyaz
renkte fibroz bir tabakadir. Tunika albugineay1, arka kenar1 hari¢ distan tunika vaginalis
testisin lamina visceralisi Orter. Peritonun bulunmadig arka kenara epididimis tutunur,
buradan testisin damar ve sinirleri girip ¢ikar (27, 38). Tunika albuginea testis arka
yiiziinde kalinlasarak mediastnum testisi olusturur (27, 45). Mediastinum testis, testisin
ist ucundan alt ucuna kadar uzanir ve yukar1 kismi daha genistir. Organa damar, sinir
ve kanallarin girip ¢iktigi bolgedir (27, 38, 45). Mediastinum testisin 6n ve yan
kismindan ¢ikan uzantilara 'septula testis' denir. Bu uzantilar, testis parankiminden

gecerek tunica albuginea'nin i¢ yiiziine 1sinsal uzanir ve organi piramidal sekilli 250-300



lopcuga (lobuli testis) ayirir (35). Testis lobiillerinin taban kisimlar1 perifere, tepe
kisimlar1 ise mediastinum testise yonelmistir. Her lobiil 1-4 adet seminifer tiibiil igerir.
Seminifer tiibiiller 30- 80 cm uzunlugunda, 150-250 pum kalinliginda, spermlerin
iiretildigi, seminifer epitel ile doseli kivrimli seyreden kanallardir. Her testiste 250-1000
adet tiibiil bulunmaktadir (46). Seminifer tiibiiller kor bir ucla baslayip, lobguklarin
mediastinum testise bakan yiizlerinde diizlesip, birbirleriyle birleserek sayilar1 20-30°a
iner. Tubuli seminiferi recti ad1 verilen bu kisa diiz kanallarin ¢aplar1 genisleyerek 0,5
mm’ye ulasir. Tubuli seminiferi rekti mediastinum testise uzanarak ve birbirleriyle
anastomoz yaparak rete testisi olustururlar. Rete testis, mediastinum testisin {ist
boliimiinde sayilar1 12-15 arasinda degisen efferent kanalciklara agilmaktadir. Efferent
kanalciklar, tunika albugineay delerek testis disina ¢ikarlar (27).

c. Tunika vaskulosa: Tunika albugineanin i¢ yiiziinde yerlesmis bir damar ag
tabakasidir. Damarlar arasinda kalan araliklar1 gevsek bag dokusu doldurur. Tunika
vaskiiloza, tunika albugineanin i¢ yiizlinli ve tim bdlmelerin yiizlerini déser ve tiim
lobuli testiside sarmis olur (27, 38). Boylece testisin igindeki tiim lobuli testisi de sarmis
olur (45, 47). Testis ve epididimis, aorta abdominalisin dali olan arteria
testikiilarislerden beslenirken, venleri ise Oonce funikulus spermatikusu saran pleksus
pampiniformisi, daha sonra birbirleri ile birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Bunlar
sag tarafta vena cava inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya acilir (27, 28, 35).
Sinirlenmesi, torakal 10.-11. medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan sempatik

sinir lifleri ve nervus vagustan gelen parasempatik lifler ile saglanir (38, 48).

2.1.1.3. Epididimis

Duktus efferentes ve duktus epididimisten olusan bir organdir. Duktus epididimis
ve duktus efferentes ile iliskili diiz kaslardan, damarlardam ve bag dokusu 6rtiilerinden
olugmaktadir. Epididimis, testisin siliperiyor ve posteriyor ylizeyleri boyunca uzanan,
hilal sekilli, yaklagik 7,5 cm uzunlugunda bir yapidir (23). Epididimis, rete testisten,
duktuli efferentes testislerle aldig1 spermatozoonlar: duktus deferense iletir. Ayrica
spermler igin bir olgunlagsma ve depolama yeri olarak da goérev yapar (37). Duktus
epididimis yiiksek diizeyde kivrimli, 4-6 m uzunlugunda bir tiiptiir. Epididimis bas,
govde ve kuyruk bolimlerine ayrilmaktadir. Duktus efferentes bas kismini, duktus
epididimis ise govde ve kuyruk kisimlarini isgal etmektedir. Testisten epididimise giren
yeni Uretilmis spermler, duktus epididimisten gecisleri sirasinda motilite ve oositi

fertilize etme yetenegi kazanarak olgun hale gelirler (23).



2.1.1.4. Duktus deferens(Vas deferens)

Epididimisin kuyrugunun devami olan, kalin duvarli miskiiler bir kanaldir (49).
Duktus deferens bosaltim kanali sisteminin en uzun pargasidir, testisin posteriyor sinir1
boyunca testikiiler damarlara ve sinirlere yakin olarak yiikselir, spermatik kordonun bir
kompanenti olarak inguinal kanalin iginden geger ve abdomene girer (23). Mesane
seviyesinde distal ucu genisleyerek duktus deferensin ampullasini olusturur. Ampulla,
seminal vezikiillerin kanallar1 ile birlesir ve ejakiilatuar kanal (duktus ejakiilatoryus)

olarak prostat bezinin iginde iiretraya agilir (23, 49).

2.1.1.Testis Embriyolojisi

Testisler genellikle seks kromozom kompleksinde normal bir Y kromozomu tasiyan
embriyolarda gelisir. Koordineli bir gen dizisi, testis gelisimini uyarir (50). insanlarda
gonadlar, mezonefroz boyunca uzanan mezodermden gelisir (51, 52). Gonadlar
(testisler ve overler), karin arka duvarin1 déseyen mezotel (mezodermal epitel), altinda
bulunan mezensim (embriyonik bag dokusu) ve primordiyal germ hiicreleri olmak tizere
ti¢ kaynaktan koken alirlar (51, 53). Gonad gelismesi, ilk kez gelismenin 5. haftasinda,
mezonefrozun medialinde, sag ve solda, sdlom epitelinin ¢ogalmasi ve altindaki
mezensimin yogunlagmasiyla olusan, uzunluguna iki adet gonadal ya da genital kabarti

ile olugsmaya baslar (54).



2.1.2.1. Primordiyal Germ Hiicreleri
Primordiyal germ hiicreleri, epiblasttan kdken alir, primitif ¢izgi boyunca go¢ eder
ve ligiincii haftada yolk kesesinin allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin

arasina yerlesir (Sekil 2.3A) (34, 54).
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Sekil 2.3. Ug haftalik embriyoda, yolk kesesi duvarinda, allantois baglantisina yakin bir
yerde primordial germ hiicrelerini gosteren sema (A). Primordiyal germ hiicrelerinin, son

bagirsak ve dorsal mezenter boyunca, genital kabartiya dogru giden go¢ yolu (B) (54).

Dordiincii haftada ameboid hareketlerle sonbarsagin mezenterinin dorsali boyunca
ilerleyerek (Sekil 2.3B), besinci haftanin basinda primitif gonadlara ulasir, altinci
haftada da genital sirtlar1 iggal ederler (51, 54). Bu hiicreler genital sirtlara
ulasamadiklar1 takdirde gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadlarin
over veya testise farklanmalar1 tizerinde indiikleyici etkileri vardir (54).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulagmalarindan hemen o6nce ve
ulagtiklar1 sirada, genital sirttaki epitel hiicreleri prolifere olarak alttaki mezensimin
icine gomiiliirler (50, 54). Bunlar burada primitif cinsiyet kordonlar: denilen diizensiz
kordonlart olustururlar (Sekil 2.4) (34, 54).

Hem erkek hem de disi embriyolarda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir ve bu
donemde erkek ve disi gonadlarinin birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin degidir. Bu

evrede gonada farklanmamig gonad denir (34, 53-55).
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Sekil 2.4. Alt1 haftalik embriyonun lumbal bodlgeden gegen transvers kesitinde,
primitif cinsiyet kordonlariyla birlikte farklanmamis gonadin goriinimii. Bazi
primordial germ hiicreler primitif cinsiyet kordonlarina ait hiicrelerle ¢evrelenmistir

(54).

2.1.2.2. Gonadlar

Embriyonun cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmasina ragmen,
gelisimin yedinci haftasina kadar erkek ve disi morfolojik 6zellik gostermezler (31).
Erkek ve disi gonadlarin benzer o6zellik gdstermesi ve birbirinden ayirt edilememesi
durumuna farklanmamis gonad adi verilir (34, 51, 54). Farklanmamis gonad yapisinda
dista korteks, i¢ kisimda ise medulla bulunur. Embriyo XX seks kromozom
kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi ovaryuma farklilasir, medullasi
geriler. Embriyo genetik olarak erkek ise, primordiyal germ hiicrelerinin cinsiyet
kromozomlar1 XY ise medulla testise doniisiir, korteks birka¢ kalinti disinda dejenere
olur (34, 53, 54).

Cinsiyet farklanmasi, bazilar1 otozomal olan cok sayida genin rol oynadigi
karmagik bir siirectir. Seksiiel dimorfizmin anahtari, kisa kolu tizerinde (Ypll) SRY
genini (Y kromozomu {iizerindeki cinsiyeti belirleyen bdlge) tasiyan Y kromozomudur
(54, 56). Bu genin protein iriinii rudimenter durumdaki cinsiyet organlarinin
farklilasmasini belirleyen genleri harekete geciren bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY
proteini testis belirleyici faktordiir (TBF). Fetiisiin cinsiyeti bu faktor varsa erkek, yoksa

disi olarak gelisir (54, 34). TBF, gonadal kordonlar1 uyarir ve testikiiler farklilasmay1



saglar (54, 57). TBF faktoriiniin etkisi altinda primitif seks kordonlari seminifer
tiibiillere farklilagir. Seminifer tiibiillerin olusumu bir dizi genin uyarilmasi ile meydana
gelir. TBF, gonadal kordonlar1 uyarir ve onlarin farklanmamis gonadin medullasinin
derinlerine dogru uzamalarina neden olur. Bu kordonlar bezin hilusuna dogru birbirleri
ile anastomoz yaparlar ve rete testisi olustururlar (23, 24, 34, 54, 57, 58). Gelisimin
daha ileri evrelerinde, tunika albuginea denilen yogun fibroz bir bag dokusu tabakasi
testis kordonlarini yiizey epitelinden ayirir (34, 43). Dordiincii ayda testis kordonlar at
nali seklini alir ve bu nalin agik uclar1 rete testis ile devam eder. Bu durumda testis
kordonlart primitif germ hiicreleri ve bezin yilizey epitelinden gelisen Sertoli
hiicrelerinden meydana gelir. Gonadal sirtin mezensiminden koken alan interstistsiyel
Leydig hiicreleri testis kordonlarinin arasinda bulunur ve bu kordonlarin farklanmaya
baslamasindan hemen sonra gelismeye baglarlar. Gestasyonun sekizinci haftasinda,
Leydig hiicreleri testosteron iiretmeye baglarlar (34, 54). Testosteron {iretimini insan
koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun miktar1 8-12 haftalik
dénemde en yiiksek degerine ulasir (59). Fotal testisler, testostorona ilaveten
glikoprotein bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH) ve miillerian inhibit6r
madde (MIS) adi verilen bir hormonda salgilamaktadir. AMH, Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanir, hormonun salinmasi puberteye kadar devam eder, daha sonra
seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik (Miiller) kanallarin gelisimini baskilar (34, 54).
Testisler, bu donemden sonra kendilerine ait genital kanal ve dig genital organlarin
cinsiyetini etkileyecek hale gelirler. Puberteye kadar solid halde kalan testis kordonlari
pubertede liimenlere agilarak seminifer tiibiillere dontistirler. Seminifer tiibiiller kanalize
olur olmaz testis tiibiilleri ile birlesir ve duktus efferenteslere girerler. Bu duktuslar rete
testisle, daha sonra duktus deferens adini1 alicak olan mezonefrik veya wolffian kanallar
birbirine baglarlar (24, 34, 54, 58). Duktus deferensin seminal vezikiilden sonraki
parcasina ejakulatuar kanal adi verilir (54).

Seminifer tiibiil duvarinda Sertoli hiicreleri ve spermatogonyum olmak {izere iki tip
hiicre bulunur. Destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri testisin ylizey epitelinden
gelisirler. Spermatogonyumlar ise ilkel sperm hiicreleridir ve primordiyal germ
hiicrelerinden farklanirlar (23, 50, 60). Sertoli hiicreleri, fotal testiste seminifer epitelin
bityiik bir kismini olusturur (34, 50). Ilerleyen dénemlerde, testis yiizey epiteli yassilasir
ve yetiskin testisinin dis yiiziindeki mezoteli olusturur. Rete testis, duktus efferentesi
olusturan 15-20 adet mezonefrik tiibiillerle devam eder ve bu kanallar duktus

epididimisi olusturan mezonefrik kanal ile baglanir (23, 34, 50, 61). Yirmisekizinci
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haftada testisler karin arka duvarindan ayrilarak inguinal kanalin derinligine dogru yer

degistirirler. Genellikle dogumdan 6nce skrotuma inmis olurlar (24, 53, 58, 60, 62).

2.1.3. Testis Histolojisi

Testisler embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlasmayi ve iireme fonksiyonlarini
etkileyen ekzokrin ve endokrin fonksiyonu olan bir ¢ift oval sekilli organdir (49).
Haploid erkek gametin (spermatozoon veya sperm) devamli olarak iretilmesi,
beslenmesi ve gegici olarak depolanmasi ile erkek cinsiyet hormonlariin (androjenler)
sentez ve salgilanmasindan sorumludur (63).

Her bir testisin etrafi tunika albuginea adi verilen yogun bag dokusundan olusan
kalin bir kapsiil ile sarilidir. Tunika albuginea, testisin arka yiiziinde kalinlagarak
mediastinum testisi olusturur. Testise giren ve ¢ikan kan damarlari, lenf damarlar ve
kanallar bu tabaka iginde seyrederler (23, 26, 49, 64). Her bir testis kapsiilden uzanan
bag dokusu yapisindaki septumlar tarafindan yaklasik 250 lobiile boliiniir. Her bir lobiil,
yiiksek diizeyde kivrimli birka¢ seminifer tiibiilden olugmaktadir. Testisin her bir lobiilii
icinde sperm {iretilen 1-4 seminifer tiibiilden ve Leydig hiicrelerini igeren bag dokusu
yapisindaki stromadan meydana gelmektedir (23, 26). Bu bag dokusu bol miktarda kan
ve lenf damari, sinirler icerir. Seminifer tiibiiller erkek {ireme hiicreleri olan

spermatozoonlari tiretirken, interstisyel hiicreler de testis androjenlerini salgilar (23, 26,

64).

2.1.3.1. Seminifer Tiibiiller

Seminifer tiibiiller, tunika propriya tarafindan g¢evrelenmis, seminifer epitel ile
doseli kanallardir (23). Tunika propriya, fibroblast igermeyen ¢ok tabakali bir bag
dokusudur. Bu tabaka insanda seminifer epiteli kusatan ince bazal membran altinda 3-5
sira miyoid hiicre ve kollajen lif tabakasi icerir. Bu dokuya peritiibiiler doku da denir
(49). Her bir seminifer tiibiil yaklasik 50 cm uzunlugunda (30-50 cm arasinda) ve 150-
250 pum capindadir. Seminifer tiibiiller, anastomoz yapan kivrimlar seklinde baslar,
mediastinuma dogru birbirlerine yaklasarak kisa ve diiz tiibiiller olan tubuli rektiyi
olustururlar. Bu diiz tiibiiller ise mediastinumda bulunan rete testise acilirlar (49).
Seminifer tiibiiller arasindaki bosluk kan damarlari, lenfatik kanallar veya siniizoidler,

makrofajlar ve androjen iireten Leydig hiicreleri tarafindan doldurulmustur (64, 65).
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Seminifer epitelde yer alan iki ana hiicre grubundan biri germ hiicreleri olan
spermatogenik hiicreler, digeri ise bu hiicrelere destek ve besleme gorevini listlenen

Sertoli hiicreleridir (26, 49).

2.1.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelin baskin hiicre tipidir. Ergenlikten
sonra, tiibiilleri doseyen hiicrelerin yaklasik % 10’unu olusturur (65). Sertoli hiicreleri
bazal membrandan tiibiil liimenine kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir (49). Hiicrelerin
tabanlart genistir ve bazal lamina {izerine oturur, apikal uglar1 ise seminifer tiibiiliin
liimenine uzanir. Tiibiiller arasi bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda koprii
hiicreler olarak gorev yaparlar (23, 34, 55, 64, 65). Sertoli hiicreleri, komsu
spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin arasindaki bosluklar1 dolduran yaygin
apikal ve lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir.

Isik mikroskobunda, Hematoksilen-Eosin (H-E) boyamalarinda sertoli hiicrelerinin
siirlart iyi belirlenemez ve soluk renkli goriintirler (23). Elektron mikroskobik
incelemelerinde bazal sitoplazma igerisinde yerlesmis 6kromatik bir niikleus yapist 1-2
adet belirgin niikleolus igerir. Niikleuslarinin en 6nemli 6zelligi derin invaginasyonlar
gostermesidir. Sertoli hiicreleri gelismis graniiler ve agraniiler endoplazmik retikulum,
belirgin golgi kompleksi, ¢cok sayida mitokondri, dagiik halde serbest ribozomlar,
primer ve sekonder lizozomlar, glikojen graniilleri, lipid damlaciklari, mikrotiibiiller ve
mikrofilamentlere sahiptir (23, 24, 25, 49, 64).

Sertoli hiicreleri birbirlerine 6zel baglanti kompleksleriyle baglanmistir ve bu
baglant1 bolgelerinde, komsu membranlar arasinda zonula okludens (siki baglanti) tipi
baglantilar olustururlar. Bu baglanti kompleksleri, seminifer tiibiil epitelini bazal ve
adluminal kompartmanlara ayirir. Ayrica, Sertoli hiicreleri arasinda bulunan gap
junction tipi baglanti kompleksleri, Sertoli hiicreleri ile erken donem spermatogenik
hiicreler arasinda desmozom tipi baglanti kompleksleri ve Sertoli hiicreleriyle bazal

membran arasinda hemidesmozom tipi baglanti kompleksleri yer almaktadir (23, 49,
66).

Sertoli Hiicrelerinin Gorevleri:
v" Gelismekte olan spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek
v" Olusturduklar bariyer ile gelisen sperm hiicrelerini korumak

v’ Spermiyogenez sirasinda ortaya ¢ikan sitoplazma artiklarinin fagositozu
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v' Kan-testis bariyerinin olusturulmasi

v" Seminifer tiibiilde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlagmasini
saglayan androjen baglayici proteini (ABP) iiretmek ve salgilamak

v/ Embriyo gelisimi sirasinda erkek fetiiste Miiller kanallarinin gerilemesini
saglayan bir glikoprotein olan Anti-Miillerian hormon (AMH) salgilamak

v" Testikiiler transferrin iiretimi ve salgilanmasi

v' Anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini onleyen inhibin ve uyaran
aktivin ad1 verilen peptidleri salgilamak

v" Seminifer tiibiil liimenine sperm tasinmasini kolaylastiracak fruktozdan, protein

ve iyonlardan zengin bir siv1 salgilamak (23, 26, 64, 65, 67).

2.1.3.3. Kan-Testis Bariyeri

Interstisyel doku ile seminifer tiibiiller arasinda yer alan kan- testis bariyeri, kan ve
lenfatik yolla gelen maddelerin seminifer tiibiiller igerisine gegisini ayarlayan bir
bariyer olarak gorev yapar (64, 65). Bu bariyer germ hiicrelerinin kandan gelen ilaglar,
toksik kimyasallar ve mutajenler gibi zararli ajanlara karsi korunmasini ve seminifer
tiibiillerin iyon, aminoasit, karbonhidrat ve protein igeriginin, kan ve lenfin igeriginden

oldukea farkli olmasini saglamaktadir (26, 64).

2.1.3.4. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyumdan sperm gelisimi siirecidir. Bu  siireg
puberteden kisa bir siire once, hipofizyal gonodotropin seviyelerinin artmasinin etkisi
altinda baslar ve yasam boyunca devam eder. Yaklasik 64 giin siiren bu siireg
spermatogonyal faz, spermatosit faz1 (mayoz) ve spermatid fazi (spermiyogenez) olmak
tizere ii¢ evrede gergeklesir (23). Spermatogonyal fazda spermatogonyumlar mitoz ile
boliinerek kendi yerlerine gececek hiicreleri olustururken, sonugta primer
spermatositlere  farklilasacak olan  spermatogonyumlarida  olustururlar.  Insan
spermatogonyumlar1 rutin histolojik preparatlarda niikleuslarinin goriiniimiine gore Tip
A koyu, Tip A acik ve Tip B olmak iizere ii¢ tip tamimlanmistir. Tip A koyu
spermatogonyumlar yaklasik 12um ¢apinda, ince graniiler kromatine sahip, yogun
bazofilik niikleuslu, kubbe seklinde hiicrelerdir. Bu hiicrelerin diger spermatogenik
hiicreleri olusturan kok hiicreler oldugu diisliniilmektedir. Cesitli araliklarla boliinerek
Tip A koyu ve Tip A acik spermatogonyumlar: olustururlar. Tip A koyu
spermatogonyum kok hiicre olarak kalirken, Tip A acik spermatogonyum farklilasip
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olgunlagarak spermiyum haline gelir. Tip A acik spermatogonyumlar soluk boyanan,
ince graniiler kromatinli oval niikleus igerirler. Bu hiicreler de pek ¢ok kez mitoz gecirip
sayilarim1 arttirilar (23, 49). Mitotik boliinmeleri sonucunda farklilasarak tip B
spermatogonyumlar1t olustururlar (23, 68). Tip B spermatogonyumlar, merkezi
yerlesimli niikleolusa sahip kiire seklinde bir niikleus igerirler. Niikleus kromatini,
niikleolus ¢evresinde ve niikleer zar boyunca yogunlagsma gdosterir (23, 49, 68).

Bir seri bolinmeden sonra Tip A spermatogonyumlardan olusan Tip B
spermatogonyumlarda mitozla boliinerek primer spermatositleri olusturur (49). Olusan
primer spermatositler DNA’larin1 replike ederek mayoz boliinmeye hazirlanirlar. Her
bir primer spermatosit normal sayida kromozom (2n) ve iki kati DNA’ya sahiptir.
Primer spermatositler mayoz bolinmeye girerler (26, 49). DNA sentezini
tamamladiktan sonra mayoz bdliinmenin profaz safhasina girerler (26). Birinci mayoz
boliinmenin profazinin alt evreleri; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez
evreleridir. Bu alt evrelerde goriilen temel olaylar; zigoten-pakiten evresinde homolog
kromozomlarin eslesmesini kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusumu, homolog
kromozomlarin eslesmesi (sinapsis), homolog kromozomlarin kardes olmayan
kromatidleri arasinda genetik bilgi degisimi (krossing-over) ve eslesmis homolog
kromozomlarin ayrilmasi gibi olaylardir. Profazin yaklasik 22 giin civarinda bir siire
almas1 nedeniyle mikroskopta incelenen hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu primer spermatosit
olarak goriiliir. Bu uzamis profaz evresinden sonra, kardes kromatid ¢iftleri metafaz,
anafaz ve telofaz evreleri, kardes kromatidleri yavru hiicreler olan spermatidlere
dagitirlar (26). Spermatogenetik seride en biiyilk hiicreler, c¢ekirdeklerindeki
sinaptonemal kompleksin varligi ile karakterize primer spermatositlerdir (68). Testis
kesitlerinde sekonder spermatositlerin goriilmesi zordur, ¢iinkii bunlar interfazda kisa
stire kalan ve hizla ikinci mayotik bdliinmeye giren hiicrelerdir (68).

Birinci mayotik boliinme ile olusan hiicreler sekonder spermatositler olarak
adlandirilir. Bu hiicreler yeni DNA sentezlemeden hemen ikinci mayotik boliinmenin
profazina girerler. Her sekonder spermatositin kromozom sayisini azaltmistir (1n); 22
otozom ve bir X ya da bir Y kromozomuna sahiptirler. Bu kromozomlarin her biri
kardes kromatidden olusur. Sekonder spermatosit diploid DNA miktarina (2d) sahiptir.
Ikinci mayotik béliinmenin metafazinda kromozomlar metafaz plagina dizilirler. Kardes
kromatidler ayrilir ve mekigin zit kutuplarma hareket eder. Ikinci mayotik boliinme
tamamlandiginda ve niiklear membranlar yeniden olustugunda her bir sekonder

spermatositten her biri 23 tek iplikli kromozom (1n) ve (1d) miktarinda DNA igeren iki
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haploid spermatid olusur. Haploid spermatidler, daha fazla boliinmez ve olgun spermi
olusturan bir farklilasma stirecine (spermiyogenez) ugrarlar. Sperm bir oositi fertilize

ettigi zaman normal diploid durum yeniden olusur (23, 26).

2.1.3.5. Spermiyogenez

Spermatidlerin olgun spermatozoana doniisme siirecine ‘spermiyogenez’ denir ve
bu dénemde hiicre boliinmesi gerceklesmez. Spermatidler, sekonder spermatositlerin
ikinci mayoz bdliinmesi ile olusan haploid kromozomlu hiicrelerdir ve seminifer
tiibiiliin adluminal bdlgelerinde yer alirlar (23, 26, 70). Bunlar, diger hiicrelerden kiiciik
boyutlari, yogunlasmis kromatin bolgeleri tagiyan c¢ekirdekleri ve seminifer tiibiillerde
liimen yakininda Sertoli hiicrelerinin derin sitoplazmik ¢okiintiileri i¢ine yerlesmeleri ile
taninirlar. Spermatidler, merkezi yerlesimli bir niikleus, iyi gelismis bir Golgi
kompleksi ve ¢ok sayida mitokondriyonlara ve bir ¢ift sentriyole sahiptir. Spermatidin
olgun sperme farklilasmasi (spermiyogenez) 4 fazda gergeklesir (sekil 2.5). Bu fazlar,
spermatidlerin 6zel baglantilarla Sertoli hiicre membranina fiziksel olarak baglanmasi

sonucu olusurlar (23, 26, 67, 69).

Golg &an Akrozomal faz
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Sekil 2. 5. Spermiyogenez ve olgun spermatozoa (65).
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1) Golgi fazi: Bu faz, spermatidin ¢ok sayidaki Golgi kompleksinde kiimelenen
periyodik asit- schiff (PAS) pozitif graniillerinin bulunmas: ile karakterizedir. Bu
proakrozomal graniiller, glikoprotein bakimindan zengindirler ve akrozomal vezikiil
denen ve niiklear zarfa komsu, membranla sinirlandirilmis bir vezikiil olustururlar. Bu
fazda akrozomal vezikiil genisler ve igerigi artar. Akrozomal vezikiiliin pozisyonu,
gelismekte olan spermin 6n kutbunu belirler. Bu fazda, sentriyoller de jukstaniiklear
bolgeden spermatidin arka kutbuna go¢ ederler. Sentriyol, sperm kuyrugunun
aksonemini olusturan dokuz periferik mikrotiiblil ¢iftinin ve iki mikrotiibiiliin
parcalarinin bir araya gelmesini baglatarak sperm kuyrugunun sekillenmesini destekler
(23, 26, 67, 71).

2) Sapka fazi: Bu faz sirasinda, akrozom vezikiilii biiyliyerek, niikleusun 6n yarisi
lizerinde yayilir. Bu, yeniden sekillenmis yapiya akrozomal sapka denir. Bu yapinin
altindaki niiklear zarf pargasi porlarmi kaybeder ve kalinlagir. Niiklear igerik de
yogunlasir (23, 49, 67).

3) Akrozomal faz: Bu faz spermatidin morfolojik olarak en fazla degisim
gosterdigi evredir. Niikleus yogunlagmasi, hiicrenin uzamasi ve mitokondrinin yer
degistirmesi bu fazda gercgeklesir. Akrozom vezikiilii ve graniilii, yogunlasan niikleusun
on yarisini kaplayacak sekilde yayilir ve buna ‘akrozom’ denir (69). Bu fazda spermatid
kendini yeniden hizalar ve bag, Sertoli hiicresinin i¢ine iyice gomiiliir ve bazal laminaya
dogru yonelir. Gelismekte olan flagellum seminifer tiibiil limenine dogru uzanir.
Spermatidin yogunlasan niikleusu yassilagir ve uzar. Niikleus ve onu c¢evreleyen
akrozom da plazma membranmin 6n kismina hemen komsu bir pozisyona tasimnir ve
sitoplazmik kistm posteriorda kalir. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka
kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru uzanan silindirik bir kilif olan manseti
olusturmak tizere diizenlenir (23). Akrozomal faz sirasinda hiicrenin akrozomu igeren
on kutbu, seminifer tiibiiliin tabanina dogru ydnelir. Buna ek olarak niikleus uzar ve
daha yogun bir hale gelir. Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu
olusturur. Mitokondri de flagellumu proksimal pargasi etrafinda toplanarak orta parca
adr verilen kalinlagsmis bolgeyi olusturur. Bu bolge spermatozoonlarin hareketlerinin
kaynaklandig1 yerdir (23, 64, 65).

4) Olgunlasma fazi: Spermatidin yeniden olusumunun bu son fazinda flagellanin
etrafindaki fazla sitoplazma azaltilir ve olgun (matiir) spermatozoon olusur. Daha sonra,
rezidiiel cisimcik olarak da adlandirilan fazla sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan

fagosite edilir. Gelismekte olan gametleri karakterize eden interseliiler kopriiler rezidiiel
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cisimlerde kalirlar. Spermatidler artik birbirlerine bagl degildirler ve Sertoli
hiicrelerinden seminifer tiibiil limenine saliverilirler. Bu siirece spermiasyon denir (23,

54, 65, 67).

2.1.3.6. Olgun (Matiir) Spermin Yapisi

Olgun insan spermi yaklasik 60 um uzunlugundadir. Sperm bast yassidir, sivridir
ve 4,5 um uzunlugunda, 3 um genisliginde ve 1 pm kalinligindadir (23, 64). Niikleusun
anteriyor Ucte ikilik kismin1 saran akrozamal sapka, hyaluronidaz, néraminidaz, asit
fosfataz ve akrozin olarak adlandirilan tripsin benzeri proteaz igermektedir. Bu
akrozomal enzimler ovumun zona pellusidasinin delinmesi i¢in gereklidirler. Sperm
yumurtaya temas ettiginde akrozomal enzimlerin saliverilmesi akrozom reaksiyonun ilk
basamagidir (23, 69). Bu karmasik siire¢ spermin penatrasyonunu ve ardindan gelen
fertilizasyonu kolaylastirir ve ovuma baska spermlerin girmesini onler.

Sperm kuyrugu, boyun, orta parga, esas parga ve son par¢a olmak {izere bolimlere
ayrilir. Kisa olan boyun sentriyolleri ve kaba fiberlerin baslangicini igerir. Orta parca
yaklagik 7 pm uzunlugunda ve mitokondriyonlar1 igerir. Mitokondriyonlar kalin
fiberlerin ve aksonemal kompleksin etrafinda sarmal tarzda sarilmiglardir. Bu
mitokondriyonlar kuyrugun hareketi igin gerekli enerjiyi saglarlar ve boylece spermin
hareketinden sorumludurlar. Esas par¢a, 40 um uzunlugundadir ve kalin fiberlerin
aksonemal kompleksin disindaki fibroz kilifi igerir. Son parga, olgun spermde
flagellumun yaklastk son 5 pm’lik kismidir ve yalnizca aksonemal kompleksi
icermektedir (23, 26, 64, 72).

Yeni saliverilen sperm hiicreleri hareketsizdirler ve Sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan bir sivinin igerisinde seminifer tiibiillerden taginirlar. Sivi ve sperm seminifer
tiibiillerden akar. Lamina propriyanin peritiibiiler kontraktil hiicrelerinin peristaltik
kasilmalar1 bu durumu kolaylastirir. Daha sonra seminifer tiibiiliin kisa segmenti olan
diiz tiibiillere girerler. Diiz tiibiillerde epitel sadece Sertoli hiicrelerinden olusmaktadir.
Mediastinum testiste sivi ve sperm, tek katli kiibiik epitel ile doseli bir anostomozlagan
kanal sistemi olan rete testise girer. Rete testisten bosaltim kanal sisteminin ilk pargasi
olan duktuli efferentesin ekstra testikiiler kismma ve daha sonra duktus epididimisin
proksimal kismina gecer sperm hiicreleri duktus epididimisin olduk¢a kivrimli kanalinin
4-5 m boyunca hareket ederlerken, hareket kazanirlar ve baz1 olgunlagsma degisimlerine
ugrarlar. Bu degisimler:

v'Niikleus DNA’ sinin yogunlagmasi. Sperm basinin boyutu azalir.
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v’ Sitoplazmanin daha da azalmasi. Sperm hiicreleri daha ince hale gelir.
v/ Plazma membraninin lipidlerinde, proteinlerinde degisimler ve glikozilasyon.
v'Dis akrozomal membrandaki degisimler. Sperm hiicrelerinin fertilizasyon

yetenegini inhibe etmek igin ylizey- iliskili dakapasitasyon faktorii eklenir.

Distal kismin ve daha genis kanallarin etrafin1 saran diiz kaslarin kasilmasi, spermi
epididimis kanalinin distal kismina ulasana kadar peristaltik hareketlerle hareket
ettirmeye devam eder. Burada spermler ejekiilasyondan 6nce depolanirlar.

Sperm, erkek bosaltim kanali sisteminde birka¢ hafta canli kalabilir, ancak disi
tireme kanalinda yalnizca 2-3 giin hayatta kalabilir. Disi kanalinda bir siire sonra ovumu
fertilize edebilme yetenegi kazanirlar. Sperm membranindaki  glikokaliks
komponentlerinin uzaklastirildigi ve yerine yenisinin konuldugu bu siire¢ kapasitasyon
olarak adlandirilmaktadir (23, 26, 54).

2.1.3.7. Intersitisyel Doku

Testis kiitlesinin %25-30’unu gevsek bag dokusu olusturur. interstisyel doku
denilen ve tiibiillerin arasinda bulunan bu bag dokusu; ¢esitli hiicreler (Leydig hiicresi,
fibroblast, makrofaj, mast hiicresi, lenfosit, plazmosit, undifferansiye mezenkim
hiicreleri), bol kilcal kan, lenf damarlari ve sinirler bulunur. Interstisyel alan androjen

tiretimi agisindan biiylik bir 6nem tasir (23, 64, 72, 73).

2.1.3.8. Myoid hiicreler

Tunika propriya icerisinde yer alan miyoid hiicreler ultrastriiktiirel diizeyde bazal
lamina ve bol miktarda aktin filamentleri icermeleri nedeni ile diiz kas hiicreleriyle
iligkili 6zellik gosterirler. Bu hiicreler tipik fibroblastlarin yoklugunda kollajen
sentezleme rollerinin isareti olan bir 06zellik olarak belirgin miktarda graniillii
endoplazmik retikulum (gER) icermektedir. Myoid hiicrelerin ritmik kasilmalar
spermatozoanin ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden bosaltim kanal sistemine
akisina yardim eden peristaltik dalgalanmalari olusturur (23). Spermler boylelikle
duktus epididimise ulasir ve epididimisi gectikten sonra hareket etme o6zelliklerini

kazanirlar (26).
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2.1.3.9. Leydig hiicreleri

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1 ve lenfatik kanal yakininda, intertiibiiler
alanda yerlesmistir (26). Biiyiik, poligonal, 15um ¢apinda eozinofilik hiicrelerdir ve
tipik olarak lipid damlaciklar igerirler (23). Merkezi yerlesimli 6kromatik bir niikleus
ve 1-2 niikleolus igerir. Golgi kompleksi niikleusa yakindir (23). Bu hiicrelerde
lipofuskin pigmenti ve gubuk sekilli ayirt edici sitoplazmik kristaller olan Reinke
kristalleri siklikla bulunmaktadir. Rutin histolojik preparatlarda bu kristaller
refraktildirler ve yaklasik 3x20 um boyutlarindadirlar. Bu kristallerin kesin yapilart ve
fonksiyonlar1 bilinmemekle beraber hiicrenin bir protein komponentidirler (23, 34).

Leydig hiicreleri bol mikatarda graniilsiiz endoplazmik retikuluma sahiptirler. Bu
ozellik Leydig hiicrelerinin eozinofilisinin nedenidir. Kolesterolden testosteron sentezi
icin gerekli enzimler graniilsiiz endoplazmik retikulum (aER) ile iliskilidir. Stereoid-
salgilayan hiicrelerin  karakteristik bir 0zelligi olan tilibiilovezikiiler kristali
mitokondriyonlar icermektedirler.

Leydig hiicreleri erken fetal yasam sirasinda farklilagarak testosteron salgilarlar.
Testosteronun salgilanmasi embriyonik gelisim, cinsel olgunlasma ve lireme fonksiyonu
icin gereklidir:

v Embriyoda, testosteron ve diger androjenlerin salgilanmasi erkek fetusta gonadlarin
normal gelisimi i¢in gereklidir.

v’ Pubertede, testosteron salgilanmasi sperm {iretiminin baslatilmasindan, aksesuar
cinsiyet bezlerinin salgilarindan ve sekonder seks karakterlerinin gelisiminden
sorumludur.

v Yetigkinde, testosteron salgilanmasi spermatogenezin ve sekonder seks
karakterlerinin, genital bosaltim kanallarinin ve aksesuar cinsiyet bezlerinin

devamliliginin saglanmasi i¢in gereklidir (23, 26).

Serumda bulunan testosteronun yaklasik %95°1 Leydig hiicreleri tarafindan, geri
kalan kism1 ise adrenal korteks tarafindan iiretilir (23, 26). Testosteron sentezi sirasinda
plazma kolesterolii hiicreye girer, asetil koenzim (ACoA) tarafindan esterlestirilir ve
sitoplazmada lipid damlaciklar1 seklinde depolanir. Diiz endoplazmik retikulumda yag
asitleri kolesterole dondistiiriiliir. Kolesterol, yag damlaciklarindan mitokondriyonlara
steroidogenik akut regiilator protein (StAR) araciligr ile taginir ve mitokondriyonlardaki

sitokrom P450 enzimi olan kolesterol dezmolaz enzimi tarafindan pregnenolon iiretilir.
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Diiz endoplazmik retikulumdaki enzimler, pregnenolunu progesterona ve onu
testosterona donuistiirtir (26, 47, 73).

Leydig hiicreleri erkek fetiisiin erken farklilasmasinda aktiftir ve daha sonra fetal
hayatin yaklasik 5. ayindan baslayarak inaktif olduklar1 bir periyoda girerler. Inaktif
Leydig hiicrelerini fibroblastlardan ayirt etmek giictiir. Leydig hiicreleri pubertede
gonodotropik stimiilasyona maruz kaldiklarinda, yeniden androjen salgilayan hiicreler

olurlar ve yasam boyunca aktif kalirlar (23, 34).

2.1.3.10. Rete Testis

Rete testis, testisin mediyastinumu iginde diizensiz bigimde anastomozlasan
kanallardan olusur (26). Tubuli rekti adi1 verilen diiz seminifer tiibiiller, mediastinum
testiste yer alan bu kanal rete testise acilir (49, 67). Bu kanallar tek katli kiibik veya
alcak prizmatik epitel ile doseli diizensiz, anastomozlasan kanallardir (26, 49). Epitel
hiicreleri tek bir apikal silyum ve birkag kisa mikrovillus igerir (49). Fibroblastlar ve
myoid hiicreler tarafindan olusturulan duvar, biiyilk Leydig hiicresi kiimelerine eslik

eden kan damarlar1 ve genis lenf kanallari ile kusatilmistir (26, 49).

2.1.3.11. Duktuli Efferentes

Duktuli efferentes yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir (23). Kanallar
doseyen yalanci ¢ok kathi prizmatik epitel, prizmatik ve kiibik hiicrelerden olusur.
Hiicre boylar1 esit olmadigindan dolayi, epitel yiizeyi girintili ¢ikintili gortiliir. Uzun
boylu prizmatik hiicreler genellikle silyumludur. Kisa boylu hiicreler ise silyum
icermez, ancak yiizeylerinde ¢ok sayida mikrovillus bulunur (23, 26). Prizmatik
hiicrelerin arasina serpistirilmis halde epitelyal kok hiicre olarak gorev yapan bazal
hiicreler bulunmaktadir (23, 49). Silyum bulundurmayan algak hiicreler ise ¢ok sayida
mikrovillus ve apikal yiizeyde kanalikiiler invajiinasyonlar, pinositotik vezikiiller,
membranla sinirlandirilmis yogun cisimcikler, lizozomlar ve endositotik aktive ile
iliskili diger sitoplazmik yapilar igermektedirler. Seminifer tiibiillerde salgilanan sivinin
cogunlugu duktuli efferenteste geri emilir (23).

Insanda yaklasik 20 duktuli efferentes mediastinumun siiperiyor ucundaki rete
testisin kanalllarin1 duktus epididimisin proksimal parcasina baglar. Duktuli efferentes
testisten ¢iktiklarinda yiiksek diizeyde kivrimli hal alirlar ve 6-10 konik Kkiitle
olusturular. Bazal kisimlar1 epididimisin bas bolgesinin bir kismini olusturan bu yapiya

koni vaskiilozi denmektedir. Her biri yaklasik 10 mm uzunlugundaki koni vaskiilozi,
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15- 20 cm uzunlugunda yiiksek diizeyde kivrimli hal almis kanallar1 igermektedir.
Konilerin bazalinde duktuli efferentes tek bir kanala, yani duktus epididimise agilir.
Bosaltim kanallarinda diiz kas tabakasi ilk olarak duktuli efferentesin baglangicinda
ortaya ¢ikar. Diiz kas hiicreleri duktuli efferentesin duvarinda dairesel bir kilif gibi
siralanarak birkag¢ hiicre kalinliginda bir tabaka olustururlar. Kas hiicrelerinin arasina
serpistirilmis halde elastik fiberler bulunur. Duktuli efferentesin igerisinde sperm
transportu, hem silyumlarin hareketi hem de fibromiiskiiler tabakanin kasilmasi ile

gergeklesir (23, 49).

2.1.3.12. Epididimis

Epididimis, i¢inde spermatozoonlarin olgunlastigi (déllenme yetenekleri igin
gerekli olan ileriye dogru hareket etme 6zelligini kazandiklar1) olduk¢a kivrimli bir
tibiildiir (26). Testisten epididimise giren yeni iiretilmis spermler, duktus epididimis
boyunca gecisleri sirasinda motilite ve oositi fertilize etme yetenegi kazanarak matiir
hale gelirler (23). Testisin siiperiyor ve posteriyor yiizeyleri boyunca uzanan, hilal
sekilli bir yapidir. Yaklasik 7,5 cm uzunlugundadir ve duktuli efferentesten, duktus
epididimisten ve iligkili diiz kaslardan, damarlardan ve bag dokusundan ortiilerinden
olusmaktadir. Duktus epididimis yiiksek diizeyde kivrimli, 4-6 m uzunlugunda bir
tiiptiir. Epididimis bas, gévde ve kuyruk boliimlerine ayrilmaktadir. Duktuli efferentes
bas kismini, duktus epididimis ise govde ve kuyruk kisimlarini olusturmaktadir (23, 49).
Kanali kan damarlarindan, diiz kas hiicrelerinden zengin siki1 bag dokusu sarar (49).
Yalanci ¢ok katli sterosilyali prizmatik epiteli, bazal hiicreler ve prizmatik hiicrelerden
(esas hiicreler) olusur:

v' Esas hiicreler, ¢ok sayida uzun sterosilyumlara sahip uzun boylu prizmatik
hiicrelerdir (49). Bu hiicreler epididimisin bas kisminda yaklasik 80 um
yiikseklikte iken, kuyruk bolgesinde yaklagik 40 pm yiiksekliktedir. Esas
hiicrelerin luminal ylizeyinden sterosilyum denen ¢ok sayida uzun, modifiye
mikrovillus uzanir. Strerosilyumlarin uzunlugu bas kisminda 25 pm, kuyruk
kisminda ise yaklagik 10 pm’dir (23). Sitoplazmalarinda yaygin graniiler
endoplazma retikulumu, agraniiler endoplazma retikulumu ve belirgin bir
supraniiklear golgi kompleksi bulunur (26, 49).

v" Bazal hiicreler, bazal laminanin {izerinde bulunan kiigiik, yuvarlak hiicrelerdir. Bu

hiicreler kanal epitelinin kok hiicreleridir (23, 26, 49).
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Ek olarak, epitelin icinde Halo hiicreleri olarak adlandirilan gé¢ eden lenfositler
siklikla bulunmaktadir. Normal kosullar altinda epididimisin epiteli, bosaltim kanal
sisteminde lenfositlerin bulundugu en proksimal seviyeyi tespit etmektedir (23, 49).

Duktus epididimis ayrica duktuli efferentesten geriye kalan absorbe edilmemis
stvinin - geri emilimi ve Sertoli hiicreleri tarafindan ortadan kaldirilmamig artik
cisimlerin ve dejenere spermlerin fagosite edilmesi gibi olaylar burada gerceklesir. Esas
hiicreler, sperm olgunlagsmasin1i saglayan siyalik asit, gliserofosfokolin ve

glikoproteinleri salgilar (49).

2.1.3.13. Duktus deferens (vas deferens)

Duktus deferens, epididimisin kuyruk boélgesinin devami olan, kalin duvarh
miiskiiler bir kanaldir. Duktus deferens testisin posteriyor sinir1 boyunca testikiiler
damarlara ve sinirlere yakin olarak yiikselir. Daha sonra, spermatik kordonun bir
kompanenti olarak inguinal kanalin i¢inden gecer ve abdomene girer. Spermatik
kordon, testise giden ve testise gelen biitlin yapilar1 icermektedir. Duktus deferense ek
olarak, spermatik kordon testikiiler arterleri, duktus deferense ve kremaster kasina giden
kiigiik arterleri, pampiniform pleksusu, lenf damarlarini, sempatik sinir liflerini ve
genitofemoral sinirin genital dalim1 igermektedir. Bu yapilarin tamami anteriyor
abdominal duvardan kdken alan fasiyal Ortiiler tarafindan c¢evrelenmistir. Spermatik
kordondan ayrildiktan sonra, duktus deferens pelviste mesane seviyesine kadar iner.
Burada distal ucu genisleyerek duktus deferensin ampullasini olusturur. Ampulla,
vezikiila seminalisin kanali ile birlesir ve ejakiilator kanal olarak prostat bezinin i¢inde
iretraya dogru devam eder.

Duktus deferens, yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doselidir. Uzun prizmatik
hiicrelerde limene dogru uzanan uzun mikrovilluslara sahiptirler. Yuvarlak bazal
hiicreler, bazal laminanin lizerinde uzanirlar.

Duktus deferensin ampullasi, siklikla glandiiler divertikiiller sergileyen dallanmis
uzun mukozal katlantilara sahiptir. Ampullay1 ¢evreleyen kas oOrtiisti, duktus deferens
boyunca uzanan kas Ortiisiinden daha incedir ve longitudinal tabakalar ejakiilatuar
kanalin baslangicinin yakinlarinda kaybolur. Ampullanin ve ejakiilatuar kanalin epiteli
salgi fonksiyonuna sahip gibi gériinmektedir. Hiicreler ¢ok sayida sar1 pigment graniili
igerirler. Ejakiilatuar kanalin duvari bir kas tabakasma sahip olmayip, prostatin

fibromiiskiiler dokusu bunun yerini alir (23, 49).
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2.1.3.14. Duktus ejakiilatoryus

Duktus deferensin prostata giren segmentine ejakiilatuar duktus denir (49).Yaklasik
I cm uzunlugunda, basit prizmatik veya yalanci ¢ok kath prizmatik epitelle doseli, kisa
ve diiz bir kanaldir. Prostat bezine girer ve prostatik liretraya agilir. Mukoza ltimenine
dogru katlantilar yapar. Duvarinda diiz kaslar bulunmaz (23, 26, 49) epiteli fibroz bag
dokusu tabakasi kusatir (49).

2.1.3.15. Vezikiila seminalisler

Mesanenin posteriyor duvarmin iizerinde duktus deferensin ampullasina paralel
konumlanmis bir ¢ift, uzun ve yiiksek diizeyde katlantili (23, 49), yaklasik uzunluklari
15 cm’ ye ulasan bir ¢ift tiibiiler bezdir (49). Her bir vezikiila seminalisin kisa bosaltim
kanal1 duktus deferensin ampullasi ile birleserek ejakiilatuar kanali olusturur. Vezikiila
seminalisler mezonefrik kanalinin gelecekteki ampullayr olusturacak olan bdlgesinin
evajinasyonlar1 olarak gelisirler. Vezikiila seminalislerin duvari mukoza, ince bir diiz
kas tabakasi ve fibroz bir kilif icermektedir. Mukoza, salgi yiizey alanini arttirmak i¢in
cok sayida primer, sekonder ve tersiyer katlantilar yapar. Diizensiz bdliimlerin tamami
bu sekilde olusur ve liimen ile iletisim halindedir (23, 26, 47, 49, 73, 74).

Yalanci ¢ok katli prizmatik epitel uzun, silyumsuz prizmatik hiicreler ve bazal
laminaya uzanan kisa, yuvarlak hiicreler icermektedir. Kisa hiicreler, bosaltim kanal
sisteminin kalan kisimdakilerle 6zdes goriinmektedirler. Bu hiicreler, prizmatik
hiicrelerin kdken aldigi kok hiicrelerdir. Prizmatik hiicreler, apikal sitoplazmalarinda
bulunan biiytik salg1 vezikiilleri ve iy1 gelismis gER ile protein salgilayan hiicrelerin
morfolojisine sahiptirler.

Vezikiila seminalislerin salgis1 beyazimsi sar1 renkte, viskdz bir materyaldir. Bu
salgi sperm igin temel substrat olan fruktozu ve diger basit sekerleri, aminoasitleri,
askorbik asit ve prostoglandinleri i¢ermektedir. Prostoglandinler ilk olarak prostat
bezinden izole edilmis olmalar ile birlikte, aslinda vezikiila seminalislerde biiyiik
miktarlarda sentezlenmektedirler. Ejekiilasyon sirasinda vezikiila seminalisin diiz kas
oOrtlistinlin kasilmasi salgilarini ejakiilatuar kanal i¢ine bosaltir ve spermin iiretra digina
atilmasma yardimci olur. Vezikiila seminalisin salgilama fonksiyonu ve morfolojisi

testosteron kontrolii altindadir (23, 26, 49).
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2.1.3.16. Prostat Bezi

Prostat, erkek iireme sisteminin en biiylik aksesuar cinsiyet bezidir (23, 26, 49).
Biiytikliigii ve sekli cevize benzemektedir. Prostat bezinin temel fonksiyonu, seminal
stvinin olusumuna katkida bulunan seffaf, hafif alkali bir sivi salgilamaktadir. Bez
pelvis igerisinde, mesanenin altinda yer alir ve liretranin prostatik pargasini cevreler
(23). 30-50 kadar tiibiiloalveolar bezden olusmaktadir (23, 26, 49). Bezler ii¢ konsantrik
tabaka halinde diizenlenmektedir: i¢te bir mukozal tabaka, arada bir submukozal tabaka
ve esas prostatik bezleri igeren bir periferik tabaka (23). Bezlerin liimeni,
glikoproteinden zengin ve bazen kalsiyum birikme alani olan prostatik taslar (corpora
amilasea) igerirler (26). Mukozal tabakanin bezleri direkt olarak iiretraya salgilama
yaparlar. Diger iki tabaka, liretranin posteriyor duvarindaki krista iiretralisin her iKi
yaninda yer alan prostatik siniislere acilan kanallara sahiptir. Yetiskin prostat parankimi
anatomik ve klinik olarak farkli dort zona ayrilmaktadir:

Merkezi zon, prostat bezinin i¢inden gegen ejakiilatuar kanali ¢evreler. Bez
dokusunun yaklasik % 25’ini i¢cermektedir ve hem karsinoma hem de enflamasyona
kars1 direnglidir. Diger zonlara kiyasla, merkezi zondaki hiicreler daha belirgin, hafif
bazofilik ve komsu hiicrelerden farkli seviyedeki genis bir niikleusa sahiptir.

Periferik zon, prostatin bez dokusunun %70’ini olusturmaktadir. Merkezi zonu
cevreler ve bezin posteriyor lateral parcasini isgal etemektedir. Prostatik karsinomalarin
ve inflamasyonlarin ¢ogu bu zonda gelisir.

Transizyonel zon, prostatik iiretrayr ¢evrelemektedir. Prostatik bez dokusunun
yaklasik %5’ini olusturur ve mukozal bezleri igermektedir. Yaslilikta bu bolgedeki
parankim hiicreleri hiperplaziye ugrar ve epitel hiicrelerinde nodiiller Kitleler olusur.
Dolayisiyla gelisen bu nodiiller prostatik {iretraya baski yaparak iirinasyonu zorlagtirir.
Bu durum bening prostatik hiperplazia (BPH) olarak bilinir.

Periiiretral zon, mukozal ve submukozal bezleri icermektedir. BPH’ nin ileri
asamasinda bu zonda patolojik biiyiime gozlenir. Bu biiylime iiretral basinca neden olur
ve mesaneden iirin sizmasi gergeklesir.

Prostat salgis1 ince kivamli siitiimsii bir sivi olup hafifce asidiktir. Ozellikle
fibrinolizin olmak {izere proteolitik enzimlerden zengindir. Fibrinolizin semenin
pihtilasmasina engel olur. Fazla miktarda prostatik asit fosfataz (PAF) igerir. Prostatin
bez epiteli testostereon ve adrenal androgenler gibi seks hormonlarindan etkilenir. Bu

hormonlar salgi hiicrelerine girerler ve Sa-rediiktaz ile dihidrotestosterona (DHT)

23



doniistiiriilirler. DHT, testosterondan 30 kat daha etkilidir. DHT, prostatik epitelin

normal gelisimi ve proliferasyonunu stimiile eder (23, 26, 49).

2.1.3.17. Bulboiiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Bir ¢ift halindeki bu bezler iirogenital diyaframda yer alan, bezelye biiyiikliigtindeki
yapilardir. Bezlerden her birinin kanali iirogenital diyaframin inferiyor fasiyasinin
icinden geger ve penil iiretranin baslangi¢ noktasi ile birlesir (23). Dis yiiziinde iskelet
kaslar1 igceren bag dokusu kapsiil ile kusatilmiglardir. Bu kapsiilden ayrilan septumlar
bezi lobiillere ayirir. Septumlarin bag dokusu elastik liflerden, diiz kas ve ¢izgili kas
liflerinden zengindir. Sekretuar bolimi tek kathi kiibik veya prizmatik epitel ile
doselidir (49). Bulboiiretral bezler mukus salgilayan bir epitel ile doselidir (26). Boyu
bezin fonksiyonuna bagli olarak degisen tek katli prizmatik epitel testosteonun kontrolii
altindadir.

Bezin berrak mukus benzeri salgisi yiiksek miktarda galaktoz galaktozamin,
galakturonik asit, sialik asit ve metilpentoz icermektedir. Seksiiel stimiilasyon,
preseminal sivinin biliylik kismini olusturan ve muhtemelen penil {iretranin

kayganlagtirilmasinda hizmet eden bu salginin saliverilmesine neden olur (23, 26, 49).
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2.1. Poliklorlu Bifeniller (PCB)

Poliklorlu bifeniller (PCB’ler), her biri alti karbon atomu igeren iki benzen
halkasindan olusan bir molekiil olan bifenile baglh 1 ile 10 klor atomundan olusan
organik bilesiklerdir (Sekil 2.6). Tim PCB’lerin kimyasal formiili CioHjo-
xClxseklindedir (1, 2, 75, 76). Klor iyonlarinin baglanma yeri ve sayilari nedeniyle,
teorik olarak 209 farkli poliklorlu bifenil bileseni iiretilebilir (1, 77).

Poliklorlu bifeniller, 1930’lu yillardan 1970’li yillarin ortalarina kadar yaygin
olarak kullanilan endiistriyel bilesiklerdir (1, 78- 80). Kimyasal ve fiziksel olarak stabil
olmalari, yaniciliklarinin ve elektrik iletkenliklerinin diigiik olmasi istenen 6zellikleridir
(1, 81). Bu ozellikleri nedeniyle en ¢ok kapali sistem olarak tasarlanmis kapasitorlerde
ve trafolarda, akiskan olarak hidrolik pompa ve vakum pompalarinda, mobilyalar, i¢
dekorasyon ve bina insaatlarinda, plastiklestirici olarak boyalar ve matbaa
miirekkebinde, pestisit katkisi, yapistiricilar, astarlar, kesme yaglar, hidrolik yaglar,
immersiyon yaglari, karbonsuz kopya kagidi ve elektrik izolasyonsivilarinin yapiminda
yanmay1 ve enerji kaybin1 6nlemek amaciyla kullanilir (76, 77, 81- 84).

Poliklorlu bifeniller, bilinen tiim kimyasal maddeler arasinda dogada en kalici
olanlaridir. Lipofilik 6zellikleri ve kimyasal kararliliklar1 nedeniyle besin zincirinde
birikerek ¢evresel kontaminasyona neden olduklart ve insan saghigmi tehdit ettikleri
anlasilmistir (85). 1960’11 yillarin sonunda poliklorlu bifenillerin yaygin olarak cevresel
kontaminasyona sebep olduklar1 bulunmasina ragmen, Amerika, Japonya ve Bati
Avrupa’da 1970’11 yillarin sonlarina kadar ve diger bazi tilkelerde ise 1990 yilina kadar
tiretilmeye devam edilmistir (1). Poliklorlu bifenil i¢eren endiistriyel teghizat ve sanayi
tiriinleri hala kullanilmaktadir (1, 2, 86).

Genellikle poliklorlu bifeniller klorlanma yiizdelerine gore piyasaya siiriilmektedir.
Bu maddelerde poliklorlu bifenil bilesikleri belli oranda bir karisim halinde
bulunmaktadir. Bu karisimlardan bilinenlerden biri Monsanto sirketinin {irettigi AR
1254 serileridir. Bu serilerde dort rakamli bir kod kullanilmaktadir. Bu kodlarda bagstaki
iki rakam karbon atom sayisini, son iki rakam ise karigimdaki klorlanma yiizdesini ifade
eder. AR 1254 bastaki 12 rakami karisimin 12 karbonlu bifenil halkasindan olustugunu
gostermektedir ve sondaki 54 karisimda %54 oraninda klor bulundugunu
gostermektedir (2). Daha sonra, Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
(International Union of Pure and Applied Chemistry veya IUPAC) tarafindan non-orto,

mono-orto ve di-orto yapilarina gore bir numaralandirma sistemi gelistirilmistir (86).
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Sekil 2.6. Poliklorlu bifenillerin genel yapisi ve klor baglanma pozisyonlari (1).

Poliklorlu bifenillerin sudaki ¢oziiniirlikkleri azdir, yag ve organik ¢oziiciilerde
¢oziinlirler, 1s1ya son derece dayaniklidirlar ve buhar basinglar diistiktir (1, 87- 89).
Oksidasyon, asit, bazve diger kimyasal bilesiklere dayanikl bilesiklerdir (81). Elektrigi

¢ok iyi yalitirlar ve kimyasal olarak son derece inerttirler (1, 81).

2.1.1. PCB’lerin etkileri

Poliklorlu bifeniller besin zincirine girerek, insanlar da dahil olmak iizere
yeryiiziindeki her canliya tagmabilmektedir (2). 1968 yilinda Japonya’da ve 1978
yilinda Tayland’da meydana gelen zehirlenme vakalarindan sonra poliklorlu bifenillerin
¢evrede ve insandaki dagilimi, birikimi ve toksik etkileri aragtirilmaya baslanmistir (2,
90). Canlilar PCB’lere solunum yoluyla, kontamine olmus sular ve besinlerin viicuda
alinmasiyla, mesleki olarak ve uzun siire kontamine olmus suda yiiziilmesiyle maruz
kalirlar (2, 84). Cevrede ¢ok kalict olan PCB’ler yiiksek toksisiteye sahiptirler. Diisiik
yogunluklarda bile hayvanlarda endokrin bozucu 6zellik gosterebilmektedirler (75).
Ayrica, immiin sistemi baskilayici, norotoksik (91), kanserojenik (92), teratojenik
etkilerinin (93) oldugu ve davranis bozukluguna sebep oldugu (94) saptanmustir.

Poliklorlu bifenillerin androjenik ve anti-androjenik etkileri oldugu belirlenmistir.
Gelisme donemindeki erkeklerde PCB’lere maruz kalinmasi kriptorsizm, testis kanseri,

prostat yangis1 ve kisirlik gibi patolojik durumlara neden olmaktadir (95).
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2.2. Tetrandrin

Tetrandrin (TET), Cin tibbinda kullanilan Radix Stephania tetrandra bitkisinin
kokiinden izole edilmis bir bisbenzil isoquioline bilesigidir (20,21). Ilk olarak 1932
yilinda H. Kando ve K. Yano Stephania tetrandra bitkisinin kokiinden izole edilmis bir
alkoloiddir. TET” nin yapisini olusturan iki nitrojen atomu bu bilesigin alkali bir 6zellik
sergilemesine neden olmaktadir (96, 97, 98). Molekiiler agirligi 622.76 g/mol olan
(C3gH4206N2) bioaktif bir alkoloiddir (Sekil 2.7) (99). TET, anti- inflamatuar, anti
kanser, immunsupresif, antiaritmik, noroprotektif ve sitoproktetif etkilere sahiptir (20,
98- 102). Son yillarda TET’ in insan hepatoseliiler karsinom (HCC) otofajiyi aktive
ettigi gosterilmistir (103). TET lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir. Hidrojen
peroksit, hidroksil radikalleri ve siiperoksit radikalleri igeren serbest oksijen
radikallerinin (ROS) iiretimini etkilemektedir (22).

_CHs

CH; O

Sekil 2.7. Tetrandrinin genel yapist (22).

Tetrandrin, aritmi, hipertansiyon, inflamasyon, romatizmal artrit, sepsis, endotoksin
uyarimli tiveit ve silikozis gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (22, 104-107).
Deneysel caligmalarla 6zellikle TET’ in hayvanlar iskemi reperfiizyon hasarindan
korudugu, bu etkisiyle lipid peroksidasyonunda inhibisyona neden oldugu ve serbest

radikallere kars1 koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (22).
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3. MATERYAL ve METOT

Bu calismada materyal olarak Indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
laboratuvarindan temin edilen, agirliklar1 yaklagik 200-250 gr arasinda degisen, 28 adet
Sprague- Dawley cinsi erkek sigan kullanildi. Sprague- Dawley tiirii siganlar rastgele
secilerek 4 gruba ayrildi. Gruplar sirast ile:

1. Grup: Kontrol grubu (7 adet)

2. Grup: AR 1254 grubu (7 adet)

3. Grup: AR 1254 + TET grubu (7 adet)

4. Grup: TET grubu (7 adet)

Kontrol grubundaki siganlara 30 giin boyunca 1ml musir yagi gavaj yolu ile
uygulandi. AR 1254 grubundaki siganlara ise AR 1254 musir yagi igerisinde ¢oziilerek 2
mg/kg/gilin intraperitonal (i.p) olarak uygulandi. AR 1254 ile birlikte TET uygulanan
grupta ise siganlara 30 giin boyunca misir yagi igerisinde ¢oziinen AR 1254 2 mg/ kg/
giin (i.p) dozunda ve TET 30 mg/kg/giin olacak sekilde gavaj yolu ile uygulandi. TET
ise misir yagi igerisinde ¢oziilerek 30 giin boyunca 30 mg/kg/giin olacak sekilde gavaj
yolu ile uygulandi. Calismanin sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda si¢anlardan
testis doku Ornekleri histolojik ve biyokimyasal degerlendirmeler i¢in alindi. Gruplar
testis agirliklari, epididimis agirliklari, seminal vezikiil agirliklar1 ve prostat agirliklart
acisindan karsilastirildi.  Histolojik olarak 1s1tk mikroskobik degerlendirme igin
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama ydntemi, immunohistokimyasal degerlendirme i¢gin
ise Kaspaz-3 boyama yontemleri kullanildi. Biyokimyasal degerlendirmeler igin hiicre
antioksidan diizeyini degerlendirmek i¢in TBARS ve antioksidan enzimlerin seviyeleri
(GSH, CAT, SOD, GSH-Px) olgiildii. Spermatolojik incelemelerde de sperm motilitesi,
epididimal sperm konsantrasyonu ve anormal sperm orani (bas, kuyruk, total)

degerlendirildi.
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3.1. Histolojik Yontemler
Histolojik inceleme i¢in alinan testis doku 6rnekleri %10’luk formaldehit igerisinde

tespit edildi (Tablo3.1).

Tablo 3.1. Tespit maddesi ve siiresi

FiKSATIF MADDELER ORANI TESPIiT SURESI
FORMALDEHIT Formaldehit 7 cc 24 saat
Soliisyonu Distile su 93cc

Formaldehit icerisinde tespit edilen dokulara rutin histolojik doku takip islemleri

uygulandi (Tablo 3.2).
Tablo 3.2. Doku takip basamaklari.
%70 alkol 1 saat
%380 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
Absolii alkol 1 saat
Absolii alkol 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1saat
Parafin | 1 saat
Parafin II 1 saat

Takip islemlerinden sonra dokular parafin bloklar igerisine gomiildii. Hazirlanan
bloklardan mikrotom (Leica RM 2245) ile 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan
kesitlere H-E boyama metodu uygulandi ve Leica 280 1s1k mikroskobu ve Leica Q Win
Goriintii Analiz Sistemi (Leica Microsystems Imaging Solutions, Cambridge, UK) ile
incelenerek fotograflandi. Immunohistokimyasal boyama igin alinan kesitler polilizin

kapli lamlar iizerine alindi. Alinan kesitlere Kaspaz-3 boyama metodu uygulandi.
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3.1.1. Mayer’in Hematoxylen-Eozin Metodu:
Lamlara alinan doku oOrnekleri bir saat etiivde bekletildi ve doku cevresinde
bulunan parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile asagida verilen boya

metodu uygulandi.

Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
Ksilen 111 5 dakika
%96 alkol 3 dakika
%396 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika
Absolii alkol 3 dakika

Distile suda yitkama 2 dakika
Mayer Hematoksilen 10 dakika

Cesme suyu 20 dakika
Eozin 2 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Ksilen | 5 dakika
Ksilen 11 5 dakika
Ksilen 111 5 dakika

H-E ile boyanmis preparatlarda seminifer tiibiil caplar1 ve germinal epitel
kalinliklar1 6lgiildii (Tablo 4.1). Olgiimler, her preparattan 100 adet seminifer tiibiil
sayilarak gerceklestirildi. Histolojik skorlama, tiibiillerin saglam, dokiilmiis, atrofiye ve
dejenere hiicrelerin varligia gore, her bir preparattan X20 biiyiitmede 10 farkli alan

incelenerek yapildi (Tablo 4.2).

3.1.2. Histolojik inceleme I¢in istatiksel Degerlendirme
Istatiksel analizler SPSS 13 ve MedCalc programi ile yapildi. Tiim gruplarin
ortalama degerleri nonparametrik Kruskal- Wallis testi ile karsilastirildi. Gruplar

arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadigi Mann-Whitney U testi ile ikili
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karsilagtirmalar yapilarak degerlendirildi. Tiim sonuclar ortalama + standart hata (SE)

olarak ifade edildi ve p<0.0001 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.1.3. immunohistokimyasal boyama prosediirii:
Testis dokularindan alman 5 pm’lik kesitler, immunohistokimyasal boyama i¢in

polizin kapli lamlar iizerine alind1.

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

Aqueous mount ile kapatma
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3.2. Biyokimyasal Yontemler

3.2.1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Dort hafta sonunda siganlar dekapite edilerek alinan doku Orneklerinde (testis)
malondialdehit (MDA) diizeyleri ile SOD, CAT, GSH-Px, GSH ve protein 6l¢iimleri
yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.2.Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan alan dokular tartilarak cam tiiplere konuldu. Uzerine 1/10
(g/h) oraninda diliisyon olacak sekilde %1,15’lik potasyum klortir ilave edildikten sonra
sogukluklart muhafaza edilerek cam-teflon homojenizatérde 16.000 devir/dakika hizda
3 dakika homojenize edildi. Hazirlanan bu homojenatlarda doku MDA tayinleri yapildi.
Geri kalan homojenat +4°C‘de 45 dakika siireyle 3500 rpm’ de santrifiij edilerek
siipernatant elde edildi. Bu siipernatantlarda GSH ve protein diizeyleri ile GSH-Px ve
CAT enzim aktiviteleri 6lgiildii. Geri kalan siipernatant kismina kloroform/etanol (3/5,
h/h) karisimindan olusan ayirag 1/1 (h/h) oraninda ilave edildi ve vorteks yardimiyla
karistirildi. Daha sonra 45 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustte kalan

kloroform/etanol fazinda SOD enzim aktivitesi ve protein dl¢iimleri tekrar yapildi.

3.2.3. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (108)
tarafindan onerilen metoda gore yapildi.

Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH:3,5’te, doku
homojenatinin  kaynar su banyosunda bir saat inkubasyonu sonucu, lipit
peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA’ ’nin TBA ile olusturdugu pembe renkli

kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢liimii esasina dayanir.

3.2.4. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin (O, ) hidrojen peroksit (H,O;) ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirir. Dokulardaki SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. (109) tarafindan tarif edilen

metoda gore yapildi.
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Prensip: Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile tiretilen
stiperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Olusan
siiperoksit  radikallerinin  NBT’yi indirgemesi ile olusan renkli formazon
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir.
Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana gelerek mavi-mor renk
olugsmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise indirgenme olmayip mavi-mor renk

olusmaz ve enzim aktivitesine bagli olarak daha agik bir renk olusur.

3.2.5. Doku Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Ol¢iimii

Glutasyon peroksidaz, rediikte glutasyonu kullanarak H,O;’nin suya doniistimiinii
katalizleyen bir enzimdir. Dokulardaki GSH-Px aktivitelerinin tayini Beutler (110)
tarafindan tarif edilen metoda goére yapildi.

Prensip: Gulutasyon peroksidaz, H,O, varliginda GSH’yi okside glutasyon
(GSSG)’a doniismesini katalize eder. H,O,’ nin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutasyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar GSH’a
dondistiirtiliir. GSH-Px aktivitesi, deney ortamindaki NADPH’in NADP+’ya ¢evrilmesi
ile optik dansiditede meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de spektrofotometrik

olarak ol¢iilmesi ile hesaplanir.

3.2.6. Doku Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, Kkatalitik aktivitesiyle H;0,’yi dekompoze ederek su ve oksijene
dontistirmektedir. Dokulardaki CAT enzim aktivitelerinin tayini Aebi (111) tarafindan
tarif edilen metoda gore yapildi.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilen H;O;’nin CAT enzimi tarafindan
parcalanmasi, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir.

Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.2.7. Rediikte Glutasyon (GSH) Olciimii

Dokulardaki GSH aktiviteleri Ellman (112) tarafindan ditiyonitrobenzoik asit geri
cevirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore tayin edildi.

Prensip:  5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilthidril bilesikleri

tarafindan rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur. Bu
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sar1 renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda olgiilerek GSH aktivitesi

saptanir.

3.2.8. Doku Protein Ol¢iimii

Homojenat ve silipernatantlardaki protein miktar1 tayinleri Lowry ve ark. (113)
tarafindan tarif edilen yonteme gore Sl¢iildii.

Prensip: Alkali bakir ayiracindaki Cu++ peptid baglar1 ile kompleks yapmaktadir.
Her 7 veya 8 aminoasit arti1 1 atom bakir baglamaktadir. Folin- Fenol ayiraci, bakir ile
muamele edilmis karigima ilave edildiginde mor-mavi bir renk sekillenir. Olusan bu

renk 650 nm’de okunur.

3.3. Organ Agirliklar: ve Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Testis, epididimis, seminal vezikiiller ve prostat gibi organlarin hayvanlardan
alindiktan sonra agirliklar tartilarak degerler analiz edildi ve sperm parametreleri
degerlendirildi.

Epididimal sperm konsantrasyonu; Cift¢i ve ark.(114)’ nin tarif ettigi modifiye
hemosimetre yontemi kullanilarak belirlendi. Seyreltilmis sperm siispansiyonu yaklagik
olarak 10 upl sayim alanina damlatildi ve 5 dakika bekletildikten sonra her iki
kutucuktaki sperm hiicreleri 151k mikroskobu yardimiyla 200”biiyiitmede sayildi. Sperm
motilite ylizdesi Cift¢i ve ark. (114) tarafindan tarif edildigi gibi bir 151k mikroskobu
kullanilarak degerlendirildi. Sperm motilite yiizdesi 400* biiyiitmede degerlendirildi.
Motilite tahminleri her bir 6rnek i¢in {i¢ farkli alanda yapildi ve ardisik tahminlerin
ortalamasi final motilite skoru olarak kullanildi. Morfolojik olarak anormal sperm
oranini belirlemek igin, eozin-nigrosin (%1,67 eozin, %10 nigrosin ve 0,1 M sodyum
sitrat) ile boyanarak hazirlandi ve preparatlar 151k mikroskobunda 400* biiyiitmede
incelendi. Her preparat i¢in toplam 300 spermatozoa (her grupta 210 hiicre) bas, kuyruk
ve toplam sperm anormallik oranlar1 % olarak ifade edildi (114).

3.4. Biyokimya ve Sperm Analizleri icin Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler, “SPSS for Windows 12.0” paket programi
kullanilarak yapildi. Normallik testi yapildiktan sonra veriler non-parametrik test
varsayimlarina uydugu i¢in gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis H varyans
analizi kullanildi. Onemlilikler, Mann-Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar yapilarak
degerlendirildi. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi ve p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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4. BULGULAR
4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarii olusturan siganlarin

testislerinin genel goriiniimiinii saptamak i¢cin H-E boyalar1 uygulanmistir.

4.1.1. Kontrol Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

Kontrol grubunu olusturan siganlarin testis doku orneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde normal histolojik goriiniimde oldugu izlendi. Seminifer tiibiil yapilari,
bazal membran ve interstisyel alan normal histolojik yapida gozlendi (Sekil 4.1).
Seminifer tiibiillerin epitelini olusturan spermatogenik seri hiicreler, Sertoli hiicreleri
ve interstisyel alanda bulunan bag dokusu normal histolojik goriintimdeydi (Sekil 4.2).
Gelismekte olan spermatidler, klasik goriintiilerindeki gibi kuyruk liimende, bas tiibiil

duvarina yonelik, Sertoli hiicrelerinin arasimna lokalize olmus sekilde gozlendi. Bu

grupta; seminifer tiibiil ¢aplar1 303,45 + 2,99 um ve germinal epitel yliksekligi ise
80,18 + 0,66 um olarak dSl¢iildii.
YT

s

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.
Normal yapidaki seminifer tiibiiller, interstisyel alan ve spermatogenik hiicreler

goriilmektedir. H-E; x20.
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Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintisii.
Interstisyel alan, leydig hiicreleri ve spermatogenik seri hiicreler normal histolojik

goriiniimde izlendi. H-E; x 40.

36



4.1.2. Aroklor 1254 Grubu Isik Mikroskobik Bulgular:

Aroklor 1254 uygulanan sicanlarin testis doku oOrneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde seminifer tiibiillerde hasar ve hiicresel dejenerasyonlar gozlendi. Testis
dokusunu distan saran tunika albuginea tabakasinda (Sekil 4.3) ve interstisyel alanda
(Sekil 4.4) belirgin vaskiiler konjesyon ayirt edildi. Interstisyel alanda vakuolizasyon
(Sekil 4.5) ve odem olusumu (Sekil 4.6) belirgindi. Seminifer tiibiil yapilari
incelendiginde baz tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerde azalma (Sekil 4.3, 6, 7),
bazilarinda ise spermatogenik seri hiicrelerin tiibiil limenine dokiildigi (Sekil 4.7)
saptandi. Buna ilaveten testis dokusunda seminifer tiibiil epitelinde boliinmenin
herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler (Sekil 4.8) oldugu goézlendi. Bu grupta ise
seminifer tiibiil ¢caplar1 267,56 + 2,44 um ve germinal epitel yiiksekligi ise 53,57 + 0,64

um olarak oSl¢iildii.

Sekil 4.3. AR 1254 grubuna ait si¢an testis dokusunun 1s1k mikroskobik gériintiisii.
AR 1254 grubuna ait testis dokusunda tunika albuginea tabakasinda belirgin
konjesyon (Oklar) gozlendi. H-E; X20.
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Sekil 4.4. AR 1254 grubuna ait sigan testis dokusunun 1g1k mikroskobik goriintiisii.
AR 1254 grubuna ait testis dokusunda vaskiiler konjesyon (OKklar) ve seminifer tiibiil
yapisinda dejenerasyon gozlendi. H-E; X10.
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Sekil 4. 5. AR 1254 grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. AR

1254 grubuna ait testis dokusunda vakuolizasyon (Oklar) gozlendi. H-E; X40.
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Sekil 4.6. AR 1254 grubuna ait sigan testis dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. AR

1254 grubuna ait testis dokusunda interstisyel alanda 6dem olusumu (y1ldiz), seminifer
tiibiil epitelinde bozulma, spermatogenetik seriyi olusturan hiicrelerin diizensiz
yerlesimi gézlendi.

H-E; X40.
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Sekil 4.7. AR 1254 grubuna ait sigan testis dokusunun 1s1k mikroskobik goériintiisii. AR
1254 grubuna ait testis dokusunda seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon ve liimene

dokiilen hiicreler (Oklar) gozlendi. H-E; X40.
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Sekil 4.8. AR 1254 grubuna ait sigan testis dokusunun 11k mikroskobik goriintiisii. AR
1254 grubuna ait testis dokusunda seminifer tiibiil epitelinde bdlinmenin herhangi bir

evresinde duraksamug hiicreler (Oklar) gézlendi. H-E; X40.
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4.1.3. Aroklor 1254 + Tetrandrin Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

Aroklor 1254 + Tetrandrin grubunu olusturan sigan testis Orneklerinin 1s1k
mikroskobik incelemelerinde, az sayida tiibliilde hasarin devam ettigi goriilmekle
birlikte, tiibiiler hasarin azaldigi, spermatogenik hiicrelerin korundugu gézlendi (Sekil
4.9). Interstisyel alanda bulunan damarlarda vaskiiler konjesyonun azaldig: tespit edildi.
Ayrica liimene dokiilen spermatogenik seri hiicrelerde (Sekil 4.10) ve boliinmenin
herhangi bir evresinde duraksamis hiicrelerde (Sekil 4.11), interstisyel alanda goriilen
vakuolizasyon ve 6demde belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi. Bu grupta
seminifer tlibil ¢aplar1 299,62 + 3,39 um ve germinal epitel ytiksekligi ise 69,37 + 0,62

um olarak oSl¢iildii.

Sekil 4.9. AR 1254 + TET grubuna ait testis dokusunun 11k mikroskobikgoriintisii.
Interstisyel alanda dem ve vaskiiler konjesyonda azalma, seminifer tiibiil hasarinda

azalma ve spermatozoon sayisinda artis gézlendi. H-E; X20.
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Sekil 4.10. AR 1254 + TET grubuna ait testis dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii.
Liimene dokiilen hiicrelerde belirgin derecede azalma (Oklar) gozlendi. H-E; X40.
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Sekil 4.11. AR 1254 + TET grubuna ait si¢an testis dokusunun 1sik mikroskobik
goriintlisii. Seminifer tiibiil epitelinde boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamig

hiicrelerde azalma (Oklar) gozlendi. H-E; X40.

45



Pl “ ". :

Sekil 4. 12. AR 1254 + TET grubuna ait sigan testis dokusunun 1s1k mikroskobik

goriintiisii. Interstisyel alanda goriilen vakuolizasyon ve édemde azalma (OKklar). H-E;
X40.
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4.1.4. Tetrandrin Grubu Isik Mikroskobik Bulgulari

Tetrandrin grubuna ait sigan testis 6rneklerinin 151k mikroskobik incelemelerinde,
seminifer tiibiil, bazal membran ve interstisyel alan kontrol grubuna benzer bir yap1
gosterdi (Sekil 4.13). Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik hiicre serileri olan,
spermatogonyum, primer spermatosit ve spermatid hiicreleri ile destek hiicreleri olan
Sertoli hiicreleri normal yapida godzlendi. Intersitisyel alandaki bag dokusu normal
histolojik yapida gozlendi (Sekil 4.14). Bu grupta ise seminifer tiibiil ¢caplar1 287,24 +
3,18 um ve germinal epitel yiiksekligi ise 78,94 + 0,71 pum olarak 6l¢iildii.
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Sekil 4.13. TET verilen testis dokusunun 1s1k mikroskobik gériintiisii. Seminifer tiibil
duvarindaki spermatogenik hiicreler ve interstisyel alandaki hiicre yapilariyla birlikte

testis dokusu normal histolojik yapida gozlendi. H-E; X20.
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Sekil 4.14. TET verilen testis dokusunun 1s1tk mikroskobik goriintiisii. Seminifer
tiibiiller, spermatogenik seri hiicreler ve interstisyel alan normal histolojik yapida

oldugu gozlendi. H-E; X40.

48



4.1.5. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol (Sekil 4.15A), AR 1254 (Sekil 4.15B), AR 1254 + TET (Sekil 4.15C) ve
TET (Sekil 4.15 D) gruplarinda spermatogenik seri hiicrelerde Kaspaz- 3
immunreaktivite degerlendirilmesi yapildi. AR 1254 grubunda belirgin derecede yogun
boyanmis Kaspaz-3 pozitif hiicreler gozlendi. AR 1254 + TET grubunda Kaspaz-3
pozitif boyanmis hiicrelerin sayisinda ve boyanma yogunlugunda belirgin derecede
azalma oldugu tespit edildi. Kontrol ve TET gruplarinda ise herhangi bir Kaspaz-3

immunreaktivitesi gozlenmedi.

KONTROL

Sekil 4.15. Deney gruplarindaki Kaspaz-3 aktiviteleri. Kontrol (A), AR 1254 (B), AR 1254+
TET (C), TET (D). Kaspaz-3; X40.
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Tablo 4.1. AR1254’in olusturdugu tiibil cap1 ve tiibiil epitel kalinligindaki
degisiklikler tizerine TET in etkileri (ort+=SEM n=7).

GRUPLAR Tiibiil Cap1 Tiibiil Epitel Kahinhg
Kontrol 303,45 +2,99° 80,18 + 0,66°
AR 267,56 + 2,44 53,57 + 0,64°
TET 299,62 + 3,39 78,94 + 0,717

AR + TET 287,24 +3,18° 69,37 + 0,62°

Ayni siitundaki a,b,c kii¢lik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0.0001)

Tablo 4.2. Tibiillerin Histolojik Skorlamasi (ort=SEM n=7).

GRUPLAR Normal Dejenere Atrofik

Kontrol 3,33+ 0,09° 0,15+ 0,05° 0,38 + 0,06"
AR 0,17 + 0,05 0,40 + 0,08" 3,88+ 0,14
TET 2,68 +0,07° 0,18 + 0,05° 0,65 + 0,08°
AR +TET 1,85+ 0,12° 0,33 +0,07° 1.13 +0,10°

Ayni siitundaki a,b,c,d kiigiik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir. (P<0.0001)
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.3°de TBARS, SOD, CAT, GSH ve GPx diizeylerine ait degerler
verilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda AR 1254 verilen ratlarda oksidatif
hasarin gostergesi olan TBARS diizeyinin kontrol ve diger tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi belirlendi. Bununla birlikte TET
uygulamasinin AR 1254’ {in neden oldugu TBARS artisinda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde azalttig1 ve AR 1254 + TET grubundaki TBARS diizeyinin kontrol grubunun
degerlerine yaklastig1 tespit edildi. Sadece TET verilen grupla kontrol ve AR 1254 +
TET grubu arasinda rakamsal farkliliklar olsa da istatistiksel olarak anlamli
degisimlerin olmadig saptandi. Bununla birlikte AR 1254 uygulamasinin antioksidan
savunma sistemi elemanlar1 olan GSH, SOD, GPx ve CAT diizeylerinde istatistik olarak
onemli diizeyde azalmaya neden oldugu goézlendi. Ancak TET uygulamasinin GSH,
GPx, CAT ve SOD diizeylerinde AR 1254’¢ bagli olan azalmayr normal degerlere
yaklastirdig1 belirlendi. Kontrol grubu ile TET grubu arasinda tiim parametreler

acisindan belirgin bir farklilik gézlenmedi.

Tablo 4.3. Tetrandrine (TET)ve AR 1254 verilmis ratlarda TBARS, GSH, CAT, SOD
ve GPx diizeyleri (ort=SEM n=7)

Kontrol AR TET AR+ TET
TBARS(nmol/g tissue) 5.31£0.91° 8.70+1.03° 4.98+0.81° 6.05+0.14°
GSH (nmol/ml) 130.2+4.7% 89.6+5.2° 143.1+6.12 125.844.5°¢
CAT (k/mg protein) 0.034+0.005% | 0.019+0.002° 0.039+0.007 0.024+0.003
SOD (U/mg protein) 42.1+2.01° 24.6+2.69° 39.9+1.97° 33.6+2.41°
GPx (U/mg protein) 247.1423.23 171.4+19.1° 219+21.7°¢ 198.7+20.3 ¢

Ayni siitundaki a,b ve ¢ harfleri gruplar arasindaki istatiksel farkliligi (p<0.01) gostermektedir.
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4.3. Spermatolojik Bulgular

Gruplar testis agirliklari, epididimis agirliklari, seminal vezikiil agirliklar1 ve prostat
agirhiklart agisindan istatistiksel olarak karsilastirildi. Ureme sistemi organ (testis,
epididimis, seminal vezikiil ve prostat) agirliklarindaki degisimler Tablo 4.4’ de
sunuldu. Tablodan goriilecegi lizere yapilan AR 1254 uygulamast ve TET tedavisi
iireme sistemi organ agirliklarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak herhangi bir

degisime neden olmamastir.

Tablo 4.4. TET ve AR 1254 verilmis ratlarda Testis agirliklari, Epididmis agirliklari,
Seminal vezikiil agirliklari, Prostat agirliklart (ort£SEM n=7).

Testis agirhiklar: Epididimis agirhiklar: Seminal Prostat
GRUPLAR vezikiil agirhklar:
agirhklar:
SAG soL SAG soL
Kontrol 1.285+0.02 | 1.307+0.03 | 0.615+0.03 | 0.571+0.04 | 1.419+0.09 | 0.486+0.03
AR 1.330+0.05 | 1.348+0.043 | 1.348+0.043 | 0,547+0.03 | 1.365+0.09 | 0.498+0.02
TET 1.350+0.04 | 1.3624+0.02 | 1.3624+0.02 | 0.509+0.01 | 1.224+0.10 | 0.430+0.03
AR+ TET | 1.362+0.06 | 1.414+0.03 | 1.414+0.03 | 0.609+0.01 | 1.069+0.01 | 0.374+0.03

Tablo 4.5’ de sperm karakteristikleri olan sperm motilitesi, anormal sperm miktari
ve sperm konsantrasyonlart verilmistir. AR 1254 uygulamasinin sperm motilitesi ve
konsantrasyonunda kontrol grubu ve TET grubuna gore istatistiksel olarak Gnemli
diizeyde azalmaya neden oldugu belirlendi. AR 1254 + TET grubunda ise TET kombine
tedavisinin AR 1254’iin neden oldugu bu azalmayi tersine ¢evirdigi ve sperm motilitesi
ve konsantrasyonu sadece AR 1254 verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde arttirdigr saptandi. Bu degerlerin kontrol grubuna yaklastigi ve iki grup
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadig: tespit edildi. Bunula birlikte AR 1254
uygulamasinin anormal sperm miktarinda (Kafa, kuyruk, total) istatistiksel olarak
onemli diizeyde artiga sebep oldugu ve bu artisin TET tedavisi ile azaldig1 belirlendi.
Azalmanin 6nemli diizeyde oldugu ancak kontrol grubuna gore yine de anlamli farkin

olmadig1 saptandi.
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Tablo 4.5. TET ve AR 1254 verilmis ratlarda sperm motilitesi, epididimal sperm

konsantrasyonu ve anormal sperm orani (ort=SEM n=7).

Sperm Epididimal Anormal sperm orani (%)
GRUPLAR | motilitesi sperm
(%) konsantrasyonu
(milyon/ gram
doku)
Bas Kuyruk Total
Kontrol 85.73+2.08° 234.50+8.48° 4.57+£0.29% | 4.42+0.29% 9.00+0.37
AR 58.85£1.85° | 139.28+6.77° | 9.85+0.50° | 8.85+0.59° | 18.71+0.47
TET 92.85+1.48° 301.78+5.28° 4.57+0.29% | 4.14+0.45% | 8.71+0.68
AR+ TET 80.57+1.25° 185.71+8.75° 7.28+0.47° | 6.85+0.55° | 14.14+0.82

Aynu siitundaki a,b,c,d harfleri gruplar arasindaki istatiksel farkliligi (p<0.01) gostermektedir.
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5. TARTISMA

Diinyadaki su kaynaklar1 insanlarin dogay1 tehdit eden davranislari ile dogru
orantili olarak insan sagligini tehdit eder hale gelmistir. Endiistiriyel olarak ve tarimsal
miicadelede kullanilan poliklorlu bifeniller DDT gibi organik klorlu bilesiklerin
dogadaki kaliciliklari, par¢alanma siirelerinin uzun siire almasi ve besin zincirine
bulasarak hayvanlarin ve insanlarin yag dokularinda birikmeleri bu bilesiklerin
dogadaki tehlikesini artirmaktadir (115- 117). Ahlborg ve arkadaslart (117)
caligmalarinda belirli bir oral dozda verdikleri poliklorlu bifenillerin bir hafta %81’ inin
rat viicudunda bulundugunu tespit etmislerdir. Bu miktarin % 64 ‘i yag dokuda, % 11°
deride, %5’ kas ve % 1’ karacigerde tespit edilirken, akciger kan ve beyinde % 0.1 ile
0.3 arasinda belirlenmistir (117).

Hayvanlar iizerinde yapilan calismalarla poliklorlu bifenillerin insanlar {izerinde
pek ¢ok zararl etkilerinin oldugu gosterilmistir. Poliklorlu bifenillerin immiin sistemi
baskilayici, norotoksik (91), kanserojenik (92), teratojenik etkilerinin (93) oldugu
yapilan deneysel ¢alismalarla gosterilmistir. Deney hayvanlarinda AR 1254 {in {ireme
toksisitesinin oldugu gosterilmistir (93).

PCB’ lerin kanserojenik, bagisiklik sistemini baskilayici, hormonal sistemin
isleyisini bozucu, norotoksik, hepatotoksik ve teratojenik etkileri ile ilgili bir¢ok
arastirma yapilmistir (2, 5, 6-10, 11, 118). Bizde ¢alismamizda pek ¢ok doku iizerinde
farkli etkileri arastirilmis olan PCB’ lerden AR 1254° {in lireme sistemi iizerine
etkilerini arastirdik.

Poliklorlu bifeniller normal kosullar altinda kimyasal olarak stabildirler. Cok sayida
oksidan ve kimyasallara karsi cok direnclidirler. Cok yiiksek sicakliklarda (1700C
sicakliga kadar) oksijenin veya bazi aktif metallerin varliginda uzun periyotlar boyunca
kimyasal olarak yapilarin1 degistirmeden kalabildikleri ve suda ¢ézlinemeyen bir yap1
gostermekle beraber hidrokarbonlar, yaglar ve diger organik bilesenlerde kolaylikla
¢cOziinebildikleri ve yagli dokular tarafindan absorbe edildikleri belirtilmistir. Bu
ozelliklerinden dolayr ¢alismamizda kullandigimiz poliklorlu bifenillerden AR 1254
musir yagi icerisinde ¢oziilerek uyguland (115, 118).

PCB’ lerin oksidasyonlar1 sonucunda ara iiriin olarak reaktif aren oksidazlar olusur.
Aren oksidazlar, hem spontan hem de enzimatik olarak detoksifiye iiriinlere (fenoller,

dihidrodioller, glutatyon konjugatlari) doniistiiriilerek atilirlar. PCB’ ler alternatif olarak
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makromolekiil substratlarina kovalent olarak baglanarak potansiyel toksik etki
(sitotoksik, mutajenik, karsinojenik) olusturabilirler (117).

Fare ve ratlarda anogenital uzaklik (AGD) prenatal androjenizasyonun
gostergesidir. Yiiksek androjen miktar1 genis AGD ile iligkilidir. PCB’ ler erkeklerde
AGD’ de azalmaya neden oldugu gibi ¢cogalmaya da neden olmaktadir. Gebe CD-1
farelere Aroklor 1016’ nin giinde 0,1 mg/kg tek doz uygulanmasinda yavrularda AGD’
de ve prostat boyutunda artma, epididimis agirliginda azalma gozlenlenmektedir. AR
1254 zayif androjen reseptor antogonistidir (119).

Birgok yazar (15, 17, 120, 121) AR 1254 ve diger PCB bilesiklerinin ratlarda
giinliik sperm iretiminde, epididimal sperm sayisinda ve motilitesinde azalmaya neden
oldugunu gdstermislerdir. insanlarda da PCB’lere maruz kalmmasmin sperm kromatin
biitiinliiglinde olumsuz etkilere neden oldugu gosterilmistir. Hsu ve ark. yaptiklart bir
calisma ile PCB’lere maruz kalan erkeklerde yiiksek oranda oligospermi, anormal
sperm morfolojisi ve oosite baglanma ve penetrasyonda sperm kapasitesinde azalma
oldugunu tespit etmislerdir (122). Erkekoglu P. ve ark. (123) ise 15 giin boyunca
10mg/kg AR 1254 uygulanan erkek siganlarda testis agirliginin kontrol grubuna goére
anlaml olgiide azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada AR 1254 uygulanan
siganlarda sperm sayisinin (% 50) ve sperm motilitesinin (%40) kontrol grubuna gore
belirgin derecede azaldig1 goriilmiistiir. AR 1254 {in bu etkilerinin selenyum eksikligi
olan sicanlarda daha belirgin olarak goriildiigi, selenyum desteginin ise bu etkilere kars1
koruyucu oldugu belirlenmiistir. Moreno ve ark. (124) 50 ve 500 pg/kg AR 1254
uyguladiklar1 farelerde sperm anomalilerinde artis ve sperm sayisinda belirgin bir
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bizim sonuglarimiza gore de yaptigimiz bu
calismada PCB’lerden AR 1254’iin ratlarin testis, epididimis, seminal vezikiil ve prostat
agirliklarinda herhangi bir degisiklige neden olmadigini gozlemledik. Moreno ve ark.
(124) da yaptiklar bir ¢alismada bizim bulgularimizi destekler sekilde AR 1254’{in fare
testis ve epididimis agirliklarinda herhangi bir degisiklige neden olmadigini tespit
etmiglerdir. Ayrica AR 1254 uygulamasinin sperm motilitesi ve konsantrasyonunda,
anormal sperm miktarinda (Kafa, kuyruk, total) da onemli diizeyde artisa sebep
oldugunu tespit ettik. Gladen ve ark. (125) ise ergenlik doneminde dioksine maruz
kalanlarda testis voliimlerinde degisiklik olmadigini, dogum 6ncesi dénemlerde maruz
kalanlarda ise testis voliimlerinin diistiiglinii, buna bagli olarak testis volliimiiniin
belirleyicisi olan Sertoli hiicrelerinin ¢ogalmasinin ksenodstrojenler tarafindan

durdurulmasina bagl oldugunu savunmuslardir (126).
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PCB’lerin endokrin bozucu olmasi, erkek ilireme sistemini etkileyerek iireme
kapasitesinin diismesine, testikiiler spermatozoa konsantrasyonunun azalmasina, testisin
ve yardimci lireme organlariin agirliginin azalmasina, Leydig hiicrelerinde testosteron
sentezinin ve steroidogenik enzimlerin aktivitelerinin azalmasina neden olmaktadir.
Birgok aragtirmaci tarafindan yapilan calismalarda Aroklor ve PCB’lerin testiste
histopatolojik hasarlara neden oldugu rapor edilmistir (18, 19, 124). Sangalang ve ark.
(127) yaptiklar1 bir ¢alismada histopatolojik olarak testis lobiillerinde ve spermatogenik
hiicrelerde organizasyon bozuklugu, spermatogeneziste azalma, lobiil duvarlarinda
fibrozis ve nekroz (127) oldugunu gostermislerdir. Oskam ve ark. (128) ise testis
dokusunda dejenere seminifer tiibiiller, seminifer epitel kalinliginda azalma, interseliiler
araliklarda artig, spermiyogeneziste bozulma ve piknotik niikleuslu hiicreler oldugunu
bildirmislerdir. Atessahin ve ark. (19) ¢alismalarinda AR 1254 uygulanan siganlarda
histolojik olarak seminifer tiibiillerde dejenerasyon, dokiilme, tiibiil yapisinda bozulma,
germinal hiicrelerde azalma intersitisyel 6dem ve konjesyon oldugunu rapor etmislerdir.
Moreno ve ark. (124) 50 ve 500ug/kg AR 1254 uygulanan farelerde kontrol grubuna
gore seminifer epitelde bozulma ve spermatositlerin sayisinda énemli derecede azalma
oldugunu, Wakui ve ark. (129) ise 7 ve 17 haftalik si¢anlara 7, Spg PCB uygulanmasini
tim gelisim donemlerindeki spermatid sayilarinda bir azalmaya neden oldugunu
gostermiglerdir. Bizim calismamizda da yapilan diger literatiir bilgileriyle uyumlu
olarak, seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerde azalma, tiibiil limenine
dokiilme, seminifer tiibiil epitelinde boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis
hiicreler oldugu tespit edildi. Ayrica tunika albuginea tabakasinda ve interstisyel alanda
vaskiiler konjesyon, interstisyel alanda vakuolizasyon ve 6dem olusumu da goézlendi.
Buna ilaveten yapilan ¢aligmalarda seminifer tiibiil ¢caplarinda ve germinal hiicre tabaka
kalinliklarinda azalma oldugu gosterilmistir. Atessahin ve ark. (19) 2mg/kg/giin AR
1254 uyguladiklar1 siganlarin testis dokusunda seminifer tiibiil caplarinda belirgin bir
azalma oldugunu belirtirken, bunun aksine Moreno ve ark. (124) da 50 ve 500ug/kg
dozda AR 1254 uyguladiklar: farelerin seminifer tiibiil ¢aplarinda 6nemli derecede artis
oldugunu gostermiglerdir. Bizim ¢alismamizda da bulgularimiz Atessahin ve ark. (19)
‘nin bulgulariyla uyumlu olarak 2mg/kg/giin AR 1254 uygulamasinin seminifer tiibiil
caplarinda azalmaya neden oldugu tespit edildi.

Calismamizda apopitotik hiicreler kaspaz-3 aktivitesi ile belirlendi. Kaspazlarin
apopitoz siirecinde proteolitik yariklanma kaskadini baslattigi ve bdylece apopitotik

olaylarin gelisiminde onemli bir rol oynadiklar1 bilinmektedir. Kaspaz ailesinin 14
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tiyesinden biri olan kaspaz-3, apopitozisin erken basamaklarinda aktive olan bir
proteazdir (130).

Aroklor 1254 iin testis dokusunda oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu
arttirdig1 onceki ¢alismalarda gosterilmistir (19). Artmis oksidatif stres altinda, reaktif
oksijen radikalleri (ROS) DNA ve proteinlerin oksidatif hasari ile membran lipid
peroksidasyonunu igeren ¢esitli mekanizmalarla hiicresel hasara neden olur. Oksidatif
stres giiclii bir apopitoz mediyatorii olarak bilinmektedir. Apopitotik siiregte mitokondri
onemli bir rol oynar. Oksidatif stres sonucu olusan mitokondriyal hasar sitokrom C’ nin
salinmasina, kaspaz aktivasyonuna ve apopitotik 6liime neden olur. Bizde AR 1254 iin
testis dokusunda kaspaz-3 boyanma aktivitesini arttirdigini gozlemledik. AR 1254
uygulanan gruplarda kaspaz-3 pozitif boyanmis hiicrelerin yogunlugunda diger
gruplarla karsilastirildiginda belirgin bir artis oldugu gézlendi. Hsu ve ark.‘da PCB 132
uyguladiklart siganlarda kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitelerinin arttigini gézlemlemislerdir
(120, 131). Atessahin ve ark.’da (19) immunohistokimyasal olarak apopitozisi gosteren
diger parametrelerden olan proapopitotik (Bax) degerlendirmelerinde, AR 1254
uyguladiklart siganlarin testis dokusunda Bax pozitif boyanmis hiicrelerin yogun olarak
gozlendigini, antiapopitotik (Bcl-2) degerlendirmelerinde ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda pozitif boyanmis hiicrelerde belirgin bir farklilik olmadigini tespit
etmislerdir.

Viicutta meydana gelen fizyolojik islevler sirasinda ya da patolojik bir siire¢
icerisinde ortaya c¢ikan serbest radikaller ile antioksidan sistem arasindaki dengenin
serbest radikaller tarafina kaymasi sonucu oksidatif hasar ortaya cikar. Organizma
oksidatif hasara kars1 kendini enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistem ve
molekiillerle korur. SOD ve GSH- Px hiicre diizeyinde etkili olan antioksidan
enzimlerdendir. Calismamizda biyokimyasal olarak TBARS, SOD, CAT, GSH ve GPx
seviyeleri oOlgiildii. Sonuglarimiza gére AR 1254 uygulanan grupta oksidatif hasarin
gostergesi olan TBARS diizeyinin kontrol ve diger tlim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde arttigi, bununla birlikte TET uygulamasinin AR 1254’ iin neden
oldugu TBARS artisinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttigi ve AR 1254 +
TET grubundaki TBARS diizeyinin kontrol grubunun degerlerine yaklastigi tespit
edildi. Antioksidan savunma sistemi elemanlar1 olan GSH, SOD, GPx ve CAT
diizeylerinde istatistik olarak 6nemli diizeyde azalmaya neden oldugu gozlendi. Ancak
TET uygulamasinin GSH, GPx, CAT ve SOD diizeylerinde AR 1254’e bagli olan

azalmayr normal degerlere yaklastirdigi belirlendi. Vitamin E, vitamin C (17),
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quercetin(132) ve ¢inko (133) gibi antioksidanlarinda Aroklorun neden oldugu lipid
peroksidasyonundaki artisi engelledigi ve azalmigs SOD, GSH, GSH-Px ve CAT
aktivitelerindeki azalmay1 onleyici etkieri oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir.
Aly ve ark.’da (15) 1,5 ve 3,5 mg/kg/giin AR 1254 uygulamasimin diger bulgular
destekler sekilde SOD, CAT, GR, GPx ve GSH aktivitelerinde azalmaya neden
oldugunu tespit etmislerdir. Atessahin ve ark. (19) AR 1254 ile birlikte likopen ve elajik
asitin birlikte uygulandigr durumda TBARS seviyelerinde énemli derecede bir azalma
oldugunu ve GSH, GSH-Px ve CAT aktivitelerinde belirgin bir artis oldugunu
gostermislerdir. Murugessan ve ark.’da (14) yaptiklar1 bir calismada AR 1254
uygulanan sicanlarin Leydig hiicrelerinde SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin belirgin
derecede azaldigimi tespit etmislerdir. Yapilan bir diger arastirmada ise AR 1254
uygulamasinin Sertoli hiicrelerinin antioksidan enzimlerinden SOD, CAT, GST, GPx, y-
GT ve GR degerlerinde azalmaya neden oldugu rapor edilmistir (14, 134).

Bir kalsiyum kanal blokorii olan TET lipid peroksidasyonunu engellemekte, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu azaltmakta, sitokinlerin ve inflamatuar
mediyatorlerin  olusumunu baskilamaktadir (135- 138). TET ayrica eritrositler ve
inflamatuar hiicreleri, kalp ve karaciger dokularini oksidatif stresten korumaktadir (135,
139-143). Li Y ve ark. (144) calismalarinda akut pankreatikte pankreas ve karaciger
dokularinda 80mg/kg TET’in ip enjeksiyonu ile SOD ekspresyonunda azalma
oldugunu gostermiglerdir. Chen ve ark. (22) ise g¢alismalarinda TET’in antioksidan
ozellikleri ile beyin iskemi reperfiizyon hasarin1 azalttigini  gostermiglerdir.
Calismamizda TET uygulamasimnin AR 1254’ {in neden oldugu lipid peroksidasyonunu
onemli derecede diisiirdiigii gozlendi. Ayrica TET uygulamasinin GSH, GPx, CAT ve
SOD diizeylerinde AR 1254’e bagli olan azalmayr normal degerlere yaklastirdig:
belirlendi.

Tetrandrinin terapdtik etkilerini arastirmak i¢in pek c¢ok preklinik ve klinik
calismalar yapilmistir. Onceki calismalar, TET in tiimor hiicrelerinin gelisimini inhibe
ettigini bildirmektedir. Bu sonuglar TET’in pek ¢ok hiicre hattinda antitiimor etkileri
oldugunu gostermistir (145). Son yillarda yapilan arastirmalarda TET in l6semi, mesane
kanseri, hepatom ve akciger kanserinde mikromolar konsantrasyonlarda uygulanmasi
antikanser etkileri oldugunu gostermistir (146). TET in insanlarda HCC hiicrelerinde
diger kemoteropatik ajanlarla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda uygulanmasi
apopitozisi indiiklerken, diisiik konsantrasyonlarda uygulanmasi otofajiyi stimiile

ederek antitiimor etkisi gostermesini saglamaktadir (147, 148). Yapilan caligmalarda

58



TET’in in vitro tiimor hiicrelerinde kaspaz-3 aktive ederek apopitozisi indiikledigi
gosterilmistir. Calismamizda apopitozisi gostermek amaciyla kaspaz-3 boyama
metodunu uyguladik. Immiinohistokimyasal olarak AR 1254 ile birlikte TET uygulanan
grupta kaspaz-3 aktivitesinde ve boyanma yogunlugunda azalma oldugunu tespit ettik.
Sonu¢ olarak TET uygulamasinin apopitotik hiicrelerin azalmasinda oksidatif stres
inhibisyonun etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda AR 1254 uygulanan gruba gore, AR 1254 ile birlikte TET uygulanan
grupta histopatolojik olarak goriilen hasarin belirgin derecede azaldig tespit edildi. AR
1254 grubunda ¢ok yogun olarak gozlenen tiibiil hasarinin AR 1254 + TET grubunda
devam ettigi ancak tiibliler hasarin azaldigi, spermatogenik hiicrelerin korundugu
gozlendi. Intersitisyel alanda gdzlenen vaskiiler konjesyonun, vakuolizasyonun ve
O6demin oOnemli derecede azaldigi tespit edildi. Bunun yanisira liimene dokiilen
spermatogenik seri hiicrelerde, boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamig
hiicrelerde azalma oldugu gozlendi. TET’ in bu etkilerini antioksidan 6zelligine bagh
olarak gosterdigini diistinmekteyiz. Calismamizda ayrica bu bulgularimizi destekler
nitelikte TET’in sperm motilitesini ve konsantrasyonunu sadece AR 1254 uygulanan
gruba gore anlamli diizeyde arttirdigi saptandi. Bununla birlikte AR 1254
uygulamasinin anormal sperm miktarinda (Kafa, kuyruk, total) 6nemli diizeyde artiga
sebep oldugu ve bu artisin TET tedavisi ile azaldigi belirlendi. Literatiirde TET’ in
lireme sisteminin lizerine etkilerini gdsteren arastirmaya rastlanmamistir ve bu konu ile

ilgili galismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismanin sonucunda erkek siganlarda testis dokusunda PCB’ lerin (AR 1254)
neden oldugu reprodiiktif hasara karst TET’in koruyucu etkileri oldugu goézlendi.
Histopatolojik olarak AR 1254 ile hasar olusturulan grupta testiste tunika albuginea
tabakasinda konjesyon, interstisyel alanda ise vaskiiler konjesyon, vakuolizasyon ve
6dem, seminifer tiibiillerde spermatogenik seri hiicrelerde azalma, liimene dokiilme ve
boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler oldugu gozlendi. AR1254+TET
grubunda ise bu bulgularda belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi. Biyokimyasal
analizlerde ise AR1254 verilen sicanlarda TBARS diizeyinin anlaml diizeyde arttig1,
TET uygulamasinin bu artis1 anlamli diizeyde azalttigi izlendi. AR1254 uygulamasi
GSH, SOD, GPx ve CAT diizeylerinde azalmaya neden olurken, TET uygulamasi ise bu
degerlerin artisgina neden olmustur. ARI1254 uygulamasinin sperm motilitesi ve
konsantrasyonunda onemli diizeyde azalmaya neden olurken, TET uygulamasi bu
degerlerde artisa neden olmustur.

Sonug olarak bu calisma TET uygulanmasinin sicanlarda AR 1254 ile olusturulan
reproduktif hasari azalttigin1 gostermektedir. Calismamizin bu konuda ileride yapilacak

benzer ¢alismalara destek olacagi diisiincesindeyiz.
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