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OZET

Farelerde Puberte Sonrasi Nikotin Maruziyetinin Spermatogonyal Farklilasma

Uzerine Olasi Etkilerinin Immiin isaretleme Yéntemleriyle incelenmesi

Erkeklerde puberte sonrasi donemdeki erken yaslarda sigara kullanim
cesitli derecelerde iireme bozukluklarina neden olabilmektedir. Literatiirde,
sigaranin temel toksik komponenti olan nikotinin erkek iireme biyolojisi iizerine
olan etkilerini molekiiler diizeyde inceleyen ¢cok az calisma bulunmaktadir. Bu
calismada, farelerde puberte sonrasina denk gelen postnatal 60 ve 90. giinler
arasindaki bir aylik siirecteki nikotin maruziyetinin spermatogonyal farklhilasma
siirecini iizerine olan etkisinin morfolojik ve immiinohistokimyasal olarak
incelenmesi amaclanmistir.

Caliymamizda 63 adet 60 giinlik C57BL6J soy erkek fare P90, P10S ve
P120°de kontrol, sham ve nikotin gruplari olmak iizere toplam 9 gruba (n=7/grup)
ayrilmistir. Her bir yastaki nikotin grubuna P60-90 arasinda 3mg/kg dozunda
nikotin subkutan olarak enjekte edildi. Sham grubuna serum fizyolojik sivis1 aym
yontemle verildi. Kontrol grubu farelere ise kesim giinlerine kadar hicbir islem
uygulanmadi. Her yasa ait farelerin seminifer tiibiil ¢caplar1 ve germinal epitel
kalinhklar1 morfolojik olarak degerlendirildi. Elde edilen testis dokularindaki
GDNF, Oct-4 ve C-kit immiinohistokimyasal protein ekspresyonlar1 semikantitatif
olarak degerlendirildi.

Morfolojik degerlendirmelerde P90, 105 ve 120 nikotin gruplarma ait
farelerin kontrol ve sham gruplarina kiyasla tiibiil ¢api ve germinal epitel kalinhg:
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamh azalmanin oldugu goézlendi.
Immiinohistokimyasal degerlendirmelerde ise tiim yaslardaki nikotin grubu
GDNF, C-kit Oct-4 protein ekspresyonlarinin kontrol ve sham gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamh diizeyde azaldigi semikantitatif olarak gosterildi.
Kontrol ve sham gruplar: arasinda bu degerler agisindan anlamh diizeyde farkhihk
tespit edilmedi.

Sonu¢ olarak, elde edilen verilerin hem spermatogonyal farkhlasma
calismalarna hem de nikotine bagh iireme bozukluklarinin patogenez
mekanizmalarina g1k tutacag diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Nikotin maruziyeti, spermatogonyal farkhilasma, erkek
iiremesi
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ABSTRACT

The Immunohistochemical Evaluation of the Effects of After-Puberty Nicotine

Exposure on the Spermatogonial Differentiation of Mice.

It’s known that postpuberty smoking in men can lead to breeding problems. The
existing literature has still lack of sufficient knowledge on the effects of nicotine
exposure on the male breeding. Presently, it’s aimed to investigate the effects of
nicotine exposure during P60-90 just after the termination of the puberty on the
spermatogonial differentiation in mice.

A number of 63 male C57BL6/J mice at the age of P60 were used. Our
experimental design consist of 3 age groups (P90, P105 and P120) and main groups
as Naive Control, Sham and Nicotine groups (n=7/group). By sub-cutaneus
injections, a dose of 3mg/kg/body weight nicotine were given to the nicotine groups
of mice. Paralelly, an iso-volumetric saline solution was also admistered to a group
of body weight matched mice designated as the sham group. Naive controls were
kept lack of any procedures until the harvesting days. Each group of mice testes
were analysed for the body and testes weights, the diameter of and thickness of
seminiferous tubules and expressions of GDNF, Oct-4 and C-kit proteins were
evaluated.

By the morphological values of evaluated seminiferous tubules of nicotine groups
as compared to the controls were observed as at lower degrees. A similar trend was
also observed in terms of the immunohistochemical assesments of GDNF, Oct-4
and C-kit protein expressions. On the other hand, no significant difference was
observed between the two controls.

In conclusion, we postulate that the findings of the present study will illuminate the
near future studies for understading the spermatogonial differention.

Key Words: Nicotine Exposure, Spermatogonial Differentation, Male Breeding
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1. GIRIS

Erkeklerde puberte sonrasi donemdeki erken yaslarda sigara kullaniminin tireme
tizerine olan ve hayat boyu siiren olumsuz etkileri bilinmektedir (1). Giiniimiizde
nedenleri tam olarak agiklanamayan iginde zeka geriligiyle karakterize gelisimsel
kusurlardan, genis bir yelpazede gozlenen pediatrik ve eriskinlik donemi kanserleri ve
norodejeneratif hastaliklarin da iginde oldugu uzun bir saglik problemleri listesi
bulunmaktadir ve sigara kullaniminin bu idiyopatik hastaliklarin bag siiphelilerinden biri
oldugu dusiiniilmektedir. Literatiirde yaygin olarak gebelik Oncesinde ve gebelik
sirasindaki maternal sigara kullanimmin bir sonraki nesilde yarattigi etkiler iizerinde
durulmaktadir (1, 2). Pek ¢ok genetik ve ¢evresel faktore ek olarak maternal sigara
kullaniminin erkek iireme sistemi gelisiminde bazi problemlere yol agabilecegi ve
dolayisiyla bu durumun sonraki nesilleri de dolayli olarak etkileyebilecegi
diistiniilmektedir (2). Ayrica erkekler tarafindan sigara kullaniminin da erkek tireme
biyolojisi tizerindeki olumsuz etkilerinin bir sonraki nesile yansiyabilen ¢ok cesitli
derecelerde saglik problemlerine yol agabileceginden kuskulanilmaktadir (1, 2). Sigara
iceriginde bir¢ok kimyasal zararliyr barindirmakla birlikte esas etken maddelerinden
birinin nikotin oldugu bilinmektedir. Nikotinin erkek iireme biyolojisi {izerindeki
etkilerini molekiiler diizeyde inceleyen ¢ok az sayida g¢alisma bulunmaktadir (2).
Giiniimiizde erkek {iremesinin altinda yatan esas biyolojik olay olarak bilinen
spermatogenez’in normal molekiiler isleyisi hakkinda halen yeterli diizeyde bilgi
mevcut degildir. Normal spermatogenez isleyisinde rol oynayan molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi siiphesiz ki genetik ve g¢evresel faktorlerin bu
onemli biyolojik olayin isleyisi lizerindeki etkileri hakkinda daha etkin anlagilmasini
saglayacaktir.

Bu ¢aligmada, hem spermatogenezin normal isleyisi sirasinda rol oynayan bazi
molekiiler mekanizmalar1 hem de sigara igerisindeki esas zararlilardan biri olan
nikotinin bu molekiiler isleyis iizerindeki olasi olumsuz etkilerini incelemeyi

amaclanmustir.



Calismadan elde edilecek sonuglarin, erkekler tarafindan sigara kullaniminin bir
sonraki nesilde yapacag etkilerin anlasilmasi igin yapilacak ¢aligmalara temel 6n bilgi

olusturacagini 6ngormekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Histolojisi

Erkek tireme sistemi testisler, genital bosaltim kanallari, aksesuar cinsiyet
bezleri ve penisten olusmaktadir. Aksesuar cinsiyet bezleri ise seminal vezikiiller,
prostat ve bulboiiretral bezler olarak bilinmektedir. Testis, spermatogenez ve
steroidogenez olmak iizere baslica iki fonksiyona sahiptir. Baglica testosteron olmak
tizere androjenler, spermatogenez i¢in gereklidirler, erkek embriyonun fenotipik erkek
fetusa embriyonik gelisiminde ©nemli rol oynarlar ve seksiiel dimorfizmden
sorumludurlar (3).

Erkek iireme organi olan testisler, sagli sollu olmak iizere bir ¢ift halinde ve
viicut boslugu disinda yer alan skrotum adi verilen deri igerisinde bulunmaktadirlar.
Testisin temel iki gorevi hormon ve spermatozoon iiretmektir. Testisler, tunika
albuginea ad1 verilen yogun bag dokudan olusan kalin bir kapsiil ile gevrilidirler. Tunika
albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagsarak mediastinum testis adi verilen yapiy1
olusturmaktadir. Buradan bezin igine giren fibroz uzantilar, bezi testikiiler lobiiller
denilen yaklasik 250 adet piramidal bolmeye ayirirlar. Tam bosluk seklinde olmayan bu
uzantilar ve bolmeler ¢ogunlukla birbiriyle iliskilidir. Her lobiilde gevsek bag dokusu
ile saril1 1-4 seminifer tiibiil yer almaktadir. Bu bag dokusu bol miktarda kan ve lenf
damari, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) igermektedir. Seminifer
tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlar iiretirken, interstisyel hiicreler de

testikiiler androjenleri salgilamaktadirlar (3, 4).

2.2. Seminifer Tiibiiller

Spermatozoonlar seminifer tiibiillerde tiretilmektedir. Her testiste yaklasik 250 —

1000 seminifer tiibiil bulunmaktadir. Her seminifer tiibiil yaklasik 150 - 200 um ¢apinda



ve 30 - 70 cm uzunlugunda olup ve tek bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu
yaklasik 250 metredir. Seminifer tiibiiller karmasik yapida bir epitel ile doselidir.
Tiibiillerin kivrimli ve baslangigta kor uglu oldugu sonlanirken liimenin daraldigi ve diiz
tibiiller ya da tubuli rekti olarak anilan kisa segmentler halinde devam ettigi
bilinmektedir. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete testis denilen, epitel ile doseli
kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglamaktadir. Anastomoz yapan rete
testis kanallari, yaklasik 10 - 20 duktuli efferentes ile epididimisin bas kisminda
baglanmaktadir (4).

2.3. Seminifer Tiibiil Epiteli

Seminifer tiibiiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal epitel ya da seminifer epitelden olugmaktadir. Seminifer tiibiilii
saran fibroz tunika propria birkag¢ fibroblast katmanindan olusmaktadir. Bazal laminaya
yapisik olan en icteki katman, diiz kas ozellikleri de gosteren yassilasmis miyoid
hiicreler igermektedir. Seminifer epitelde iki tip hiicre bulunmaktadir; bunlar Sertoli,
destek ya da sustentakiiler hiicreler ile spermatogenezdeki seriyi olusturan hiicrelerdir.
Spermatogenik seri hiicreleri 4 - 8 tabaka halinde diizenlenmistir; islevleri

spermatozoonlari tiretmektir (3).

2.4. Kemirgenlerde Spermatogenez

Kemirgenlerde, rezerv kok hiicre ozelliginde olan Tip A  (single)
spermatogonyumlarin (SPG) (As) kendini yenileme ve farklilasma 6zelliklerine sahip
oldugu bilinmektedir. As’ler farklilasarak Tip A (paired) Spg’lart (Ap)
olusturmaktadirlar. Ap’ler ise Tip A (aligned) (4, 8, 16, 32) alt birim Spg’lara (Aal)
farklilasmaktadir. Daha sonra Tip Aal Spg’lar farklilasarak Tip Al Spg’lart ve 6
boliinme evresiyle Tip A2, A3, A4, Intermediate ve Tip B SPG’lar1 olusmaktadirlar. Tip
B SPG’lar ise farklilasarak primer spermatositleri olusturmaktadirlar. Primer

spermatositler birinci mayoz bdliinme ile sekonder spermatositleri, sekonder



spermatositler ise ikinci mayoz bolinme ile spermatidleri olusturmaktadirlar.
Spermatidler farklilagma basamaklariyla spermlere doniismektedir. Kemirgenlerde

spermatogenez stireci yaklasik 8,6 giin siirmektedir (5).

2.5. insanlarda Spermatogenez

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde ger¢eklesen SPG’dan sperm gelisimi siireci
olarak bilinmektedir. insanda, spermatogonyal &nciil hiicreler fetal hayatta inaktif
durumda olmakla beraber puberte ile birlikte mitoz bdliinmelerle sayilarini
arttirmaktadirlar. Insanda tanimlanan ii¢ tip SPG bulunmaktadir. Bunlar; Tip A dark
(Ad) SPG, Tip A pale (Ap) SPG ve Tip B SPG olarak bilinmektedir. Bunlardan Tip Ad
SPG’larin rezerv kok hiicre 6zelliginde oldugu bilinmektedir. Tip Ad SPG’lar mitotik
boliinmelerle spermatogonyal niifusun belli bir aralikta tutulmasimi ve ek olarak
farklilasarak Tip Ap SPG’larin olusmalarini saglamaktadirlar. Tip Ap SPG’lar mitoz
bolinmelerle Tip B SPG’lara farkhilasmaktadirlar. Tip B SPG’lar da daha sonra
farklilagarak primer spermatositleri olusturmaktadirlar. Primer spermatositler ise birinci
mayoz boliinme ile sekonder spermatositleri, sekonder spermatositler ise ikinci mayoz
boliinmeyi gecirerek haploid sayida kromozom igeren spermatidleri meydana
getirmektedirler. Olusan spermatidler birbirlerine sitoplazmik kopriilerle bagli olduklari
icin, SPG’lardan spermatid olusumuna kadar gegen evreye spermatositogenez
denilmektedir. Spermatidlerden sperm olusumu yani farklilasma evresi dort basamagi
kapsamaktadir. Bunlar; akrozom olusumu, cekirdegin kondanse olmasi, boyun, orta
parca ve kuyruk olusumu ve fazla sitoplazmanin atilmasi olarak bilinmektedir.
Spermatogenez siireci insanda ortalama 72 giin siirmektedir ve puberteden hayatin

sonuna kadar dongiisel olarak devam etmektedir (6).

2.6. Spermatogonyal Kok Hiicreler

Testisteki erigkin kok hiicre popiilasyonu olan spermatogonyal kok hiicrelerin

(SKH’lerin) normal biyolojik aktivitelerinin spermatogenez dongiisiiniin  saglikli



isleyebilmesi i¢in sart oldugu bilinmektedir. Bu hiicreler postnatal hayatta ortaya
cikmakta ve hayat boyu devamliligini siirdiirmektedir. SKH’ler erigkin fare testisinde
3000 de 1 konsantrasyonunda bulunmaktadir (7). Giintimiizde hala, SKH’lerin fenotipik
karakterleri ve bu hiicrelerin fonksiyonlarini diizenleyen mekanizmalar hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. Diger eriskin kok hiicrelere benzer sekilde, SKH’lerin kendini
yenileme ve farklilasma dengesi ¢ok ¢esitli ekstrinsik ve intrinsik faktorler tarafindan

regiile edilmektedir (8).

2.6.1 Spermatogonyal Kok Hiicrelerin Kokeni

Postnatal donemde, SKH’ler gonositler olarak adlandirilan heniiz farklilasmamis
hiicrelerden, bu hiicreler ise genital kabartiya go¢ eden ve embriyonik gonad olusumuna
katilan primordial germ hiicrelerinden kdken almaktadir (8). Gonositlerin SKH’lere
dontisiimii erkek farelerde postnatal 0 — 6 gilinler arasinda gerceklesmekte ve ilk
biyolojik aktiviteleri yaklasik postnatal 3 — 4 giinler arasinda gozlenmektedir (9). Diger
tiirlerde, gonositlerin SKH’lere doniisiimii birka¢ ay siirmektedir. Insan ve diger
primatlarda ise bu zaman siireci yillarla ifade edilmektedir.

Farelerde yapilan c¢ogu calismalarda, yenidogan fare testisinde 2 farkli tip
gonosit popiilasyonu bulundugu gosterilmistir; ilk poptilasyondaki gonositler kendilerini
yenileme boliinmelerini gegirmeden direkt olarak farklanmig SPG’lara doniisiirler.
Ikinci popiilasyondaki gonositlerin ise, spermatogenez siirecinin tiim asamalarini

gecirdikleri bilinmektedir (10, 11, 12).

2.6.2. Spermatogonyal Kok Hiicre Nisi

SKH’ler, hayat boyu, seminifer epitelin bazal kompartmaninda ayni zamanda
Ozellesmis mikrogevre olan ve “nis” olarak da adlandirilan bolgede bulunmaktadirlar.
Bu nis kok hiicrelerin kendini yenileme, baskilanma, tek ya da coklu farklilagsma gibi
spesifik ozelliklerini regiile etmektedir (13, 14). SKH nisinin olugmasinda ve

fonksiyonunu yerine getirmesinde somatik hiicreler onemli rol oynamaktadir.



Sozkonusu nisin olugmasinda Sertoli hiicreleri, peritiibiiler miyoid hiicreler ve Leydig
hiicrelerinin rol oynadigi bilinmektedir (14).

Sertoli hiicreleri, seminifer epitelin tek somatik hiicreleri olmakla birlikte; glial
hiicre bagimli norotrofik faktor (GDNF), esas fibroblast biiylime faktorii (Bfgf)ve
epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi birgok biiylime faktoriinii SKH’lerin biiyiimesi ve
kendilerini yenilemeleri i¢in sekrete etmektedirler (15, 16).

Leydig hiicreleri ve peritiibiiler miyoid hiicreler, kan dolasgimiyla gelen
maddeleri, SKH’ler ve SPG’larin hayatta kalmalari igin kontrol etmektedirler. Tiim bu
dis yolaklarin, kok hiicrelerin hayatta kalmalari i¢in kritik rol oynadiklar bilinmektedir
(17).

2.7. Kemirgenlerde Spermatogonyal Farklilasma

Kemirgenlerde, SKH’ler Tip As olarak bilinmektedir. Bu hiicrelerin hem
boliinerek kendilerini yeniledikleri ve kok hiicre popiilasyonunu olusturduklari, hem de
farklilagsma yoluna girerek Tip Ap SPG’lar iirettikleri bilinmektedir. Tip As SPG’larin
kendilerini yenilemeleri ile Tip Ap SPG’lara farklilasmalar1 arasinda sikica diizenlenmis
bir denge oldugu bildirilmistir (17, 18). Bu dengenin spermatogenezin hayat boyu
saglikli bir sekilde slirmesini saglayan énemli bir isleyis oldugu diisiiniilmektedir. Tip
As SPG’larin kendilerini yenileme fonksiyonlarini kaybedip sadece Tip Ap SPG’lara
farklilasmaya gitmesi durumunda spermatogenezin devamliligi i¢in sart olan kok hiicre
rezervi 6zelligi tastyan Tip As SPG hiicre popiilasyonunun tamamen ortadan kalkacagi
diisiiniilmektedir. Bunun tam aksine, Tip As SPG’larin farklilasma 6zelliklerini
kaybedip sadece kendilerini yenilemeye dogru yon degistirmeleri durumunda ise kok
hiicre rezervinde asir1 artis olacagi disiiniilmektedir (4). Mutant fareler kullanilarak
yapilan ¢aligmalarda ID4, ZBTB ve Nanos2 gibi genlerin bu dengenin ayarlanmasinda
onemli rol oynadiklar gdsterilmistir (18, 19, 20). ilging olarak, ID4 geninin farelerde bu
dengenin ayarlanmasi sirasinda spesifik olarak sadece Tip As SPG’larda eksprese
edildigi gosterilmistir. ID4’tin in vitro ortamda ekspresyonunun azalmasi SKH’lerin
¢ogalmasinin azalmasma neden oldugu gosterilmistir (18). Ayrica, ID4 geninin

farelerde cikartilmasi, germ hiicre silinmesi ve erkek kisirligi ile sonuglanmistir (18).



Tip Ap ve Tip Aal SPG’lar spermatogonyal farklilasmanin Onciilleri olarak
goriinmelerine ragmen, son zamanlarda Tip Ap ve Tip Aal SPG’larin da kok hiicre
potansiyeline sahip olduklar1 yapilan bazi c¢alismalarda gosterilmistir (21). Diger
yandan, spermatogonyal farklilasmadaki dengenin korunmasinda rol oynayan bir baska
onemli gen olan Nanos2’nin ise Tip As ve Tip Ap SPG’larda eksprese edildigi
gosterilmistir (20). Farelerde postnatal hayatta Nanos2 geninin ¢ikartilmasi ya da
ekspresyonunun arttirilmasi sirasiyla farklanmamis SPG’larin = silinmesi ya da
birikmesiyle sonuglanmistir (20). Yukarida bahsedilen spermatogonyal farklilasmada
onemli fonksiyonu oldugu ortaya konulan genlerin yani1 sira GDNF ad1 verilen sinyal
yolunun da bu biyolojik siiregte 6nemli roller iistlendigi yapilan pek ¢ok ¢alismada
gosterilmistir (21, 22, 23). Bir biiyiime faktorii olan GDNF esas olarak Sertoli hiicreleri
ve peritiibiiler miyoid hiicreler tarafindan salgilanmaktadir (24, 25, 13). Bu biiyiime
faktortintin in vitro ortamda SKH ¢ogalmasini ciddi olgiide aktive ettigi gosterilmistir
(26, 27, 28). GDNF’ nin ekspresyonu ile birlikte spermatogonyal yenilenmede 6nemli
rolii olan ID4 ve Bcl6b gibi genlerin de aktive oldugu gosterilmistir (18, 29). GDNF’nin
fazla eksprese olmasi durumunda farklilasmamis SPG’larin arttigi, ekspresyonun
olmadig1 durumlarda ise SKH’lerin kaybolduklar1 ve germ hiicrelerinin belirgin sekilde
azaldig1 gozlenmistir (22, 30).

Sonug olarak, GDNF ekspresyonunun SKH’lerin kendini yenilemesi ve
farklilagmasi arasindaki dengenin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli oldugu goriilmektedir.
Bu sinyal yolu spermatogonyal yenilenmenin diizenlenmesinde bilinen en giiglii
mekanizmadir (26, 27, 28, 29, 30).

Spermatogonyal farklilasmaninin bir sonraki basamagi olan, Tip Aal SPG’larin
gec formlarmin A1 SPG’a farklilasmasinda ise bir tirozin kinaz reseptorii olan C-Kit
adli genin Onemli rol oynadigi gosterilmistir (31, 32). C-Kit geninin ¢ikarilmasi
durumunda Tip Aal Spg’dan A1 SPG’un farklilagmasiinin bloke oldugu gosterilmistir
(32, 33). Spermatogonyal farklilasmada 6nemli rol oynayan bir diger onemli faktor ise
spermatogenez ve oogeneze ozel temel sarmal dongii sarmal (Sohlh) proteinleridir.
Farelerde bu protein ailesine ait Sohlhl geninin Aal, Al-4, Intermediate ve Tip B
SPG’larda eksprese oldugu (34), ailenin diger iiyesi olan Sohlh2 geninin ise tiim Tip A
SPG formlarinda (As, Ap, Aal, A1-4) eksprese edildigi gosterilmistir (34). Dikkat ¢ekici
bir sekilde farklilasmis Tip B SPG’larda Sohlhl geninin eksprese oldugu, Sohlh2



geninin ise eksprese olmadig: gosterilmistir (35). Bu iki genden herhangi birinin genetik
olarak ¢ikarilmasi durumunda anormal spermatosit olusumuna eslik eden infertilitenin
ortaya ¢iktig1 goézlenmistir (34, 36). Bazi1 genetik ¢alismalarda bu genlerin ekspresyon
diizeylerinde olusan degisikliklerin C-Kit geninin ekspresyonunda da oOnemli

degisimlere yol agtig1 gosterilmistir (34, 37).

2.8. Insanlarda Spermatogonyal Farkhlasma

Insan SPG’lar1 morfolojik kritere gére; Tip Ad, Tip Ap ve Tip B olarak
smiflandirilmaktadir. Tip Ad SPG’lar, ince graniiler kromatinli koyu bazofilik boyanan
heterokromatik oval niikleusa sahip hiicreler olarak bilinmektedirler. Bu hiicreler
seminifer epitelin rezerv kok hiicre popiilasyonu olup en immatiir hiicreler olarak
bilinirler. Belirli araliklarla boliinerek hem yeni Tip Ad SPG’lar1 hem de farklilasarak
Tip Ap SPG’lar1 olustururmaktadirlar. ince graniiler kromatinli acik renk boyanan
okromatin niikleusa sahip olan Tip Ap SPG’lar mitozla boliinerek Tip B SPG’lari
meydana getirirmektedirler. Tip B SPG’lar ise, genel olarak niiklear zarf boyunca ve
merkezi bir niikleolusun ¢evresinde genis kiimeler olusturacak sekilde yogunlasmis
kromatini bulunan yuvarlak niikleuslara sahiptirler (38).

Yakin gecmiste, erigkin primat testisinde SKH’lerin fenotipik ve molekiiler
karakteristikleri tanimlanmustir. Insan SPG’larmin karakeristigi hakkindaki bilgiler ise
oldukga kisithidir (39). Yapilan ¢alismalarda, Tip Ad SPG’larinin daha immatiir 6zellige
sahip olduklarint gosteren plazma membran proteini bileseni olan EXOSCI0
molekiiliinii yiiksek oranda eksprese ettikleri, Tip Ap ve Tip B SPG’larin ise Tip
Ad’lerden farkli olarak hiicre proliferasyonu ile karakterize olan Ki-67 molekiiliinii
yiiksek oranda eksprese ettikleri gosterilmistir (40). Yukarida bahsedilen genlerin yani
sira, CD49f, CD133, PLZF, SSEA-4, MAGE-4, GPR-125, VASA, DAZL ve CD90 gibi
genlerin de insan SPG’larinda yogun bir sekilde ekssprese oldugu gosterilmistir (41, 42,
43, 44). Bu konuyla ilgili cok sayida arastirma bulunmasina ragmen, giiniimiizde hala
eriskin insan SKH’lerine ait molekiiler ve fenotipik karakteristiklerin yeteri kadar

aydinlatilamadig1 yaygin olarak kabul gormektedir (44).



2.9. Nikotin

Sigara kullanimi gelismekte olan {ilkelerde oOzellikle gencler ve erigkinler
arasinda Onlenebilir 6lim nedenlerinden biri olup halk sagligini tehdit etmektedir.
Sigara dumani toksik ve karsinojenik etkisi bulunan 4000’den fazla kimyasaldan olusan
kompleks bir karisim olarak bilinmektedir (45). Sigaranin major toksik bileseni; piridin
ve pirolidin halkasindan olusan ve Nicotiana tobacum bitkisinin yapraklarindan izole

edilen kuvvetli bir alkoloid olan nikotin olarak bilinmektedir (46, 47).

2.9.1 Nikotinin Kimyasal Ozellikleri

Nikotinin kimyasal adi; (S)-3-(1-Methyl-2-pyrroli-dinyl) pyridine’dir. Sivi,
renksiz, ucucu, suda ¢oziinebilen toksik bir bilesiktir. Hava ve 1s18a maruz kaldiginda
renk degistirerek sar1 ve koyu kahve renge donlismekte ve bdylece viskozitesi
artmaktadir. Nikotin, en yiiksek oranda tiitiin bitkisinin yapraklarinda bulunmaktadir.
Normal bir sigara 20 mg nikotin igermesine ragmen yakarak i¢ildigi i¢in viicuda 0,5-1,5

mg arasinda nikotin alinmaktadir (48).

2.9.2 Nikotin Absorbsiyonu

Nikotinin hiicresel membranlarda absorbsiyonu pH bagimli bir olay olarak
bilinmektedir. Ph asidik ise nikotin iyonize olmakta ve hiicresel membranlardan kolayca
gecememektedir. Fizyolojik pH’ da (pH=7,4) ise nikotinin iyonize olmadigi, bu sayede
hiicresel membranlardan kolayca gectigi, %5’inin plazma proteinlerine baglandig1 ve
%60-80’inin solunum yolu ile absorbe oldugu bilinmektedir. En hizli absorbsiyon
alveoller ile genis yiizeye sahip olan akcigerlerde gerceklesmektedir. Az bir kismi
asidik ortam1 nedeniyle midede absorbe olmakta daha alkali pH’ ya ve genis yiizeye
sahip olan ince barsakta ise daha fazla absorbsiyon ger¢eklesmektedir (49, 50).
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Otopsi oOrneklerinde yapilan ¢alismalar sonucunda en yiiksek afinitenin
karaciger, dalak, bobrek ve akcigerde en az afinitenin ise yag dokusunda oldugu rapor
edilmistir (51). Ayrica, plasental membranlar1 gegerek fotusa ulasabildigi de
bilinmektedir. Nikotin atilimi ise feges, iire, gastrik sivi, ter ve siit bezleri yoluyla
gerceklemektedir. Insan kaninda yar1 dmriinii 2-3 saatte tamamlayarak kaybolmaktadir
(52, 53).

2.9.3 Nikotin Metabolizasyonu

Nikotin insanlarda karaciger tarafindan 6 primer ve birgok yan metabolite
metabolize olmaktadir (54, 55, 56, 57). Memelilerde en 6nemli metaboliti kotinindir ve
insanlarda alinan nikotinin %70-80 kadar1 C-oksidasyonu yoluyla kotinine metabolize
olmaktadir. Metabolizasyonu; sitokrom P450 bagimli monooksijenazlar ile gergeklesen
nikotinin hidroksilizasyonu ve sitozolik bir enzim araciligi ile nikotinin yerini
tutabilecek bir aldehit olan kotininin tiretimi ile baslamaktadir. Nikotinin C-oksidasyonu

ile kotinine metabolize olmasindan sorumlu enzim P450 2A6 olarak bilinmektedir (54).

2.9.4. Nikotin Toksitesi

Deney hayvanlarinda nikotinin ortalama 6ldiiriicii dozu (LDsp) degiskendir ve bu
degiskenligin kullanilan hayvan tiirinden ve nikotinin verilme yoOnteminden
kaynaklandig1 rapor edilmistir (58). Farelerde viicut agirligina gore intravendz olarak
verilen nikotinin LDsy degeri 7,1 mg/kg iken intraperitoneal olarak verilen nikotinin
LDsg degeri 5,9 mg/kg olarak belirlenmistir (58, 59). Sicanlarda viicut agirligina gore
oral yolla verilen nikotinin LDsg degerinin ise 50 mg/kg ile 60 mg/kg arasinda oldugu
tespit edilmistir (60). Kemirgenlerde nikotinin toksik etkisine duyarliligin genetik

olarak belirlendigi diistintilmektedir (61).
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2.10. Nikotin ve Erkek Ureme Sistemi

Giliniimiizde sigara sagligi tehdit eden ve tiim diinyada yaygin olarak kullanilan
maddelerden biri olarak kabul gérmektedir (62). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2008 yilinda
yayinladig1 verilere gore diinya popiilasyonunun {igte biri yani yaklasik 1 milyar 300
milyon kisi sigara igmektedir (63). Sigara kullanimi, akciger, bobrek, 6zefagus, kolon
ve mesane kanserlerinin yani sira, kronik astim, solunum yetmezligi, amfizem, diabetes
mellitus, kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 gibi ¢ok sayida saglik sorununa neden
olmaktadir. Gilinlimiizde erkek bireylerin sigara kullaniminin sperm sayisinda,
konsantrasyonunda, motilitesinde ve morfolojisinde olumsuz etki yarattigi agikca
bilinmektedir.

Yapilan bir c¢alismada sigara igen ve igmeyen erkek bireylerin sperm
konsantrasyonlar1 karsilastirilmis ve sigara igen bireylerin sperm konsantrasyonlarinin
igmeyen erkek bireylere gore %13 oraninda daha diisiik oldugu rapor edilmistir (64).
Yapilan baska bir calismada, erkek fareler sigara dumanina maruz birakilmis ve
epididimis dokularindan spermler izole edilerek morfolojik olarak degerlendirilmistir.
Sonug olarak; bas-boyun defektleri ve kuyruk defektleri goriilme sikliginin %20
oraninda arttig1 rapor edilmistir (65). Yapilan diger bir ¢alismada ise, sigaradaki major
toksik komponent ve dogal bir alkoloid olan nikotinin, plazma proteini olan tiibiiline
baglanarak sperm niikleusunda mikrotiibiil polimerizasyonunu bozdugu ve dolayisiyla
da mayoz mekiginin bozulmasina neden oldugu gosterilmistir. Mayoz mekiginin kutup-
kutup uzunlugunun normalden daha kisa, ekvatoryal uzunlugun ise normalden daha
genis oldugunu goézlemlenmistir. Ayrica, kromozomlarin biraraya gelemedigi yani
kromozomal ayrilma defektleri oldugu goézlenmistir. Bu sonuglara gére nikotinin
kromozom sayisinda artma ya da azalmaya neden olabilecegi rapor edilmistir (66, 67).

Memelilerde nikotinin metaboliti olan kotinin seminal plazma bilesiminde tespit
edilmistir, dolayisiyla kan- testis bariyerini gecebildigi anlasilmistir (68, 69). Sigara
icen ve igmeyen erkek bireylerin seminal plazma kotinin seviyesinin karsilastirildig: bir
caligmada sigara icmeyen bireylerin kotinin seviyesinin 1ng/mol, sigara igen bireylerin
ise 15ng/mol oldugu rapor edilmistir (70).

Sigara dumaninda bulunan ¢esitli mutajenik, karsinojenik maddeler ve nikotin

oksidatif strese neden olan reaktif oksijen tiirevlerini icermektedirler. Oksidatif stres ilk
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olarak sperm DNA’sinda hasara neden olmakta ve olusan bu hasar sonucunda infertilite
gdzlenebilmektedir. Ikinci olarak oksidatif stres, spermin mitokondriyal membrandan
zengin orta pargasinda hasar olusturmakta ve hiicre i¢cindeki ATP’nin hizli kaybiyla
sperm motilitesinde azalma gézlenmektedir (71).

Literatiirde yer alan bir bagka ¢aligmada ise, daha 6nce dogum yapmamis disi
siganlara ¢iftlesme isleminin 2 hafta oncesinden siit kesimine kadar gilinlik 1mg/kg
dozunda subkutan enjeksiyon yolu ile nikotin enjekte edilmis ve gebe kalmalar
saglanmistir (72). Yeni nesildeki sham ve nikotin grubu annelerden dogan erkeklerin
testis ve epididimis dokulari postnatal 7. ve 26. haftalarda histolojik olarak
karsilagtirillmistir. Sham grubuna ait seminifer tiibiillerin olduk¢a diizenli oldugu ve
spermatojenik hiicre serisine ait tiim hiicrelerin gozlendigi rapor edilmistir. Buna karsin,
nikotin grubuna ait seminifer tiibiillerin ise morfolojisinin yiiksek oranda bozuldugu,
vakuol olusumuyla beraber spermatojenik hiicre serisine ait tabaka kalinliginin azaldig

ve hiicrelerin liimene dogru dokiildigii bildirilmistir (72).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calismanin Asamalari ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu tez ¢alismasi, Mersin Universitesi (MEU) Tip Fakiiltesi Dekanligi, Hayvan
Etik Kurul Bagkanligi’'nin onay raporu ile yiiriirliige girmistir. Calismamizda deney
hayvani modeli olusturulmasi, gerekli dokularin elde edilmesi ve dokularin kullanim
asamasina kadar muhafaza edilmesi islemleri, MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvari ile Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir.

Calismamizda MEU  Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari  Arastirma
Laboratuvari’ndan elde edilmis 63 adet 60 giinlik C57BL6J soy erkek fare
kullanilmigtir. Calismamiz ii¢ ana yas grubu (P90, P105 ve P120) ve her yas grubu
kendi igerisinde kontrol (K), sham (S), nikotin (N) olmak fiizere i¢ alt grubu
icermektedir. Tum yas giinlerindeki N grubu farelere 4 hafta boyunca (60. yas
giiniinden 90. yas giiniine kadar) hergiin her seferinde viicut agirliklarina gére 3 mg/kg
dozunda subkutan enjeksiyon yoluyla serum fizyolojik igerisinde ¢6zdiiriilmiis 100 uL
hacminde nikotin (Sigma N-0267) soliisyonu uygulanmistir. Uygulanan doz orta diizey
iciciligi modellemektedir. Tiim yas gilinlerindeki S grubu farelere 100 pL hacimde
serum fizyolojik sivisi ayni zaman araliginda ve ayn1 yontemle verilmistir. Nikotin ve
serum fizyolojik uygulamalari fareler 90. yas giiniine gelince sona erdirilmistir. Deney
tasarisinda belirlenen P90, P105 ve P120. yas giinlerinden P90 nikotinin akut etkisini
ortaya koymustur. P105 insanlarda sigara birakildiktan 6 ay sonraki, P120 ise 12 ay
sonraki etkisini ortaya koymustur. Fareler 90, 105 ve 120. yas giinlerine kadar standart
laboratuar kafeslerinde barindirilarak (her bir yas grubu i¢in n=7) ilgili yas giinlerinde
uygun anestezi altinda bilateral testis dokular1 ¢ikarilmig ve halen anestezi altindayken
dekapite edilerek sakrifiye edilmislerdir. K grubu fareler ise kesim giinlerine kadar
hi¢gbir uygulama yapilmayarak standart laboratuvar sartlarinda barindirilmis ve ayni

giinlerde (90, 105 ve 120. giinler) diger iki gruba uygulanan islemler uygulanmaistir.
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Cizelge 3.1. Deney gruplarinin sematik gosterimi.

P90 P105 P120

K(n:7) K(n:7) K(n:7)
S(n:7) S(n:7) S(n:7)
N (n: 7) N (n:7) N (n:7)

3.2. Subkutan Enjeksiyon Uygulamasinin Alistirma Donemi

(Calismamizda subkutan enjeksiyon uygulamasinin S ve N grubu fareler iizerinde
olusturabilecegi muhtemel stresin etkilerini en aza indirgemek amaciyla; asil deney
baslangi¢ giinii olan P60’den 1 hafta dnce (54. giinde) deneylerde uygulanacak hacime
denk serum fizyolojik soliisyonu 1 hafta boyunca hergiin subkutan enjeksiyon
yontemiyle s6z konusu grup farelere uygulanmistir. Bu bir haftalik siirecte her bir
farenin kafes ici rutin davranislarinda stres benzeri davraniglar olup olmadigi giin

icerisinde periyodik olarak gozlenmis ve viicut agirliklar 6lgiilmiistiir.

3.3. Nikotin Dozunun Hesaplanmasi

Yukarida bahsedildigi lizere calismamizda 3 mg/kg dozunda sivi nikotin
soliisyonu ve ona denk hacimde serum fizyolojik sivisi farelere subkutan enjeksiyon
yoluyla verilmistir. S6z konusu hesaplama 30 giinliik deney siiresince tiim farelerin
ortalama 25 gr agirliginda oldugu kabul edilerek hesaplanmistir. Her bir fareye tek bir
seferde 3 mg/kg dozunda nikotin soliisyonu 100 uLL hacminde verilmistir. Bu islem 30
giin boyunca tekrarlanmistir.

3 mg/kg doz igin; 25 gr bir farenin almasi gereken nikotin miktar1 0,075 mg
olarak hesaplanmistir. Calismamiz igin kullandigimiz nikotin soliisyonu, 490 pL olup
icinde 500 mg nikotin icermektedir. Buna gore bu soliisyonun 0,0735 pL hacminde
0,075 mg nikotin oldugu hesaplanmistir. S6z konusu hacimdeki nikotin soliisyonuna
99,9265 pL hacminde steril serum fizyolojik soliisyonu ekleyerek bir fareye tek seferde

verecegimiz 100 pL. hacimde ve 3mg/kg dozunda nikotin soliisyonu elde edilmistir.
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Fakat s6z konusu hacimlerin kiigiikliigii ve 30 giin boyunca her giin 27 fareye nikotin
uygulamasi yapilacagi diistintildiigiinde ilgili soliisyonun ¢oklu hazirlik asamalarindaki
hata paymnin yiiksek olabilecegi 6ngoriildiigiinden dolayi, tiim deneyler igin gerekli olan
(30giin X 27 fare) nikotin soliisyonu tek seferde hazirlanmistir. Buna gore, stok nikotin
soliisyonundan; 30 gin X 27 fare X 0,0735 uL = 59, 535 pL hacminde nikotin
soliisyonu uygun bir mikro pipet araciligiyla g¢ekilerek; tizerine 80940,465 pL serum
fizyolojik soliisyonu eklenmek suretiyle 81 mL hacminde (3 mg/kg dozunda) nikotin
soliisyonuna doniistiiriilmiistiir. Tiim bu islemler steril kosullarda gergeklestirilmistir.
Hazirlanan bu ana stoktan her 3-4 deney giintinde bir yeteri miktarda soliisyon 5
mL’lik steril enjektdriin icerisine alinip daha sonra her deney giinii steril insiilin
enjektorlerine 100 pL gekilerek farelere deri alt1 enjeksiyon yoluyla verilmistir. S grubu
farelere ise; N grubu farelere denk olarak her bir uygulamada 100 pL hacmindeki serum
fizyolojik sollisyonu ayn1 yontemle uygulanmistir. Tiim deneyler boyunca her bir fareye
deri alt1 enjeksiyonu her seferinde yeni ve steril insiilin enjektorii kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.4. Testis Dokularinin Elde Edilisi ve Fiksasyon

K, S ve N grubuna ait farelerin testis dokular1 P90, P105 ve P120’de 50 mg/kg
Ketamin ve 8 mg/kg Ksilazin anestezisi altinda izole edilmistir. Cikarilan testis dokulari
hizlica +4°C sicaklikta 0,1M'lik sodyum fosfat ile tamponlanan %4'liikk paraformaldehit
tespit soliisyonu igerisinde 24 saat immersiyon fiksasyonuna alinmistir. Histolojik takip
tim deney dokular1 izole edilene kadar gerceklestirilmemistir. Bu siire boyunca testis
dokular1 +4°C sicaklikta 0,IM'hik sodyum fosfat ile tamponlanan 9%0,1'lik
paraformaldehit tespit soliisyonu icerisinde muhafaza edilmis ve soliisyon haftalik
olarak yenisiyle degistirilmistir. Tiim gruplara ait testis dokularinin elde edilmesiyle
birlikte, dokular parafin bloklara gomiilmeden Once laboratuarimizda rutin olarak
kullanilmakta olan 151k mikroskobik doku takibi protokoliine uygun sekilde takip
edilmistir. Daha sonra parafin bloklara tekli olarak gomiilen testis dokularindan polilizin
kapl lamlara 5 pm’lik mikrotom kestileri alinarak histolojik ve immiinohistokimyasal

boyamalar i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.5. Isik Mikroskobik Doku Takip Islemi

Isik mikroskobik inceleme i¢in P90, P105 ve P120’lere ait yukarida verilen
protokole uygun sekilde fikse edilmis testis dokulari musluk suyunda 24 saat

yikandiktan sonra asagidaki histolojik takip protokoliine alinmistir.

1. Etil alkol (%70) 15 saat
2. Etil alkol (%80) 45 dk
3. Etil alkol (%90) 45 dk
4. Etil alkol (%96) 45 dk
5. Etil alkol (%96) 45 dk
6. Etil alkol (%96) 45 dk
7. Etil alkol (%96) 45 dk
8. Ksilol 15 dk
9. Ksilol 15 dk

10. Ksilol- Parafin (1:1) 1 saat
11. Ksilol- Parafin (1:2) 15 dk

12. Parafin 15 dk
13. Parafin 2.5 saat
14. Bloklama

3.6. Histolojik ve immiinohistokimyasal inceleme

Parafin bloklardan elde edilen 5 um’lik kesitler Hematoksilen — Eozin (H.E.)
boyama yontemiyle boyanmistir. Ayrica bu kesitler anti-Oct-4 (Abcam), GDNF (Santa
Cruz) ve C-kit (Cell Signaling) primer antikorlari ile isaretlenerek 151k mikroskobik
olarak incelenmistir.

Farkli yas gruplarina ait gruplardaki GDNF, Oct-4 ve C-kit protein
ekspresyonlarinin ~ semi-kantitatif —olarak  karsilastirllmast  amaciyla  immiino

histokimyasal H skorlamas1 yontemi kullanilmistir (73, 74, 75). Buna gore her gruba ait
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her bir fare testisinden elde edilen 5 um aralikdaki li¢ ardisik kesitte boyanan
immiinohistokimaysal goriintiiler kullanilmistir. Gergeklestirilecek analiz i¢in kesitlere
ait gorintiiler Nikon Eclipse Ti marka inverted mikroskobunun 40 biiyilitmelik objektifi
kullanilarak alimmistir. Parlak-alanli goriintiiler her antikora uygun kurulum ve 151k
zamanma gore alinmistir. immiinohistokimyasal boyali goriintiiler halka agik kullanima
olan Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD) goriintii analiz yazilimi
kullanilarak 16-bit renk formatina donistiiriiliip daha sonra kalibrasyon ayari, 256
seviyeli gri skalaya gore ayarlanmustir. Goriintiisii alinan testis dokusundaki kesitler
yukarida bahsedilen her bir kesitteki (testis/li¢ kesit) en az iki tiibiil goriintiisiinde
gerceklestirilmistir. Daha sonra her bir tiibiil dort esit parcaya boliinerek sol alt
kadranda lokalize olan ardisik her iki hiicrenin (10 adet hiicre) periferleri ayni yazilimin
ilgi alanmmin yazilimdaki serbest el segenegi yardimiyla ¢evrelenerek boyanma
yogunluklar dl¢iilmiistiir. Her bir niikleusun gri skalaya gore 6l¢iilen boyanma piksel
yogunluk degerleri; 0-30 = 0 (boyanma yok), 30-60 = 1 (az boyanma), 60-90 = 2 (orta
boyanma), 90-120 = 3 (kuvvetli boyanma) dilimlerine bdlecek sekilde skorlanmustir.
Bunun sonucunda her bir kesit i¢cin az boyanan hiicrelerin yilizdesi x 1 +, orta boyanan
hiicrelerin yilizdesi x 2 +, iyi boyanan hiicrelerin ylizdesi x 3 + denklemi ile 0-400
arasinda bir immiinohistokimyasal H skoru elde edilmistir. Elde edilen H skorlar1 K, S

ve N gruplar1 arasinda parametrik olarak karsilastirilmisgtir.

3.7. Hematoksilen - Eozin Boyama Protokolii

Mikrotomla non- adheziv lamlara 5 pm kalinliginda alinan kesitlere uygulanan

islemler asagida belirtilmistir.

1. Kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 58 °C etiiv igersinde 1 saat bekletildi.
2. Ksilol 20 dk
3. Ksilol 20 dk
4. Etil alkol (%96) 10 dk
5. Etil alkol (%90) 10 dk
6. Etil alkol (%80) 10 dk
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7. Distile su ile yikand.

8. Hematoksilen 90 sn

9. Musluk suyu ile durulanincaya kadar yikandi.
10. Amonyak soliisyonuna batirilip ¢ikarildi.
11. Musluk suyu ile yikandi.

12. Asit alkol soliisyonuna batirtlip ¢ikarildi.
13. Musluk suyu ile yikanda.

14. Eozin 35sn

15. Etil alkole (%80) batirilip ¢ikarildi.

16. Etil alkole (%90) batirilip ¢ikarildi.

17. Etil alkole (%96) batirilip ¢ikarildi.

18. Kesitler kurumaya birakildi.

19. Ksilol 40 dk.

20. Kesitler entellan ile kapatildi.

3.8. immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

Mikrotomla adhesiv lamlara 5um kalinliginda alinan kesitlere uygulanan

islemler asagida belirtilmistir.

1. Kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 58 °C etiiv i¢ersinde 1 saat bekletildikten
sonra asagidaki islemlerden gegirildi.

2. Ksilol 2 x5dk

3. Etil alkol (% 100) 2 x 3 dk

4. Etil alkol (% 96) 3dk

5. Etil alkol (% 70) 3dk

6. Etil alkol (% 50) 3 dk

7. Kesitler distile su ile yikandi.

8. Fiksasyon ve parafine gomiilmekten kaynaklanan antijenik maskelenmeyi

ortadan kaldirmak icin kesitler sitrik asit ¢ozeltisinde (pH: 6.0), 90°C’ de 20

dakika kaynatilip 20 dakika sogumaya birakildu.
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9. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak ic¢in %3’ liik
hidrojen peroksit ile oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

10. Kesitler taze hazirlanmis fosfath tuz tamponu (PBS) ile 3 x 5 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi.

11. Dokularin permeabilitesini arttirmak igin kesitler % 1’lik Triton-X
cozeltisinde 30 dakika inkiibe edildi.

12. Kesitler taze hazirlanmis fosfath tuz tamponu (PBS) ile 3 x 5 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi.

13. Kesitlerin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izildi.

14. Nonspesifik antikor baglanmasint ve bundan dolay1 olusabilecek zemin
boyanmasini engellemek i¢in protein block ile 10 dakika inkiibe edildi.

15. Dokularin tizerindeki protein blok uzaklastirilarak yikama yapilmadan PBS
igerisinde % 0,2 Triton-X ve % 1,5 normal ke¢i serumu ile sulandirilmis primer
antikor damlatildi. Kesitler nemli ¢ember i¢inde +4°C sicaklikta 14-18 saat
inkiibe edildi.

16. Kesitler PBS ile 3 x 5 dakika inkiibe edildi.

17. Biotin bagli sekonder antikor ile oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

18. Kesitler PBS ile 4 x 5 dakika inkiibe edildi.

19. Streptavidin peroksidaz ile oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

20. Kesitler 2 x 5 dakika PBS ile inkiibe edildi.

21. Kesitler 2 x 5 dakika TBS ile inkiibe edildi.

22. Peroksidaz substrati olan diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve boyanma
yogunlugu mikroskop altinda kontrol edilerek 1- 2 dakika inkiibe edildi.

23. Kesitler 2 x 5 dakika PBS ile inkiibe edildi.

24. Kesitler 2 x 5 dakika TBS ile inkiibe edildi.

25. Metil yesili ile 10 saniye zit boyama yapildu.

26. Kesitler gesme suyuna batirilip ¢gikarilir.

27. Kesitler distile su i¢ine batirilip ¢ikarilda.

28. Etil alkol (%50) 15 dk
29. Etil alkol (%50) 15 dk
30. Etil alkol (%70) 15 dk
31. Etil alkol (%70) 15 dk
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32. Etil alkol (%95) 15 dk

33. Etil alkol (%95) 15 dk
34. Etil alkol (%100) 10 dk
35. Etil alkol (%100) 10 dk
36. Etil alkol (%100) 10 dk
37. Ksilol: Alkol (1:1) 10 dk
38. Ksilol 10 dk
39. Ksilol 10 dk
40. Ksilol 10 dk

41. Entellan ile kapatilda.
Negatif kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer antikor igermeyen PBS
igerisinde % 0,2 Triton- X ve % 1,5 normal ke¢i serumu damlatildi. Daha sonra

protokole ayni sekilde devam edildi.

3.0. istatiksel Analiz

Degisik verilere ait analizler ¢coklu siitun igeren, zamana bagl degisimi gosteren
coklu ¢izgi tablolariyla ortalama =+ standart hata veya Box-Plot siitunlari seklinde
sunulmustur. Istatistiksel degerlendirme igin ANOVA, uygun bir post hoc testi ve
gerekirse t testi kullanilmistir. P<0,05 olan veriler anlamli kabul edilmistir.
Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadiklar1 Shapiro Wilk testi ile
incelenmistir.  Dagilim  varsayim1  saglandigit  durumda  stirekli  degiskenler
ortalamatstandart sapma seklinde, saglanmadigi durumda medyan [min.-max.] seklinde
ozetlenmistir. Kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde cinsinden dzetlenmistir. Ikiden
fazla grup karsilagtirmasinda dagilim varsayimi saglandigi durumda ANOVA,
saglanmadig1 durumda Kruskal Wallis testinden yararlamlmustir. Ikiden fazla bagimli
grup karsilagtirilmasinda dagilim varsayimi saglandigi durumda tekrarlanan olglimlii
varyans analizi, dagilim varsayimi saglanmadigi durumda Friedman testinden
yararlanilmigtir.  Analizler MedCalc v.12.3.0 programi ile yapilmistir. p<0,05

istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.

21



4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhginin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

P90, P105 ve P120’deki K, S ve N grubu farelerin tiim deney siiresi boyunca
viicut agirliklar: 6l¢iildii. N grubu farelerin viicut agirliginin deney siiresince diger iki
gruba kiyasla daha diisiik kaldig1 gézlendi. Deneyin son giinii olan P120’de ise hem N
hem de S grubu farelerin viicut agirliklarinin kontrol grubuna kiyasla daha diisiik

kaldig1 gozlendi.

4.2. Testis Agirhklarinin Gruplar Arasinda Karsilastirilmasi

K, S ve N grubu farelerin P90, P105 ve P120’de testis agirliklar1 mg cinsinden
Olciildi. P105 ve P120°de N grubu farelerin testis agirliklar1 K ve S gruplarina kiyasla
daha diisiik oldugu goézlendi. P90°da ise gruplar arasinda farklilik gézlenmedi.

4.3. Seminifer Tiibiillerin Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

K, S ve N grubu farelerin P90, P105 ve P120°de testis dokular1 H.E. ile boyanarak
histolojik olarak degerlendirildi. Tiim yas giinlerindeki K ve S grubu farelerde,
seminifer tiibiil igindeki germinal hiicrelerin normal dongiide seyrettigi, interstisyel alan
dokusunun biitliinliiglinii korudugu, seminifer tiibiillerin normal morfolojide oldugu
gozlendi (Sekil 4.1,4.2,4.3,4.4,4.5,4.6,4.7,4.8,4.9,4.10,4.11,4.12, 4.13, 4.14, 4.15,
4.16, 4.17, 4.18). Tim yas giinlerindeki N grubu farelerde seminifer tiibiil epitelinde
muhtemelen hiicreler arasi siki baglantilarin kaybina bagli olarak hiicreler arasi
mesafenin genisledigi, epitel icerisinde bosluklarin olustugu, hiicreler arasinda yer yer
vakuolizasyonun var oldugu ve liimene dogru epitel biitlinliigliniin bozuldugu gozlendi.

Ayrica seminifer tiibiil liimeninde spermatogenezin etkilendigini gdsteren immatiir
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spermatojenik hiicrelerin varligi ve seminifer tiibiil epiteli dejenerasyonunun belirgin
oldugu tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicre varligi dikkati ¢ekmekteydi. Bazi tiibiillerde
spermatojenik hiicre kaybima bagli olarak seminiferéz epitel kalinliginin oldukga
azaldig1 ve buna bagli olarak da liimen ¢apinin genisledigi goézlendi. Ayrica interstisyel

alanda doku biitiinliigiiniin korunmadig: izlendi.

Sekil 4.1. P90, Kontrol grubu mikrografi. Normal morfolojik 6zelliklere

sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x200, H.E.

23



-

Sekil.4.2. P90, Kontrol grubu mikrografi. Yiiksek biiyiitmede normal

morfolojik 6zelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum x400, H.E.

Sekil.4.3. P90, Sham grubu mikrografi. Normal morfolojik 6zelliklere

sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x200, H.E.

24



) A000%gm =

Sekil.4.4. P90, Sham grubu mikrografi. Yiiksek biiyiitmede normal

morfolojik dzelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x400,
H.E.

< - - 3 | b . g 3 -
‘ ' ¥ B [t
Sekil.4.5. P90, Nikotin grubu mikrografi. Epitel bitiinliigiiniin bozuldugu

ve epitel igerisinde bosluklarin olugtugu seminifer tiibiiller ve interstisyum
x200, H.E.
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Sekil.4.6. P90, Nikotin grubu mikrografi. Yiiksek biiylitmede seminifer
Tibiil epitelinde dejeneratif degisiklikler ve hiicreler arasi vakuolizasyon
(ok bast), x400, H.E.

.'y. : : l \: ‘s - “ ) "\ “. \{» ;~- (‘
Sekil.4.7. P105, Kontrol grubu mikrografi. Normal morfolojik

ozelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x200, H.E.
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morfolojik 6zelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x400
H.E.

. “
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Sekil.4.9. P105, Sham grubu mikrografi. Normal morfolojik &zelliklere
sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x200, H.E.

27



TS - . > o

Sekil.4.10. P105, Sham grubu mikrografi. Yiiksek biiyiitmede normal
morfolojik 6zelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x400

H.E.

Sekil.4.11. P105, Nikotin grubu mikrografi. Epitel biitiinliigiiniin

bozuldugu ve epitel i¢erisinde bosluklarin olustugu seminifer tiibiiller

ve interstisyum, x200, H.E.

28



4\ ot
:’.‘\\ -] 00 pn}

Sekil.4.12. P105, Nikotin grubu mikrografi. Yiiksek biiyiitmede
seminifer tiibiil epitelinde dejeneratif degisiklikler ve liimene dokiilmiis

immatiir germ hiicreleri (ok), x400, H.E.

Sekil.4.13. P120, Kontrol grubu mikrografi. Normal morfolojik

ozelliklere sahip seminifer tiibiiller ve intersitisyum,x200, H.E.
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Sekil.4.14. P120, Kontrol grubu mikrografi. Yiiksek biiyiitmede normal
morfolojik 6zelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x400,

H.E.

2000 im

Sekil.4.15. P120, Sham grubu mikrografi. Normal morfolojik dzelliklere
sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x200, H.E.
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Sekil.4.16. P120, Sham grubu mikrografi. Yiiksek biiyiitmede normal

morfolojik 6zelliklere sahip seminifer tiibiiller ve interstisyum, x400, H.E.

Sekil.4.17. P120, Nikotin grubu mikrografi. Dejenere seminifer tiibiiller

(asteriks), bazi seminifer tiibiillerde spermatojenik hiicre kaybi, x200,
H.E.
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Sekil.4.18. P120, Nikotin grubu mikrografi. Seminifer tiibiil epitelinde
dejenerasyon, spermatojenik hiicre kaybi ve ¢ok niikleuslu dev hiicre

(y1ldiz), x400, H.E.

4.4. Seminifer Tiibiill Cap1 ve Germinal Epitel Kalinhginin Gruplar Arasinda

Degerlendirilmesi

K, S ve N grubu farelerin P90, P105 ve P120’de seminifer tiibiil cap1 ve epitel
kalinlig1 parametreleri pm cinsinden 6lgiilerek degerler her bir yas grubu igerisindeki
gruplar arasinda Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) yontemiyle lgli olarak
karsilastirildi. S6z konusu parametreler agisindan her bir yas grubu igerisindeki K ve S
gruplart arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goézlenmezken, N gruplarina ait
degerlerin diger iki gruba kiyasla anlamli diizeyde azalmis oldugu tespit edildi (p<0,01).

Karsilagtirmalara ait istatiksel bilgiler Cizelge 4.1.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Her bir yas grubunda K, S ve N gruplarinin; seminifer tiibiil ¢ap1 ve epitel kalinlig
parametreleri (um) acisindan iiclii karsilastirilmasi sonucunda elde edilen ortalama + standart hata (OSH)

ve Tek Yonlii Varyans Analizi sonucunda elde edilen P ve F istatistik degerleri yukaridaki ¢izelgede

sunulmustur.
Tgili Analiz P90 P105 P120
(OSH=1 K S N K S N K S N
ANOVA=2)
Seminifer Tiibiilii Kalinhigi (nm)
1 2762 259 225 285+1 282 | 262+1 | 287+l 283 26947
6 +30 +24 3 +5 1 1 +16
2 P<0,001 F=55,6 P<0,001 F=66,5 P<0,001 F=48,4
Epitel Kalinhg (nm)

1 84+9 | 87+4 | 6945 | 86+7 | 8042 | 71+3 | 8744 | 8746 | 7143
2 P<0,001 F=95,2 P<0,001 F=132,2 P<0,001 F=209,1

4.5. Spermatogonyal Hiicrelerde Immiinohistokimyasal GDNF Ekspresyonu

Calismamizda P90, P105 ve P120 yas gruplarindaki K, S ve N grubu farelerin
spermatogonyal farklilagmasinda gorev alan GDNF proteininin immiinohistokimyasal
ekspresyonu semi-kantitatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23,
4.24, 4.25, 4.26, 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35, 4.36, 4.37). GDNF
ekspresyonu H Skoru degerinin parametrik ANOVA testiyle her bir yas grubu icinde
(P90, P105 ve P120) gruplar arasinda ticlii karsilastirilmasinda K ve S gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken, N grubunun diger iki gruba kiyasla
anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edildi. (P90 p<0,001, P105 p<0,001, P120 p=0,01)
(Sekil 4.38, 4.39, 4.40).
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Sekil.4.20. P90, Kontrol grubu GDNF boyamast, x200.
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Kontrol grubu GDNF boyamast, x400.
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Sekil.4.25. P90, Nikotin grubu GDNF boyamasi, x400.
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Sekil.4.28. P105, Sham grubu GDNF boyamast, x200.
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Sekil.4.30. P105, Nikotin grubu GDNF boyamasi, X200.
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Sekil.4.34. P120, Sham grubu GDNF boyamasi, x200.
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Sekil 4.38. P90 GDNF H Skoru diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir. (p<0.001) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
nikotin grubunun diger gruplardan farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.39. P105 GDNF H Skoru diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik vardir. (p<0.001) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
nikotin grubunun diger gruplardan farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.40. P120 GDNF ekspresyon diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik vardir. (p=0.001) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
nikotin grubunun diger gruplardan farkl oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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4.6. Spermatogonyal Hiicrelerde Immiinohistokimyasal Oct-4 Ekspresyonu

Calismamizda P90, P105 ve P120 yas gruplarinda K, S ve N grubu farelerdeki
SKH’leri belirlemek amaciyla Oct-4 proteininin immiinohistokimyasal ekspresyonu
semi-kantitatif olarak belirlenmistir (Sekil 4.41, 4.42, 4.43, 4.44, 4.45, 4.46, 4.47, 4.48,
4.49, 450, 451, 4.52, 453, 4.54, 4.55, 4,56, 4.57, 4.58, 4.59). Oct-4 ekspresyonu H
Skoru degerinin parametrik ANOVA testiyle her bir yas grubu i¢inde (P90, P105 ve
P120) farkli gruplar arasinda tglii karsilastirllmasinda, K ve S gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken, N grubunun diger iki gruba kiyasla
anlamli diizeyde disiik oldugu tespit edilmistir. (P90 p=0,05, P105 p=0,01, P120
p<0,001) (Sekil 4.60, 4.61, 4.62). Immiinohistokimyasal H Skorlarnin iiclii
karsilastirma analizlerine ait istatistiksel degerler tablo halinde sunulmustur (Cizelge

4.2).

' —
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Sekil.4.41. Oct-4 boyamasina ait negatif kontrol boyamasi, x400.
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Sekil.4.45. P90, Sham grubu Oct-4 boyamast, x400.
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Sekil.4.46. P90, Nikotin grubu Oct-4 boyamasi, x200.
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Sekil.4.54. P120, Kontrol grubu Oct-4 boyamasi, x200.
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Sekil.4.57. P120, Sham grubu Oct-4 boyamast, x400.
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Sekil 4.60. P90 Oct-4 H Skoru diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir. (p=0.015) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
nikotin grubunun diger gruplardan farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.61. P105 Oct-4 H diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
vardir. (p= 0.001) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda, nikotin
grubunun diger gruplardan farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.62. P120 Oct-4 H Skoru diizeyleri bakimmdan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir. (p<0.001) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
tiim gruplarin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

4.7. Spermatogonyal Hiicrelerde immiinohistokimyasal C-kit Ekspresyonu

Calismamizda P90, P105 ve P120 yas gruplarinda K, S ve N grubu farelerin
spermatogonyal farklilasmasinda gorev alan C-kit proteininin immiinohistokimyasal
ekspresyonu semi-kantitatif olarak belirlenmistir (Sekil 4.63, 4.64, 4.65, 4.66, 4.67,
4.68, 4.69, 4.70, 4.71, 4.72, 4.73, 4.74, 475, 4.76, 4.77, 4.78, 4.79, 4.80, 4.81).
Parametrik ANOVA testiyle P90 ve P120°de K ve S gruplar1 arasinda istatistiksel bir
fark gozlenmezken, N grubunda C-kit ekspresyonunun diger iki gruba kiyasla anlamh
diizeyde daha az oldugu tespit edilmistir (P90 p<0,001, P120 p=0,03). P105’de ise K, S
ve N gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (P105
p=0,07) (Sekil 4.82, 4.83, 4.84). Immiinohistokimyasal H Skorlarinm {i¢lii karsilastirma

analizlerine ait istatistiksel degerler tablo halinde sunulmustur (Cizelge 4.2).
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Sekil.4.65. P90, Kontrol grubu C-kit boyamas1 x400.

Sekil.4.66. P90, Sham grubu C-kit boyamast, x200.
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Sekil.4.68. P90, Nikotin grubu C-kit boyamasi, x200.
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Sekil.4.69. P90, Nikotin grubu C-kit boyamasi, x400.

Sekil.4.70. P105, Kontrol grubu C-kit boyamasi, X200.
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Sekil.4.73. P105, Sham grubu C-kit boyamasi, x400.

x200.

kit boyamast,

, Nikotin grubu C-

Sekil.4.74. P105
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Sekil.4.75. P105, Nikotin grubu C-kit boyamasi, x400.

Sekil.4.76. P120, Kontrol grubu C-kit boyamasi, x200.
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Sekil.4.79. P120, Sham grubu C-kit boyamasi, x400.

Sekil.4.80. P120, Nikotin grubu C-kit boyamasi, x200.
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Sekil.4.81. P120, Nikotin grubu C-kit boyamasi, x400.
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Sekil 4.82. P90 C-Kit H Skoru diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir. (p<0.001) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
nikotin grubunun diger gruplardan farkli oldugu tespit edilmistir (p<<0.05).
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Sekil 4.83. P105 C-Kit H Skoru diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktur (p=0.097).
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Sekil 4.84. P120 C-Kit H Skoru diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir. (p=0.003) Bu farkliligin kaynagini tespit etmek amaciyla post hoc test uyguladigimizda,
nikotin grubunun diger gruplardan farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Bu calismada farelerde puberte sonrasi ilk siiregte nikotin maruziyetinin
spermatogonyal farklilagma tizerine etkisi morfolojik ve immiinohistokimyasal olarak
incelendi. Nikotin maruziyetine bagli olusan seminifer tiibiil hasarin1 morfolojik olarak
degerlendirmek i¢in, tiim yas giinlerine ait K, S ve N gruplarindaki farelerin seminifer
tiibiil caplar1 ve germinal epitel kalinliklar1 Olgiildii. Tim yas giinlerine ait N
gruplarinda bu iki parametrenin K ve S gruplaria kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde azalmis oldugu gosterildi. Bu parametrelerin azalmis olmasi, N grubu
hayvanlarda spermatogenezin saglikli bir sekilde gergeklesmedigini gostermektedir.
Ayrica, histolojik olarak degerlendirildiginde, tiim yas giinlerine ait N grubu farelerin
seminifer tiibiillerinde yiiksek oranda dejenerasyon, Sertoli hiicreleri ile SPG’lar
arasinda acilmalar ve yer yer vakuolizasyon, seminifer tiibiil liimeninde
spermatogenezin etkilendigini gosteren immatiir spermatojenik hiicreler, interstisyel
alan dokusunun biitliinligiinde bozulma oldugu gozlendi. Nesseim ve ark. (76) da
yaptiklart ¢alismada 8 hafta boyunca farkli dozlarda (2, 4 ve 6 mg/kg) nikotin
uyguladiklart albino siganlarin seminifer tiibiil ¢aplarmin ve germinal epitel
kalinliklarin S gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmisg
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica yaptiklari histolojik degerlendirmede seminifer
tiibiillerde 6nemli oranda dejenerasyon, hiicreler arasinda vakuol olusumu ve SPG’larin
limene dogru dokiildiigiinii gostermislerdir. Mosbaha ve ark. (77) ise 2 ay boyunca 1
mg/kg dozunda nikotin uyguladiklar1 sicanlarin seminifer tiibiil limenlerinin S
gruplarina kiyasla artmis oldugunu tiibiillerde yapisal bozulma, tiibiiller arasinda
konjesyon ve cok niikleuslu dev hiicrelerin varligini tespit etmislerdir. Ping ve ark. (78)
da yapmis olduklar1 ¢alismada 100 giin boyunca 5 mg/kg dozunda nikotin uyguladiklar
sicanlarin S grubuna kiyasla hem seminifer tiibiil ¢aplarinin hem de germinal epitel
kalinliklarmin azaldigin1  gostermislerdir. Ayrica nikotin maruziyetinin seminifer
tiibiillerde dejeneratif etki yarattifini ve c¢ogunun morfolojik olarak bozuldugunu,
intersitisyel alanda azalma oldugunu ve spermatojenik hiicrelerin liimene dogru
dokiildiiglinii rapor etmislerdir (78).

Calismamizda, tiim yas giinlerine ait nikotin grubu farelerde testiste intersitisyel

alanda lokalize olan Leydig hiicrelerinin sayisinda azalma oldugu gozlendi. Leydig
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hiicrelerinin basta testosteron olmak tizere androstenedion sentezinden sorumlu oldugu
ve bu hormonlarin sentezinin spermatogenezin saglikli bir sekilde gerceklesmesi igin
sart oldugu bilinmektedir (3). Kim ve ark. (79) yaptiklar1 ¢alismada farelerden elde
ettikleri Leydig hiicrelerini kiiltlir ortaminda 100 mM konsantrasyonda nikotinle 24 saat
inkiibe etmisler ve daha sonra faz kontrast mikroskobu altinda incelemisler ve sonug
olarak N grubundaki Leydig hiicrelerinin K grubuna kiyasla hem daha kiigiik
morfolojide oldugunu hem de sayilarinin daha az oldugunu rapor etmislerdir. Ayni
arastirmada nikotinin, apoptozis belirteci olan Caspase-3 enzim aktivitesinin K grubuna
kiyasla anlamli diizeyde arttirdigin1 yani apoptozisde belirgin bir artis oldugu
gostermislerdir. Kuladip ve ark. (80) da yapmis olduklari ¢caligmada, albino siganlara 12
hafta boyunca 0,6 mg/kg dozunda nikotin enjekte etmislerve daha sonra si¢anlardan
elde ettikleri kan Orneklerinde biliylime hormonu (GH), folikiil stimiile edici hormon
(FSH), liiteinizan hormon (LH) ve testosteron seviyelerini degerlendirmislerdir. N
grubu siganlarin bu 4 hormon diizeylerinin K grubuna kiyasla anlamli diizeyde
azaldigimi gozlemlemislerdir. Bu arastirmacilar sonug olarak, nikotin maruziyetinin
hipotalamus-hipofiz  aksim1  bozarak, spermatogenezin saglikli  bir sekilde
gerceklesmesini saglayan hormonlarin sentezlenmelerini inhibe ettigini ve seminifer
tiibiillerde go6zlenen dejenerasyonlarin bu hormonlarin sentezinin bozulmasindan
kaynaklanabilecegini One siirmiislerdir. Bizim ¢aligmamizda da seminifer tiibiillerde
gozlenen dejenerasyonlarin nikotin maruziyetinden etkilenen Leydig hiicrelerinin
fonksiyonlarmin bozulmasi ve hormon sentezinin bozulmasindan kaynaklandigi
distinildii.

Yapilan bazi ¢alismalarda deney hayvanlarina ayni doz nikotin verilmesine karsin
farkli derecelerde hasar olusum nedeninin; deneylerde kullanilan hayvan tiirii
farkliligindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Deneysel ¢aligmalarda genel olarak
kemirgen tiirleri kullanilmakla birlikte, aymi c¢alisma alaninda farkli tiir deney
hayvaninin hatta ayni tiir olsa bile farkli genetik alt yapiya sahip soylarin kullanildig:
bilinmektedir. Bu nedenle nikotin uygulamasiin benzer doz ve maruziyet siireclerinde
olsa dahi farkli tiir ya da soy deney hayvanlarinda farkli etkiler yapabilecegi
diistintilmektedir. Literatiirdeki ¢alismalar incelendigi zaman C57BL6/J soyu farelerde
nikotin maruziyeti sonrasinda testiste semifer tiibiil ¢capi, germinal epitel kalinlig1 ve

testis doku histolojik yapisini inceleyen bagka bir ¢alismaya rastlanmamustir. Fakat
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yukarida 6zetlendigi iizere farkl tiir deney hayvanlart kullanilmasina ragmen nikotine
bagli olarak olusan bu parametrelerdeki bozulmalar c¢alismamizla uygunluk
gostermektedir.

Bir spermatogenez dongiisiiniin yaklasik olarak insanlarda 72, farelerde ise 8,6 giin
oldugu diisiiniildiigiinde, deney tasarisinda belirlenen farkli giinlerden olan P90
nikotinin akut etkisini, P105 insanlarda sigara birakimindan 6 ay sonrasini, P120 ise 12
ay sonrasint modellemektedir. Caligmamizda, tiim yas giinlerindeki nikotin grubu
farelerin seminifer tiibiillerinde dejenerasyon gézlendi. Nikotin maruziyeti sona erdikten
sonra ilerleyen zamanlarda seminifer tiibiill morfolojisinde iyilesme gozlenmedi.
Literatiirde yer alan bir ¢alismada (76), albino sicanlara farkli dozlarda (2, 4 ve 6
mg/kg) nikotin enjeksiyonu 8 hafta boyunca uygulanmistir ve sonraki 8 hafta iyilestirme
evresine birakilmistir. Sonug olarak, 2 mg/kg dozunda nikotin uygulanan ve iyilestirme
evresine birakilan grupta iyilesme gozlemlenmistir. Diger 2 dozun (4 ve 6 mg/kg)
iyilesme evresi ig¢in daha uzun siireye ihtiyag olabilecegi diisiiniilmiistiir. Mosbaha ve
ark. (77) yaptiklari galismada N grubu siganlara 2 ay boyunca 1 mg/kg dozunda nikotin
enjeksiyonu yapmiglardir. Nikotine bagli olarak olusan dejeneratif degisikliklerin
iyilesmesi icin de deney gruplarina bir de nikotin iyilestirme grubu eklemislerdir.
Nikotin iyilestirme grubuna da 2 ay boyunca 1 mg/kg dozunda nikotin enjekte etmisler
ve iyilestirme amacl kullanilan, antioksidan 6zelligiyle bilinen yesil ¢ay ekstratini 10
g/kg dozunda 2 ay boyunca gavaj yoluyla vermislerdir. 2 ayin sonunda N grubunda
seminifer tilibiillerde yiiksek oranda dejenerasyon ve intersitisyel alan dokusunda
azalmalar oldugunu gozlemlemisler. Nikotin iyilestirme grubunda ise, nikotinin
yarattig1 dejeneratif etkinin ortadan kalkmaya basladigini ve seminifer tiibiillerin normal
morfolojiye yakin oldugunu goézlemlemisler. Bu bilgiler 1s18inda, iyilesme siirecinde
etkili olan faktorlerin degisken oldugunu diisiinmekteyiz.

Literatiirde, erkek iireme biyolojisi konusunda gerceklestirilmis deneysel nikotin
caligmalarinda spermatogenez iizerinde olusan hasar derecesi, seminifer tiibiil
morfolojisi, sperm sayisi, canliligi, morfolojisi, motilitesi ve biyokimyasal parametreler
diizeyinde incelenmistir (76, 77, 78, 79, 80). Bu tez ¢alismasinda ise, puberte sonrasi
nikotin maruziyetinin spermatogenezin saglikli bir sekilde isleyebilmesi i¢in 6n sart
olarak kabul edilen spermatogonyal farklilasma siireci lizerine etkilerini incelemek

amacglandi. Bu amagla, spermatogonyal farklilasmanin farkli evrelerini gosteren 3
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onemli proteinin (Oct-4, C-Kit ve GDNF) immiinohistokimyasal ekspresyonlari
incenlendi. Bunlardan Oct-4; SKH’leri, C-kit farklilasmakta olan spermatogonyumlari
(31, 32, 33) ve GDNF ise bu iki hiicre tipi arasindaki popiilasyonun dengesini (26, 27,
28) gorebilmek amaciyla kullanildi. immiinohistokimyasal boyamalar neticesinde her
i spermatogonyal belirtece ait semi-kantitatif ekspresyon skorlarin N grubu farelerde
K ve S grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmis oldugu tespit edildi.
Bu bilgiler 1s18inda, N grubunda Oct-4 immiinopozitif hiicrelerin diger gruplara goére
azalmis olmasi nikotinin bu germinal tabakadaki yeni dogan kok hiicre popiilasyon
hacmini azalttigini isaret etmektedir. Mevcut literatiirde nikotin maruziyeti sonrasinda
seminifer tiibiillerde SKH sayisini inceleyen bir c¢aligmaya rastlanmamistir. Diger
yandan ¢aligmamizda N gruplarinda spermatogonyal hiicre tabakasinda C-kit eksprese
eden hiicre popiilasyonunun da K gruplarina kiyasla azalmis olmasi nikotin
maruziyetinin farklilasmis spermatogonyal hiicre sayisin1 da azalttigin1 gostermektedir.
Literatiirde nikotinin testikiiler C-kit ekspresyonu iizerine etkisini inceleyen higbir
caligma bulunmamasina ragmen, C-Kit geninin ¢ikarildigi farelerde Tip Aal SPG’dan
Al SPG’un farklilagmasinin bloke oldugu ve bu hayvanlarda infertilite gelistigi
gosterilmistir (31, 32). Bu c¢alismada ise C-kit genine herhangi bir miidahale
olmamasina ragmen nikotin maruziyeti sonucunda C-kit ekspresyonunun K gruplarina
kiyasla oldukc¢a azaldig1 gézlendi. Diger yandan, prolifere olan fakat farklilagsma yoluna
ya da lokal kok hiicre havuzuna tekrar katilma karar1 arasindaki dengeyi sagladigi
bilinen GDNF eskpresyonun da nikotine bagli olarak azalmasi bu hiicresel farklilasma
kararinin  dengesinin  bozuldugunu isaret etmektedir. Literatiirde nikotinin
spermatogenez isleyisinde onemli etkileri olan bu proteinler lizerindeki etkilerini
inceleyen higbir caligmaya rastlanmadi. Fakat farkli kimyasal zararlilarin ayn1 proteinler
tizerindeki etkilerinin incelendigi ¢aligmalar oldugu goriildii. Tanigaki ve ark. (81)
yaptiklar1 ¢aligmada farelere etkin bir antitiimor ajan olan doksorubisin maddesini 0,15
mg/kg dozunda 5 hafta boyunca haftada 2 kez enjekte ettikten sonra doksorubisin
grubunda C-kit ekspresyonunun K grubuna kiyasla anlamli diizeyde azaldigini rapor

etmislerdir.

Caires ve ark. (82) ise yaptiklar1 ¢aligmada C57BL6/J soy farelere farkli dozlarda (0,5,
1,25 ve 2,5 g/kg) etanol uygulamiglar ve daha sonra Real Time PCR yoOntemini
kullanarak testis dokusundan total GDNF RNA’sin1 izole etmislerdir. Sonugta farkli
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dozlar1 igeren etanol gruplarinda GDNF gen ekspresyonunun K grubuna kiyasla anlamli

diizeyde azaldigin1 gézlemislerdir.

Bu c¢alisma ile puberte sonrasi nikotin maruziyetinin spermatogonyal farklilagsmay1
aksattigl, seminifer tiiblillerde dejeneratif etki yarattifi ve bu dejeneratif etkinin
iyilesebilmesi i¢in bu calismada belirlenen zaman dilimlerinden daha uzun zamana
ihtiya¢c oldugu hatta ek olarak antioksidan etkileri bulunan maddeleri kullanmanin

yararli olduguna dair 6nemli ipuglar elde edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Caligmamizda puberte sonras1 donemde nikotin uygulanarak 11k mikroskobik ve
immiinohistokimyasal inceleme sonuclar1 kontrol grubuyla karsilagtirmali olarak

degerlendirildiginde asagida belirtilen sonuglara varilmistir.

1. Ik post-pubertal evrede nikotin maruziyeti sonucunda seminifer tiibiil caplarinda
ve germinal epitel kalinliklarinda azalmalar oldugu gozlendi. Bu durumun, ya
nikotinin dogrudan testis dokusu {izerine olan olumsuz etkisi ile ya da nikotinin
hipotalamus-hipofiz aksin1 bozarak spermatogenezin saglikli bir sekilde
ilerlemesini saglayan hormonlarin sentezini inhibe etmesiyle meydana geldigi

disiinildd.

2. Nikotin uygulanan gruplarin testis doku Orneklerinin 151k mikroskobik
bulgularinda seminifer tiibiillerde dejeneratif degisiklikler oldugu, seminifer
tiibiillerde diizensizlesme, epitel biitliinliiglinde bozulma ve hiicreler arasi
mesafelerde artis oldugu, spermatojenik seriye ait hiicrelerin liimene dogru
dokiildiigl, interstisyel alanda azalmalar oldugu ve bu alanda lokalize olan
Leydig hiicrelerinin sayilarinin azaldigi goézlendi. Bu morfolojik degisimlerin de
nikotinin testis ve testikiiler hormon mekanizmalar1 iizerine olan olumsuz

etkileri neticesinde olustugu diisiiniildii.

3. 30 giin stiren (P60-P90) nikotin enjeksiyonundan sonraki 15. (P105) ve 30.
(P120) giinlerde iyilesmeye alinan farelerin seminifer tiibiillerinde ve interstisyel
alan dokusunda belirgin bir diizelmenin gozlenmemesi, nikotin maruziyetinin
yarattig1 dejeneratif degisikliklerin kisa vadede geri doniisebilir nitelikte

olmadigini gosterdi.

4. Deneysel uygulamalarda nikotin dozunun ve uygulama siiresinin arttirilmasi
durumunda daha siddetli ve kalici dejeneratif degisikliklerin olusabilecegi

diistinildii.

5. Literatiir incelemelerinde deneysel nikotin calismalarinda ek olarak iyilestirme

grubu varhig gozlendi. Iyilestirme grubun da ise antioksidan 6zelligi ile bilinen
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cesitli bitkilerin kullanildigr gozlendi. Calismamizin sonuglart da dikkate
alindiginda testis dokusunda olusan hasara kars1 antioksidan kullaniminin yararl

olabilecegi diisiiniildii.

. Bu c¢aligma ile puberte sonrasi ilk post-pubertal siiregte nikotin maruziyeti
sonucunda spermatogonyal farklilasma ic¢in Onemli etkileri olan 3 proteinin
(GDNF, C-kit ve Oct-4) ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal inceleme ile

anlami diizeyde azaldig1 gozlendi.

Sonug olarak tiim diinyada yaygin kullanimi olan nikotinin erkek lireme
sistemi lizerindeki olumsuz etkilerinin molekiiler mekanizmasi bugiine kadar
tam olarak anlasilamamistir. Calismamiz postpubertal donemde nikotin
kullaniminin testiste spermatogonyal farklilagma i¢in Onemli yeri olan 3
proteinin (GDNF, C-kit ve Oct-4) ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal
olarak incelendigi ilk ¢alisma olmasi nedeniyle Onem tasimaktadir.
Spermatogonyal farklilasma i¢in gerekli olan bu 3 protein spermatogenez
stirecinin farkli basamaklarindaki spermatogonyal hiicreleri isaretlemektedir.
Oct-4 SKH’leri, C-kit farklilasmakta olan SPG’lari, GDNF ise SKH’ler ile
farklilagmakta olan SPG’lar arasindaki dengeyi gostermektedir. Calismamizda
tekli olarak isaretlemeler yapild. ileride yapilacak galismalarda immiinfloresan
yontemi ile ikili boyamalar yapilmasi durumunda nikotinin spermatogonyal
farklilasma tzerinde yarattigi olumsuz etkinin hiicresel karakterinin daha net
aydinlanabilecegi diisliniildii. Ayrica nikotinin testis ve testikiiler hormonal
mekanizmalar iizerine olan etkilerinin daha ayrintili olarak incelenmesi ve
spermatogenez slirecine olan etkilerinin daha net bir sekilde agiga ¢ikarilmasinin
biyokimyasal, molekiiler ve immiinohistokimyasal diizeyde yapilacak ileri

caligmalar ile miimkiin olacag1 kanisinday1z.
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