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OZET

L-KARNITIN’IN SICAN TESTiS HUCELERI UZERINE ETKIiSI

Er, Aysen Buket
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Erdogan KOCAMAZ

Subat 2012, 69 Sayfa

Erkek iireme sisteminin bir parcasi olan testisin bashca iki gorevi hormon ve
sperm iretmektir. Testiste iiretilen bashica hormon testeron, seminifer tiibiiller
arasindaki interstisyel dokuda bulunan Leydig hiicreleri tarafindan iiretilir ve
spermatogenez i¢cin 6nemlidir.

L-karnitin ise trimetillenmis bir amino asittir ve erkeklerde genellikle duktus
epididimiste iiretilir. L-karnitinin, sperm motilitesini etkileyerek fertilizasyon
kapasitesini arttirdign bilinmektedir. Spermatogenezis iizerinde etkisi oldugu
diisiiniilen diger bir madde ise SO;’dir. Viicuda alinmasiyla SO73’e donen SO-‘in
hijyenik amaclarla kullanim eski caglara kadar gitmektedir. Bu islem viicutta siilfit
oksidaz (SOX) enzimi aracihig: ile yapilmaktadir. Bu enzim hem endojen hemde
eksojen kaynakl siilfitin toksik etkilerinden hiicreleri korur. SO73¢iin solunum
sistemi, merkezi sinir sistemi gibi sistemler iizerinde olumsuz etkileri bilinirken erkek
genital sistemi iizerine etkisi bilinmemektedir.

Biz calismamizda bu iki farkh mekanizmay1 bir araya getirerek L-karnitinin
etkilerini, SOX yetersizligi olusmus hayvanlarda testisdeki olusacak hasar1 ve Sox
yetersizligi ile L-karnitin arasinda etkilesim olup olmadigini inceledik. Toplamda 24
adet eriskin erkek sican kullandik. Gruplarimizi, kontrol grubu, L-karnitin verilmis
deney grubu, SOX yetersizligi olusturulmus deney grubu ve SOX yetersizligi
olusturulmus ve sonrasinda L-karnitin verilmis deney grubu olarak ayirdik. Rutin
histolojik takip, immiinohistokimyasal boyama ve oksidatif stres seviyeleri l¢iimii ile
bulgularimiz1 elde ettik. Bu bulgularimiz L-Kkarnitinin sperm olusumunda olumlu
etkisi oldugunu bir kez daha gosterirken, SOX eksikliginin erkek iireme sistemi
iizerine olumsuz etkisinin varhgm diisiindiirdii. Bulgular aym zamanda seminifer
tiibiil hiicreleri iizerinde SOX eksikligi ile olusan hasarin L-karnitin ile az da olsa
diizeldigini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Testis, L-Karnitin, Siilfit oksidaz (SOX), Si¢an



ABSTRACT

THE EFFECTS OF L-CARNITINE ON RAT TESTICULAR CELLS

Er, Aysen Buket
M. Sc. Thesis in Histology and Embriyology Department
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Erdogan KOCAMAZ

February 2012, 69 Pages

The main two tasks of testis which is the part of the male reproductive system, is to
produce hormones and sperm. The main hormone produced in the testis is testerteron
and produced by the Leydig cells that are located interstisyal tissiie between the
seminiferous tubules. This hormone is important for spermatogenesis.

L-carnitine is an aminoacid, usually produced in the ductus epididimis. L-
carnitine, is known to increase the capacity of fertilization by affecting sperm motility.
SO is a substance which are thought to have an effect on spermatogenesis. SO, turns
to SO7; in human body and use of SO, goes back to ancient times. Oxidative SO73
mecanism is the main mecanism for SO~; detoxification. Sulphite oxidase (SOX) is the
enzmy which is responsible of this process. The direct or indirect toxic effects of SO73
known. The effects on respiratory system, central nervous system known very well but
the effect on the male reproductive system not published yet.

In our study we aimed to find out the effects of deficency of SOX enzyme and L-
carnitine and both together on testis cells. We use 24 male mature rat. We have 4
groups and every group has 6 rats. The groups classified as: control group,
experimental group given L-carnitine, experimental group as SOX deficent group and
experimental group both SOX deficent and L-carnitine given one. To have our
achievements, routin histological prosedure, immunohistochemistrical prosedure and
experiments about levels of oxidative stress were done. This achievements once more
showed that L-carnitine has positive effect on production of sperm, suggesting the
existence of the negative effect of lack of SOX on male reproductive system. Also
seminiferous tubule cells has defects with deficency of SOX enzyme but with L-
carnitine treatment the cells shown up a slightly improvement.

Keywords: Testis, L-Carnitine, Sulphite oxidase (SOX), Rat
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1. GIRIS

Erkek {iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusmaktadir (Junqueira 2005). Testisler, lobuli testis denilen konik sekilli lobiillere
ayrilirlar. Her lobiilde bir veya birka¢ kivrilmis tubuli seminiferi contorti bulunur.
Seminifer tiibiil fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir
germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibréz tunika propria,
birka¢ fibroblast katmanindan olugmaktadir. Bazal laminaya yapisik olan en igteki
katman, diiz kas ozellikleri de gosteren yassilasmis miyoid hiicreler igerir. Seminifer
epitelde iki tip hiicre vardir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenetik seriyi
olusturan hiicreler. Testisin baslica iki gérevi hormon ve sperm iiretmektir. Testiste
iiretilen baglica hormon olan testosteron, spermatogenez, embriyo ve fetiisiin gelisimi
sirasinda cinsel farklilagma ve gonadotropin salgisinin kontrolii i¢in Onemlidir.
Spermatogenik seri hiicreler 4-8 tabaka halinde dilizenlenmistir; islevleri spermnlari
tretmektir (Junqueira 2005). Testisin interstisyel dokusu, androjen iiretimi agisindan
onemlidir. Testisler de seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar bag dokusu, sinirler, kan ve
lenf damarlartyla doldurulmustur. Bag dokusu cesitli tipte hiicre igerir, bunlar arasinda
fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar bulunur.
Ergenlikte islevsel olarak belirgin hale gelen Leydig hiicreleri interstisyel dokuda
bulunur. Bu hiicreler, sekonder seks karakterlerinin gerceklesmesinden sorumlu erkeklik

hormonu olan testosteronu tiretirler (Junqueira 2005).

L-karnitin  trimetillenmis bir aminoasittir. Lisin gibi aminoasitlerin hepatik
metilasyonu ile endojen olarak sentez edilebilir. Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondri
membran1 gecisine ve mitokondri i¢cinde oksidasyon ve enerji iiretimine yardimer oldugu
bilinmektedir (Doberenz vd 2007). L-karnitin erkeklerde baslica duktus epididimisde
tiretilir (Brooks 1979). Bilateral kriptorsidizm veya Klinifelter sendromu gibi siddetli
testis harabiyeti olan hastalarda L-karnitin seviyeleri disiiktiir (Lewin vd 1981). L-
karnitin uygulanmasi hem kantitatif hem de kalitatif olarak sperm motilitesini ve diger

sperm parametrelerini etkileyebilir. Etkisini daha ¢ok epididimiste gosteren L-karnitin
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motile sperm sayisini arttirarak fertilizasyon sansini yiikseltmektedir (Costa vd 1994).

Epididimiste androjenlerin etkisiyle serbest L-carnitin plazmadan ve epitel hiicrelerinden
aktif olarak tasinir. Bu tasinma mekanizmasi seminifer tiibiillerin liiminal epitellerinde ve
sertoli hiicrelerinde bulunmaktadir. L-carnitin spermatozoa tarafindan pasif transportla
almir. Epididimal spermatozoa L-carnitini yag asidi metabolizmasinda kullanarak asil

enerji metabolizmasina kaynak olarak kullanir (Ramadan vd 2002).

Spermatogenezis tizerinde etkisi oldugunu diisiindiigiimiiz diger bir madde ise SO, dir.
Viicuda alinmasiyla SO73’e dénen SO,‘in hijyenik amaglarla kullanimi eski ¢aglara kadar
gitmektedir. Antik ¢aglarda Yunanlilarin ev dezenfeksiyonunda, Romalilar ve Misirlilarin
ise sarap kaplarmi temizlemek amaci ile SO, gazini kullandigi bilinmektedir. Hava
kirliliginin 6nemli bir bileseni olan SO, nin toksik etkileri uzun zamandan beri bilinse de,
SO73’in besin katki maddesi olarak kullanimi ile ortaya ¢ikan zararli etkiler son otuz yil
igerisinde 6nem kazanmaya baslamistir (Gunnison vd 1987). SO, ve SO7; tuzlarinin
disinda SO73’e endojen olarak da maruz kalinmaktadir (Cooper 1983). Viicutta kiikiirt
iceren aminoasitlerin ve diger SO73 igeren bilesiklerin katabolizmasi esnasinda énemli
diizeyde SO73 olusur. Endojen SO73 iiretiminde en onemli yolak sistein ve metionin
aminoasitlerinin katabolizmasidir. Eksojen SO73; maruziyetini hava kirliligi, ilaglar,
yiyecek ve iceceklerdendir (Amdur 1969, Golembiewski 2002, McEvily vd 1992). SO
iin solunum sistemi, merkezi sinir sistemi gibi sistemler iizerinde etkileri bilinirken erkek

genital sistemi lizerine etkisi bilinmemektedir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Genital Sistemin Gelisimi

Her ne kadar embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen sperm
cesidi ile fertilizasyon sirasinda belirleniyorsa da, erkek ve disi morfolojik
karakteristikleri, embriyonik doénemin 7. haftasina kadar gelisime baslamamaktadir.
Genital sistem erken donemde, her iki cinste de birbirine benzemekte ve bu nedenle
genital sistemin gelisiminin baslangic periyodu “seksiiel gelisimin farklilasmamis
safhas1” olarak adlandirilmaktadir (Moore 2001).

Gonadlar li¢ kaynaktan koken alirlar:

— Posterior karin duvarini déseyen sélom epiteli.

— S6lom epitelinin altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

— Primordial germ hiicreleri (Seftalioglu 1998)

Gonad gelisiminin ilk safthalar1 5. haftada ortaya ¢ikar, mezonefrozun medialinde,
mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki mezensimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik — gonadal (genital) kabarti

olusturmaktadir (Moore 2001).

Primordial germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan hemen once ve ulagsmasi
sirasinda, genital kabarikligin sdlomik epiteli prolifere olur ve epitelyum hiicreleri
altindaki mezensim igine girerler. Bunlar burada primitif cinsiyet kadranlar1 denilen
diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar. Hem erkek, hem de disi embriyolarinda bu
kordonlar yiizey epiteline baghidir ve bu donemde erkek veya disi gonadlarinin
birbirinden ayirt edilebilmesi miimkiin olmamaktadir. Iste bu devredeki gonad,
‘farklanmamis gonad’ olarak bilinir. Gelisimin 6. haftasina kadar genital kabarikliklar

icinde germ hiicreleri mevcut degildir (Langman 1999).



Primordiyal germ hiicreleri, insan embriyosunda gelisimin 4 haftasinda yolk kesesinin
allontoise yakin duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirmektedir. Ameboid
hareketlerle, son bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek 5. haftanin baginda
primitif gonadlara ulagir ve 6 haftada da genital kabarikliklar1 isgal etmektedir.
Kabarikliklara ulagamadiklar taktirde, gonadlar gelisemez. Gonadlarin over veya testise
farklanmasinda, primondiyal germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi bulunmaktadir

(Langman 1999).

2.1.1. Farklanmams Gonadlar

Ilkel cinsiyet hiicrelerinin goclerinden az once ya da gogleri sirasinda gonad
kabartisinin sélom epiteli tekrar ¢cogalir ve altindaki mezensime yayilarak diizensiz ilkel
cinsiyet kordonlart meydana getirirler. Hem erkek hem disi embriyolarda bu kordonlar,
yiizey epiteli ile devam ederler. 7. haftadan o6nce, her iki cinsin gonadlar1 benzerdirler ve

‘farklanmamig gonad’ olarak adlandirilirlar (Seftalioglu 1998).

2.1.2. Cinsiyet Belirlenmesi

Kromozomal ve genetik cinsiyet, fertilizasyonda ve sekonder oositi dolleyen
spermium’un X ya da Y cinsiyet kromozomu tarafindan belirlenir. Y kromozom’u
farklanmamis gonadin medullas1 {izerine, testis—belirleyici etkiye sahiptir. Testis—
belirleyen faktor (Testis determining factor = TDF) geni, Y kromozomunun kisa kolu
tizerindeki cinsiyet belirleyen bélgede (Sex—determining Region of the Y kromozom =
SRY) yerlesiktir. Bu faktor, farklanmamis gonadin ilkel cinsiyet kordonlarindaki
hiicrelerde  sentezlendiginde, taslak gonadlar, testislere farklanirlar. Insan Y
kromozomunun TDF yd6resinde, 223 amino asit diizeni, Sinclair ve arkadaglar1 tarafindan
1990 yilinda bulunmustur (Seftalioglu 1998). Y kromozom’u yoklugunda, ovaryumlar
meydana gelir. Boylece, fertilizasyonda saptanan cins kromozom kompleksi (XX ya da
XY), gonadmn tipini belirleyerek, farklanmamis gonadin testis ya da ovaryumlara

farklanmasini saglar (Seftalioglu 1998).
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Mevcut gonadlarin tipi ise, genital bosaltma yollar1 ve dis genital organlarin cinslere

gore farklanmasini belirlemektedir. Testislerden iiretilen androjenik testosteron, erkekligi

olusturur (Seftalioglu 1998).

2.1.3. Testislerin Gelismesi

Y kromozomlu embriyonlarda, ilkel cinsiyet kordonlar1 kalinlasir ve gonadin
medullasina uzanirlar. Olusan bu kordonlara ‘testis’ ya da ‘medulla kordonlar1® (testicular
=medullary cords) denir. Testis kordonlari, gonadin hilusunda ince hiicre kordonlarina
parcalanarak, rete testis’ler olusur. Daha ileri gelismede, kalin fibroz bir kapsiil olan
tunika albuginea olustugunda, testis kordonlar1 yiizey epiteli ile bagintilarini keserler
(Seftalioglu 1998). Kalin fibroz tunica albugineanin 12. haftada olusmasi, karakteristik
olup, testisin gelistiginin onemli bir gostergesidir. 16. haftada, testis kordonlar1 at nali
bi¢imi’ni (horseshoe—shaped) alirlar ve ug¢ noktalar1 birleserek tiibiili rekti’leri ( tibiili
recti) yaparlar. Testis kordonlar1 bu evrede, ilkel cinsiyet hiicrelerini ve solom epitelinden
koken alan Sertoli hiicre’lerini igermektedir. Testis kordonlar1 arasindaki mezensimde ise
Leydig hiicre’leri bulunur. Testis kordonlarinin i¢i puberteye kadar doludur. Pubertede
liimen kazanmakta ve seminifer tiibiil ismini almaktadir. Daha sonra, kanalize olan diger
genital bosaltma yollarina acilirlar. Giderek biiyliyen testis, gerileyen mezonefrozdan
ayrilir ve mezorkium(mesorchium) denilen kendi mezenteriyle asili durur. Testis
gelismesinin son asamasinda, yiizey epiteli yassilagmakta ve ergin testisin dis yiiziinii

doseyen tek katli mezotelium’u olusturmaktadir (Seftalioglu 1998).

2.1.4. Testislerin inmesi

Testislerin ilk gelisim yerleri karin arka duvari iizerindedir. 4. ayda bu yerlesim
yerlerinden go¢ ederek 28. haftada derin inguinal halkaya, 42. haftada skrotuma inerler
(Moore 2001).

Testisler karin arka duvarina irogenital mezenter ile baglidir. Mezonefrozun
gerilemesiyle bu baglar yalnizca gonadin mezenteri haline gelirler, bu mezenter kaudal

yonde geliserek kaudal genital ligament adin1 alir. Testisin kaudal kutbunda,
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gubernakulum adi verilen ekstraselluler matriksden zengin yogun bir mezensimal yap1

asagiya dogru uzanir(Moore 2001).

Gubernakulumun testislerin inigindeki rolii tam olarak agik degildir. Gubernakulum
inguinal bolgede internal ve eksternal abdominal oblik kaslarin arasinda sonlanir. Daha
sonra testis inguinal halkaya dogru inmeye baglarken, gubernakulumun abdomen
disindaki kismi olusur ve inguinal bolgeden skrotal siskinlige dogru biiyiir.

Gubernakulum kizlarda da olusur; ancak rudimenter olarak kalir (Moore 2001).

Testislerin inguinal kanaldan gegisi visseral organlarin biiylimesi sonucu karin i¢
basincinin artmasi nedeniyledir. Testislerin inisi androgenik hormonlarla diizenlenir. Inis
sirasinda testisler aorta tarafindan beslenmeye devam eder ve testikuler damarlar lumbar

yerlesimlerinden skrotum igindeki testislere kadar uzarlar (Moore 2001).

Testislerin inguinal kanal boyunca asagiya inisleri 28. haftada olaylanir ve 2 -3 giin
strer. Testisler periton ve prosessus vaginalis'in disina ¢ikarlar ve 4 hafta sonra yani

32.haftada skrotum igine girerler (Moore 2001).

Yenidoganlarm %97'sinde testisler skrotum i¢indedir. Dogumda testisler skortuma

inmemis olsa bile 3 ay i¢inde inebilirler (Moore 2001).

Testislerin asagiya inisinde ayri olarak, s6lom boslugunun peritonunda karmn on
duvarinin orta ¢izgisinin her iki yanina dogru bir uzanti olusturur. Bu uzantilar prosessus
vaginalis olarak bilinirler. Muskiiler ve fasiyel tabakalarla birlikte skrotal siskinlige

ilerleyen prosesseus vaginalis inguinal kanali olusturur (Moore 2001).

Testisler skrotuma indikten sonra prosessus vaginalisin bir katlantisiyla sarilir. Buna
tunika vaginalisin visseral tabakasi, skrotum i¢ini doseyen kisimlarina da tunika

vaginalisin pariyetal tabakas1 denir (Moore 2001).

Yetersiz androjen liretimine bagli olarak ya da grubernakulum testisin kisa olmasi
nedeniyle dogumdan sonra testislerden birisi ya da her ikisi birden pelvis boslugunda ya
da inguinal kanal icinde yerlesik kalabilirler. Buna "Kriptorsizm" denir. Inmemis
testislere abdominal bosluktaki yiiksek 1sinin etkisiyle gelisir spermatoza iiretimi olmaz
(Moore 2001).



2.2. Genital Bosaltim Yollarinin Gelismesi

2.2.1. Farklanmamis Evre (Undifferentiated stage)

Gelismenin 5-6. haftalarinda, hem disi hem erkek embriyonlar, iki ¢ift genital ya da
cinsiyet kanallarina sahiptirler. Bunlar, bir ¢ift mezonefroz (Wolffian) ve bir cift
paramezonefroz (Mullerian) kanallaridir. Bu iki ¢ift genital kanalin var oldugu déneme,

genital bosaltma yollarinin farklanmamis evresi denir (Seftalioglu 1998).

Mezonefroz kanallari, mezonefroz bobrek sistemi geligirken, iirogenital kabartilarin
lateralinde, mezonefroz tiibiillerin, bir ¢ift pronefroz kanallarina agilmasiyla meydana
gelmektedirler. Mezonefroz bobrek sisteminin kranialinden baslayip, kaudaline kadar
uzanirlar ve sonra irogenital sinus’a agilirlar. Paramezonefroz kanallari, tirogenital
kabartinin, anterolateral yiizlindeki s6lom epitelinin uzunluguna invaginasyonuyla olusur.
Kranialde huni benzeri bir yapi ile s6lom bosluguna agildiktan sonra mezonefroz
kanallarinin lateralinde, onlara paralel seyrederler (kranial dikey pargalar1), sonra onlari
ventral olarak kesip (yatay pargalar), kaudomedial yonde, ortada sag ve soldan gelen
kendi benzer pargalariyla birlesirler (kaudal dikey pargalar) ve Y seklinde uterovaginal
taslagi(uterovaginal primordium) ya da uterovaginal kanal’i (uterovaginal canal)

olustururlar.

Uterovaginal kanalin kaudal ucu, tirogenital siniisiin posterior duvarina degdigi yerde,

paramezonefroz ya da Miiller tuberkiilii (Mullerian tubercle) meydana gelmektedir

(Seftalioglu 1998).

2.2.2. Erkek Genital Bosaltim Yollar: ve Bezlerinin Gelismesi

Fotal testislerde Sertoli hiicreleri, mullerian inhibitor madde (MIS) adindaki hormonu

sentezlerler. Sertoli hiicreleri MIS dretimine 6 —7 haftada, interstisyel hiicreler yani
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Leydig hiicreleri ise, testosteron salgilamaya 8. haftada baslamaktadirlar. Testosteron

iiretimi insan koryonik gonadotropik hormonu (hCG) tarafindan uyarilir, testosteron
erkeklerde mezonefrik kanalardan erkek genital duktuslarin olusumunu uyarirken, MIS
paramezonefrik  duktusun epitelial-mezensimal doniisimii  (transformation) ile
kaybolmasina neden olur. Mezonefroz dejenere oldugundan, mezonefrik duktuslardan
bazilar1 kalicidir ve efferent duktulileri (duktuli efferentes) olusturmaktadirlar (Junqueira
2005). Bu duktuliler, mezonefrik duktusa agilirlar ve mezonefrik duktus bu boélgede
duktus epididimise doniisiir. Epididimis distalinde mezonefrik duktus, kalin bir diiz kas
tabakas1 kazanir ve duktus deferens olusur. Mezonefrik duktuslarin kaudal uglarinin
lateralinden disa dogru seminal vezikiiller gelisir. Bu, ¢ift haldeki bezler, spermlerin
beslenmesini saglayan, sekresyon yapmaktadirlar. Seminal vezikiillerin duktusu ile iiretra
arasinda kalan mezonefrik duktus boliimii, ejakulatuar duktus olarak gelismektedir(Moore
2001).

Prostat

Uretranin prostatik parcasindan meydana gelen, ¢ok sayida endodermal ¢ikinti,
etraftaki mezensim igerisine dogru biiyiir. Prostadin glanduler bez epiteli bu endodermal
hiicrelerden gelisirken, epitelyum hiicreleriyle iligkili mezensimden ise organin stromasi

ve diiz kaslar1 meydana gelmektedir (Moore 2001).

Bulboiiretnal Bezler

Bezelye seklindeki bu organlar, liretranin spongioz parcasindan, ¢ift halde disa dogru
biiyiiyen hiicrelerden gelisirler. Diiz kas hiicreleri ve stroma bodlgedeki mezensimden

koken alirlar. Bezlerin salgis1 semenle karigmaktadir (Moore 2001).

2.2.3. D1s Genitallerin Gelisimi

Her iki cinste de dis genitallerin gelisimi yedinci hafta sonuna kadar birbirlerine
benzemektedir. Sekstiel farklilagsma, 9. haftada ortaya c¢ikmaya baglarken, 12. haftaya
kadar dig genitallerin farklilagmasi tam olmamaktadir. Dordiincii haftadan, yedinci
haftanin baslangicina kadar dis genitaller seksiiel olarak farklanmamistir. Dordiincii
haftanin baslangicinda, her iki cinste de kloakal membranin kranial ucunda mezensim
proliferasyonu sonucu genital tiiberkiil olusmaktadir. Daha sonra kisa bir siire igerisinde

kloakal membranin her iki tarafindan labioskrotal siskinlikler (genital siskinlikler) ve
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iirogenital katlantilar(iiretral katlantilar) gelismektedir. Genital tiiberkiil hizla uzar ve bir

fallus olugsmaktadir.

Altinc1 haftanin sonunda, tirorektal septum kloakal membran ile birlestiginde, kloakal
membran; dorsalde anal membrana ve ventralde urogenital membrana bolinmektedir.
Urogenital membran iirogenital katlantilara baglanmis, median bir oluk olan, iirogenital
olugun, tabaninda yer almaktadir. Anal membran ve iirogenital membran bir hafta sonra

yirtilirlar ve sirasiyla anus ve tirogenital agiklik olustururlar (Moore 2001).

2.2.4. Erkek D1s Genitallerin Gelisimi

Farklanmamis dis genitallerin erkek yoniinde gelismeleri, fotal testisler tarafindan
tiretilen testosteron hormonun etkisiyle olmaktadir. Fallus, uzayip genislediginde, penisi
olusturur; penisin ventral yiizeyinde, tirogenital katlantilar, iirogenital olugun lateral
duvarlarini olustururlar. Urogenital oluk, iirogenital sinusun fallik parcasindan uzanan,
tiretral plagin endodermal hiicrelerin proliferasyonu ile dosenir. Penis in ventral yiizeyi
boyunca, iirogenital katlantilar, birbirleriyle birleserek spongioz iiretra’yr meydana
getirirler. Yiizey ektodermi penisin median hattinda birleserek penilrafe’yi olusturur,
boylece spongioz iiretra penis igerisinde hapsedilir. Glans penisin ucunda, ektodermal
kokenli i¢e dogru biiyliyen ve hiicresel bir kordon olan glanduler (iiretral) plak meydana
gelir, bu olusum penis kokiine dogru biiylir ve spongioz iiretra ile birlesir. Glandiiler
(tiretral) plak, kanalize olarak, daha 6nce meydana gelen spongioz iiretraya baglanir. Bu
iiretranin terminal pargasini tamamlar ve dis iiretral aciklik, glans penis ucuna agilmis olur

(Moore 2001).

Glans penisin periferinde sirkiiler bir ektodermal ice biiyiime yirminci haftada
meydana gelmektedir. Bu ige biiyiime kanalize oldugunda, ortiicli bir deri katlantis1 olan,
prepusyum glans penise yapisik kalir ve genellikle dogumda geriye cekilemez haldedir.
Penisin corpus spongiozum, corpus cavernosa kisimlart ve fallus mezensimden
gelismektedir. Labioskrotal sigkinlikler birbirine dogru biiyiiyerek sonugta birlesirler ve
skrotum meydana gelmektedir. Katlantilarin birlesme c¢izgisi, skrotal rafe olarak acikca
goriiliir. ki vakada ¢ok nadir bir anomali olan skrotumun agenezi (hi¢ olusmamasi) rapor

edilmistir (Moore 2001).
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2.3. Erkek Genital Sistem Histolojisi

Erkek iireme sistemi, testisler genital kanallar, yardimci bezler ve penisten olusmustur.
Testisler gametlerin (spermlerr) meydana getirilmesi (spermatogenezis) ve steroid

yapidaki hormonlarin iiretilmesi ile (steroidogenozis) gérevlidir (Jungueira 2005).

Herbir testis distan tunika vaginalis ile sarilidir. Testislerin arka yiiziinde tunika
vaginalis yoktur. Kan damarlari, sinirler ve lenfatik damarlar testise bu bolgeden girer ve
yine organi bu bolgeden terk ederler. Spermler, testis dokusu i¢inde seminifer tiibiil
(tiiblilus seminiferus kontortus) olarak adlandirilan tiibiiler yapilarda gelismelerini

stirdiiriirler (Junqueira 2005).

2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her bir seminifer tiibiil yaklasik 150-250 um g¢apinda ve 30 — 70 cm uzunluktadir,
karmasik yapida ¢ok katli bir epitel ile doselidir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu
250 m civarindadir. Kivrimli tiibiiller bir sebeke olustururlar. Bu sebekedeki her tiibiil
baslangigta kor ugludur ve dallara ayrilir. Her bir tiibiil sonlanirken liimen daralir ve diiz
tiibiiller ya da tiibiili rekti adiyla bilinen kisa segmentler halinde siirer. Bu diiz tiibiiller,
seminifer tiibiillerin rete testis denilen, epitelyum ile doseli kanallarin olusturdugu bir
labirente baglanmasmi saglar. Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete, 10 — 20
duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina baglanmistir. Seminifer tiibiiller bir fibroz
bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmasik bir germinal ya da seminifer
epitelden olusur(Junqueira 2005).

Seminifer tiibiilii saran fibroz tunika propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur.
Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en igteki katman, diiz kas ozellikleri gosteren

yassilasmis miyoid hiicrelerde igermektedir(Gartner 2007).

Epitelyum Sertoli (epitheliocytus sustennanns) yada destek hiicreleri ile spermatogenik
seriyi olusturan iki tip hiicreden meydana gelmektedir. Spermatogenik (cellulae

spermatogenicae) seri hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini1 dolduracak 4— 8
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tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler birka¢ boliinmeden sonra farklilasir ve

spermleri olustururlar. Bunlar erkek germ hiicrelerinin siirekli farklilagsma siirecindeki
cesitli evrelerde bulunabilirler. Baglangictan bitise kadar spermatogenez olarak

adlandirilan bu fenamon ii¢ faza ayrilabilmektedir.

Spermatositogenez: Spermatositogenez (Yun. Sperma; tohum + Kkytos; hiicre

+genesis; iretim) olarak adlandirilan evrede, spermatogonyumlarin bolinmeleri
sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler meydana gelmektedir.

Mayoz: Spermatositlerin ard1 ardina iki boliinme gecirerek kromozom sayilarinin ve
DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya diisiiriilmesi sonucu gerceklesen ve
spermatidlerin olustugu evre mayoz adini1 almaktadir.

Spermiyogenez: Spermiyogenez ise spermatidlerin 6zenli bir hiicre farklilasmasi

stireci gegirerek spermleri olusturdugu safthadir (Junqueira 2005).

2.3.2. Spermatogenez

Seminiferous tubule
(cross section)
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Sekil 2.1 Spermatogenez. http://www.embriyo.org/?part=urun&gorev=oku&id=189
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Spermatogenez, bazal laminanin hemen tstiine yerlesmis bir germ hiicresi olan,
spermatogonyum ile baslar. Bu, yaklasik 12 pm ¢apinda, nispeten kiigiik bir hiicredir ve
cekirdegi soluk boyanan kromatin icerir. Seksuel olgunlagsmada bu hiicreler bir seri mitoz

gecirirler ve yeni olusan hiicreler iki yol izleyebilir (Junqueira 2005).

Spermatogonyumlarin ¢ogu Ais (Aisolated) spermatogonyum olarak adlandirilan
koken hiicrelerdir. Bunun yaninda diger Tip A spermatogonyumlar; cogalan (A
paired=Apr ve Aaligned=Aal) ve farklilasan [A1, A2, A3, A4 ara (Intermediet=In) ve Tip
B (B)] spermatogonyumlardir. Aal, kendilerini yenileyebilen hiicreler olarak
diistintlirler. Apr ve Aal spermatogonyumlar, hiicreler arasi1 kopriiler olarak bilinen
sitoplazmik baglantilarla diger spermatogonyumlarla iligki halindedirler. Hiicreler arasi
kopriiler, diger tip spermatogenik hiicrelerin ve spermatogonyum hiicre gruplarinin
senkronize bir sekilde ilerlemesini saglarlar. Spermatogonyum bdliinme zinciri;
“AisoAproAalo Aalo Aal, AloA20A30A40InoB” seklindedir. Her bdliinme ile hiicre
sayist iki katina cikar, bununla birlikte en olgun Aal, Al hiicresini sekillendirirken
boliinme olmaz. Aralarinda kiigiik morfolojik farkliliklar vardir. Cogalan hiicreler bundan
sonra farklilasan spermatogonyumlar olarak isimlendirilirler. Tip Ais, Apr, Aal
spermatogonyumlar tum seminifer tiibiillerde goriiliirler. Al’den A2’ye boliinme
baglamasi ve ardindan gelen bolinmeler, seminifer tiibiillerde birbirleriyle baglantili belli
sathalarin olugsmasia neden olmaktadir. Tip A, Ara tip ve Tip B spermatogonyumlar
yapisal olarak birbirlerinden farklidirlar. Farkliliklar genel olarak cekirdekteki kromatin
miktarina gére belirlenir. Tip A’da, kromatin genelde az miktarda iken, Ara Tip’de orta
derecede, Tip B’de ise ¢ok miktarda bulunmaktadir. Spermatogonyumlar seminifer
tibiiliin bazalinde yer alirlar. Farklilasma fazinin sonunda en olgun spermatogonyumlar
geng¢ primer spermatositleri sekillendirirler ve Tip B spermatogonyumlarin preleptoten
spermatositleri olusturmalariyla hiicre siklusunun S fazina girilir. Bu yeni hiicrelerin
olusumu ile mayoz bolinme baglar ve spermatositogenezis evresine girilir (Russelld

1990).

Tip B spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan onciil hicrelerdir.
Olusmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayotik bdliinmenin profazina girerler.
Bu sirada primer spermatositin 46 (44+XY) kromozomu vardir ve DNA’s1 da 4 N’dir. [N
haploid kromozom sayisini1 (bu insanlarda 23 adettir) ya da bu kromozomlardaki DNA

miktarint belirtmektedir]. Bu profazda, hiicreler dort faz leptoten, zigoten, pakiten ve
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diploten gecirerek diakinez safhasina ulasirlar ve sonugta kromozomlar ayrilir.

Genlerdeki “crossing over” mayozun bu sathalarinda olusur. Daha sonra hiicre metafaza
girer ve metafaz1 takip eden anafazda kromozomlar her bir kutba dogru giderler. Bu
boliinmede profazin yaklasik 22 giin dolayinda bir siire almasi nedeniyle incelenen
hiicrelerin biiyiikk ¢ogunlugu bu fazda goriiliirler. Spermatogenik seride en biiyiik hiicreler
primer spermatositlerdir, bunlar ¢ekirdeklerinde kangal yapma siirecinin degisik

evrelerinde kromozomlarin bulunmasi ile tanimirlar (Junqueira 2005).

Birinci mayotik boliinmeden sonra sekonder spermatositler denilen ve yalnizca 23
kromozom (22+X veya 22+Y) igeren daha kii¢lik hiicreler olusur. Bu sayica azalma
(46°dan 23’¢) her hiicredeki DNA miktarinin eksilmesi (4 N’den 2 N’e) ile birlikte olur.
Testis kesitlerinde sekonder spermatositlerin gozlenmesi zordur, ¢iinkii bunlar interfazda
kisa siire kalan ve cabucak ikinci mayotik boliinmeye giren hiicrelerdir. Sekonder
spermatositlerin boliinmesi spermatidlerin olusmasina yol agar; bunlar 23 kromozom
igerir. Birinci ve ikinci mayotik boliinmeler arasinda spermatositlerde S fazi (DNA
sentezi) goriilmedigi i¢in ikinci boliinmeden sonra her bir hiicredeki DNA miktar1 yariya
iner ve haploid (1 N) hiicreler meydana gelir. Boylece, mayotik siirecin sonunda haploid
sayida kromozomlara sahip hiicreler olusur. Fertilizasyonla bunlar normal diploid sayiya
donerler. Hiicre boliinmesindeki indirgeyici islev sebebiyle mayotik siire¢ kromozom

sayisinin tiirler icin sabit, belirli bir miktarda kalmasini saglar (Junqueira 2005).

2.3.3. Spermiyogenez

Spermatidlerin sekil degistirerek olgun erkek cins hiicreleri spermiyumlara doniismesi
olaymna spermiyogenezis denir. Spermatidler sekonder spermatositlerin boliinmesi ile
olusan hiicrelerdir. Bunlar, 7 — 8 um ¢apta olup, diger hiicrelerden kiigiik boyutlar1 igeren
yogunlagsmis kromatin bolgeleri tasiyan nukleuslar1 ve seminifer tiibiillerde liimen
yakininda (jukstaluminal) yerlesimleri ile taninirlar. Spermatidler spermiyogenez denen
karmagik bir farklilagsma siireci gegirirler. Bu siiregte, akrozom (Yun. akron, ekstremite +
soma, govde) olusur, ¢ekirdek yogunlasir ve uzar, flagellum gelisir ve sitoplazmanin cogu
kaybolur. Sonugta seminifer tiibiilin liimenine salinan olgun sperm meydana gelir

(Erdogan 2007).
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Spermiyogenez: golgi fazi, akrozomal faz ve maturasyon fazi olmak tizere ii¢ faza

ayrilmaktadir.

Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, nukleusun yakininda belirgin bir Golgi
kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazma
retikulumu tiibiilleri icermektedir. Kiigiik PAS (+) proakrozomal graniiller Golgi
kompleksinde birikirler ve bunun hemen sonrasinda birleserek membranla sinirlanmis bir
akrozomal vezikiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal graniilii olusturmaktadirlar.
Sentriyoller gé¢ ederek akrozomun olustugu bolgenin karsi tarafinda hiicre yiizeyine
yakin bir konuma gelirler. Flagellar aksonem olusmaya baglar ve sentriyoller yeniden
nukleusa dogru geri donerken hareket ettikce aksonemal komponentleri c¢evresini

sarmaktadirlar (Junqueira 2005).

Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlagan nukleusun 6n yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra ‘akrozom’ adimni alir. Akrozom, hyaluronidaz,
noraminidaz, asit fosfataz ve etkisi tripsine benzer bir proteaz gibi bazi hidrolitik enzimler
icermektedir. Akrozom bu ylizden lizozomun Gzellesmis bir tipi gibi i goriir. Bu
enzimlerin, korona radyata hiicrelerini birbirinden ayirdig1 ve zona pellusiday: sindirdigi

bilinmektedir. Bunlar heniiz ovulasyona ugramis yumurtayi ¢evreleyen yapilardir.

Spermler ovumla karsilastiginda akrozomun dis membrani birgok bolgede plazma
membrani ile kaynasarak akrozomal enzimlerin bosalmasina yol agmaktadir. Bu islem
akrozomal reaksiyon olarak bilinir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan birini

olusturmaktadir (Junqueira 2005).

Akrozomal faz sirasinda hiicrenin akrozomu igeren On kutbu, seminifer tiibiiliin
tabanina dogru yonelmektedir. Buna ek olarak nukleus uzar ve daha yogun bir hale gelir.
Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturmaktadir.
Mitokondriler de flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak ‘orta parca’ adi
verilen kalinlagmis bdlgeyi olusturur. Bu bdlge spermlerin hareketlerinin kaynagini aldig

yerdir (Kierszenbaum 2006).

Mitokondrilerin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ve yiiksek enerji
tiketimi 1ile 1ilgili olan bolgelerde toplanmasina baska bir 6rnek teskil etmektedir.
Flagellum hareketi, mikrotiibiiller, ATP ve dinein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir

proteinin etkilesmesi sonucunda olusmaktadir.
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Maturasyon Fazi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite

edilir ve spermler tiibiiliin liimenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin boliinmesi
sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine
bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her
primer ve sekonder spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglamaktadir. Hiicreden
hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar
zincirinin koordinasyonunda onemli bir rol oynamaktadirlar. Spermatogenez siireci
tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi

ile spermatidler arasinda bir ayrilma olusturmaktadir (Junqueira 2005).

2.3.4. Cekirdek Sekil ve Biiyiikliigiiniin Degismesi ile Birlikte, Kromatin

Yogunlasmasi

Kuyruk gelisirken spermatid sitoplazmasindaki mikrotiibiilusler, c¢ekirdek etrafinda
manset denilen bir bant olustururlar. Mansetin olusmasi ile ¢ekirdek uzar ve akrozomla
birlikte spermatidin bir kutbuna yanasir. Buna bagl olarak spermatid de uzamaya baglar.
Sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellum olur. Mitokondriona flagellum proksimal
pargasi etrafinda toplanarak orta parga adi verilen kalinlasmis bolgeye yerlesir. Geri kalan
spermatid sitoplazma artiklart seminifer tiibil limenine salinir ve Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir.

Spermler hareketli olup bas ve kuyruktan olusurlar. Bas 4-5 mikrometre uzunlukta 2,5-3,5
mikrometre genisliginde oval sekillidir. Biiylik bir kismi ¢ekirdek olusturur. Kromatini

yogun olup hacimce kiiglilmiistiir. Bu sperme hareketlilik kazandirir (Gartner 2007).

Kuyruk 55 mikrometre uzunluktadir. Kalinlik ve tabakalanma farkliligiyla 4 parcadan
olusmustur. Bunlar:

Boyun: Kisa bir par¢a olup segmentli kolonlardan olusan baglanti pargasi ve
proksimal sentriyolden yapilmuistir.

Orta parca: Kuyrugun 9+9+2 mikrotiibiil diizenini dairesel olarak saran ve ucuca
diizenlenerek bir halka olusturmus mitokondriyon tabakasindan yapilmistir. Orta par¢anin
uzunlugu 5-7 mikrometredir.

Esas parca: 45 mikrometre uzunlugunda 0,5 mikrometre kalinligindadir. Bu parca

9+0+2 mikrotiibiil diizenini kapsar. Elektron mikroskopta, kuyrugun enine kesiti
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incelendiginde dorsal ve ventral uzunluguna diizenlenmis kolonlar izlenir. Bu uzunluga

kolonlar, her biri yarim yol seyreden iki dairesel ¢ubukla birbirlerine baglanirlar. Dorsal
kolondan baglayan ikinci dairesel ¢gubuk yine yarim yol dondiikten sonra dorsal kolona
baglanir.

Bu yap1 enine kesitlerde biiyiik ve kii¢iik iki kompartmana bdliinmiis olarak gozlenir.
kiigiik kompartmanda 3, biiyiik kompartmanda 4 kalin koyu dis fibril bulunur.

Son _parc¢a: Esas par¢a kuyrugun ucuna 5-7 mikrometre kala sona erer. Bu noktanin
distalinde kalan kisim, son pargadir. Son parcada ortada aksonem ve iizerinde hiicre zar1
bulunur.

Spermiyogenesiz, c¢ogunlukla, seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinin apikal
girintilerinde geg¢mektedir. Spermiyumlarin Sertoli hiicrelerinden atilmasi olayina
spermiasyon denir. Spermatogonyum boliinmesi sonucu olusan hiicreler tamamen

ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagli kalirlar (Netter 2009).

2.3.5. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis pramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uglari ise siklikla
seminifer tiibiiliin limenine uzanir. Isik mikroskopta, Sertoli hiicresinin sinirlar1 belirsiz
olarak goriilmektedir. Ciinkii bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok
sayida lateral uzantilart bulunmaktadir. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda ise,
hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazma retikulumu, bir miktar kaba endoplazma
retikulumu, 1yi gelismis golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile lizozomlar igerdigi
gosterilmistir. Siklikla iicgen biciminde olan uzamis ¢ekirdek c¢ok sayida kivrilmalar,

belirgin bir ¢ekirdek¢ik ve az miktarda heterokromatin goriiliir (Junqueira 2005).

Bitisik Sertoli hiicreleri birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde siki (zonula
okludens) baglantilarla baglanmislardir. Bu spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan
materyallerin serbestce girebildigi bazal bolmede yerlesirler. Spermatogenez sirasinda
spermatogonyum serisi, bu baglantilardan bir yolunu bulup gecerek adluminal bolmeye
cikarlar. Burada spermatogenezin daha ileri donemleri kandan gelen iiriinlerden bir kan-
testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile
olugsmaktadir. Spermatositler ve spermatidler Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral
kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin flagellar kuyruklari

gelistikce bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uclarindan ¢ikan piiskiiller seklindeki
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cikintilar halinde goriilmektedirler. Sertoli hiicreleri “gap junction” denilen

birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal alisverisi saglanir.

Bu da seminifer epitelyum siklusunun koordinasyonunda énemli olabilmektedir (Erdogan
2007).

1-Gelismekte olan spermlerin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin saglanmasi,
2- Fagositoz,

3- Sekresyon,

4- Anti-mullerian hormon tretimi,

Sertoli hiicrelerinin dort 6nemli fonksiyonudur.

Gelismekte olan spermlerin desteklenmesi, korunmasi ve beslenmesinin

saglanmasi: Spermatogenik seri hiicreleri birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanmis
olduklarindan, bu hiicreler sebekesi fiziksel olarak yaygin sitoplazmik Sertoli hiicre
dallanmalari ile desteklenir. Spermatositler, spermatidler ve spermler kan testis bariyeri
ile kan desteginden izole edildigi icin, bu spermatogenik hiicreler besin maddelerinin ve
metabolitlerin aliip verilmesinde Sertoli hiicrelerinin araciligina muhtagtirlar. Sertoli

hiicre bariyeri gelisen sperm hiicrelerini immunolojik saldiridan da korur (Junqueira

2005).

Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik cisimcikler
seklinde dokulur. Bu sitoplazmik parcaciklar fagosite edilir ve Sertoli hiicre lizozomlar1

tarafindan yikilirlar (Junqueira 2005).

Sekresyon: Sertoli hiicreleri, siirekli olarak seminifer tiibiillere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm tasinimi i¢in kullanilan bir sivi salgilamaktadirlar. Androjen
baglayict protein sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan folikul stimule edici hormon
(FSH) ve testosteron kontrolii altinda gercgeklestirilir. Bu protein, seminifer tiibiil icinde
spermatogenez i¢in gerekli olan testosteronun yogunlagsmasini saglamaktadir. Sertoli
hiicreleri, testosteronu ostradiyol haline ¢evirebilmektedirler. Bu hiicreler ayn1 zamanda,
anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini onleyen ‘inhibin’ adi verilen bir

peptid salgilamaktadirlar (Junqueira 2005).

Anti—Mullerian Hormon Uretimi: Ayrica Mullerian inhibe edici hormon olarak da

isimlendirilen bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller

(paramezonefrik) kanallarmin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir. Testosteron ise
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Wolf (mezonefrik) kanallarindan koken alan yapilarin gelismesini saglamaktadir.

Sertoli hiicreleri insanda ve diger hayvanlarda lireme periyodu siiresince boliinmezler. Bu
hiicreler, 6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, x—151n1 irradyasyonu gibi olumsuz kosullar
ve bu kosullarin zararlt etkileri karsisinda spermatogenik seri hiicrelerine gore ¢ok daha
dayaniklidirlar. Memelilerde spermlerin salinimi muhtemelen hiicresel hareketlerin bir
sonucudur; bu hareket Sertoli hiicresinin apeksinde bulunan mikrotiibiiller ve

mikrofilamentler ile saglamaktadir (Erdogan 2007).

2.3.6. Interstisyel Doku ve Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiiller arasindaki bosluklar, kollajen lifler, kan ve lenf damarlari, sinir
lifleri ve cesitli hiicrelerce doldurulmustur. Bu hiicreler fibroblastlar, makrofajlar, mast

hiicreleri ve testisin Leydig hiicreleridir (Gartner, 2007).

Leydig hiicreleri endokrin islevleri nedeniyle kilcal damarlarla iliskili yerlesim
gosterirler ve degisen sayilar igeren topluluklar yaparlar. Bu hiicreler steroid hormon
sentezleyen hiicrelere 0zgii organel ve enzimlerden zengindir. Leydig hiicreleri ¢ok
koseli, yaklagitk 15 pm c¢apinda ve genelde tek ¢ekirdekli hiicrelerdir. Cekirdek
cogunlukla ekzantrik duruslu olup 1 ya da 2 ¢ekirdek¢ik bulunur. Cekirdek kromatinden
yoksundur, bu nedenle soluk boyanir. Sitoplazma asidofiliktir. Sitoplazmalarinda iyi
gelismis Golgi kompleksi, mitokondriyonlar ve lipid damlaciklar igerir. Cok iyi gelismis
graniilsiiz endoplazmik retikulumlar1 vardir. Sitoplazmada peroksizom ve lizozomlar ve
yas ilerledikce artan oranda da lipokrom pigmenti bulunur. Leydig hiicrelerinde islevleri
bilinmeyen, insana 6zgii olan renksiz, azokarmin ile boyanan ve biiyiikliikleri degisebilen

Reinke kristalleri bulunmaktadir (Akay, 2001).

Leydig hiicreleri, ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelismesinden sorumlu olan testosteron
hormonunu {ireterek spermatogenezisin siirekliligini saglar. Testosteron, mitokondriyon
ve graniilsiiz endoplazmik retikulumda bulunan enzimlerce sentezlenir. Leydig
hiicrelerinin erk ve miktarlart hormonal uyarilara baghdir (Kierszenbaum, 2006).
Embriyonik gelisim sirasinda, plasental gonadotropik hormon anne kanindan fetusa
gecerek, androjenik hormonlar1 iireten fOtal testikiiler intersitisyel hiicreleri uyarir.
Hormonlar, embriyonik farklilagmada erkek genital organlarinin gelismesi i¢in gereklidir.
Embriyonik intersitisyel hiicreler gebeligin 4. ayma degin farklilagsmis olarak kalirlar.

Daha sonra ise testosteron sentezindeki azalmaya kosut gerilerler. Hiicreler, gebelik
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stiresince ve hipofizden salinan LH uyarimi altinda testosteron sentezine yeniden

basladiklar1 ergenlik 6ncesi doneme degin dinlenmede kalirlar (Junqueira 2005).

Olgun Leydig hiicreleri, dogumdan sonraki birka¢ hafta diginda, 10 yasina degin erkek
cocuk testisinde bulunmaz. Leydig hiicrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artar, ileri
yaslarda azalir. Leydig hiicre sayis1 60 yasindaki bir erkekte, 20 yasindaki bir erkekteki
sayinin yarisindan da azdir (Erdogan 2007).

2.3.7.Kan — Testis Bariyeri

Kan ile siminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi testikuler sivi
icine kandan ¢ok az maddenin ge¢mesini aciklamaktadir. Pencereli tipte olan testikiiler
kapillerler biiyiik molekiillerin serbest olarak gegisine izin vermektedirler. Erkek germ
hiicrelerinin kandan gelen zararli ajanlara karst korunmasinda 6nemli olan bu bariyer,

Sertoli hiicrelerinin arasindaki tikayici baglantilar ile olusturmaktadir.

Seminifer tlibiiller arasindaki intersitisiyel doku igerisinde fibroblastlar, makrofajlar,
mast hiicreleri, kan damarlari, ince kollojen ve retikulum lifleri bulunur. Kan damarlar
cevresinde 14-21 mm biyiikligiinde poligonal sekilli intersitisiyel ya da Leyding
hiicreleri yer alir. Bu hiicreler testisin endokrin salgisit olan testosteronu olustururlar.
Leydig hiicrelerinde ¢ekirdek genelde bir ya da iki ¢ekirdekcik igerir. Leydig hiicrelerinin
en Onemli yapisal Ozelliklerinden biri de sitoplazmalarinda Reinke kristalloidlerini

icermeleridir (Gartner 2007).

2.4. Testis Anatomisi

Testis scrotum i¢inde yer alan ve erkek tireme hiicrelerinin (sperm) yapildigr yumurta
seklinde bir cift organdir. Her bir testis’in facies medialis ve facies lateralis olmak iizere
iki ylizii, margo anterior ve margo posterior olmak tizere iki kenari, extremitas superior ve

extramitas inferior olmak tizere iki ucu vardir.

Testisler funiculus spermaticus araciligi ile scrotum iginde oblik pozisyonda asili

durumdadir. Testisin her biri yaklasik 10 — 14 gr agirligindadir.



20
Testislerin iist ucunda appendix testis ad1 verilen kii¢iik, yass1 bir yap1 goriilmektedir.

Bu yap1 para mesonephric kanalin {ist ucunun kalintisidir. Testislerin arka kenarlarinin dig
kism1 boyunca epididymis yer alir; funiculus spermaticus da, epididimis’in medialinde
olmak tiizere, margo posterior’da bulunur. Testislerin 6n kenari, her iki yiizii ve uclar
visceral periton (epiorchium) ile ortiilidiir. Periton arka kenar1 sadece lateral kismini
ortmektedir. Intrauterin hayatta karin boslugunda yer alan testis dogumdan hemen 6nce
canalis inguinalis’ten gecerek scrotum’a inmektedir. Bu ge¢is sirasinda karin boslugunda
kendisini saran periton kesesini (processus vaginalis) de beraberinde tasimaktadir.
Dogumdan sonra procesus vaginalis periton bosluguyla iliskisini keserek tunica vaginalis
ismini alir. Tunica vaginalis’in scrotum’un i¢ Yyliziini doseyen lamina parietalis
(periorchium) ve testis’in {izerini Orten lamina visceralis (epiorchium) olmak tizere iKi
tabakasi1 vardir. Bu iki tabaka arasinda, ¢ok az miktarda serdz sivi bulunmaktadir. Testis’e
gelen ve testis’ten ¢ikan damar ve sinirler de testis’in scrotum’a inisi sirasinda onu takip
ederler. Bu olusumlar bir araya gelerek funiculus spermaticus adi verilen ve igerisinde,
ductus deferens, a.v. testicularis, a.ductus deferentis, a.cremasterica, n.genitofemoralis’in
genital dali, otonomik sinirler ve lenf damarlari igeren bir kordon meydana
getirmektedirler (Sancak, Cumhur 1999).

Tunica vaginalis testis’in i¢ tarafinda da, testisleri saran iki tabaka daha vardir. Bunlar
tunica vaginalis testis’ten derine dogru tunica albuginea ve tunica vasculosa olarak

siralanirlar.

Tunica albuginea, testisleri 6rten kalin, fibroz bir tabakadir. Elastikiyeti ve genisleme
ozelligi olmayan bu tabaka, margo posteriordan testis igine sokularak vertikal,
mediastinum testis denilen bir bolme olusturmaktadir. Mediastinum testis, testis’in
extremitas superior’undan extremitas inferior yakinina kadar uzanmaktadir. Mediastinum
testis’in 6n ve yan kismindan ¢ikan uzantilara septula testis adi verilmektedir. Bu
uzantilar, testis parankiminden gegerek tunica albuginea’nin i¢ yliziine ulagsmakta ve
boylece testis’i koni bigiminde lobuluslara (lobuli testis) bolmektedir. Testis parankimini,
lobuli testis i¢inde bulunan kivrimli seklinden dolayr ‘tiibiili seminiferi contonti’ adi
verilen kanalciklar olusturmaktadir. Her bir testis kanalcig1, mediastinum testis yakininda
tiibiili seminiferi recti ad1 verilen diiz bir kanalcikla uzanmaktadir. Biitlin lobuluslardan
gelen bu kanalciklar, mediastinuma sokulmakta ve burada ‘rete testis’ denilen agi
olusturmaktadir. Lobuli testis’lerde yapilan sperm’ler rete testis’ten ductuli efferentes

testis ad1 verilen kanallar araciligiyla epididymis’e gelmektedir.
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Tunica vasculosa, testis’in damar agindan olusan ve tunica albuginea’nin i¢ yiizlinii
orten tabakasidir. Bu tabaka, tunica albugineanin uzantis1 olan septula testislerin i¢
yiizlinii kapladigi icin lobuli testis’lerinde etrafinda bir tabaka olusturmaktadir.

Arterler: Testis’in arteri aorta abdominalis’den gelen a. testicularis’dir.

Venler: Ductus deferens ¢evresinde plexus pampiniformis denilen ven agini yaparlar.
Bu agdan once iki, sonra birer vena testicularis olusur. V. testicularis dextra, v. cava
inferior’a; v. testicularis sinistra, v. renalis sinistra’ya drene olur.

Lenfatikler: Lenf damarlar1 funiculus spermaticus iginde yiikselir. Nodi lymphatici
preaortici ve nodi lymphatici aort ici laterales’te sonlanir.

Sinirleri: Testisleri innerve eden simpatik lifler 9-12 torakal spinal segmentlerinden
cikar. Testis’in vagal situmulasyon olmasi, fotal hayatta, bobregin hemen altinda

olmasindan kaynaklanmaktadir.

2.5. Testis Fizyolojisi

Testis ekzokrin ve endokrin isleve sahip bilesik tiibiiler bir bezdir. Testislerin iki
onemli iglevi vardir (Netter 2009) :

1) Cinsiyet hormonlari ya da androjenlerin sentezlenmesi (steroidogenezis )

2) Erkek tireme hiicreleri olan spermiyumlarin {retilmesi ( Spermatogenezis,

gametogenezis )

Testisin i¢ salgilama islevi, Leydig hiicrelerinin testosteron, dihidrotestosteron,
androstenedion gibi androjenler olarak tanimlanan erkek cinsiyet hormonlarinin
salgilanmasidir. Testosteron en Snemli testis hormonudur. Testislerde ve bdbrek {istii
bezlerinde kolesterolden ya da dogrudan asetil koenzim A’ dan sentezlenir. Testosteronun
biiytlik bir kism1 hedef dokularda daha aktif olan dihidrotestosterona doniisiir (Bozdogan
2003).

Testosteron sentezinin biyosentetik asamalari su sekilde gergeklesir: Testosteron
testislerden salgilandiktan sonra, yaklasik %97’ si zayif baglarla plazma albumini ya da
giiclii bir sekilde cinsiyet hormonu baglayan globulin olarak adlandirilan 1B globulinle
baglanir. Bagli hormonun dolagim sisteminde kalis siiresi 30 dakika—1 saat olabilir. Bu

slire sonunda testosteron ya dokularda tutulur ya da inaktif iiriinlere dontiserek viicuttan
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atilir. Dokularda tutunmayan testosteron, karacigerde baglica androsteron ve

dehidroepiandrosterona doniislir. Ayni anda her iki yap1 glukuronoidlerle ya da stilfatlarla
birleserek bagli hale getirilir. Bunlar da safra i¢inde ya sindirim kanalina verilirler ya da

idrarla bobreklerden atilirlar (Guyton 2007).

Testosteron protein sentezini arttirir, yikimini azaltir; boylece biiylime hizimi etkiler.
Kemik biiyimesini durdurur. Testosteron esas etki yeri olan prostat ve diger birkag
dokuda 5-a rediiktaz enzimi araciligi ile, dihidrotestosterona doniisiir ve sitoplazmik

reseptOr proteinine baglanir.

Reseptor-hormon kompleksi daha sonra ¢ekirdege gider, burada bir ¢ekirdek
proteiniyle baglanarak DNA-RNA kayit islemini uyarir. RNA polimeraz aktiflesir ve
prostat hiicrelerinde RNA igerigi artar, bunu hiicresel protein artisi izler. Bdylece
testosteron viicudun her yerindeki protein sentezini arttirmakla birlikte bu artis daha
0zglin olarak ikincil cinsiyet 6zelliklerinin gelismesinden sorumlu olan hedef organ ve

dokularda goriilmektedir (Noyan 2005).

Testosteron yliksek yerel etkiyle seminifer tiibiillerde spermatogenezisi etkilerken,
kana verilerek (endokrin etkiyle) hedef organlar (iskelet kas1 vb.) ve erkek iireme sistemi
yardimci bezlerinin (prostat, vesikula seminalisler, bulboiiretral bezler ) islevini diizenler.
Erkek tireme organlarinin tiimiinlin yapisi ve islevleri testosteron varligina baghdir.
Testosteron, erkege 06zgili ikincil cinsiyet Ozelliklerinin (pubik killanma, sakal-biyik,

erkege 6zgii ses, kash viicut sekli ) ortaya ¢ikmasindan sorumludur (Ross 2003).

Fotal yasam siiresince testisler, plasentada olusturulan koryonik gonadotropinlerle
uyarilarak orta diizeyde testosteron salgilar. Bu hormon, fotal gelisim siirecinde ve
dogumdan sonra 10. haftaya de§in viicutta bulunur. Yaklasik 10-13 yasina kadar

testosteron iretilmez.

Puberte evresinde testosteron yapimi hizla artar. 50 yasindan sonra ise hizi diislise
geger, 80 yasinda en st diizeyin % 20-50 sine iner. Her iki cinste de cinsel islevler
hipotalamo-hipofizer sistemin denetimi altinda olaylanir. Hipotalamik ndronlarin arkuat
cekirdeklerinde yiiksek yogunlukta sentezlenen gonodotropin serbestlestirici hormon
(GnRH), hipotalamik hipofizer portal kan yoluyla, hipofiz bezinin 6n lobuna tagnir ve
LH ve FSH salgilanmasini uyarir. GnRH, 1-3 saatte birkac dakika siireyle salgilanirlar.
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LH ve FSH testislerdeki hedef dokular tizerinde siklik adenozin monofosfat ikinci

haberci sistemini uyarir. Bu sistem daha sonra hedef hiicrelerdeki 6zgiil enzim
sistemlerinin aktive olmasini saglar. LH, Leydig hiicrelerinde 0zgilin reseptorlere
baglanarak etki gosterir. Adenohipofizden LH salgisi siirekli degildir, geceleri 90
dakikalik araliklarla olur. LH disinda prolaktin ve LHRH’ da dogrudan Leydig hiicrelerini

etkileyerek testosteron salgilanmasini etkiler.

Salgilanan testosteron diizeyi uyarici LH miktarlariyla dogru orantilidir. Yiiksek diizey
testosteron varligi, negatif geri bildirim etkisi ile hipotalamus ve hipofiz 6n lobu salgisini
azaltarak testosteron sentezininin baskilanmasina neden olur ve hormon diizeyi normale
gelir. Buna karsit olarak, testosteron diizeyinin ¢ok az olmasi kosulunda hipotalamustan
yiiksek diizeyde GnRH salgilanir, hipofiz 6n lobundan LH ve FSH salgilanmasi artar ve

testikiiler testosteron salgisi ylikselir (Kierszenbaum 2006).

LH disinda spermatogenezisin baslamasi ve siirmesinde adenohipofizden salgilanan
bir diger hormon olan FSH da etkilidir. FSH, Sertoli hiicrelerini etkileyerek adenilat
siklaz yapimini uyarir ve sonu¢ta cAMP artisina neden olur. Ayni zamanda androjen
baglayic1 protein (ABP) salgilanmasini saglar. ABP, testosteron ile baglanir ve bunu
seminifer tiiblil limenine tasir. Boylece spermatogenezis i¢in gerekli oranda testosteron
yerel etkisi saglanmig olur. Bu etki spermatogenezisin baslamasi igin gereklidir.
Spermiyumlarin azalmas: FSH salgisin1 uyarir. FSH salgilanmasi Sertoli hiicrelerinden
salgilanan inhibin hormonuyla baskilanir. Ostrojenler, kadin {ireme hormonlari, ABP’ yi

baglayarak spermatogenezisi azaltir (Guyton 2007).

Testilerin dis salgis1, holokrin bir salg iiriinii olan spermiyumlardir. Insanda giinliik
ortalama spermiyum iiretimi iki testisten toplam 200 milyondur. Spermatogenezisin
diizenlenmesinde 1s1 ¢ok dnemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35°C’ dir. Zengin vendz bir
pleksus (pampiniform pleksus) her bir testikiiler arterin ¢evresini sarar. Bu anatomik
diizenlenim testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde 6nemli olan kars1 bir 1s1 akimi saglar. Diger
etkenler; skrotumdaki terin buharlagmasi ile 1s1 kayb1 ve spermatik kordondaki kremaster
kaslarmin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida kalabilecegi inguinal kanallara
cekilmesidir (Hatipoglu 2006).
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2.6. L-Karnitin

Karnitin ilk 1905’de Krimberg ve Gluwitch tarafindan et ekstratindan izole edilmistir.
Kimyasal yapis1 1927°de belirlenmistir. Karnitinin metabolik rolii, Fritz’in karnitin ilavesi
ile farede yag asitlerinin beta-oksidasyonunu bildirdigi zaman yani 1955’te ortaya
cikmigtir. Bu dogrultuda yapilan aragtirmalar sonucunda, 1959 yilinda karnitinin uzun

zincirli yag asitlerinin oksidasyonunda gerekli bir madde oldugu gosterilmistir

L-karnitin, tiim memelilerde bulunan 6nemli bir endojen molekiildiir. Baslica kaynagi
diyet (%75) olmakla birlikte %?25°1 karaciger ve bobrekte lizin ve metiyoninden
sentezlenir. Endojen olarak sentezlendikten sonra iskelet ve kalp kaslarina taginir. Plazma
veya dokularda serbest formda ya da yag asitlerine bagli olarak yani ester formunda (agil
L-karnitin, propiyonil L-karnitin, Palmitoil L-karnitin) bulunur. L-karnitin, mitokondri
membranindan gegemeyen sitozoldeki uzun zincirli yag asitlerinin, mitokondrilere
tasinarak beta-oksidasyon ve oksidatif fosforilizasyon yolu ile ATP iiretiminde 6nemli bir
rol oynamaktadir (Doberenz vd 2007). L-karnitin ile ilgili yapilan ¢alismalarda karnitinin
sadece yag asitlerinin mitokondriyal oksidasyonunda degil, ayn1 zamanda diger bazi
biyokimyasal fonksiyonlarin basarilmasinda da roli tespit edilmistir (Ji vd 1996). L-
karnitinnin fizyolojik rolleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. L-Karnitinin Fizyolojik Rolleri

e Yag asidi A¢il CoA’y1 beta oksidasyon i¢in mitokondri membranindan gecirmek

e Pirlivat ve dalli zincirli ketoasitlerin oksidasyonunu kolaylastirmak ve
birikimlerini Onleyerek hiicreleri Agil CoA’larin membran destabilize edici
etkisinden korumak

¢ Yag asidi metabolizmasi ve ketogenezisin diizenlenmesi

e Dall1 zincirli aminoasit oksidasyonuna yardim

e Peroksizomal beta oksidasyon ile ortaya ¢ikan agil koklerini yeniden oksidasyon
i¢in

e peroksizomdan mitokondriye tagimak

e Aerobik glikolizin aktivasyonu

e Solunum zincir fonksiyonlarinin uyarilmasi

e Membran stabilizasyonu

e Sentez icin asetil grup vericisi (asetil kolin sentezi gibi)

e Antioksidan etki

2.6.1. L-Karnitin Yetersizligi

Karnitin biyosentezi bir kofaktor olarak askorbik aside baghdir. Askorbik asit
hidrolazlarin kofaktoriidiir. Hidrolazlar, karnitin ve steroid hormonlarin sentezi uzerine
etki eder. Bu nedenle diyetteki askorbik asit yetersizliginde karnitin sentezinin orani
azalir. Bazi deney hayvanlarinda lisin ve metiyonin aminoasitleri ile askorbik asit
yetersizliginde karnitin yetersizligi olusabilmektedir. Yetersizligi meydana getiren baslica
sebep, biyosentezi olumsuz etkileyen kalitsal rahatsizliklardan kaynaklanmaktadir. Bu
rahatsizliklar metabolizmada L-karnitinin transferini etkilemektedir. Bunlar genellikle
lipidosis tarafindan karakterize edilmekte ve kaslari onemli derecede zayiflatarak zarar

vermektedir.

Yag asidi oksidasyonunda rol alan enzimlerin yetersizligi, karnitin alimi veya
biyosentezin bozulmasi sonucu yag asitleri oksidasyonu kesintiye ugratmakta ve bir¢ok

semptomlarin olusmasina neden olmaktadir. Esasen karnitin yetersizligine bagli miyopati
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ve kardiyomiyopatinin patojenezinde, ozellikle kaslarda deoksikarnitin sentez

kapasitesinin diismesi ve transport siirecinin bozulmasi sorumlu tutulmaktadir. Nitekim
karnitin yetersizligi, ilk defa insanlarda lipid birikimli miyopati seklinde iskelet

kaslarinda gosterilmistir (Brevetti vd 1991).

2.6.1.1. Primer Karnitin Yetersizligi

Primer karnitin yetersizliginde lipid metabolizmasinin siddetle etkilendigi ve kaslarda
yag depolanmasi sonucu kardiyak ve iskelet kaslarinda fonksiyonel bozukluklar
gozlenmistir. Renal reabsorpsiyon ve kas hiicrelerine karnitin transportunda goriilen

defektlerin sorumlu tutuldugu bu yetersizlik iki farkli formda tanimlanmaktadir:

Miyopatik Sendrom: Bu sendromda serum karnitin seviyesi normal, fakat kas

seviyesi diisiiktiir. Oncelikle kas zayiflig1 ile karakterize bir durumdur, kas liflerinde asir1

lipid birikimi mevcut olup biyopside kas liflerinde yag infiltrasyonu gozlenir.

Sistemik Sendrom: Bu sendromda hem serum hem de doku karnitin seviyeleri

anormal sekilde diisiik bulunur. Oncelikle kardiyomiyopati mevcudiyetiyle karakterizedir,
ayrica ensefalopati, iskelet kas1 ve karaciger dokusunda yag depolanmasi dikkat ¢ceker.
Olusumda renal tubuler, intestinal mukoza ve kasta karnitin membran transportundaki bir
zaafiyet sorumlu tutulmaktadir. Normalde karnitin baslica idrar yolu ile atilir ve % 98’1
geri emilir. Reabsorbsiyon bozuldugunda karnitinin iiriner itrahi artar, geri emilim azalir
ve plazma-doku karnitin diizeyi diiser. Mitokondri membraninda agilkarnitin
tasinmasinda rol alan "karnitin/acilkarnitin translokaz" enzim yetersizligine bagl
yetmezlik resesif karakter gostermekte ve hastalarda hipoketotik koma, hiperamonemi,
kardiyomiyopati, kardiyak aritmi ve iskelet kas zayiflig1 gibi semptomlar gézlenmektedir.
Primer karnitin yetersizliginin miyopatik ve sistemik formlar1 iyi bilinmekte olup erken
teshis ve rasyonel tedavi, morbidite ve mortalitenin azalmasinda son derece etkindir.
Miyopatik ve sistemik karnitin yetmezligi terimleri yerine son senelerde "Semptomatik

karnitin yetmezligi" terimi kullanilmaktadir.
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2.6.1.2. Sekonder Karnitin Yetersizligi

Sekonder karnitin yetersizligi bircok metabolik hastalikta tanimlanmistir. Daha c¢ok
karnitin itrahinin asir1 oldugu tiibiiler rahatsizliklar ve kronik bébrek yetmezliginde ortaya
cikmaktadir. Muhtelif dokulardaki eksikligine ragmen serum karnitin seviyeleri
normaldir. Kronik {iriner enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan pivalat iceren
antibiyotikler (pivampisilin gibi) ve antiepileptik olarak kullanilan valproik asit
yapisindaki ilaglar (sodyum valproat gibi) uzun siireli tedavilerde sekonder karnitin

yetersizligine yol agabilmektedir (Deniz 1999).

Konjenital metabolizma bozukluklar1 ve difteriden baska hastaliklarda da karnitin
metabolizma bozukluklar: bildirilmistir. Diabetes mellitusta artan serbest yag asitlerinin
mitokondride okside olarak As-KoA’ya doniismesi sonucu ketogenezin hizlandigi, serum
serbest karnitin seviyesinin diistigii, bu seviyedeki azalmaya bagli olarak kalp ve iskelet

kasi karnitinin de azaldig1 bildirilmistir.

2.6.1.3. Karnitin Eksikligi ile Ortaya Cikan Metabolik Bozukluklar

* Yag asitleri enerji tiretiminde kullanilmaz, sonugta, 6zellikle kalp ve iskelet
kaslarinda enerji agiga cikar.

* Serbest yag asitleri ve trigliseridlerde artma gozlenir.

* Yag asitleri sitoplazmada birikir.

* Kaslarda yaglanma meydana gelir.

* Toksik etkiye bagli metabolik bozukluklar olusabilir.

+ Karbonhidratlarin asir1 kullanilmasina bagli hipoglisemi olusur.

+ Karbonhidrat metabolizmasinin bozulmasi sonucu laktik asit birikmesi gozlenir.

* Cocuklarda biiyiime ve gelisme geriligi ve tekrarlayan enfeksiyonlar gozlenir.

* Beta-oksidasyon i¢in gerekli olan serbest KoA eksikligi olusur (Lango vd 2001).

2.6.2. L-Karnitin’in Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

Erkek tireme fonksiyonlarinda karnitinlerin etkisi olduk¢a iyi tanimlanmistir. Bununla

beraber, karnitinin erkek infertilitesinin kontroliinii hangi mekanizma ile yaptig1r heniiz
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tam olarak agiklanamamustir. Karnitinler, spermatogenetik siireci, sperm hareketi ve

olgunlagsmasini pozitif olarak etkileyen, spermatozoa tarafindan kullanilmak {izere hazir
enerji kaynagi saglayarak sperm metabolizmasinda énemli rol oynamaktadirlar (Caviglia
vd 2004). Epididimal plazma insan viicudunda en yiiksek karnitin seviyesini igerir. L-
karnitin, memeli epitelinden epididimal plazma igine salgilanir ve daha sonra da
spermatazoa tarafindan alinarak, kismen asetil karnitin seklinde esterifiye edilir. Sonug
olarak spermatazoa igerisinde serbest ve asetillenmis L-karnitin seklinde biriktirilir
(Ramadan vd 2002). Epididimal plazma ve spermatozoada, L-karnitin konsantrasyonu
dolagim kanindaki seviyeden (10-50 pmol) 2000 kat daha fazla olup 2-100 mmol kadar
yiiksek oranda bulunmaktadir (Enomoto vd 2002). L-karnitin, yiiksek affiniteli bir Na+-
bagimli organik katyon tasiyicisi olan OCTN2 vasitasiyla dolasimdan, epididimal
epitelyumun hiicreleri igine tasinir. Karnitin tastyicist 2 olarak isimlendirilen diger bir
karnitin tasiyicisi ise epididimal epitelyumdan limen igerisine L-karnitin sekresyonunu
saglar (Kobayashi vd 2005). Karnitinler, sperm maturasyonu ve sperm motilitesine
katkida bulunur. Daha oOnceki c¢aligmalar, epididimde L-karnitinin, spermatozoanin
olgunlagsmas1 ve fertilizasyon kabiliyetinin gelismesine yardim etmede rol oynadigini
gostermislerdir. Testiste {iretilen spermatozoa epididimise girdiginde hareketsiz ve
infertildir, bu esnada L-karnitin igerigi de diistiktiir. Fertil hale gelebilmek i¢in epididimal
limen igerisinde postgonadal modifikasyona ugramak zorundadir. Epididimisden
gecigleri esnasinda, epididimal sivida L-karnitin artisina paralel olarak spermatozoanin

kuyruk hareketi baglar (Balercia vd 2005).

Erkek germ hiicre serisinde oksidatif stres, niikleus ve mitokondride biitiinliik kaybina
ve spermatozoada hasarin gelisimine neden olur. L-karnitinin, antioksidan ve radikal
stipliriicii 6zellikleri vasitasi ile oksidatif stres kaynakli erkek infertilitesini azaltmada
faydali etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Lenzi vd 2003). infertil hastalar iizerindeki
baz1 deneysel ve klinik ¢aligmalarda, seminal plazma total karnitin seviyesinin diisiik
oldugu goriilmiis ve karnitin desteginin lireme fonksiyonunu iyilestirdigi bildirilmistir
(Stradaioli vd 2004). Idiyopatik oligoasthenospermili infertil hastalara L-karnitin ve L-
asetil karnitin uygulamasinin, spermatozoa konsantrasyonunda ve hareketliliginde artisa
neden oldugu gosterilmistir (Garolla vd 2005). Son zamanlarda karnitin/asetiL-karnitin
kompleksinin, bakteriyal prostato-vesikiiloepididimitisli hastalara uygulanmasiyla, ROS
iretiminde azalma, sperm hareketliligi ve canliliginda artis ve spontan gebelik oraninda

yiikselme gozlenmistir (Vicari, Calogero 2001).
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2.7. Siilfitler

Siilfit oksidaz enzimi (SOX), hava kirliligi ve gidalarla alinanin diginda, viicutta
kiikiirt iceren amino asitlerin ve diger siilfit (SO73) iceren bilesiklerin katabolizmasi
sirasinda olusan SO~3 detoksifikasyonunda énemli bir enzimdir. Agiz ve mide gibi asidik
ortamlarda besinler ile alinan SO73 tuzlar kolay ve hizli bir sekilde siilfiirdz asite (H2
S03) doniismekte bu asit de fizyolojik pH’da SO~3’e doniismektedir (Gunnison, Jacobsen
1987).

Viicuda alinmasiyla SO73’e donen SO;‘in hijyenik amaglarla kullanimi eski ¢aglara
kadar gitmektedir. Antik caglarda Yunanlilarin ev dezenfeksiyonunda, Romalilar ve
Misirlilarin ise sarap kaplarini temizlemek amaci ile SO, gazini kullandigi bilinmektedir.
Besin katki maddesi olarak SO73’in ilk kullanim tarihi 1664 yili olarak bildirilmektedir
(Lester 1995). Hava kirliliginin 6nemli bir bileseni olan SO’nin toksik etkileri uzun
zamandan beri bilinse de, SO73’in besin katki maddesi olarak kullanimu ile ortaya ¢ikan

zararl etkiler son otuz yil igerisinde 6nem kazanmaya baslamistir.

2.7.1. SO73’in Hiicresel Sivilarda Temel Kimyasal Reaksiyonu

SO; ve onun ¢esitli iyonlarla yaptigi tuzlari, suda eriyebilir bilesikler olup sivi
ortamlarda hizli bir sekilde asagidaki reaksiyonda gosterildigi gibi siilfiirdz asit (H2SOs)
olustururlar. H,SOj3 6zellikle yiiksek pH ve 37 C°da kolayca bisiilfit (HSO'3) iyonuna
doniisiir. HSO’3 ise daha yiiksek pH’larda SO73 iyonuna doniismektedir. Fizyolojik
pH’larda HSO’; ve SO73iyonlarinin birbirlerine kolayca doniisebildikleri gdsterilmis, bu

yiizden SO73 her iki iyon i¢in de ortak isim olarak kullanilmustr.

SO, + H,O «—»H,S50; <+—» HSO; 4_>SO:3

SO73’in bu ¢ok iyi bilinen reaksiyonunda goriildiigii gibi agiz ve mide gibi asidik
ortamlarda besinler ile alman SO73 tuzlari kolayca ve hizli bir sekilde H,SOj3’e
doniismekte bu asit de fizyolojik pH’da SO73’e doniismektedir (Gunnison, Jacobsen
1987).
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2.7.2. SO73’e Maruz Kalma

SO73’lere 2 sekilde maruz kalinmaktadir.

2.7.2.1. Endojen Maruz Kalma

SO, ve SO7;3 tuzlarmm disinda SO73’e endojen olarak da maruz kalinmaktadir. Viicutta
kiikiirt iceren amino asitlerin ve diger SO73 iceren bilesiklerin katabolizmasi esnasinda
onemli diizeyde SO73 olusur. Endojen SO73 iiretiminde en Onemli yolak sistein ve
metionin amino asitlerinin katabolizmasidir (Cooper 1983). Sistein katabolizmasi
sisteinin, sistein dioksijenaz (CDO) ile sistein sulfinik aside c¢evrilmesi ile baglar. Bu
enzim sitoplazmada bulundugu igin reaksiyon da burada baslamaktadir (Yamaguchi
1973). Daha sonra sistein siilfinik asit, mitokondriye giderek orada sistein siilfinik asit
transaminaz enzimi ile transaminasyona ugrayarak 3-siilfinilpiriivat olusturur. Son
asamada bu molekiil spontan olarak SO, ve piriivata doniigiir (Cooper 1983). SO, ise
hidrate olarak SO~3 olusturmak tizere H,SO3’e doniisiir (Sekil 2.2).
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Sistein

Sistein dioksijenaz
(Sitoplazma)

A

Sistein stilfinik asit

Sistein silfinik asit transaminaz
(Mitokondri)

A

3-siilfinilpiriivat
Spontan SO, ve piriivat olusumu
| < (Mitokondri)

—

SO, Pirtivat

Stilfit

Sekil 2.2 Sistein katabolizmas1 esnasinda stilfit olusumu



Methionin

s-Adenozilmethionin

s-Adenozilhomosistein

Homosistein

Sistatyonin

Sistein

Sulfit

A

A

A

A

A

A
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Methioninadenozin transferaz

(Sitoplazma)

s-adenozinmetil transferaz

(Sitoplazma)

s-adenozinhomosistein hidrolaz
(Sitoplazma)

sistatyonin p-sentaz
(Sitoplazma)

sistatyonin y-ligaz

Sistein katabolizmasi
(Sitoplazma ve mitokondri)

Sekil 2.3 Metionin katabolizmasi esnasinda siilfit olusumu (Gunnison, Jacobsen 1987).

Metionin katabolizmasinda da SO73’in kaynagi sisteindir. Soyle ki; metionin bir

sitoplazmik enzim olan, metionin s-adenozin transferaz ile s-adenozil metionine doniisiir.

Bu da s-adenozinmetil transferaz ile s-adenozin homosistein’e doner. Daha sonra bu

bilesik s-adenozin homosistein hidrolaz ile homosistein’e bu da sistatiyonin beta sentaz

ile sistatiyonin’e doniiglir. Bunu sistatyoninin sistatyonin gama ligaz ile sistein’e
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dontistimii izler (Sekil 2.3). Bu reaksiyon zinciri sonucu olusan sistein ise daha once

tarif edildigi sekilde bir dizi reaksiyon sonucu SO~; olusturmaktadir (Benevenga 1984).
Bunlara ilaveten hipotaurin katabolizmasi ve hidrojen kiikiirt (H,S) oksidasyonu da daha
az 6nemli olduklari diistiniilen diger endojen SO~3 olusum mekanizmalaridir (Gunnison,

Jacobsen 1987).

2.7.2.2. Eksojen Maruz Kalma

Eksojen SO73 maruziyetini hava kirliligi, ilaglar, yiyecek ve igecekler ile olmak {izere

3 ana baslik altinda toplayabiliriz.

Hava Kkirliligi ile maruz kalma: Fosil enerji kaynaklarmin yakilmasina bagh

olarak atmosfere katilan SO,, bilindigi gibi hava kirliliginin 6nemli bir bilesenidir
(Amdur 1969). SO, nin zararl etkileri hakkinda bilinenler 1950°1i yillarin bagina kadar
oldukg¢a azdi. Londra’da 1952 yilinin kisinda SO7’in atmosfer havasindaki diizeyinin 0.15
ppm’lik smir degerini 10 kat asarak 1.5 ppm’e yiikselmesi ile kardiopulmoner hastaligi
olan kisilerde mortalite artist arasindaki iligkinin gdzlemlenmesi arastiricilart SO,
toksisitesi agisindan daha detayli ¢alismalar yapmaya itmistir (Samet vd 2000). O tarihten
bu yana SO, solunmasi ile ortaya ¢ikan zararli etkiler pek ¢ok ¢alismada bildirilmistir. Bu
caligmalarda SO;’in solunum sisteminde basta bronkokonstriiksiyon olmak {izere alveol
kalinlagmasi, alveol hiperplazisi, akciger 6demi ve akciger kanserine yatkinlik gibi toksik

etkileri gosterilmistir (Hoelscher vd 2003)

SO;’e hava kirliligi ile maruz kalmanin solunum sistemindeki bahsedilen etkilerine ek
olarak kan ve beyin dokusunda da ¢esitli etkileri rapor edilmistir. Bu etkiler, beyin
timorlerinin -~ goriilme  sikliginda  artis, gorsel ve somatosensorial uyarilma
potansiyelerinde izlenen latens uzamasi, eritrosit antioksidan savunma sistemi ve lipid

peroksidasyonundaki degisiklikler olarak siralanabilir (Kucukatay vd 2003).

Mlaclar ile maruz kalma: SO7; ilac endiistrisinde gesitli dozlarda ilag etkinliginin

azalmasina neden olan oksidasyonu Onlemek amaci ile kullanildigr gibi, suda
eriyebilirligi olmayan c¢esitli ilaglara ilave edilerek eriyebilirlik kazandirmak icin de

kullanilmaktadir (Golembiewski 2002).
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llaglarin SO73 igerigi 0.01 mg/ml ile 3,2 mg/ml aralifinda degismektedir. Ilaclara
ilaveten total parenteral beslenme sivilari, periton dializ sivilari yine SO73 igermekte ve
kullanimlar1 esnasinda oldukga yiiksek oranda bu maddeye maruz kalinmaktadir. Ornegin
bir ¢alismada 10 litre periton dializ sivisi kullanilmas: ile yaklasik 500 mg SO73’in
absorbe edilebilecegi hesap edilmistir (Halaby, Mattocks 1965).

Bunlarin diginda ilag endiistrisinde inert madde olarak kullanilan jelatin, kola, dekstroz
gibi maddeler de SO73 igermektedir. Bunlarin izin verilen SO73” igerigi kola i¢in % 0.008,
jelatin icin % 0.15°dir. Ornegin 500 mg’lik bir tablet yaklasik % 25 kola icermektedir.
Buradan hesapla bu tabletin yaklagik 0.01 mg SO, igerdigi bulunabilir (Dalton-Bunnow
1985). Oldukca diisiik olan bu oranin kimi astimlilarda astim krizini provoke edebildigi
bildirilmistir (Koepke vd 1983).

Yivecek ve iceceklerle maruz kalma: SO73’in bir baska kullanim alan1 yiyecek

ve igeceklerin korunmasi ve dayamiklihiginin arttirilmas1 amaci ile gida endiistrisidir. ilk
olarak karisik fonksiyonlu bir enzim olan ve pek ¢ok gidada bulunan Polifenol oksidazi
(PDO) inhibe ettiginin bulunmasi, SO73’in gida sanayiinde kullanilmasina neden olmustur
(McEvily vd 1992). Bu enzim fenollerin oksidasyonundan sorumludur ve onun SO7; ile
inhibe edilmesi besinlerin kararmasina neden olan melanin olusumunu engellemektedir
(Nicolas vd 1994). Daha sonra kararmay1 6nleyici etkisine ek olarak antimikrobial, renk
ve kivam koruyucu ve renk agartict olarak pek ¢ok degisik amacla yogun bir sekilde bu

endiistride kullanim alan1 bulmustur (Fazio, Warner 1990).

SO73’in bu amagla kullanilmasi diger besin katki maddelerinde oldugu gibi olasi
toksik etkilerine karsi bir takim diizenlemelerin ve kurallarin ortaya konmasina neden
olmustur. Amerikan Besin ve ilag Idaresi (Food And Drug Administration-FDA) Ilk
olarak 1959 yilinda asagida listelenen SO~ bilesiklerini Genellikle Giivenli Kabul Edilen
(Generally Recognized As Safe=GRAS) besin katki maddeleri olarak bildirmistir (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 1974).

Bu SO73 igeren bilesiklerin besinlerdeki oranlari, ¢esitli deneysel ¢alismalar sonucunda
Diinya Saglik Orgiiti Besin Katki Maddeleri Uzman Komitesince (WHO Expert

Committee on Food Additives) belirlenmis ve 1974 yilinda agiklanmistir (Joint
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FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 1974). Bu komiteye gore giinliik

kabul edilebilir siilfit alimi (The Acceptable Daily Intake=ADI) 0.7 mg/kg olarak
belirlenmistir. Bu rakamlar ve SO73’in genel olarak giivenli kabul edilmesi giiniimiizde de

gegerliligini korumaktadir.

Sican, fare ve maymunlarla yapilan ¢alismalarda %S.jgaretli SO73’in agiz yoluyla
alimini takiben %70-95 oraninda bagirsaklardan emildigi gosterilmistir (Gibson, Strong
1973). Beslenme aliskanligina gore giinliik SO 73 tilketimi kolayca kabul edilebilir diizeyin

iizerine ¢ikabilir.

2.7.3. SO73 Toksisitesi

Giinliik SO73 tiikketiminin, yiyecek ve igeceklerle alinan miktarina, hava kirlililigi ve
ilag endiistrisi yoluyla aliminin da katilmasi ile olduk¢a yiliksek oldugu bilinmektedir.
Besinlerle SO73 aliminin zararl etkileri ilk olarak 1973 yilinda rapor edilmistir (Kochen
1973). Bu tarihten simdiye dek, daha ¢ok allerjik ve astimli bireylerde olmak iizere
normal bireylerde de oldukg¢a yogun olarak SO~3 hipersensitivitesi rapor edilmistir (Vally
vd 2000). Bu hipersensitivite hastalarda basta bronkokonstriiksiyon olmak tizere iirtiker,
laringeal 6dem ve/veya anjioddem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu sikayetlerle baslayan ve
sonu Oliimle biten anafilaktik sok vakasi rapor edilmistir. Bu etkilerin ortaya ¢ikis

mekanizmalar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1) SO73’in alimim takiben su ile birlesip H,SO3 olusumu ve bu asidin direk irritan
etkisi (Fine vd 1987)

2) Irritan reseptorlerin ve pulmoner C liflerinin uyarilmasi sonucu gesitli pulmoner
noéropeptidlerin salinimi (Widdicombe 1975)

3) Mast hiicre degraniilasyonu (Sprenger vd 1989)

4) Noral kolinerjik refleks mekanizmanin uyarilmasi (Tan vd 1982)

5) Immiinglobulin E aracili (IgE) immiin yanit (Lester 1995)

Sonraki yillarda yapilan caligmalar ile bu maddenin allerjik yan etkilerine ilaveten
ozellikle yiiksek dozlarda, pek ¢ok hiicresel yapi ile etkilesebildigi gosterilmis ve toksik
Ozellikleri daha iyi tanimlanmaya baslanmistir. Genetik materyalde sitozin ve urasil

bazlar ile reaksiyona girerek hasar ve mutasyonlara sebebiyet verdigi, lipit ve proteinler
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ile reaksiyona girdigi gosterilmistir (Southerland vd 1982). Bu sayilan etkilerde direk

veya dolayl olarak oksijen (O2) ve kiikiirt merkezli radikaller en 6nemli mekanizmadir
(Abedinzadeh 2001). Bunlara ilaveten elastaz gibi serin proteinazlarin inhibitori olan oy-

antiproteinazi (a;-AP) aktivitesini engelleyerek, akciger hasar1 olusturdugu bildirilmistir

(Reist vd 1998).

Yukarida bahsedilen zararh etkilerine ragmen SO~3, asagida 6zetlenecek olan deneysel
calismalardan elde edilen bulgular nedeniyle Diinya Saglik Orgiitii Besin Katk1 Maddeleri
Uzman Komitesince giivenli kabul edilen maddeler sinifinda yer almistir. Ornegin Alarie
ve arkadaslar1 18 ay boyunca 0,1 ve 5 ppm SO, gazi soluttuklart maymun ve kobaylarda
minimal zararli etkiler bulmuslardir (Alarie vd 1975). Bir baska c¢alismada Til ve
arkadaslar1 sicanlara 2 yil siiresince ve 3 kusak boyunca % 0.25 NayS;0s igeren yem

vermisler ve SO73’in herhangi bir zararli etkisini saptayamamiglardir (Til vd 1972).

Giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitiiniin maksimum 0,7 mg/kg olarak kabul ettigi giinliik
SO7; alimu diizeyi, Til ve arkadaslarinin siganlarda yaptigi calismadan elde ettikleri
sonuclara dayanmaktadir. S6yle ki; bu arastirict grubunun kullandiklar1 ve herhangi bir
zararli etki bulamadiklart % 0.25 Na,S;0s5 iceren yemin tiiketilmesi, yaklagik olarak
giinde 72 mg/kg SO73 alimma karsiik gelmektedir (Til vd 1972). Diinya Saglik
Orgiitiiniin ilgili komitesi buna 100 katlik bir giivenlik faktdriinii de ekleyerek 0.7 mg/kg
SO73 aliminin zararl bir etkisi olmayacagini bildirmistir. Ek olarak, SO73’in ilave edildigi
besinlerin tiamin (Vit Bl) igerigini azalttig1 gosterilmistir. Vit B1’den yoksun diyetle
beslenen siganlarda SO~3 toksisitenin ortaya ¢ikmasi, kirmizi et gibi Vit B’ce zengin

besinlerde kullaniminin yasaklanmasina yol agmistir (Gunnison 1981).

Sonug olarak 0.7 mg/kg olan giinliik kabul edilebilir SO~3 alimmin SO~3’e maruziyet
acisinda riskli bazi is kollarinda calisan insanlarda ve beslenme aligkanligina gore
kolaylikla asilabilecegini tahmin etmek zor degildir. Giinliik SO7; tiiketiminin hesap
edildigi az sayidaki calismada bu sinirin hayli istiine ¢ikildigr goriilmiistiir. Bu
caligmalarda bir restoran Ogiiniiniin dahi 200 mg SO73 igerebildigi ve bir tahminle
Amerikan populasyonun % 99 unun yiyecek ve i¢eceklerle giinliik ortalama 163 mg SO™3

tilkettigi hesaplanmistir (Lester 1995). Yiyecek ve igeceklerle birlikte hava kirliligi ve
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SO7; igeren cesitli ilaglar birlikte diisiiniildiigiinde, SO™3’e maruz kalinmanin 163

mg/giin diizeyinin de iizerine ¢ikmasi kuvvetli bir olasiliktir.

2.7.4. SO™3 Metabolizmasi

Gerek endojen olusan gerekse de eksojen maruz kalinan SO73‘in detoksifiye edilmesi

gerekir. Bunun i¢in 2 temel yolak vardir. Bunlar;

- Oksidatif olmayan SO™3 metabolizmasi
- Oksidatif SO™3 metabolizmasi’dir.

2.7.4.1. Oksidatif Olmayan SO~3 Metabolizmasi

SO7; detoksifikasyonunda oksidatif metabolizmaya gore daha az O6neme sahiptir.
SO75‘in bu sekildeki detoksifikasyonunda siilfitolizis reaksiyonu énemli yer tutar. SO73
bu reaksiyon ile sistin, okside glutatyon (GSSG) gibi kiiciik veya daha biiylik molekiil
agirlikli proteinlerle disiilfit baglar1 araciligl ile birlesir ve s-sulfonat adi1 verilen bilesigi
olusturur. Bu bilesigin idrarda bulunmamasi, SO™3‘in bu yolla metabolizmasinin olduk¢a

az bir 6neme sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Gunnison vd 1987).

R-S-S-R + SO7; »R-5-SO73 + RS

Oksidatif olmayan bir diger SO™3 metabolizmasi yolag tiosiilfattir. Tiosiilfat SO
ve 3-merkaptopriivatin reaksiyona girmesi ile olusan bir bilesiktir ve SO73 bu yolla idrarla
atilmaktadir. Ayrica SO73‘in, tiosistein ile reaksiyona girerek tiosiilfat olusturdugu

bildirilmistir (Shih vd 1979).

2.7.4.2. Oksidatif SO™3 Metabolizmast

Oksidatif SO™3 metabolizmast SO73‘in temel detoksifikasyon mekanizmasidir. Bu

islem viicutta SOX enzimi aracilig1 ile yapilmaktadir. SOX, (EC 1.8.3.1) molekiil agirlig
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104 kilodalton (kDa) olan bir molibdohemoproteindir ve memelilerde kofaktor olarak

Mo kullanan 3 enzimden birisidir (Cohen vd 1971). Diger Mo kullanan enzimler ksantin
oksidaz (XO, EC 1.2.3.2) ve Aldehit oksidaz (AOX, EC 1.2.3.1) olarak bildirilmistir
(Johnson vd 1974).

SOX birbirine benzer her biri 52 kDa’luk 2 subiinitten olusmus dimerik bir yapiya
sahiptir ve mitokondrinin i¢ membraninda lokalize olmustur. 52 kDa’luk bu subiinitler,
Hem igeren kiiciik bir N terminaline ve Mo igeren biiyiik bir C terminaline sahiptir
(Kisker vd 1997). Bu yapmin SOX etkinligini Mo igeren biiyiikk C terminali gosterir
(Sekil 2.4).

N terminali

\ /

Sekil 2.4 Siilfit oksidaz enziminin sematik gosterimi

SOX SO73i okside ederek SO7;‘a doniistiiriir. Idrarla atilan inorganik SO74‘in
yaklasik % 90’min SOX enzimi tarafindan olusturuldugu gésterilmistir. SO™3‘in, enzimin
aktif bolgesine baglanmasi Mo’un iki elektron kaybi ile sonuglanirken SO73 SO4a
cevrilir. Enzimin yeniden goérev yapmasi sitokrom c’nin molekiil i¢i elektron transferi
yapmasina baglhdir (Garrett vd 1998). Bu islem de iki basamakta yapilarak enzimin
islevselligi tekrar kazandirilir (Sekil 2.5).
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sitokrom ¢ Mo (V1) Fe (IIl)
- o e
(rediikte) SO5™ + H,0
sitokrom c SO,4" +2 H*
(okside)
Mo (VI) Fe (II) Mo (1V) Fe (lIT)
Mo (V) Fe (lII) Mo (V) Fe (II)
sitokrom c sitokrom c
(rediikte) (okside)

Sekil 2.5 Siilfit oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun sematik gosterimi (Johnson
1998)

2.7.5. SO7; Oksidaz Yetersizligi Olusturulmus Sican Modeli

Deney hayvanlan ile yapilan SO73 toksisitesi ¢alismalarini insana uyarlamak i¢in iki
yol vardir.
1)  Deney hayvanlarinin insandan daha yiiksek olan SO73 detoksifiye etme
kapasitelerini asacak oranda SO73 yiiklemesi yapmak,
2) SOX enzim diizeylerini mimkiin oldugu oranda insanlarin diizeyine

indirmek.

Bu yontemlerden ilkinin, asagidaki sebeplerden dolayr kullanilmasi miimkiin

olmamaktadir;

- SO73¢in, tadindan dolay1 besin veya su tiiketimini azaltmasi
-Yiiksek dozlarda ilave edildigi besinin bilesenleri ile reaksiyona girmesi
-Gastrointestinal sistemde siddetli irritasyon yapmasi

-Aspirasyona bagli 6liimlere yol agmasi (Gunnison vd 1981).
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Ikinci yontemde, hayvanlar yiiksek W ve Mo’suz diyet ile beslenmektedir. Bu metod
ile yetersizligin olusturulmasi, enzimin kofaktorii olan Mo’un diyetten ¢ikarilmasi ve
digaridan W verilerek Mo’un yerine W’in geg¢mesi esasina dayanir. Hayvanlarin bu
sekilde bir diyete tabi tutulmasi ile iic haftada efektif bir sekilde SOX enzim
yetersizliginin olusturulabildigi ilk defa Gunnison ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir

(Gunnison vd 1987).

Bu islem sonrasinda hayvanlarin SOX enzim diizeyi baslangigtaki diizeylerinin
yaklasik % 1’ine diismekte, bunun disinda hayvanlar arasinda genel goriiniim saglik
acisindan herhangi bir fark gozlenmemektedir (Gunnison vd 1987). Bu modelin
olusturulmasi diger Mo iceren XO ve AOX enzimlerinde de ecksiklik meydana
getirmektedir (Johnson vd 1974). Yapilan g¢alismalarda AOX enziminin bazi memeli
tirlerinde hi¢ bulunmadigi, insanlarda saptanan genetik XO eksikliginin ise ciddi bir
saglik problemi yaratmadigi bildirilmistir (Sardesai 1993). Bu modelin kullanildigi
caligmalarin hig¢birinde, hayvanlarin genel durumunda bozulma veya eksiklik olusturma
protokoliine bagli bir toksik etki gozlenmemistir (Gunnison 1987). Sonug olarak,
deneysel SO7; toksisitesi ¢aligmalarindan elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanabilmesi
icin, SOX yetersizligi olusturulmus deney hayvanlar1 kullanilmasinin gerekliligi ortaya

cikmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hayvanlar ve Bakim Sartlari

Calismanmizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi’nden
alinan 24 adet erkek Wistar Albino tiirii siganlar kullanilmistir. Tiim denekler igin
onerilen optimum ¢evresel kosullar ayni merkez tarafindan saglanmis ve siganlar,
1isiklandirmasi (12 saat aydinlik/karanlik siklusunda, 07:00-19:00 saatleri arasi aydinlik),
havalandirilmasi (%60-70 nem) ve oda 1sist (20-24 °C ) kontrol edilen bir odaya

yerlestirilmistir.

3.2. Deneysel Uygulama

Bu caligma; ergin donemdeki siganlardan olusmustur. Sicanlar 6’sar hayvan olmak
tizere 4 gruba ayrilmistur. Birinci grup siganlar normal siganlara 7 giin boyunca i.p. 300
mg/kg L-Karnitin verilmistir. Ikinci grup sicanlar hicbir muamele gérmemistir ve birinci
grup siganlarm kontrolii olmustur. Uglincii grup siganlara dzel yem verilerek siilfit
oksidaz yetersiz hayvanlar elde edilmistir. Bu hayvanlara 7 giin boyunca i.p. 300mg/kg L-
karnitin verilmistir. Dordiincii grup siganlar siilfit oksidaz yetersiz olmustur ve ti¢iincii
grubun kontrolii olmustur. inceleme ve bulgularin fotograflandiriimasinda, Olympus

BX51 marka 151k mikroskobu ve Olympus DP72 dijital kamera kullanilmigtir.

3.2.1. SOX Yetersizligi Olan Sican Olusturulmasi

Gunnison ve arkadaslarinin tarif ettigi sekilde gerceklestirilmistir. Bu metod ile
yetersizligin olusturulmasi, enzimin kofaktdrii ve esansiyel bir element olan Mo’un
diyetten ¢ikarilmasi ile birlikte disaridan W verilerek Mo’un yerine W’in gegmesi esasina

dayanir.
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Bu calismada diyetten Mo ¢ikarilmasi islemi siganlar i¢in olusturulmus ve Amerikan
Gida Enstitlisii (American Institute of Nutrition) tarafindan 1976 yilinda kabul edilmis
ozel bir yem kullanarak gerceklestirilmistir. Literatiirde bu diyetin ad1 American Institute
of Nutrition’1n bas harflerinin kisaltmalar1 ve yine bu enstitii tarafindan kabul edildigi yila
(1976) atfen AIN-76 olarak geg¢mektedir ve teorik olarak hi¢ Mo igermemektedir.
Hayvanlarin igme sularina 200 ppm dozunda W ilave etmek sureti ile yeni SOX enzimi
sentezi esnasinda W’in enzimin aktif bolgesi icin Mo ile yarigmaya girerek onun yerine
baglanmasi1 amaglanmistir. SOX yetersizliginin gelisip gelismedigi, hayvanlarin 3 hafta
boyunca yukaridaki gibi beslenmesini takiben karaciger SOX enzim aktivitesinin 6l¢timii

ile kontrol edilmistir.

3.3. Reaktif Hazirlanmasi

Fiksatif Soliisyonu Hazirlama: % 37’lik formaldehitden 10 ml, distile sudan 90 ml

alinarak % 10’luk fiksatif soliisyonu hazirlanmistir.

3.4. Uygulanan Teknikler

3.4.1. Doku Takip Yontemi:

a. Alman dokular formaldehitde 1 gece bekletildi.
b. Akarsuda 30 dakika yikandi.

C. %70’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

d. %80’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

e. %90’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

f. %]100’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

g. Ksilende 1 saat bekletildi.
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h. Ksilende 1 saat bekletildi.

i. Parafinde 1 saat bekletildi.
J. Parafinde 1 saat bekletildi.

k. Dokulara parafinle gomme ve etiketlenme islemi yapildi.

3.4.2. Histolojik Boyama

Hematoksilen-Eozin Boyama Yéntemi:

a. Bloklardan 5 p’ luk kesitler alinip 1lik su havuzuna birakildi.
b. Lamlarla dokular toplanir ve zembillere yerlestirildi.
Etuvde 2 saat 60 C’de birakildu.
d. Ksilende 2 seri halinde 30’ar dakika olmak tizere toplam 1 saat tutuldu.
e. Sirasiyla %100, %90, %80, %70’lik azalan etil alkol serilerinden toplam 10
dakika olacak sekilde gecirildi.
Alkolden ¢ikan preparatlar akar suda yikandi.
Hematoksilende 2,5-3 dakika bekletildi.

> o -

Akar suda yikandi.
Asit-alkole daldirilip ¢ikartildi.

Akar suda yikandu.

x~ <

Amonyaga daldirilip ¢ikartildi.

Akar suda yikandu.
. Eozinde 3-5 saniye tutuldu.
Akar suda yikandi.
Sirasiyla %70, %80, %90, %100’luk artan etil alkol serilerinde toplam 10 dakika

© =5 3

olacak sekilde gecirildi.
p. Ksilende 30 dakika bekletildi.

g. Entellan kullanilarak dokularin tizeri kapatildi.
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3.4.3. Immunohistokimyasal boyama

Doku takip yontemi tamamlanan testis bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 p’ luk

kesitler alinip, Kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki

gibidir: (Reaktifler icin Invitrogen Histostain-Plus kit kullanilmustir.)

a.

Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.
Lam tasima sepeti etiivde 60 °C°de 1 gece bekletildi.
Ksilende, deparafinizasyon iglemi i¢in 1 saat bekletildi.

Kesitler sirasiyla %100, %90, %80, %70’lik etil alkol serilerinde toplam 10 dakika
bekletildi.

Alkolden c¢ikan preparatlar akarsuda yikanarak 10 dakika PBS’de birakildi. Bu

asamada kesitler PAP pen kullanilarak isaretlendi.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’luk H,O,: Metanol (1:9) karisimi1
ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

PBS ile yikanan kesitler, lizerlerine ilave edilen serum bloklama soliisyonu ile 10

dakika oda sicakliginda bekletildi. (invitrogen, Camarillo, CA 93012, A.B.D.)

Kesitler {izerine OCT2 primer antikoru ilave edilerek 2 saat bekletildi. Bu
calismada kullanilan primer antikorlarun diliisyonu 1:200 seklindedir. Primer
antikor PBS ile diliie edildi.

Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,

biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edildi.

Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmig-sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA) 10

dakika kadar muamele edildi.

Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyas1t DAB ile 3-10 dakika
kadar muamele edildi.



45
I.  Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gézlenmesi i¢in kesitlere hematoksilen

(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapildi.

m. Kesitler akarsu da yikanmis ve sirasiyla %70, %80, %90, %100’lik etil alkol
serilerinde toplam 10 dakika bekletildi.

n. Dokularin iizeri entallan ile kapatildi.

3.4.4. Doku Homojenizasyonu

K2HPO4 ve KH2POs ya da NaH2POs4 ve NazHPOas kullanilarak 400mMol olacak
sekilde ¢ozelti hazirlandi. 50mMol olmasi igin 0.4M PO4 tamponundan diliisyon yapildi.
50mM po4 tamponu icine EDTA tableti ilave edildi. pH 7.4 olacak sekilde soliisyon

hazirlandi.

Homojenizasyon i¢in 50mM EDTA’l1 fosfat tamponu igine her 50ml i¢in 1 tablet
proteaz inhibitorii ilave edildi. Her karaciger Orneginin homejenizasyonu igin 5Scc
sollisyon Orneklerin iizerine ilave edildi ve 11.000 g de 10 dakika santrifiij edildi.

Supernatant alind1 ve — 20°C dereceye kaldirild1.

3.4.5. SOX Aktivitesi Ol¢iimii

Cohen ve Fridovich tarafindan 6nerilen metoda gore Wistar Albino sigan karaciger
homojenatlarinda siilfit oksidaz enzim aktivitesi tayin edildi. Bu yontem; SOX aktivitesi
ile SO73’e bir oksijen daha eklenerek SO7; olusmasi ve bu esnada agiga ¢ikan bir
elektronun, sitokrom c’de bulunan okside demirin Fe+3‘e transfer edilerek rediiksiyona
ugramasiyla okside formdan rediikte forma gecen demirin absorbans artisina neden
olmasi prensibine dayanir. Homojenizasyon islemi sirasinda elde edilen homojenat Tablo
3.1’de verilen reaksiyon karisimi ile 550 nm dalga boyunda oda sicakliginda SOX
aktivitesi kaydedilmis ve absorbanstaki 0.100 birimlik artig 1 unite SOX aktivitesi olarak
ifade edilmistir.
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Tablo 3.1 Wistar Albino sigan karaciger homojenatindaki SOX aktivitesinin tayini i¢in

reaksiyon karigiminin bilesenleri.

Icerik Stok Solusyonlar Eklenen Hacim (ml) Son Konsantrasyon
Tris-HCI pH:8,50 50 mM 1,6 80 mM
Sitokrom ¢ 0,2 mM 0,5 1 mM

KCN 10 mM 0,1 1 mM

Na,SO; 0,01 mM 0,1 0,001 mM
Homojenat 0,2

Ultra saf su 3 ml’ye tamamla

Toplam hacim 3

3.4.6. Protein Miktar Tayini

Wistar Albino siganlara ait dokulardan elde edilen homojenatlarin protein miktar
tayini, BSA (sigir serum albumin) standart olarak kullanilarak Lowry vd (1951)’nin
metoduyla yapildi. Bu metod, alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin ve tinosin

artiklarinin bakir ile kompleks olusturmasi prensibine dayanir.

1:10 veya 1:20 oraninda seyreltilmis olan fraksiyonlar test tiiplerine 50ul hacimde
alindi. Sonra % 2’lik bakir sulfat, %2’lik sodyum potasyum tartarat ve % 2’lik sodyum
karbonat iceren 0,1 N NaOH’in 1:1:100 oraninda karigmasiyla olusan 200ul alkali bakir
reaktifi ile karistirild1 ve oda sicakhiginda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda,
deiyonize distile su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin (fosfomolibdik-fosfotungstik
asit) reaktifinden her bir tupe 20ul ilave edildi. Folin reaktifini koyar koymaz hemen
karistirildi ve 10 dakika daha inkiibe edildi. Olusan rengin siddeti her bir tiip icin 660
nm’de kore kars1 Olciildii. Protein miktarlar1 elde edilen egim degeri kullanilarak

hesaplandi.
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3.4.7. Plazma Total Oksidan Kapasite (TOK) ve Total Antioksidan Kapasite
(TAK) Ol¢iimii

Plazma total oksidan kapasite (TOK) ve total antioksidan kapasite (TAK) olgiimleri
icin santrifiije edilen kan 6rnekleri analize kadar -80 °C’de saklanmaistir.

Plazma total oksidan kapasite diizeyi (TOK) Erel’in gelistirdigi otomatize edilmis bir
yontem ile kolorimetrik olarak ticari bir kit araciligiyla (Rel Assay Diagnostic, Tiirkiye)

Ol¢iilmiistiir.

Olgiimiin  prensibi  6rnegin igindeki oksidanlarm ferrdz iyon-o-dianisidine
kompleksinin ferrik iyona doniisiiniin saglanmasi ve bunun da asidik bir ortamda
kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artigina sebep olmasina dayanmaktadir.
Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonun hizim1 yaklasik ii¢ katina ¢ikarmaktadir.
Ornekte bulunan oksidanlarm (lipidler, proteinler vb) miktarryla iliskili olan rengin
siddeti 492 nm dalga boyunda ELISA okuyucu ile spektrofotometrik olarak olgiilmiis,
sonuclar pmol H202 Eqv/L birimi ile ifade edilmistir.

Plazma total antioksidan kapasite diizeyi (TAK) yine Erel’in gelistirdigi otomatize
edilmis bir yontem ile kolorimetrik olarak ticari bir kit araciligiyla (Rel Assay Diagnostic,
Tiirkiye) 6l¢iilmiistiir. Ol¢iimiin prensibi drnegin igindeki tiim antioksidanlarin mavi-yesil
ABTS radikalini renksiz rediikte ABTS haline getirmesi esasmna dayanir.
Spektrofotometrik olarak 6lgiilen absorbans degisikligi 6rnegin total antioksidan diizeyi
ile ilisilidir. Deneklerin plazma total antioksidan kapasite diizeyleri 405 nm dalga
boyunda ELISA okuyucu ile spektrofotometrik olarak olgiilmiis sonuglar pmol Trolox

Eqv/L birimi ile ifade edilmisir.

3.4.8. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif stres diizeyinin bir diger gostergesi hesapla elde edilen Oksidatif Stres
Indeksi (OSI)’dir. Bu indeks calisgmamizda elde edilen TOK ve TAK degerleri

kullanilarak asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

0Si=TOK (umol H202 Eqv/L) / TAK (umol Trolox Eqv/L) X 100
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3.4.9. istatistiksel Analiz

Total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite ve oksidatif stres indeksi
degerlerinin karsilastirilmasinda One-way ANOVA testi kullanildi (SPSS programi
version 11.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Elde edilen sonuglar i¢in p<0.05 degeri

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait si¢an testis dokularinin enine kesitinde, spermatogenik hiicreler ve
Sertoli hiicrelerini i¢eren seminifer tiibiillerin, uniform biiyiikliik ve sekilleri ile normal
yapida olduklart goriildii. Seminifer tiibiiller ve seminifer tiibiiller arasindaki interstisiyel
bag dokuda herhangi bir degisiklik saptanmadi (Sekil 4.1). Seminifer epiteli olusturan
spermatogenik  hiicreler degisik olgunlagsma asamalar1  gostermekteydi. Bazal
kompartimanda yerlesik olan spermatogonialar, oval ya da yuvarlak, kondanse kromatin
yapisina sahip c¢ekirdekleri ile dikkat ¢ekmekteydi. Buna karsilik gelismekte olan primer
spermatositler, sekonder spermatositler, spermatidler ve spermler ise adluminal

kompartimani olusturmaktaydi (Sekil 4.1).

]

Sekil 4.1 Kontrol grubuna ait sigan testis dokusunun enine kesiti (HE- 10X Biiyiitme)
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L-karnitin verilmis deney grubuna ait si¢an testis dokularinin enine kesitinde,
seminifer tiibiillerin uniform biyiiklik ve sekilleri ile normal yapida olduklar1 goriildii.
Seminifer tiibiiller igindeki germinal epitel hiicrelerinin diizenli ve sayica kontrol grubuna

gore fazla oldugu gozlemlenmistir. Ayrica seminifer tiibiiller arasindaki intersisyal alanda

bag dokusu yapisinin kontrol grubuna gdre daha yaygin oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.2).

Sekil 4.2 L-karnitin verilmis deney grubuna ait si¢an testis dokusunun enine kesiti
( HE-10X Biiyiitme)

Kontrol grubu ve L-karnitin verilmis deney grubuna ait si¢an testis dokularinin enine
kesitleri karsilagtirildiginda, L-karnitin verilmis deney grubunda sekonder spermatosit ve

spermatid sayisinda belirgin sekilde artis gozlemlenmistir (Sekil 4.3).



Sekil 4.3 Kontrol grubu ve L-karnitin verilmis deney gruplarina ait sican testis
dokularinin enine kesitleri (HE- 40X Biiyiitme) (K: Kontrol grubu, KL: L-Karnitin
verilmis deney grubu)

SOX yetersizligi olusturulmus deney grubuna ait sican testis dokularinin enine
kesitinde kontrol grubuna ve |-karnitin verilmis gruba gére seminifer tiibiillerin uniform
sekil ve biiyiikliiklerini kaybettikleri dikkati ¢ekti. Germinal epitel hiicrelerinin diizenli
dizilim gostermedigi, seminifer tiibiillerdeki spermatosit yogunlugunun belirgin sekilde

azaldig1 ve hiicreler arasindaki bosluklarin arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 SOX yetersizligi olusturulmus deney grubuna ait sigan testis dokusunun enine
kesiti (HE — 10X Biiyiitme )
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SOX yetersizligi olusturulup daha sonra L-karnitin verilmis deney grubuna ait si¢an
testis dokularinin enine kesitinde sadece SOX yetersizligi olusturulmus deney grubunun
aksine seminifer epiteli olusturan spermatogenik hiicre serisinin daha iyi korundugu,

seminifer tiibiillerdeki spermastosit yogunlugunun kontrol grubuna benzedigi ve hiicreler

aras1 boslugun azaldig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 SOX yetersizligi olusturulup, daha sonra da L-karnitin verilmis deney grubuna
ait sigan testis dokusunun enine kesiti (HE — 10X Biiyiitme)

4.2. immiinohistokimyasal Boyama Bulgulari

Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan OCT2 antikorunun germinal epitel
hiicrelerinde, spermatozoada ve Leydig hiicrelerinde pozitif boyanma gdstermesi

beklenmektedir. Bu baglamda bulgular karsilagtirilmisgtir.

Kontrol grubuna ait sigan testis dokularinin enine kesitine bakildiginda, beklenildigi
gibi germinal epitelde ve spermatozoa da pozitif boyanma goriilmektedir (Sekil 4.6).

Interstisyel alanda boyanma yalnizca Leydig hiicrelerinde goriilmektedir.
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Sekil 4.6 Kontrol grubuna ait sigan testis dokusunun enine kesiti (IHK — 10X Biiyiitme)

L-Karnitin verilmis deney grubuna ait si¢an testis dokularinin enine kesitinde benzer
olarak pozitif boyanma yalnizca germinal epitelde ve Leydig hiicrelerinde goriilmektedir.
L-karnitin verilmesi ile spermatogenik hiicrelerin sayisindaki artis bu yontem ile de
gosterilebilmektedir. Interstisyel alanda bag dokusu yapisimin artist gozlemlenmistir
(Sekil 4.7).

Sekil 4.7 L-karnitin verilmis deney grubuna ait sican testis dokusunun enine kesiti (IHK —
10X Biiyiitme)
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SOX yetersizligi olusturulmus deney grubuna ait sigan testis dokularinin enine

kesitinde spermatogenik seri hiicrelerinin sayisinda belirgin sekilde azalma goriiliirken

interstisyel alanda bag dokusunda boyanmanin az olmasi dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8 SOX yetersizligi olusturulmus deney grubuna ait Sigan testis dokusunun enine
kesiti (IHK — 10X Biiyiitme)

SOX vyetersizligi olusturulup daha sonra L-karnitin verilmis deney grubuna ait sican
testis dokularinin enine kesitinde spermatogenik hiicrelerin dagilimi kontrol grubuna
benzer dizilim gostermektedir. Interstisyel alanda bag dokusu yapis1 artist da

gozlemlenmektedir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 SOX yetersizligi olusturulduktan sonra L-Karnitin verilmig deney grubuna ait
sigan testis dokusunun enine kesiti (IHK 10X).

4.3. Total Oksidan Kapasite (TOK), Total Antioksidan Kapasite (TAK) ve Oksidatif
Stres Indeksi (OSI) Degerleri

Kontrol grubu, L-karnitin verilmis deney grubu, SOX yetersizligi olusturulmus deney
grubu ve SOX yetersizligi olusturulduktan sonra L-karnitin verilmis deney gruplarinda
ortalama total antioksidan kapasite degerleri (+ SD) sirasi ile 2.33 (+ 0.09), 2.29 (x 0.04),
2.12 (£ 0.06) ve 2.16 (+ 0.08) olarak belirlendi. Alinan 6rneklerle yapilan istatistiksel
karsilagtirma, total antioksidan kapasitenin kontrol grubu ortalamasinin en fazla oldugu ve
L-Karnitin ilave edilen grupta da bu kapasitenin ortalamasinin diistiigii, fakat anlamli bir
fark gostermedigi goriilmistiir. SOX yetersizligi olusturulmus grup ile SOX yetersizligi
olusturulduktan sonra L-Karnitin verilmis deney grubunun ortalamasi karsilagtirildiginda
antioksidan kapasitenin anlamli derece de farkli olmadigir goriilmiistiir. Fakat kontrol
grubu ve SOX yetersizligi olusturulmus grup ortalamasi karsilastirildiginda ise bu
gruplarin antioksidan kapasiteleri arasinda anlamli bir sekilde farklilik saptanmistir. SOX
yetersizligi olusturulmus gruplarda antioksidan kapasitesi seviyelerinin ortalamasinda

diistis gozlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Total Antioksidan Kapasite ortalamalarinin gruplara gore karsilagtirilmasi.
(K:Kontrol grubu, KL: L-Karnitin verilmis deney grubu, S: SOX yetersizligi
olusturulmus deney grubu, SL: SOX yetersizligi olusturulduktan sonra L-Karnitin
verilmis deney grubu)

Plazma Total Antioksidan Kapasite

Kontrol grubu, L-karnitin verilmis deney grubu, SOX yetersizligi olusturulmus deney
grubu ve SOX vyetersizligi olusturulduktan sonra L-karnitin verilmis deney gruplarinda
ortalama total oksidan kapasite degerleri (= SD) siras1 ile 7.30 (£ 1.32), 6.56 (+ 1.25),
9.11 (+ 1.67) ve 9.68 (+ 1.03) olarak belirlendi. Total oksidan kapasite degerlerinin
ortalamasi karsilastirildiginda her 4 grup i¢in de anlamli bir fark goézlenmemistir (Sekil

4.11).
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Sekil 4.11 Total Oksidan Kapasite ortalamalarinin gruplara gore karsilastiriimasi.
(K:Kontrol grubu, KL: L-Karnitin verilmis deney grubu, S: SOX yetersizligi
olusturulmus deney grubu, SL: SOX yetersizligi olusturulduktan sonra L-Karnitin
verilmis deney grubu)

Plazma Total Oksidan Kapasite
(o]
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Kontrol grubu, L-karnitin verilmis deney grubu, SOX yetersizligi olusturulmus deney
grubu ve SOX yetersizligi olusturulduktan sonra L-karnitin verilmis deney gruplarinda
ortalama oksidatif stres indeksi degerleri (= SD) siras1 ile 0.31 (= 0.07), 0.29 (+ 0.05),
0.43 (£ 0.08) ve 0.45 (£ 0.09) olarak belirlendi. Oksidatif stres indeksi degerlerinin
ortalamasi karsilastirildiginda her 4 grup igin de anlamli bir fark gozlenmemistir (Sekil
4.12).
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0 . . .
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Sekil 4.12 Oksidatif Stres Indeksi ortalamalarmin gruplara gére karsilastirilmasi.
(K:Kontrol grubu, KL: L-Karnitin verilmis deney grubu, S: SOX yetersizligi
olusturulmus deney grubu, SL: SOX vyetersizligi olusturulduktan sonra L-Karnitin
verilmis deney grubu)

Oksidatif Stres indeksi

4.4, Karaciger SOX aktivitesi Degerleri

Ozel yem ve su ile beslenen siganlarda SOX yetersizliginin olusup olusmadigm teyit
etmek amaciyla tiim gruplara ait sican karaciger dokularinda enzim aktivitesi 6l¢iimii
yapilmistir. Sonuglar karacigerden elde edilen siipernatantdan Lowry yOntemine gore
protein Ol¢iimii yapilarak unit/mg protein olarak ifade edilmistir. Buna gore; Wistar
albino siganlarda kontrol grubunda ortalama 5.43 + 0,036 unit/mg protein ve L-karnitin
verilmis deney grubunda ortalama 4.74 + 0.044 unit/mg protein olarak belirlenen SOX
aktivitesi, SOX yetersiz grupta ortalama 0.045 + 0,015 unit/mg protein ve SOX
yetersizligi olusturulduktan sonra L-karnitin verilmis deney grubunda ortalama 0.024 +
0.017 unit/mg protein olarak olgiismiistiir (Sekil 4.13). 7 hafta boyunca Mo igermeyen
yemle ve 200 ppm tungsten igeren suyla beslenen sicanlarda SOX yetersizliginin olustugu
gozlendi. Postmitokondriyal, sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlarin protein miktarlarini

hesaplamak i¢in 0’dan 200 mg BSA’ya kadar olan standart BSA egrisi kullanildi.
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Karaciger SOX aktivitesi
(Unit/mg protein)
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Sekil 4.13 Karaciger SOX aktivitesi degerleri. (K:Kontrol grubu, KL: L-Karnitin verilmis
deney grubu, S: SOX yetersizligi olusturulmus deney grubu, SL: SOX yetersizligi
olusturulduktan sonra L-Karnitin verilmis deney grubu)
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5. TARTISMA

Spermatogenez saniyede 1000 sperm iiretebilme kapasitesine sahip ve aktif olarak
stirekli tekrarlanan bir siiregtir. Bu siliregte dogal olarak meydana gelen hiicre boliinmesi,
germinal epitel tarafindan yliksek oranda mitokondriyel oksijen tiiketimini
gostermektedir. Ayrica; testisteki zayif vaskiilarizasyon, bu dokuda oksijen durumunun
diisiik ve bu diisiik oksijen miktar1 i¢in olan rekabetin oldukg¢a siddetli olmasidir. Hem
spermatogenez hem de Leydig hiicresi oksidatif stresle hasar gorebildigi i¢in bu dokudaki
diisiik oksijen miktari, testisin kendini serbest radikallerin hasarindan koruyabilecegi

mekanizmalarin 6nemli bir pargasi olabilmektedir (Chen vd 2005).

Birgok farkli in vivo ve in vitro ¢alismada L-Karnitinin antiapoptotik etkisi, membran
gecirgenligini degistirme Ozelligi ve mitokondri fonksiyonlarini arttirict 6zelligi farkl
mekanizmalar ile agiklanmistir. L-karnitin, uzun zincirli yag asitlerinin -oksidasyon igin
mitokondri i¢ine taginmasinda gerekli bir faktordiir. Ayrica, antioksidatif ve serbest
radikal siipiiriicti etkilere sahip oldugu ve hiicre DNA ve membranlarini serbest oksijen

radikalleri araciligiyla olusturulan hasara karsi korudugu gosterilmistir (Dokmeci vd

2006). L-Karnitin uygulamasiyla yaralanma sonrasi fare spermatogenezisindeki

iyilesmesini c¢alisarak L-Karnitinin germ hiicreleri {izerindeki etkisini gdstermistir

(Amendola 1989).

L-Karnitinin hiicresel enerji metabolizmasini arttirici ve antiapoptotik etkisi goz oniine
alinarak, L-Karnitinin sperm motilitesini ve olgunlasmasini arttirict etkisi oldugu
bildirilmistir (Coskun vd 1988). Bu c¢alismalar L-Karnitinin erkek infertilitesinde tedavi

yontemi olarak kullanilabilecegini 6nerir.

Seminal L-Karnitin konsantrasyonunun L-Karnitin uygulamasindan sonra belirgin
olarak degismedigi, bunun sebebinin de L-Karnitin konsantrasyonunun seminal sivida

normalde de ¢ok yiiksek oldugu ve uygulama sonrasinda da istatistiksel olarak belirgin bir
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fark goriilmedigi bildirilmistir (Bornman vd 1989). Bizim yaptigimiz ¢alismada ki

immiinohistokimyasal bulgularimiz bu sonucu desteklemektedir.

Yapilan ¢alismalarda L-karnitinin, serbest radikal kaynakli mitokondriyal ve niikleer
DNA hasara karsi hiicreleri korudugu gosterilmistir. Karnitinin yaslh ratlarda oksidan
iiretimini azaltmak ve antioksidan durumunu arttirmak suretiyle, yaslanma esnasinda
olusan oksidatif stres aracili DNA hasarint indirgeyerek mitokondriyal fonksiyonlari
iyilestirdigi gosterilmistir (Majno, Joris 1995). Bizim yaptigimiz ¢alismada SOX etkisi ile
olusan seminifer tiibiil hasarinin L-karnitin verilmesi ile diizeldigi goriilmustiir fakat bu
etki mekanizmasinin oksidatif stres seviyesinin diisiiriilmesi ile olmadigini, L-karnitinin

anti-apoptotik etkisi ile oldugunu diisiimekteyiz.

Giinliik SO73 tiiketiminin, yiyecek ve igeceklerle alinan miktarina, hava kirlililigi ve
ilag endiistrisi yoluyla alimimin da katilmasi ile oldukg¢a yiiksek oldugu bilinmektedir.
Besinlerle SO73 aliminin zararli etkileri rapor edilmistir (Kohen 1973). Giiniimiizde
Diinya Saglk Orgiitiiniin maksimum 0.7 mg/kg olarak kabul ettigi giinliik SO73 alim
diizeyi, Til ve arkadaslarinin sicanlarda yaptigi calismadan elde ettikleri sonuglara
dayanmaktadir. S0yle ki; bu arastirict grubunun kullandiklar1 ve herhangi bir zararli etki
bulamadiklar1 % 0.25 NayS;0s iceren yemin tiiketilmesi, yaklasik olarak giinde 72 mg/kg
SO73 alimina kargilik gelmektedir (Til vd 1972). Sonug olarak 0.7 mg/kg olan giinliik
kabul edilebilir SO73 aliminin SO73’e maruziyet agisinda riskli bazi1 is kollarinda galisan
insanlarda ve beslenme aligkanligina goére kolaylikla asilabilecegini tahmin etmek zor
degildir. Giinliikk SO~ tiiketiminin hesap edildigi az sayidaki ¢alismada bu sinirin hayli

iistiine ¢ikildig goriilmiistir.

Sicanlarda SOX vyetersizligi Ilk olarak Gunnison ve arkadaslari tarafindan
olusturulmus ve siilfit toksisitesi ¢alismalarinda kullanilmistir (Johnson ve Rajagopolon
1976). Bu deneysel modelin insanlara uyarlanabilecek siilfit toksisitesi ¢alismalarinda
kullanilmasimin ana sebepleri, siganlarin siilfit metabolize etme kapasitelerinin insana
gore 20 kat fazla olmasi ve basta sicanlar olmak iizere deneysel siilfit toksisitesi
caligmalarinda kullanilan pek c¢ok tiiriin farkli diizeyde siilfit metabolize etme
yeteneklerinin olmasidir (Gunnison vd 1981, Kucukatay 2003). Bu model, hayvanlarin
diyetinden molibdenin ¢ikartilmasi ve igme sularina tungsten (W) ilave edilmesi sureti ile

olusturulmaktadir. W verilmesinin veya molibdensiz diyetin toksisitesi ile ilgili literatiirde
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oldukca az sayida calisma yapilmistir. Toksisitesi hakkinda bilinenlerin oldukga az

olmasma ragmen, W’in en diisiik toksisiteye sahip metal oldugu ileri stiriilmektedir
(Abedinzadeh 2001, Meng 2003). Bu ¢aligmada SOX vyetersizligi olusturma metodunda
kullanilan ve 3 hafta boyunca hayvanlarin igme suyuna ilave edilen 200 ppm’lik veya
daha yiiksek tungsten dozu ile yapilmis bir toksisite calismasina rastlanmamistir.
Tungsten verilmeksizin diyetten molibden ¢ikarilmasmin ise herhangi bir toksisiteye
neden olmadig: bildirilmistir (Jakus 2000, Kucukatay 2003). Tungsten verilmesi ve
diyetten molibdenin ¢ikarilmasi ile organizmada bulunan 3 enzimin aktivitesinde eksiklik
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar sulfit oksidaz (SOX), ksantin oksidaz (XO) ve aldehit oksidaz
(AOX) enzimleridir (Cohen vd 1971, Johnson vd 1974). Daha 6nce de bahsedildigi gibi
SOX enzim eksikligi ile ortaya ¢ikan patolojik tablo cok iyi bilinmekle birlikte, XO ve
AOX enzim aktivitelerin genetik olarak yoklugunda dahi yasami tehdit eden bir sorunun

ortaya ¢ikmadigi bildirilmistir (Johnson ve Rajagopolon 1976, Kiigiikatay 2003).

flgili gruplarda SOX enzim aktivite yetersizliginin olusturuldugunu teyit etmek
amaciyla karaciger SOX enzim aktivitesi 6l¢iilmistiir. Bu 6lgtimlerin sonuglari etkin bir
yetersizligin gelistigini gostermektedir. Literatiirde bu protokol uygulanarak karaciger
SOX enzim aktivitesinin yaklasik %90- 95 oraninda azaldigi bildirilmistir. Yaptigimiz
calismada oOlgiilen karaciger SOX enzim diizeyinin de yaklasik bu oranda baskilandigi

bulunmustur (Johnson ve Rajagopolon 1976, Hui vd 1989, Kiigiikatay 2003).

SO7; iin solunum sistemi, merkezi sinir sistemi gibi sistemler iizerinde etkileri
bilinirken erkek genital sistemi {izerine etkisi bilinmemektedir. Bulgularimiz SOX
yetersizliginin erkek lireme sistemi iizerine spermatogenezi azaltici etkisinin oldugunu

gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Biz ¢alismamizda L-karnitinin etkilerini, SOX vyetersizligi olusmus hayvanlarda
testisdeki olusacak hasar1 ve SOX yetersizligi ile L-karnitin arasinda etkilesim olup

olmadigini inceledik.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde L-karnitinin daha 6nceki ¢aligmalarla baglantili

olarak testiste spermatogenik seri hiicreleri tizerinde etkili oldugunu gosterildi.

Ayn1 zamanda SOX enzimi yetersizligi olusturulan sicanlarda spermatogenik seri
hiicreleri iizerinde zararli etkisi oldugu bulundu ve buna ek olarak SOX yetersizligi
olusturulan hayvanlara L-karnitin verildiginde ise bu zararli etkinin tolere edilebildigi
gosterildi. Ancak yapilan oksidatif stres Ol¢limlerinde bu 4 grup arasinda hicbir anlamh
fark gozlenmemistir. Bu bulgu da bize SOX enzim eksikliginin hiicreler tizerindeki
etkisinin oksidatif stres hasariyla olmadigini ve farkli bir mekanizmayla oldugunu

diistindiird.

Sonug olarak testis hiicreleri lizerine SOX enzim eksikliginin zararli etkilerinin oldugu
gosterilse bile bu etki mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢in baska calismalarin yapilmasi
gerekir. L-karnitin ile SOX enzimi arasinda bir iligkinin oldugu belirgindir ancak yapilan
bu calisma ile bu etki mekanizmasinin nasil oldugunu agiklamak icin yeterli degildir.
Fakat SOX enzim eksikligi olan canlilara L-karnitin’in sperm sayisi ve motilitesi iizerine

pozitif etki ettigi diisiiniilmektedir.
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