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OZET

Cigdem OZARSLAN. 4- Nonilfenol Maruziyetinin Wistar albino Sicanlarda
Spermatogenez Uzerine Yapisal ve Fonksiyonel Etkileri: Curcumin’in
Koruyucu Rolii. Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi,
Zonguldak, 2020.

Nonilfenol (NP), endokrin sistem bozucu bir kimyasaldir ve toksik etkiye sahiptir.
Cevredeki kirlilige bagli olarak, nonilfenole maruz kalan canlilarda, basta tireme
sorunlar1 olmak tizere, bircok saglik sorunlar1t meydana gelmektedir.

Nonilfenol; sperm kalitesini, sayisini, motilitesini etkileyerek testis ve epididimiste
morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler ortaya koymaktadir. Nonilfenol, DNA,
protein ve lipit hasarina neden olarak, apoptozu tetiklemektedir. Ayrica, canlilarda
Ca*? seviyesindeki artisa baglh olarak endoplazmik retikulum stresine yol
acgmaktadir.

Curcumin, Curcuma longa’dan elde edilen, kisa ve kalin kokleri olan Zingiberaceae
familyasiin bir tiyesidir. Curcuminin; antioksidan, antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antikanserojen ve antifungal etkileri bulunmaktadir.

Calismamizda insanlarin farkinda olmadan c¢ok fazla temasta oldugu, endokrin
sistemi bozucu etkiye sahip bir ¢evresel toksik madde olan “nonilfenol” ve giiglii bir
antioksidan olan ‘‘curcumin’’ in erkek tireme sistemi tizerindeki etkileri arastirildi. 8
haftalik Wistar albino siganlara giin asir1 100 mg/kg dozda 35 giin boyunca
nonilfenol ve curcumin verildi. Sakrifikasyon sonrasi deneklerden alinan
epididimislerden elde edilen 6rneklerde, sperm parametreleri degerlendirildi. Alinan
testis biyopsi Ornekleri, rutin islemlerden ge¢irildi. Hazirlanan preparatlarda
histopatolojik degerlendirmeler yapildi. Testis kesitlerinde immunohistokimyasal
yontemle kaspaz-3, GRP78/BiP ve PARP-1 ekspresyonlarindaki degisiklikler
degerlendirildi. TUNEL yontemi kullanilarak apoptotik hiicre indeksi ¢ikarildi.

Tim degerlendirmeler 1s1ginda; curcuminin  nonilfenol  kaynakli  bozulan
spermatogenez sonucu gelisebilecek olan infertilitenin onlenmesinde, hem sperm
parametrelerini diizelterek hem de testis dokusunda meydana gelen hasarlar

onleyerek, fertilitenin korunmasinda etkili olabilecegi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Nonilfenol, Curcumin, Spermatogenez, Apoptoz, ER stresi



ABSTRACT

Cigdem OZARSLAN. Structural and functional effects of exposure to 4-
nonylphenol on spermatogenesis in Wistar albino rats: the protective role of
Curcumin. Enstitute of Health Science, Department of Histology and Embryology,
Master of Science Thesis, Zonguldak, 2020.

Nonylphenol (NP) is a chemical that disrupts the endocrine system and has a toxic
effect. Depending on the pollution in the environment, living organisms exposed to
nonylphenol have many health problems, especially reproductive problems.
Nonylphenol causes morphological and functional changes in testicles and
epididymis by affecting sperm quality, quantity, and motility. Nonylphenol causes
DNA, protein, and lipid damage, inducing apoptosis. It also causes endoplasmic
reticulum stress due to the increase of Ca*? level in living organisms.

Curcumin is obtained from Curcuma longa and is a member of the Zingiberaceae
family with short and thick roots. Curcumin has antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial, anticarcinogenic, and antifungal effects.

In this study, the effects of "nonylphenol”, an environmentally toxic substance which
has endocrine system disrupting effect, and "curcumin”, a powerful antioxidant, on
the male reproductive system were examined. Eight weeks old Wistar albino rats
were given nonylphenol and curcumin at a dose of 100 mg/kg every other day for 35
days. The sperm parameters were evaluated in the samples obtained from the
epididymis taken from the subjects after sacrification. Testicular biopsy specimens
were subjected to routine procedures. Histopathological evaluations were performed
on the preparations. Alterations in the caspase-3, GRP78/BiP, and PARP-1
expressions in testicles were evaluated by immunohistochemical methods. The
apoptotic cell index was prepared using the TUNEL method.

In the light of all evaluations; the prevention of infertility-induced impaired
spermatogenesis that may develop nonylphenol result of curcumin, both with
improving sperm parameters and by preventing damage to the testicular tissue was

found to be effective in preserving fertility.

Keywords: Nonylphenol, Curcumin, Spermatogenesis, Apoptosis, ER Stress
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1. GIRIS

Cevre kirliligi ¢agimizin en 6nemli sorunlarindan biridir. Dogada biriken
toksik maddeler ¢evre kirliligine neden olmaktadir. Bu toksik maddelerin ¢ogu,
Ostrojenik ve karsinojeniktir. Bazilar1 ise hormon benzeri etkiye sahiptirler ve
gevresel endokrin bozucu kimyasallar olarak adlandirilmaktadirlar (1). Sanayilesme
ve teknolojinin gelismesiyle birlikte canlilar bu kimyasal ajanlara maruz kalmaktadir.
Kimyasal ajan maruziyeti canlilarda pek ¢ok saglik ve lireme sorunlarina neden
olmaktadir (2).

Cevresel endokrin bozucu maddelerin ¢ogunu diklordifeniltrikloretan,
poliklorbifeniller,  dietilstilbestrol ~ ve  alkilfenol  etoksilatlar ~ (AFE’ler)
olusturmaktadir. AFE bilesikler; evlerde ve endiistriyel alanlarda, 6zellikle plastik
esyalarda, deterjanlarda, kozmetikte ve boyalarda kullanilmaktadir. AFE’ler daha
cok sularda birikerek biyolojik bozunuma dayanabilen, Ostrojenik 6zellik gosteren
nonilfenole (NP) doniismektedir (3).

Canlilarda bir¢ok hormonu taklit eden bu endokrin bozan maddeler, kalitsal
degisikliklere, hiicresel hasara, doza bagli olarak apoptoza giden hiicre sayisinin
artisina Ozellikle erkek tireme sisteminde testikiiler ve hormonal bozukluklara ve
infertiliteye neden olmaktadir (2).

NP, seminifer tiibiillerin histolojisi iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir ve
yetigskin erkekler arasinda goriilen semen miktarinda ve kalitesinde diisiise neden
olabilecek bir endokrin bozucu kimyasaldir. Cesitli ¢alismalar, NP’ nin testikiiler
gelisimi engelledigini, diizensiz ve biliziilmiis bir bazal membran goriiniimii
sergiledigini ve seminifer tlibiil dejenerasyonunu artirdigini géstermistir.

NP’ye maruz kalma epididim basinda sperm sayisinin diismesine, hareketli
sperm yiizdesinin azalmasina ve sperm morfolojisinde ¢esitli anormalliklere neden
olmaktadir (4, 5).

Duan ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada; NP ile tedavi edilen gruplarda
apoptotik indeksin arttigi gozlemlenmistir. NP tarafindan indiiklenen apoptozda,
kaspaz-3 aktivasyonu ve mitokondriyal depolarizasyonun rol aldig: bildirilmistir (5).

Endoplazmik retikulum (ER), Okaryot hiicrelerde protein katlanmasinin
diizenlendigi onemli bir organeldir. NP tedavisinin Ca*? -ATPaz aktivitesinde
degisikliklere neden oldugu ortaya koyulmustur. NP nin neden oldugu hiicre ici Ca*?

konsantrasyonundaki artis, endoplazmik retikulum (ER) stresine bagli apoptozu



indiiklemektedir. NP, ER'de katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin birikimini
saglamaktadir ve ER stresine neden olmaktadir (6). Protein katlanmasindan sorumlu
glikoz diizenleyici protein (GRP78/BiP); ER’de Ca' miktarinin azalmasi ve
glikozillenmemis proteinlerin birikmesi gibi stres durumlarinda hiicre yasaminin
devamliliginda oldukga 6nemli bir rol oynamaktadir (7).

Testiste spermatogenik hiicreler, yiiksek seviyede ¢oklu doymamis membran
lipitleri icermektedir ve NP bu hiicreleri lipit peroksidasyonuna karsi savunmasiz
kilmaktadir. Lipid peroksitler DNA ile etkilesime girebilir ve iplik¢ik kirilmalarina
ve DNA pargalanmasina neden olabilmektedir. PARP-1, 6zellikle DNA hasarinda
ortaya ¢ikmakta ve DNA tamirinde gorev almaktadir (5, 8).

Zerdegal (Curcuma longa), Hindistan ve Cin’de yaygin olarak bulunan
Zingiberaceae familyasina ait ¢ok yillik, otsu bir bitkidir. Biiylik yapraklar ve
sarigigekleri bulunur. Hindistan'da uzun yillardir yaygin olarak baharat ve ilag olarak
kullanilmaktadir. Curcumin, zerdegal bitkisinin yeraltinda yetisen koklerinden elde
edilen dogal sar1 bir pigmenttir ve bitkinin %2-5’ini olusturur (9, 10). Curcumin,
molekiiler agirhigi diisiik polifenol bir bilesiktir (11). B konumunda baglanmig 2
keton grubu igerir ve bu yap1 Curcumin’in antioksidan olma 6zelliginde rol oynar
(12). Curcumin; antiinflamatuar, antioksidan, antitiimoral, antibakteriyel, antiviral,
antidiyabetik, yara iyilesmesi, proapoptotik gibi genis bir etkiye sahiptir (13).

Calismamizda insanlarin farkinda olmadan c¢ok fazla temasta oldugu,
endokrin sistemi bozucu etkiye sahip ¢evresel toksik bir madde olan “nonilfenol” ve
gu¢lii bir antioksidan olan ‘‘curcumin’’ in erkek iireme sistemi ilizerindeki etkileri
aragtirildi. Erkek Wistar albino siganlara giin agir1 100 mg/kg dozda 35 giin boyunca
nonilfenol ve curcumin verildi. Sakrifikasyon sonrasi deneklerden alinan
epididimislerden sperm parametreleri (konsantrasyon, motilite, vitalite, morfoloji)
degerlendirildi. Deneklerin testis dokular1 alindi, rutin islemlerden gecirildi, kesit
alind1 ve hematoksilen-eozin, PAS (Periyodik Asit- Shiff) ile boyandi. Histopatolojik
degerlendirme yapildi. Testis parafin kesitlerinden immunohistokimyasal yontem ile
kaspaz-3, GRP78/BiP ve PARP-1 ekspresyonlarindaki degisiklikler degerlendirildi.
TUNEL yo6ntemi kullanilarak apoptotik hiicre indeksi ¢ikarildi ve degerlendirildi.

Tim degerlendirmeler 1s1ginda; curcuminin nonilfenol kaynakli bozulan
spermatogenez sonucu gelisebilecek olan infertilitenin dnlenmesinde, hem sperm
parametrelerini diizelterek hem de testis dokusunda meydana gelen hasarlar

onleyerek, fertilitenin korunmasinda etkili olabilecegi tespit edildi.



2. GENEL BILGILER

Erkek iireme sistemi testislerden, genital bosaltim kanallarindan, aksesuar
cinsiyet bezlerinden ve penisten olusmaktadir. Testisler, viicut boslugunun disinda
bulunan, skrotumun igerisinde yer alan iki tane oval sekilli organdir. Testis,
spermatogenez (sperm lretimi) ve steroidogenez (androjenlerin sentezlenmesi)

olmak tizere iki fonksiyona sahiptir (14).

duktus epididimis bas1 duktus eferentes
deferens
seminifer
epididimis Rauso N tubul
govdesi WS septum
mediastinum . tunika
testis albuginea

rete testis ;
tunika

vajinalis

epididimis kuyrugu diiz tiibiiller

Sekil 1. Testisin anatomik yapisi (20).

2.1. Testis Gelisimi

Embriyonun genotipi dollenme sirasinda spermde bulunan X veya Y
kromozomuna bagli olarak belirlenmis olsa da 7. haftadan 6nce her iki cinste de
gonadlarin goriinimii birbirine benzerdir (15, 16). Genital kabartilar ilk olarak 5.
haftada mezonefrozun medialinde s6lomik epitel hiicrelerin ¢cogalmasiyla sagda ve
solda olmak iizere bir ¢ift halinde gonadlari olusturmak i¢in ortaya g¢ikarlar (15).

Gonad taslagimin sélom epitel hiicreleri mezoblast icine girerek primitif cinsiyet



kordonlarini olustururlar ve bu dénemde cinsiyet ayrimi yapilmasi miimkiin degildir
(17). Bu evredeki gonad, “farklanmamis gonad” adin1 alir. Farklanmamig gonad dista
bir korteks ve i¢te medulladan olusur (18).

Cinsiyetin belirlenmesi SRY (Sex belirleyici bolge) geni etkisiyle olur. Eger
embriyo SRY tasiyorsa; farklanmamis gonadin medullas: {izerinde geliserek testis
belirleyici faktori (TDF) kodlar ve meduller kordonlar (seminiferéz kordonlar)
olusur yani testis olusumu baglar. Meduller kordonlar yiizey epitelinden kalin fibroz
bir kapsiil olan tunika albuginea ile ayrilir. Meduller kordonlar; dis kisimlarindan
seminifer tiibiilleri, i¢ kisimlarindan tubuli rektiyi ve dallanip anastomoz yaparak rete
testisi olustururlar. Rete testis, mezonefrik tiiblillerden koken alan efferent kanallar
ile birlesir. Seminifer tiibiiller mezensim ile ayrilmislardir ve puberteye kadar
limenleri yoktur. Puberteden itibaren liimenleri gelisir. Fetal testiste, seminifer
tiibliliin cogunu Sertoli hiicreleri olusturur (14, 15, 16).

Testis taslagi gelistikten sonra meduller kordonlarin igine ve Sertoli (destek)
hiicrelerinin aralarina yerlesen primordiyal germ hiicreleri “spermatogonyum” adini
alir. Puberteye kadar Go fazinda bekleyecek olan spermatogonyumlarin gelisimi,
spermatogenetik seri hiicrelerinin olusumu ve mayotik aktiviteye sahip olmalari
ancak pubertede miimkiin olur (15).

Antimiilleriyan hormon (AMH) salgilayan Sertoli (destek) hiicreleri meduller
kordonlarin hiicrelerinden olusur. AMH’ nin salinmasi puberteye kadar devam eder
ve uterus ve tuba uterinalara farklanan miilleriyen (paramezonefrik) kanallarin
gelisimini engeller (18).

Mezengimden gelisen Leydig -interstisyal- hiicreleri 8. haftadan itibaren
androjenik hormonlar1 —testosteron ve androstenedione- sentezlemeye baslar.
Testosteron iretimini hCG (insan koryonik gonadotropin) hormonu uyarir.
Salgilanan testosteron hormonu erkek genital kanal ve dig genital organlarinin
gelisimi i¢in biiylik 6neme sahiptir (15, 18). Testisler gelisimini tamamladiktan sonra

karin duvarindan skrotuma inguinal kanal yoluyla inerler (17).
2.2. Testis Histolojisi
Spermiyum iiretimi ve atilimi ile ekzokrin, tetosteron iiretimi ile endokrin

fonksiyonu olan testisler skrotumda deri ile kusatilmis, bir ¢ift oval sekilli organdir.

Skrotum testislere sperm {iretimi igin gereken diisiik sicakligi saglar. Testis, en dista



abdominal periton uzantist olan tunika vajinalis, onun altinda yogun siki bag (bir
fibroelastik bag) dokusu olan tunika albuginea ve en igte yogun kan damarlarinin
bulundugu gevsek bag dokusu yapisinda tunika vaskiilozadan olusan kalin bir kapsiil
tabakasi ile kusatilmistir. Tunika vajinalis bir miktar salgi yapar ve bu salgi testisin
serbest hareketini saglayarak testisi olusabilecek travmalara karsi korur (14, 17).

Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak testis mediastenini
olusturur. Kan ve lenf damarlari, genital bosatim kanallar testise giris ¢ikisinda
buradan gecer. Ince bag dokusu yapisindaki septum, mediastinum testisten iceri
dogru girerek testisi testikiiler lobiillere ayirir. Her testis lobiilii kan damarlari,
sinirler ve Leydig (interstisyel) hiicrelerinin bulundugu gevsek bag dokusu ile
kusatilmis seminifer tiibiillerden olusur. Seminifer tiibiiller kivrimli bir yapiya
sahiptirler ve spermiyumlar bu tiibiillerde tiretilir (16, 19).

Seminifer tiibiiller, lobiillerin apeksine dogru kivrimlarini kaybederek diiz
tiibiil (tubuli rekti) seklinde seyrederler. Tubuli rekti, bosaltici kanal sisteminin ilk
segmentini olusturur. Diiz tiibiiller, tek katli kiibik epitelden olusan, rete testis adin1
alan mediastinumda bulunan, anastomozlasan kanallar ile devam eder. Rete testis

birleserek duktuli efferentes meydana gelir ve epididimise baglanir (15, 16).

2.2.1. Seminifer tiibuller

Testisin biiylik cogunlugunu kivrimli kanallar olan seminifer tiibiiller
olusturmaktadir. Her bir seminifer tiibiil, tunika propria ile ¢evrelenmis germinal
epitelden meydana gelmektedir. Tunika propria, fibroblast icermeyen 6zel bir bag
dokudan olusur ve bazal membran altinda miyoid hiicre ve kollajen lif tabakasi icerir.
Bu hiicreler bazal membran ile sarili ve aktin flamentlerinden zengindir. Hiicrelerin
kasilmasi tiibiil liimenindeki olgun spermlerin kanallara iletilmesini saglar. Germinal
epitel, sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler olmak tizere iki hiicre grubu

barindiran ¢ok katli bir epiteldir (21).

2.2.1.1. Sertoli hiicresi

Destek ya da sustentakiiler hiicreler olarak da bilinen sertoli hiicreleri,
puberteden sonra cogalmazlar ve seminifer tiibiil epitelinin yaklasik %10’ unu

olustururlar. Olgunlagsmakta olan spermiyumlar1 destekleyen, koruyan, besleyen



sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin bazaline yerlesik ticgen sekilli, belirgin
niikleolusu ve dkromatik niikleusu bulunan, organel bakimindan zengin hiicrelerdir.
Serbest uglar1 limene kadar uzanir. Ayrica olgunlasamamis spermatogenetik
hiicreleri fagosite etme 6zelligine de sahiptir (22, 23, 24).

Sertoli hiicreleri birbirlerine siki baglanti kompleksleriyle baglanmiglardir.
Sik1 baglantilarin bulunmasi kan-testis bariyerinin olugmasint saglar. Kan-testis
bariyeri, gelismekte olan sperm hiicrelerini otoimmiin yanittan ve zararh
makromolekiillerden korur. Ayrica kandaki zararli maddelerin gelisen seminifer
tiibiil epiteline gegmesini engeller (23, 24, 25).

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiil icerisinde spermin normal olgunlagmasi i¢in
gereken testosteron konsantrasyonunun artmasi i¢in FSH uyarmmi ile androjen
baglayici proteini salgilar. Dolayis1 ile spermatogenezi uyarir. Testosteron
hormonunun artmasiyla Sertoli hiicrelerinin salgiladigi  inhibin hormonu
hipotalamusun néronlar1 iizerinde negatif feedback (geri bildirim) gosterir. Inhibin
hormonu, hipofiz bezinden FSH salinimini baskilar. Sertoli hiicresi ayrica fetusta
erkek karakterinin gelisimi i¢in gerekli olan Miiller kanalinin gerilemesini saglayan
AMH’yi salgilar (17, 25).

2.2.1.2. Spermatogenik hiicreler

Seminifer tiibiilde, bazal lamina ile liimen arasinda, sertoli hiicrelerinin
uzantilarinca siralanmis hiicre serileridir. Diizenli olarak boliiniirler ve olgun
spermlere farklilagirlar. Spermatogenik hiicreler, testisin erken gelisim evresinde
gonadal yolk kesesinden koken alan ve gonadal kabartilarda ¢ogalan primordiyal
germ hicrelerinden gelisirler. Seminifer tiibiil duvarindaki spermatogenik seri
hiicreler, bazalden liimene dogru farklilasarak gelisim gosterirler. Bazalde Sertoli
hiicrelerinin arasina oturan en az gelisim gosteren immatiir hiicreler
spermatogonyumlardir. Spermatogonyumlar olgunlastik¢a spermatositler,

spermatidler ve spermatozoon seklinde dizilim gosterirler (26).
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Sekil 2. Spermatogenik seri hiicreler (27).

2.2.2. Spermatogenez

Spermatogenez, bir spermatogonyum hiicresinden bir sperm hiicresi olusumu
stirecidir. Puberteden Once, pitiiiter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasi ile
baslayarak yasam boyu devam eder. Insanlarda spermatogenez siiresi 64-74 giin
olmasina kargin ratlarda 48-56 giin oldugu belirtilmistir. Ayrica, spermlerin
matiirasyon siirecinin, yani germ hiicrelerinin farklilagarak olgun hale geldikleri
periyodun 14 giin siirdiigi bildirilmistir. Spermatogenez, spermatogonyal faz,
spermatosit faz (mayoz) ve spermatid fazi (spermiyogenez) olmak iizere ti¢ farkh

faza ayrilmaktadir (28, 29).
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Sekil 3. Spermatogenik hiicre serilerini gosteren diyagram (30).

Spermatogonyal faz: Bu siirecte, seminifer tiibiiliin bazalinde yer alan
spermatogonyal kok hiicreler mitoz gecirerek kendi yerlerine gececek olan hiicre
populasyonunu olustururlar. Spermatogonyal kok hiicrelerin  kokeni postnatal
testisteki gonositlerdir ve spermatogenez siirecinin devamliligi bu kok hiicreler ile
saglanmaktadir (28, 31).

Spermatogonyum hiicreleri, histolojik olarak niikleuslarinin gériinlimii esas
alinarak 3 simifa ayrilirlar. Bunlar, koyu tip A spermatogonyum, acik tip A
spermatogonyum ve tip B spermatogonyumlardir. Gonositler, dogumdan sonraki 6.
giinde tip A Spermatogonyumlara, 8. ginde de tip B spermatogonyumlara
farklanirlar.

Koyu tip A spermatogonyumlar, ince graniillii kromatine sahip, yogun
bazofilik, oval seklinde niikleuslu hiicrelerdir. Cesitli araliklarla boliinerek yine koyu
tip A spermatogonyumlari ya da agik tip A spermatogonyumlari meydana getirirler.
Koyu tip A spermatogonyumlar kok hiicre olarak kalirlar.

Acik tip A spermatogonyumlar, oval niikleuslu, acik renk boyanan ince
graniilli kromatine sahiptirler. Bu hiicreler ya farklasip olgunlasarak spermiyum
halini alir ya da ardisik birkag mitoz bolinme gecirerek c¢ogalirlar ve tip B
spermatogonyumlar1 olustururlar. Agik tip A spermatogonyumlarin seminifer tiibiil

epitelinin kok hiicreleri oldugu diisiiniilmektedir.



Tip B spermatognyumlar, yuvarlak nukleuslu, kromatini niiklear zar boyunca
ve niikleolus gevresinde kiimeler seklinde yogunlasan hiicrelerdir (28, 32).

Spermatosit fazi (Mayoz): Tip B spermatogonyumlar bdliinerek primer
spermatositleri olustururlar. Bu fazda primer spermatositler, mayoza ugrarlar.
Mayoza ugramalart kromozom sayilarint ve DNA miktarin1 azaltir. Primer
spermatositler olustuktan sonra, DNA’larimi replike edip iki katina ¢ikararak mayoz
boliinme i¢in hazirlanirlar. Primer spermatositlerin her biri, 2n sayida kromozom, iKi
katt DNA (4d) igerir. Primer spermatositler mayoz boliinmeye girerler. Mayoz 1’in
profaz evresindeki primer spermatositler, kromatin yogunlasmasi nedeniyle daha
biliyliik goriiniirler. Yaklagik 10-22 giin sonra, 1. Mayoz bdliinme ile primer
spermatositlerden sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositler kisa siire
icinde 2. Mayoz boliinme gegirdiklerinden dolay1 histolojik kesitlerde goriilmesi
zordur. Olusur olusmaz boliiniirler ve spermatidleri olustururlar. Sekonder
spermatositler, primer spermatositlerle kiyaslandiklarinda oldukga kiiciiktiirler. Bu
hiicreler, n kromozom sayisina ve 2d DNA miktarina sahip haploid hiicrelerdir. 2.
Mayoz’dan 6nce DNA replikasyonu olmamaktadir. Bu asamadan sonra olusan
spermatidlerin her biri n kromozoma sahiptir (28, 33).

Spermatid fazi (Spermiyogenez): Spermatidler, olgun bir sperm hiicresine
farklilasirken spermiyogenez adi verilen karmasik bir olgunlasma siireci gegirir.
Morfolojik olarak yuvarlak sekilli ve hareketsiz spermatidler uzayarak uzun ve olgun
spermlere doniisiirler. Bir gilinde iiretilen yaklagik 300 milyon tane spermatozoon
seminifer tliblil limenine birakilir. 2. Mayoz boliinmenin sonunda olusan her bir
haploid spermatid 22 otozom ve bir X ya da Y kromozomu tasir. Haploid spermler
bir oositi fertilize ettigi zaman diploid hale gelirler. Spermiyogenez, golgi fazi, kep
fazi, akrozom faz1 ve olgunlagsma (matiirasyon) fazi olmak iizere 4 fazdan
olusmaktadir.

Golgi fazi: Proakrozomal graniiller, glikoproteince zengindirler ve bu
nedenden dolay1r PAS pozitif boyanirlar. Bu graniiller, golgi kompleksinin ¢ekirdege
bitisik boliimiinde akrozomal vezikiilii olugturmak i¢in bir araya gelirler. Akrozomal
vezikiilin bulundugu kisim olgunlagmakta olan spermin 6n kutbunu belirler. Bu
fazda, sentriyoller bulunduklar1 jukstaniiklear boélgeden arka kutba go¢ eder.
Sentriyol, sperm kuyrugunun 942 mikrotiibiill yapisinda olan aksonemini

olusturmaya baglar.



Kep faz1: Bu fazda akrozomal vezikiiller, niikleusun 6n boliimiinii kaplayacak
sekilde yayilarak akrozomal kep dedigimiz yapiy1 olusturur. Kepin altindaki niiklear
membranda porlar kaybolur, membran kalinlasir ve niikleus yogunlasir.

Akrozom fazi: Bu fazda spermatidde belirgin bir sekil degisikligi goriliir.
Spermatid bas kismindan Sertoli hiicrelerinin arasina gomiiliir ve gelismekte olan
flagellum (kamgi) tiibiiliin limenine dogru uzanir. Yogunlasan niikleus yassilagarak
uzar. Akrozom, apikal plazma membranina dogru tasinirken, sitoplazma posteriyora
dogru yer degistirir. Sitoplazmik mikrotiibiiller, akrozomun arka kismindan
spermatidin arka kutbuna uzanirlar ve silindirik bir kilif olan manseti olustururlar.

Flagellum gelisimini baglatmis olan sentriyoller, niikleusun arka yiizeyine
taginarak gelisen spermin boyun bolgesini olustururlar. Niikleusa tutunan sentriyoller
dokuz adet kalin fibril olusturur. Bu fibriller kuyrugun i¢ine dogru uzanarak
niikleusu flagellum ile birlestirirler. Bu bdlgeye baglanti pargasi denir. Flagellum
yiizeyini kaplamak i¢in plazma membran1 posteriyora dogru uzanir. Manset
kaybolur. Mitokondriler, boyun bolgesinde ve bu bdlgenin posteriyor uzantisinda siki
bir kilif olustururlar. Mitokondri kilif ile karakterize edilmis bu bdlge, spermin
kuyrugunun orta pargasidir. Orta parcanin distalinden flagellumun ucuna kadar
uzanan, fibroz kilifin distalinde kalan kisa segment kuyrugun son kismidir.

Olgunlagma (maturasyon) Fazi: Bu fazda, sitoplazma miktari azalir ve olgun
spermatozoon olusur. Fazla sitoplazma (rezidiiel cisimcik) Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilir. Spermatid hiicreleri birbirleriyle olan baglantilarim
kaybederek Sertoli hiicrelerinden ayrilirlar ve liimene diiserler. Bu siirece
“spermiasyon” denir.

Olgun bir insan sperm hiicresi, ortalama 60 mikrometre uzunlugundadir. Bas ve
kuyruk olmak tizere iki kisimdan olusur. Bas kismi yaklasik 4,5 mikrometre
uzunlugunda, koni seklindedir ve kiigiik yogun bir niikleus icerir. Niikleusun biiytik
kismimi saran akrozomal kep, fertilizasyon sirasinda spermatozoonlarin oositin zona
pelusidasini ve korona radiyatasini asabilmesini saglayan ve ovuma baska spermlerin
girmesini 6nleyen enzimler icermektedir. Kuyruk kismi ise boyun, orta parca, esas parga
ve son parga olmak iizere dort boliime ayrilir. Boyun, sentriyolleri ve kalin fibrillerin
baslangicini igerir. Orta parca, kuyrugun hareketi icin gerekli olan enerjiyi saglayan
mitokondrileri igerir. Esas parca, kalin fibrillerin ve aksonemal kompleksin digindaki

fibroz kilifi igerirken son parga, sadece aksonemal kompleksi igerir (28, 32, 33).
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Olgun bir sigan spermi, insan sperminden yapisal oOlarak farklilik
gostermektedir. Olgun sican sperminin bas kismi yaklagik 2,5 mikrometre
uzunlugunda kanca seklindedir. Yogun bir niikleus ve daha az yogun olan
akrozomdan olusur. Orta boliimii mitokondri ve sentrolleri i¢ceren heliks seklinde bir
yapidan olusur. Kuyruk kismi, uzun aksiyal filamentler igerir. Ratlarda, olgun
spermatozoa olusumu yaklasik 14 giin siirmektedir. Spermatogenez ratlarda 45
giinliikken (1,5 aylik) baglamaktadir. Optimum sperm iiretimi 75 giinliikken (2-2,5
aylik) gergeklesmektedir (34).

2.2.3. Interstisyum

Seminifer tiibiillerin arasinda yer alan interstisyum, gevsek bag dokusu
yapisindadir. Yogun kan ve lenf damarlar, sinir lifleri icerir. Bag dokusuna ait olan
fibroblast, makrofaj ve mast hiicrelerinin yaninda testosteron hormonu iireten Leydig
hiicreleri (insterstisyel hiicreler) bulunur. Bu hiicreler interstisyel alanda tek tek ya da
gruplar halinde bulunabilirler. Leydig hiicreleri, yuvarlak niikleuslu, asidofilik
sitoplazmal1 ve sitoplazmasinda ¢ok sayida lipit damlacig iceren poligonal ya da
yuvarlak sekilli hiicrelerdir. Bu hiicrelerde siklikla, lipofuksin pigmenti ve
muhtemelen hiicrenin bir protein iirlinli olarak diisiiniilen, ¢ubuk sekilli ayirt edici
kristaller olan Reinke kristalleri bulunmaktadir. Leydig hiicreleri salgiladiklar
testosteron hormonunu kan ve lenf kapillerine bosaltarak endokrin fonksiyonu
yaparlar.

Testosteronun salgilanmasi1 embriyonik gelisimde erkek fetusun gonadlarinin
normal gelisimi i¢in, cinsel olgunlasma doneminde sperm iiretimi ve sekonder seks
karakterlerinin gelisimi icin, eriskin donemde spermatogenez, genital bosaltim
kanallari, sekonder seks karakterlerinin ve aksesuar bezlerinin devamliligi igin

gereklidir (35, 36).

2.3. Alkilfenol Etoksilatlar (AFE)

Her gecgen giin gelisen teknoloji ve sanayilesme cevre kirliligine biiyiik
katkida bulunmaktadir. Cevre kirliliginin en biiylik sebeplerinden biri de dogada
biriken toksik maddelerdir ve ekolojik dengenin bozulmasmin yani sira dogada

yasayan canlilar i¢inde tehdit olusturmaktadir (2). Bu toksik maddelerin bazilari
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hormon benzeri etkiye sahiptirler ve ¢evresel endokrin bozucu kimyasallar olarak
adlandirilmaktadirlar (1). Endokrin bozucular, endokrin sistemin sentezledigi
hormonlari taklit ederek canlilarin sagligi tizerinde olumsuz etki yaratmaktadir (37).

Endokrin bozucu kimyasallarin basinda alkilfenol etoksilat bilesikleri (AFE)
gelmektedir. Alkilfenol etoksilat bilesikleri; deterjanlar, plastik esyalar, boyalar,
kozmetik gibi giinlik kullandigimiz malzemelerde, pestisitlerde ve herbisitlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Endiistride kullanilmasindan dolay1 AFE’lerin bir
yilda diinyadaki tretimi yaklasik 500.000 metrik tonun iizerindedir. Bu miktarin
yarisindan fazlasinin (yaklagik %60) dere, gol, nehir ve denizlerde biriktigi ortaya
konmustur (2).

Sularda biriken AFE’ler, biyolojik bozunuma ugrarlar ve nonilfenol, oktil
fenol, bitilfenol gibi Ostrojenik ozellik gosteren AF  bilesikler haline
doniismektedirler. Alkil fenollerler biyolojik bozunuma AFE’lerden daha
dayaniklidirlar (38, 39).

AF’ler hidrofobik ve lipofilik 6zelliklere sahiptirler. Hidrofobik 6zelligi bu
bilesiklerin su kaynaklarinda c¢okerek buradaki sedimanlar igerisinde, lipofilik
Ozelligi ise suda yasayan canlilarda birikmesini saglar (40, 41). Canlilardaki birikimi
sulardaki birikiminden ¢ok fazladir (42). Dogada bulunan AF’lerin yaklasik %82’sini

nonilfenol olusturmaktadir (2).

2.3.1. Nonilfenol (NP)

Nonilfenol, dokuz karbonlu zincirden olusan alkil fenollerin bir alt grubu olan
organik bir bilesiktir. Bu yap1 nonilfenole suda ¢6ziinememe, etanol, DMSO (Dimetil
stilfoksit) ve yaglarda iyi ¢6ziinme 6zelligi verir (43). Nonilfenol, viskéz ozellikte
hafif sar1 mat bir sividir. 25 °C’deki yogunlugu 0.952 g/ml, sudaki ¢6ziiniirliigi 4,9
mg/L’dir (44). Biyolojik bozunuma dayanikli kimyasallarin basinda gelmektedir.

Nonilfenol’iin hedef organlar arasinda, gozler, cilt, gastro- intestinal sistem,
solunum sistemi, karaciger, beyin, tiroit, pankreas, bobrek, mesane, gogiis, erkek ve
disi iireme sistemi yer almaktadir. Bir ¢ok c¢alismada, doza bagli olarak NP’iin
seminifer tlibiil dejenerasyonuna, anormal sperm morfolojisine, azalmis sperm sayisi

ve hareketliligine yol actig1 gdzlemlenmistir (45, 46).
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Nonilfenol, 6strojenik, toksik ve karsinojenik etkilere sahip, ksenodstrojen bir
kimyasal maddedir (1). Endokrin sistemde dogal hormonlar taklit ederek, salinimini
engeller ve uyarir. Dolayisiyla hormonal sisteme zarar verir. Yapilan ¢alismalarda
NP’ye maruz kalan canhlarda FSH, LH ve testosteron seviyelerini azalttigi
belirtilmistir (2, 5).

NP’nin yarilanma Omriiniin, sicak havalarda ortalama 10-15 saat oldugu
saptanmistir. NP’ nin sudaki yarilanma 6mriinii, Amerikan Cevre Dairesi, ortalama
150 giin olarak tahmin etmistir. NP, lipofilik 6zelligi ve yarilanma omriiniin uzun
olmasi nedeniyle, canlilarda Onemli diizeyde birikime yol acarak toksik etki
yaratmaktadir (38, 47). NP’lerin kontaminasyonu ve toksisitesi, insan sagligi ve
gelisimi i¢in potansiyel bir tehlike olusturmaktadir (5).

Insan ve alabaliklarin, dstrojen reseptorlerinin, dstrojenleri baglamada benzer
ozellik gostermeleri nedeni ile Ostrojenik aktivitenin degerlendirilmesi ve timor
calismalarinda alabaliklarin uygun deneysel hayvan modelleri oldugu diisiintilmiis ve
bu nedenle ¢aligmalarda siklikla kullanilmistir. Ostrojenlerin, alabaliklarda karaciger
timorlerini gelistirmekte etkili olduklari ileri siiriilmistiir (39). Soto ve ark.’na gore,
Ostrojenik NP, erkek baliklarin disilesmesine ve MCF-7 hiicrelerinin gelismesine yol
acmaktadir. MCF-7 hiicreleri, insanlarda meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonuna
neden olan hiicrelerdir (48).

Nonilfenol doza bagli olarak viicutta birikir ve prooksidan etki yaratir.
Antioksidan- prooksidan dengenin bozulmasi lipit peroksidasyonunu indiikler ve
oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, ER stresini tetikler ve hiicreyi apoptoza
gotiiriir (2). NP, testiste ER Ca*? pompalarin1 inhibe ederek hiicre igi Ca*

homeostazinin bozulmasini saglayip hiicre 6liimiine yol agmaktadir (49).

HQW

Sekil 4. 4-Nonilfenol’iin molekiiler yapisi (50).
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2.4. Apoptoz

Normal fizyolojik kosullar altinda hasarli ya da yash hiicreler, genetik olarak
diizenlenen programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz ile kendi kendilerini 6ldiiriir.
Apoptoz; gelisim, yaglanma, dokuda hiicre biitiinliigliniin dengesinin korunmasi gibi
hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi i¢in fizyolojik olarak gergeklesir.

Hiicre apoptoz i¢in sinyal aldiktan sonra bir¢ok morfolojik ve biyokimyasal
degisimler gozlenir. Hiicre sitoplazmasi biiziisiir ve hiicre hacminde azalma meydana
gelir. Hiicre kondanse olmaya baslar. Hiicre iskeleti elemanlart dagilir ve nukleus
zar1 erimeye baglar. Nukleus DNA’s1 fragmantasyona ugrar. Mitokondri biitiinliigi
bozulur. Apoptozun son basamagi apoptotik cisimciklerin olusumu ve hiicrenin
parcalanmasidir. Hiicreler parcalandiktan sonra fagosite edilirler. Apoptozda
inflamasyon olusmaz (51,52).

Apoptotik sinyal yolaklari, mitokondriyal yolak, endoplazmik retikulum
yolak ve 6liim reseptor yolaklarini igerir. Bu hiicre yolaklar: hiicrenin, hiicre 6limii
i¢in programlanmasini saglar (53).

Fas / FasL sinyali, 6liim reseptorii sinyal yolunun énemli bir elemanidir. Fas,
TNF (tiimor nekroz faktorii) reseptor ailesinden olan bir hiicre membran proteinidir.
Fas ligand, Fas reseptoriine baglanarak programli hiire 6liimiinii ve prokaspazlarin
aktif kaspazlara doniisiimii i¢in bir hiicre sinyal kaskadini baslatir. Kaspazlar, DNA
tamir enzimi olan, poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) ve DNA protein kinaz1 yikar
ve kromatinde kirilmalar gortiliir. Boylece apoptoz ger¢eklesmis olur.

Apoptozda en oOnemli diizenleyici fonksiyon Bcl-2 ailesi proteinlerinden
gelen i¢ sinyal yolagidir. Bel-2 ailesi, anti-apoptotik ve pro-apototik olarak ikiye
ayrilarak, hiicrenin Olmesini ya da yasamasmi Dbelirler. Bax proteini,
mitokondriyondan sitoplazmaya sitokrom ¢ salinimimi uyarir ve hiicreleri
parcalamaktan sorumlu kaspaz denen proteolitik enzimlerin kaskadlarini aktive eder.
Sitokrom c’nin diizenli salinimi, mitokondriyonlarin bcl-2 proteinlerince apoptozu
baslatmak i¢in Oncii oldugu diisliniilmektedir. Bel-2’nin Bax’a baglanmasi, Bax

proteininin hiicre hasarlayici etkisini 6nler (51, 54, 55).
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2.5. Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), Okaryot hiicrelerde salgi proteinlerinin
sentezlenmesi, katlanmasi ve olgunlagmasi fonksiyonlarinin gergeklestigi yerdir. Bir
cok hiicresel aktivite igin gerekli bir organeldir. ER niikleus dis zarmin devami
seklindedir. (56).

ER protein sentezinde kalite kontrol merkezi olarak taninmaktadir.
Proteinlerin dogru sekilde katlanip katlanmadigi, yanlis katlamissa diizeltilmesi,
diizeltilemez ise yanlis katlanmig proteinlerin par¢alanmasi ER’nin en 6nemli
gorevlerindendir (56-58).

ER’de saperon adi verilen proteinlerin dogru sekilde katlanmasina yardimci
molekiiller bulunmaktadir. Ayni zamanda bu molekiiller iyi birer kalsiyum
tamponlayict proteinlerdir. Etkin olmalar1 i¢in kalsiyuma ihtiyaglari vardir. ER,
sitozolden daha fazla kalsiyum igermektedir. Hiicre membranindaki ve hiicre digina
gonderilecek olan proteinler, ER‘nin sitozole bakan yiizeylerinde bulunan ribozomlar
tarafindan ER’nin liimenine tasinirlar. ER’ye gelen, yeni sentezlenmis proteinler, N-
bagimli glikolizasyon, hidroksilasyon, lipidizasyon, disiilfit bag olusumu gibi
posttranslasyonel modifikasyonlara ugramadan katlanamazlar (58-61).

Kalsiyum homeostazinin bozulmasi, N-bagimli glikolizasyon inhibisyonu,
oksidatif stres, hipoksi, ortam sicaklifi, disaridan etki eden c¢esitli stresler ve
mutasyonlar gibi birgok etken proteinlerin dogru katlanmasinda etkilidir. Bu
etkenler, ER liimeninde, katlanmamis veya yanlis katlanmis protein birikimine yol
acmaktadir. Hiicrenin, hatali katlanmis protein ytiikiiyle basa ¢ikamadigi bu durum,
ER stresi olarak adlandirilmaktadir (59, 62).

ER stresi olustuktan sonra hiicre homeostazinin tekrar saglanmasi ve bu
durumdan minimum zararla kurtulmasi i¢in, hiicre i¢i sinyal yolaklarindan olusan,
katlanmamis protein cevabt (UPR) olarak adlandirilan bir grup olaylar dizisi
aktiflesmektedir. UPR ile Once hiicrenin yasamimim devamliligi hedeflenir.
Basarilamaz ve protein birikimi devam ederse, hiicre apoptoza yonlendirilir (63-65).

UPR’nin aktivasyonu 3 farkli sensor proteini tarafindan diizenlenmektedir.
Bunlar; PERK (Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz), ATF6 (Aktive edici
transkripsiyon faktorii 6) ve IRE1 (Inositol gerektiren kinaz 1)’dir. Bu yolaklar,

katlanmamis proteinlerin birikmesini Onleme, saperonlar1 ve katlanmayi saglayan
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enzimleri kodlayan genlerin translasyonunun artirilmasi ve protein sentez yiikiiniin

azaltilmasi gibi ¢esitli hiicresel cevaplarda gorev alir. (61, 66), (Sekil 5).
Proteinlerin, her katlanma basamaginin dogru sekilde tamamlanmasi igin,

protein katlanmasindan sorumlu molekiiller bulunmaktadir. Bunlar; GRP78/BIP,

GRP94, kalneksin ve kalretikulindir (57).
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Sekil 5. NP’nin apoptoz yolagi (67).

2.5.1. Glikozla diizenlenen protein yetmissekiz (GRP78/BiP)

Monomerik veya dimerik yapida olan GRP78/BiP, 78 kDa agirligindadir.
Oligomerik formda depo edilir. Monomerik yapidaki GRP78/BiP saperon gorevi
gormektedir. ER disinda, mitokodri ve niikleusta da bulunmaktadir. GRP78/BiP
protein katlanmasinin ve yikiminin saglanmasi, proteinin ER’de translokasyonun

diizenlenmesi, UPR cevabinin diizenlenmesi, proteinin kalite kontroliiniin
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saglanmasi, kalsiyum baglanmasi ve apoptozun dilizenlenmesi gibi Onemli
mekanizmalarda gorev alir. GRP78/BIP, stres olmadigi durlarda, PERK, IRE1 ve
ATF6 sensor proteinlerine bagli olarak bulunur. Bu proteinler stres olustugunda
inaktif formdan aktif forma donisiirler ve niikleusa sinyal géndererek katlanmamis
protein cevabi olustururlar (68).

PERK; ER membraninda, dkaryotik baslatma faktorii (elF) 2a’y1 fosforiller
ve inaktive eder. Bdylece, ER stresine karsi, hiicredeki protein yiikii azaltilir ve
katlanmamuis proteinlerin diizeltilmesi saglanir. Ancak transkripsiyon faktorii ATF4
gibi daha 6zgiil mRNA’larin translasyonu devamliligini siirdiiriir ve miktarlarinda
artig gorilir. ATF4 niikleusa girdikten sonra CHOP (C/EBP homologus protein),
GADD34, ATF3 gibi genlerin transkripsiyonunu active eder. ATF4 tarafindan aktive
olan CHOP, hiicreyi apoptoza gotiirecek olan sinyali baglatir (69, 70), (Sekil 5).

ATF6; ER stresi ile karsilaginca transkripsiyonel modifikasyona ugrar. ATF6
golgi kompleksine gonderilir. Burada ATF6, once site-1 proteazla (S1), sonra site-2
proteazla (S2) etkilesime girerek kirpilmaya ugrar ve nukleusa gonderilir. Sonug
olarak, ER katlama kapasitesini yiikseltir ve strese karsi korunma saglamaya calisir
(72).

IRE1; transotofosforilasyon ve RNAaz aktivasyonuna veya direkt katlanmamis
proteinlere baglanarak aktif olurlar. Aktive edilmis IRE1’in RNAaz aktivitesi ile
MRNA X-box baglayici protein 1 (XBP1)’den 26 niikleotid kirpilir. Kirpilmis mRNA
translasyona ugrar ve transkripsiyon faktoriine doniisiir. Bu durum, ER saperonlarinin

ve enzimlerin upregulasyonuna neden olur (72, 73).

2.6. Kaspaz-3

Kaspazlar acik adi “Cysteine Aspartate Specific Proteases” olan apoptozun
gerceklesmesinde Onemli rol oynayan, sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Tiim
kaspazlar benzer aminoasit dagilimina sahiptirler. Bu benzerlik, substrat spesifikligi ve
yapisal acidan da kaspazlarin benzer ozellikte olmasini saglar. Kaspazlarm timd,
inaktif olarak, proenzimler seklinde sentez edilirler. Kaspazlar uzun, olduk¢a yiiksek
degisime sahip ve aktivasyonun diizenlenmesi i¢in 6nemli rol oynayan NH terminal
kisim, yaklasik 20 kDa agirliginda genis alt tinite ve 10 kDa agirliginda kiigiik alt iinite

olmak {izere li¢ bolimden meydana gelir (74, 75). Kaspaz-3, apoptozda efektor
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kaspazlarin en onemlisidir. Diger kaspazlar gibi aktif merkezinde sistein molekdilii
tagir.

Kaspaz-3, mitokondriyal yolak, endoplazmik yolak ve oOliim reseptorli
yolaklarin her biriyle de aktive edilir. Kaspaz-3, baslatic1 kaspazlar olan, kaspaz-8
ve kaspaz-9 tarafindan aktive edilmektedir. Kaspaz-3 aktive olduktan sonra,
hiicrelerdeki hedef proteinlerini spesifik bolgelerinden kesmektedir. Kaspaz-3 aktive
olup kesme islemi ger¢eklestikten sonra morfolojik degisiklikler gerceklesir. Tiim bu

basamaklar apoptozun ger¢eklesmesinde dnemli rol oynar (76, 77).

2.7. PARP-1

PARP-1 18 iiyeli PARP ailesinin ilk kesfedilen iiyesi’dir. Yaklasik 113 kDa
agirhgindadir.  PARP-1, DNA tamirinde gorevli bir protein olup o6zelikle DNA
hasarinda ortaya ¢ikar. PARP-1’in hiicredeki subsratti NAD’dir. PARP-1, DNA
zincirinin kirllmast sonucu aktive olarak NAD+’1n riboz ve nikotinamid arasindaki
baglarini pargalar. Parcalanma sonucu, hedef proteinlerin aspartik asit, glutamik asit
ve lizin rezidiilerine ADP-riboz birimlerinin kovalent olarak eklenmesi saglanir. Bu
olaylar proteinlerin konformasyonunu degistirir ve DNA ile olan baglarini1 diizenler.
PARP-1, DNA kiriklarina baglanarak, ya DNA tamir mekanizmasin aktiflestirip
DNA’y1 hasarlardan korur ya da BER yolagini inhibe ederek hiicrenin 6liimiine
neden olur (8, 78-81).

PARP-1, ayn1 zamanda genomik kararliligin diizenlenmesi, hiicre i¢1 yiiksek
miktarda NAD+ tiiketimi sonucunda nekrotik hiicre 6liimii, telomeraz aktivitesinin
diizenlenmesi, protein degredasyonu, yaslanma, transkripsiyonel diizenlenme gibi

birgok fizyolojik olayda rol alir (8).

2.8. Curcumin

Zerdecal (Curcuma longa), Hindistan ve Cin’de yaygin olarak bulunan
Zibgiberaceae familyasina ait ¢cok yillik, otsu bir bitkidir. Biiylik yapraklar1 ve sari
cigekleri bulunur. Anavatan1 Giiney Asya’dir. Hindistan'da uzun yillardir baharat ve
ilag olarak kullanilmaktadir. Hint safrani, Safran kokii, Zerde¢op, Turmerik olarak da
bilinmektedir. Curcumin, zerdecal bitkisinin yeraltinda yetisen koklerinden elde

edilen dogal sar1 bir pigmenttir ve bitkinin %2-5’ini olusturur (9, 10).
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Kimyasal 6zellikleri, ilk kez 1910 yilinda tanimlanan Curcumin, molekiiler
agirhigr diisiik polifenol bir bilesiktir (11). B konumunda baglanmig 2 keton grubu
igerir ve bu yap1 curcuminin antioksidan olma 6zelliginde rol oynar (12).

Molekiiler formiili C21(H20)O6, molekiiler agiligit 368.37 g/mol olan

Curcuminin erime noktast 183 °C’dir. Curcumin hidrofobik 6zellikte olup organik
¢oziiciilerde iyi ¢oziinmektedir (11, 13).
Curcuminin 6ziinde 4 farkli curcuminoid vardir. Bunlar; yaklasik %77 oraninda
curcumin (diferuloilmetan), %17 oraninda demethoksicurcumin
(p-hidroksikinnamoil-feruloil-metan) ve %3 oraninda bis-demethoksicurcumin
(pp’-dihidroksi-dikinnamoilmetan) ve cyclocurcumindir (13, 82). Curcuminin
hidroksil gruplar1 antioksidan, metoksil gruplari antiinflamatuvar ve antiproliferatif
ozellik gostermesinde biiyiik neme sahiptir (83).

Curcumin, hidrofobik 06zelliginden dolayr hiicre membraninda lokalize
olmaktadir. Molekiiler yapisindan dolayi, plazma mermbranindan kolayca gecer ve
sitoplazmada birikir. Cekirdege giremez. Curcumin, lipofilik 6zellikte olan plazma
membrani, ER, nukleus zari gibi membrandz yapilarin icinde daha yogun
bulunmaktadir. Curcumin, dolasimda ya ¢ok diisiik seviyede ya da hig
bulunmamaktadir (84). Bagirsaklarda renksiz ve daha az polar olan
tetrahidrocurcumine doniisen curcumin, burada emilir, diger dokulara dagilir ve en
son karacigerde glukoronlanarak safra yolu ile atilir. Oral yolla alindiginda, %751
diski ile, %25i idrarla atilir. Intraperitonel uygulandiginda oral yolla almandan farkl
olarak %11’inin safrada depolandig1 belirtilmistir (85).

Curcumin; antiinflamatuar, antioksidan, antitiimoral, antibakteriyel, antiviral,
antidiyabetik, yara iyilesmesi, proapoptotik gibi genis bir etkiye sahiptir (13).

Yapilan ¢aligmalarda, curcuminin kaspaz-3 ile aktivasyonunun apoptozu
harekete gecirerek antitiimoral ozellik gosterdigi gozlenmistir (86). Baska bir
calisma; curcuminin, apoptoz ile iliskili olan Fas-Fas-L genlerinin ekspresyonunu
baskiladigi gosterilmistir (87).

Curcuminin serbest radikalleri tutma 6zelligi vardir ve bu 6zelligiyle DNA’y1
oksidatif stresten korur. Yapilan galismalar, curcuminin lipit peroksidasyonunu

inhibe ederek antioksidan 6zellik gosterdigini ortaya koymustur (88).
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Curcumin, inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde de yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Curcumin, arasidonik asit metabolizmasinda, sikloolsijenaz-2
(COX-2) enzimini inhibe ederek dogal inflamasyon mediatérlerinin olusumunu

engelleyerek antiinflamatuar etkisini gosterir (89, 90).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin planlanma asamasinda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na bagvuruldu ve 08/02/2018 tarihli 2018-06-
02/02 protokol nolu Etik Kurul onayi alindi (Sayi: 91330202-). Arastirmanin her
asamasinda yapilan tiim iglemler etik kurul yonergesinde belirtilen kurallara uygun
olarak gerceklestirildi. Mevcut calisma, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2018-98210206-01 nolu tez projesi ile

desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar
Arastirma Birimi’nde iiretilen, 8 haftalik, agirliklar1 120-200 g arasinda degisen 24
adet erkek Wistar albino sigan kullanildi. Ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere
sahip, viicut agirliklar1 birbirine yakin olan denekler ayni grupta olacak sekilde; biri
kontrol 3’li deney grubu olmak iizere toplam 4 grup olusturuldu. Tiim denekler,
deney siiresi boyunca optimum laboratuvar kosullarn (22+1 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik igme suyu ve %21 ham protein iceren
pelet yemlerle beslendi.

Deney gruplar asagidaki gibi olusturuldu;

I.  Kontrol Grubu (n=6): 35 giin boyunca giin asir1 gavaj yolu ile misir
yag1 (NP ve cucuminin ¢oziiciisi) verildi.
Il.  Curcumin Grubu (n=6): 35 giin boyunca giin asir1 gavaj yolu ile 100
mg/kg dozda curcumin verildi.

1. Nonilfenol Grubu (n=6): 35 giin boyunca giin asir1 gavaj yolu ile 100

mg/kg dozda 4-nonylphenol verildi.

IV.  Nonilfenol+Curcumin Grubu (n=6): 35 giin boyunca, giin asiri

gavaj yolu ile 100 mg/kg dozda 4-nonylphenol ve 100 mg/kg dozda

curcumin verildi.
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3.2. Viicut Agirhklarinin Olciimii

Deneyin basladigi ilk giinden itibaren, her uygulama Oncesi, uygulanacak
madde dozunu belirlemek i¢in denekler tartildi. Deney siiresinin sonunda tiim

denekler tartilarak, son agirliklar istatistiksel degerlendirmeler i¢in kaydedildi.

3.3. Dokularin Alinmasi

35 giiniin sonunda, 90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi/Tiirkiye) ve 10
mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) intraperitonel (i.p.) yoldan verilerek, tiim
denekler derin anestesi altinda sakrifiye edildi. Deneklerin abdominal bdlgesi
acilarak, abdominal aortadan kan Ornekleri alindi, ardindan epididimler ve testisler
total olarak ¢ikarildi. Sag ve sol testisler ¢evresindeki dokulardan temizlendi, hassas
terazi (Ohaus, Adventurer Pro AV264C) ile tartildi, sonuglar deney defterine
kaydedildi. Tartim sonrasi sag testis, fiksatifin tunika albugineay1 kolay gegebilmesi
icin, insulin ignesi ile her iki kutbundan delindi. Ardindan sag testis %10’luk
formaldehit ¢ozeltisine konuldu. Sol testis ve serum Ornekleri ise biyokimyasal

parametrelerin ¢aligilabilmesi i¢in, -80 °C’lik derin dondurucuya kaldirildi.

3.4. Sperm Degerlendirmesi

Sperm degerlendirmesi igin, herbir denegin sag epididimlerinin kauda kismu,
lem olacak sekilde kesilerek cikartildi ve tartildi. Epididimlere bistiiri ucuyla ¢izikler
atildi ve Iml serum fizyolojik (SF) bulunan ependorflara konuldu. 37 °C sicakligi
olan su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. Elde edilen o6rneklerde sperm
parametreleri (konsantrasyon, motilite, vitalite ve morfoloji) degerlendirildi.

Sperm konsantrasyonunu ve motilitesini degerlendirmek i¢in makler gemberi
(Makler Counting Chamber, Sefi Medikal, Haifa, Israil) kullanildi. Cemberin lamina
10 pl 6rnek damlatildi ve 151k mikroskobuyla (Zeiss, Axio Lab Al, Almanya)
incelendi. Cemberde rastgele 10 kareye denk gelen spermler (X200 biiyilitmede)
sayildi. Mililitredeki sperm sayisinin milyon (10°) cinsinden hesaplanmas: icin elde
edilen sonu¢ 1 milyon ile ¢arpildi. Sperm motilitesinin degerlendirilmesi igin, 100
kareye denk gelen spermler hareketli ve hareketsiz olmalarina gore sayildi, yiizde

oranlar1 hesaplandi.
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Sperm morfolojisini degerlendirmek i¢in, elde edilen 6rneklerden lama 20 pl
damlatildi ve periferik yayma yontemi ile yayilarak kurutuldu. Bu sekilde her denek
i¢in hazirlanan lamlar, Spermac Stain boya seti (Box 152. Wellington, 7654, South

Africa) ile asagida belirtilen yonteme gore boyandi.

Spermac boyama yontemi:

Spermler bir lam tizerine yayildi. 10 dk kurutulduktan sonra 15dk fiksatorde
bekletildi ve distile su ile yikandi. Ardindan sirasiyla A, B ve C boyalarinda 90 ar
saniye bekletildi. Her denek igin hazirlanan preparatlarda, 151k mikroskobunda X400
biiylitmede, 100 sperm sayildi. Morfolojik ag¢idan normal veya anormal (bas, boyun
ve kuyruk defektli) olarak siniflandirildi. Normal spermlerin yiizdesi hesaplanarak
istatistiksel analiz yapildi. Degerlendirmeler sirasinda anormal morfolojiye sahip
spermler fotograflandirilarak literatiir bilgisine gore degerlendirildi (91-93).

Sperm vitalite degerlendirmesi igin, cansiz hiicrelerin boyayi tutma prensibine
dayanan eozin-nigrosin boyama yontemi kullanildi. Bu yontemde, cansiz hiicreler
eozini alip pembe renge boyanir ve canli hiicreler boyay1 tutmayarak seffaf olarak
kalir. Nigrosin ise, arka planla spermler arasindaki kontrasti artirmak ve
farkedilmelerini saglamak igin kullanilir. VitalScreen boyama seti (VitalScreen,
FertiPro, Belgium) yontemine uygun olarak, her denek igin preparatlar hazirlandu.
Sperm baglar1 pembe renk boyananlar cansiz sperm, seffaf olarak kalanlar canli
sperm olarak belirlendi. Hazirlanan her bir preparatta 100 sperm sayildi ve canlilik
orant hesaplandi. VitalScreen boyama yontemi; 50 pl 6rnek bulunan bir ependorf
igerisine 2 damla Eozin Y karistirilarak 10 dk bekletildi. Ardindan 3 damla nigrosin
eklenerek tekrar 10 dk bekletildi. Elde edilen karisimdan 20 pl bir lam iizerine
yayildi ve 1s1k mikroskobunda (Zeiss, Axio Lab Al, Almanya), X400 biiyiitmede

kurumadan hizl1 bir sekilde degerlendirildi.

3.5. Dokularin Hazirlanmasi

Isik mikroskobik degerlendirmeler icin, her bir denegin sag testisi, %10’luk
formaldehit ¢ozeltisi i¢ine alindi. Tim deneklerin sakrifikasyon islemleri
tamamlandiktan sonra, sag testis ornekleri enine olacak sekilde 4 pargaya bdliinerek
etiketlenmis kasetlere alindi. Dokular formaldehit ¢ozeltisinde 2 giin bekletildikten

sonra, akar musluk suyu altinda 1 gece boyunca yikandi. Ornekler dehidratasyon igin
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sirast ile %70, %90, %96 ve %100 alkol serilerinden 2x1 saat olacak sekilde
gecirildi. Ardindan 2x6 dk toluende bekletilerek seffaflagtirma islemi yapildi.
Ornekler sivi parafine almarak 1 giin etiivde bekletildikten sonra etiketlenerek

parafin blok haline getirildi.

3.6. Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Elde edilen her bir bloktan Sum kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, testisin
histolojik o6zelliklerini ortaya koyacak olan Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik
Asit Schiff (PAS)+Hematoksilen ile boyandi.

Hematoksilen-Eozin boyamast:

Hematoksilen-Eozin  boyamasi testis dokusunun genel morfolojisini
gozlemlemek amaciyla yapildi. Toluen ile deparafinizasyon islemi yapildiktan sonra,
kesitler, yogunlugu azalan alkol serilerinden gegirilerek suya indirildi. Daha sonra
hiicre niikleus boyanmasi igin hematoksilende (Bio-optica, 0506002/L) 12 dakika
bekletildi. Cesme suyuna alindiktan sonra, %1°lik asit alkolde c¢alkalanip, akan
musluk suyu altinda 30 dakika morartma islemi yapildi. Morartmadan sonra
sitoplazma boyanmasi i¢in Kesitler 3 dakika eozinde bekletildi ve ¢esme suyunda
calkalandi. Son olarak yogunlugu artan alkol serilerinden hizlica gegirilen kesitler,
absoli alkolde 2x10 dk bekletildikten sonra, toluen ile seffaflastirilip (2x10 dk),
entellan (MERK) ile kapatildu.

PAS+H boyasinin hazirlanmasi

Schiff reaktifinin hazirlanisi: Kaynayan 100 cc distile su igerisine 1g bazik
fuksin eklendi. Soliisyon devamli karistirilarak 60°C' ye kadar sogutuldu. Siizgeg
kagidi yardimiyla bir siseye siizdiiriildii. Siizdiiriilen soliisyonun ic¢ine 6g K2S20s
ilave edildi. K2S20s5°in iyice ¢ozlinmesi ile visnegliriigii renginde bir soliisyon elde
edildi. Karisima yavas yavas 60 cc, 1IN HCI ilave edildi. Elde edilen karisim, agzi
kapali bir sise igerisinde 24 saat +4°C'de buzdolabinda saklandi. Ertesi giin i¢ine 200
mg aktif komiir eklendi ve siizge¢ kagidi ile koyu renkli bir sise igine slizdiirtildi.

(Siizme islemi sirasinda akan sivi seffaf agik sar1 renkte olmalidir).
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Yikama soliisyonu hazirlanisi:
A) %10’luk K2S20s Hazirlanist: 10 g K2S20s ve 100 ml distile su karigtirildi.
B) IN HCI1 Hazirlanisi: 84 cc HCI (%37°1lik) ve 916 ml distile su karistirildi.
A ve B karisimlarindan 10’ar ml alind1 ve tizerine 180 ml musluk suyu ilave edilerek
yikama soliisyonu elde edildi. Bu soliisyon 3 saleye bdliindii.

Periyodik Asitin Hazirlanisi: 1 g Periyodik Asit, 100 ml Distile su iginde
¢Ozildii.

Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyama protokolii:

Toluen ile parafinden arindirilan kesitler yogunlugu azalan alkol serilerinden
gecirilerek suya indirildi. Daha sonra periyodik asit soliisyonunda 15 dakika
bekletildi ve 10 dakika akan suyun altinda birakildi. Ardindan 3 kez distile su ile
calkalandiktan sonra karanlik ortamda schiff soliisyonunda 20 dakika bekletildi.
Hazirlanan yikama soliisyonu 3 saleye boliindii ve kesitler yikama soliisyonlarinda
5’ser dakika bekletildi. Ardindan kesitler 5 dakika akan suyun altina alindi. Daha
sonra niikleus boyamasi i¢in hematoksilende 10 dakika bekledikten sonra, akar
musluk suyu altinda 30 dakika morartmaya birakildi. Son olarak yogunlugu artan
alkol serilerinden hizlica gegcirilen kesitler, absolii alkolde 2x10 dk bekletildikten
sonra, toluen ile seffaflagtirtlip (2x10 dk), entellan (MERK) ile kapatildi.

3.7. Histolojik Degerlendirme

Histolojik degerlendirme i¢in, tim deneklere ait H-E ve PAS+H ile boyanan

preparatlar 151k mikroskobu (Zeiss, Axio Lab Al, Almanya) kullanilarak incelendi ve

fotograflandi.

3.8. Johnsen Skorlama Yontemi

Testiste seminifer tlibiil duvarinda spermatogenezin degerlendirilmesi
Johnsen kriterlerine gore yapildi (Tablo 1). Bu puanlama sistemine gore incelenecek
olan seminifer tiibiil kesitlerine verilecek puanlarin toplami, sayilan tiibiil sayisina

boliinerek ortalama puan hesaplandi (94).
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Tablo 1. Johnsen testikiiler biyopsi skoru (94).

Johnsen Testikiiler Kriterler
Biyopsi Skoru

Germ epiteli ¢ok tabakali, agik santral liimen, ¢ok miktarda

Skor 10: spermatozoa.
Germ epiteli ¢ok tabakali ancak disorganize, liimendeki
Skor 9: epitel hiicreleri spermatozoalarla karismis.
Germ epiteli ¢ok tabakali, liimende 10'dan daha az
Skor 8: spermatozoa.
Skor 7: Cok miktarda spermatid, ancak hi¢ spermatozoa yok.
Skor 6: Hig spermatazoon yok, spermatid sayis1 10'dan daha az.
Skor 5: Bir kag tane spermatosit, spermatid veya spermatozoa yok.
Spermatozoa ve spermatid hi¢ yok, spermatosit sayist
Skor 4: 5'den az.
Skor 3: Sadece bir ka¢ spermatogonyum.
Skor 2: Bir kag Sertoli hiicresi, germ hiicresi hig yok.
Skor 1: Seminifer tiibiilde hi¢ hiicre yok.

Heterojen veriler bulunan deneklerde ise agirlikli ortalamalar1 alinarak hesaplandi.

3.9. Immiinohistokimyasal incelemeler

Testis biyopsi Ornekleri ile hazirlanan parafin bloklardan Shandon Finesse
325 marka silindirli mikrotom kullanilarak 5 um kalinliginda kesitler alindi. Pozitif
sarjli lamlara alinan kesitlerde; apoptoz belirteci olarak kaspaz-3, ER stresi belirteci
GRP78/BiP ve DNA onarici bir enzim olan PARP-1 ekspresyonundaki degisiklikler
immiinohistokimyasal ABC (Avidin-Biotin Kompleks) yontemi kullanilarak
degerlendirildi.

Kesitler ilk olarak deparafinizasyon islemi i¢in, 58 °C ‘de inkiibe edilip
sirastyla ksilen ve alkol serilerinden gecirilerek distile suya alindi. Dokuda
formaldehit fiksasyonundan kaynaklanan reseptor maskelenmesini 6nlemek igin
sitrat tamponuna alinan kesitlere mikrodalgada yiiksek 1s1 uygulandi. Antijenik
determinant bolgelerinin agia ¢ikarilmasindan sonra, kesitler distile suya alinip 20
dk oda sicakliginda tutuldu. Daha sonra kesitler fosfat tamponu (PBS; pH 7.6) ile
(2x5 dk) yikandi. Hiicre membranlarini agmak igin, kesitler PBS-Triton X
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sollisyonunda 5 dk bekletildikten sonra PBS ile (2x5 dk) yikandi. Kesitlerin ¢evresi
hidrofobik kalemle ¢izildi. Nemli kabin i¢ine alinan kesitler, endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek amaciyla, %3’liik hidrojen peroksit ile 15 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. Kesitler, PBS ile yikandi (2x5 dk). Nonspesifik antikor baglanmalarini
onlemek amaciyla kesitlere %1°lik preimmiin rabbit serum (Ultra V Block,
LabVision, TA-015-UB) 5 dk uygulandi. Daha sonra nemli kabin iginde kesitler
primer antikorlar (anti-PARP-1; Abcam-ab6079, USA, anti-caspase-3; Abcam-
ab4051, anti-GRP78/BiP; Abcam-ab108613) ile oda 1sisinda 1’er saat inkiibe edildi.
PBS ile (2x5 dk) yikanan kesitler, nemli kabin igerisinde sekonder antikor (Dako
Biotinylated Link, K0609) ile 30 dk inkiibe edildi. Ardindan tekrar PBS ile (2x5 dk)
yikanip, 10 dk Streptavidin peroksidaz kompleksi (Streptavidin HRP, Dako, K0609)
ile inkiibe edildi. Ardindan PBS ile (2x5 dk) yikama yapildi. Nemli kabindeki
kesitlere kromojen (3°,3-diaminobenzidine; DAB, Vector, SK-4100) damlatildu.
Mikroskop ile kontrol edilerek, immiin reaksiyon gerceklesince, kesitler distile suya
alinarak kromojen reaksiyonu sonlandirildi. Yikamanin ardindan, zit boyama 1 dk
Mayer’in Hematoksilen’i (Bio-optica, 0506002/L) ile yapildi. Distile su ile (3x3 dk)
yikandi. Son olarak, kesitler alkol serilerinden gegirilip, ksilen ile muamale
edildikten sonra entellan ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlar Zeiss marka Axio Lab Al goriintiileme sistemli 151k
mikroskobu altinda X40 objektif biiyiitmesinde her kesit lizerinde rastgele secilen 10
alanda histolojik-skorlama yapilarak, semikantitatif olarak degerlendirildi. O,
boyanma yok; 1+, zayif fakat tespit edilebilir boyanma; 2+,orta ya da belirgin
boyanma; 3+, yogun boyanma seklinde ifade edildi. Her bir kesit i¢in H-skor degeri,
her bir yogunluk kategorisine ait boyanmis hiicre ylizdesinin yogunluk ile
carpimindan elde edilmistir (HSCORE = )i i x Pi, i; yogunluk skoru, Pi; hiicre

yiizdesi). Istatistiksel analizler i¢in ortalama skorlar kullanilmistir.

3.10. In Situ DNA Ug isaretleme Metodu (TUNEL) Analizi

TUNEL analizi, parafin bloklardan elde edilen 5 pm kalinligindaki kesitler
tizerinde ApopTaq Plus Peroksidaz In Situ Apoptosis Detection Kit (S7101-KIT,
Millipore) kullanilarak yapildi.

Kesitler, deparafinize edildikten sonra endojen peroksidaz aktivitesinin
giderilmesi igin %3’liik H202’de 15 dk muamele edildi ve PBS ile (2x5 dk) yikandi.
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Dokular, -20°C'de sogutulmus olan permeabilizasyon soliisyonunda 8 dakika
+4°C'de inkiibe edildi ve PBS ile (2x5 dk) yikandi. Ardindan dengeleme tamponunda
oda 1s1sinda 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra digoksigenin isaretli dUTP kuyrugunun
baglanmasi i¢in 37°C’de 1 saat terminal deoksiniikleotidil (TdT) transferaz enzim
soliisyonu ile inkiibe edildi. Ardindan kesitler oda 1sisinda 10 dakika
durdurma/yikama tamponunda yikandi. Antidigoksigenin peroksidaz antikoru ile oda
1sisinda 30 dk inkiibe edilen kesitler PBS ile (2x5 dk) yikanmasmin ardindan
peroksidaz substrat i¢in 3,3-diaminobenzidine (DAB) kullanilarak boyandi.
Hematoksilen ile 1 dk zit boyama yapildiktan sonra akan suyun altinda 20 dakika
morartmaya birakildi ve yogunlugu artan alkol serilerinden gegirilen kesitler, toluen
ile seffaflagtirma iglemi yapilarak, entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu ile
incelendi.

Tiim gruplara ait deney hayvanlarinin testis kesitlerindeki apoptoz tayini igin
TUNEL yontemi uygulandiktan sonra, apoptotik indeks ¢ikarildi. Apoptotik indeks,
herbir denek i¢in seminifer tiibiil kesiti bagina ortalama apoptotik hiicre sayisi olarak
hesaplandi. Apoptotik hiicre tespiti, her kesit i¢in Zeiss Axio Lab Al model
mikroskop ile X40 biiyiitmede rastgele secilen 10 seminifer tiibiil incelenerek

yapildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in GraphPad Prism 5.03 paket programi kullanildi. Deney
oncesi ve sonu viicut agirliklari, testis ve epididim agirliklari, sperm parametrelerinin
indeksi ortalama + standart sapma olarak hesaplandi., Immunohistokimyasal analiz
sonuglari, TUNEL metodu, histopatolojik skorlama ve Johnsen skorlamasi sonucu
elde edilen degerlerin indeksi medyan (min-max) olarak hesaplandi. Oncelikle
deneklere ait verilerin normal dagilim gosterip gostermedikleri ve varyanslarinin
homojenligi test edildi. Tim gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi
kullanildi. Alt gruplarin ikiserli karsilagtirmasi ise Dunn testi kullanilarak yapildi.
Tim degerlendirmeler icin istatistik anlamlilik sinir degeri p<0.05 olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhg

4.1.1. Deney oncesi viicut agirhg:

Deney baslamadan once deneklerin ilk agirliklar: 6lgtildii ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 2. Deney oncesi viicut agirliklari (g).

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6

Viicut
Agirhiklarnt  1495+13.31  156.2+12.12 163.5+7.064 162.5+14.32 p>0.05

@)

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 6. Deney oncesi viicut agirliklarinin karsilastirilmasi.
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4.1.2. Deney sonu viicut agirhgi

Deney sonunda o6lgiilen deneklerin viicut agirliklar istatistiksel analiz yapildi

ve gruplar aras1 anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Tablo 3. Deney sonu viicut agirliklari (g).

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6

Viicut

Aglr(g;‘la“ 276.3+21.08 2635:23.79  256.5:4.324  260.0+2053  p>0.05

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 7. Deney sonu viicut agirliklarinin karsilastirilmasi.
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4.1.3. Deney oncesi ve sonu viicut agirhklarimin Karsilastirilmasi

Deneklerin deney baslangic agirliklar1 ile deney sonu viicut agirliklar
kiyaslandiginda; kontrol, curcumin, NP, NP+C gruplarinin deney oncesi ve deney
sonrast viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu saptandi (p=
<0.0001). Ortalama farklar ele alindiginda; en fazla viicut agirligindaki artis kontrol
grubundaki denekler arasinda gozlemlenirken, en az kilo artis1 ise NP grubunda
gozlemlendi. Fakat her bir deney grubu diger gruplarla kiyaslandiginda anlamli bir
fark gozlemlenmedi (D.B: p>0.05, D.S: p>0.05).

Tablo 4. Deney oncesi ve deney sonu denek agirliklarinin ortalama farklari (g).

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu
n=6 n=6 n=6 n=6
Ortalama
Farklart +126.8 +107.3 +93 +97.5
(9)
p <0.0001* <0.0001** <0.00012 <0.0001°

* p<0.0001 Kontrol-D.B ile kiyaslandiginda.
**p <0.0001 Curcumin-D.B ile kiyaslandiginda.
p <0.0001 NP-D.B ile kiyaslandiginda.

by <0.0001 NP+C-D.B ile kiyaslandiginda.

31



3001 *%

N
o
T

1004}

Vicut Agirhgi (g)

Sekil 8. Deney baslangic1 (D.B) ve deney sonu (D.S) viicut agirliklarinin

karsilastirilmasi.

4.2. Testis ve Epididim Agirhiklar

Tablo 5’te gosterildigi gibi deneklerin sag testis, sol testis, sag epididim ve

sol epididim agirliklar1 Slglildii ve gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi

(p>0.05).

Tablo 5. Testis ve epididim agirliklari (g).

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6

Sag Testis 1 493+0.05391  1.580+0.2542  1.410+0.07239  1.415+0.1234 p>0.05

Sol Testis | 470+0.05865  1.550+£0.1501  1.415+0.06745  1.402+0.1367 p>0.05

Epﬁj‘igim 0.4850£0.02881 0.5083£0.07139 0.4567+0.01862 0.4783£0.04355  p>0.05
Ep%‘i’:ﬁm 0.49830.08377 0.4833£0.05820 0.4933£0.02658 0.4767+0.06088  p>0.05

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
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4.3. Sperm Degerlendirmesi

Deneklere ait sperm parametreleri (sperm sayimi (milyon/ml), sperm
motilitesi (%), sperm canlilig1 (%) ve normal morfolojili sperm (%)) degerlendirildi.
Gruplara ait bulgular Tablo 6’da verilmistir. Bu parametreler géz oniine alindiginda,
NP maruziyetinin, deneklerin sperm sayisini ve kalitesini olumsuz yonde etkiledigi

gozlendi.

Tablo 6. Sperm degerlendirmeleri.

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6
Sperm
Sayisi 169.0 163.0** 77.00%** 145.02 0.0001
(milyon/ml) (162.0-184.0) (154.0-180.0) (70.00-96.00) (132.0-154.0)
Hareketli
Sperm 77.50 72.50* 41.50*** 61.502 0.0001
(%) (72.00-86.00) (63.00-81.00) (31.00-50.00) (54.00-70.00)
Canh
Sperm 82.00 80.00** 45.00*** 69.002 0.0001
(%) (76.00-92.00) (76.00-88.00) (38.00-60.00) (58.00-74.00)
Normal
Morfoloji 73.50 63.50* 30.00%** 53.502 0.0001
(%) (69.00-80.00) (58.00-70.00) (22.00-38.00) (49.00-60.00)

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak hesaplanmustir.
*#%* p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda.

*# p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

* p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

8p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

4.3.1. Sperm sayimi (milyon/ml) degerlendirmesi

Yapilan sperm sayiminda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
saptand1 (p=0.0001). NP grubu kontrole gore kiyaslandiginda anlamli bir disis
goriildii (*p<0.05). Curcumin grubu NP grubu ile kiyaslandiginda, curcumin grubu
ile NP grubu arasinda anlamli bir fark saptandi (**p<0.05). NP+C grubu NP grubu
ile kiyaslandiginda, sperm sayisinin anlamli diizeyde artmis oldugu saptandi.
(?p<0.05), (Tablo 6).
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Sekil 9. Sperm sayimi1 (milyon/ml) degerlendirmesi.
4.3.2. Hareketli sperm (Motilite) (%) degerlendirmesi

Sperm motilitesi degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptandi (p=0.0001). Gruplar kendi aralarinda kiyaslandigina; NP
(*** p<0.05) grubunun, kontrol, curcumin (* p<0.05) ve NP+C (*p<0.05) grubuna
gore daha diisiik sperm motilitesine sahip oldugu ve istatistiksel olarak anlamli bir

fark olusturdugu goriildii (Tablo 6).
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Sekil 10. Hareketli sperm (%) degerlendirmesi.
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4.3.3. Sperm vitalite (canhlik) (%) degerlendirmesi

Eozin-nigrosin boyama yontemi ile sperm vitalitesi degerlendirildiginde,
kontrol grubuna kiyasla, NP grubunda ¢ok sayida cansiz spermin varligi gozlendi.
Istatistiksel olarak da, kontrol, curcumin (7p<0.05) ve NP+C (p<0.05) grubuna
kiyasla NP grubunda canli sperm sayisinda (- p<0.05) anlaml1 bir azalma oldugu

tespit edildi (Tablo 6).
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Sekil 11. Canli sperm (%) degerlendirmesi.
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Sekil 12. Sperm vitalite testi eozin-nigrosin boyamasi. (—) Pembe renk boyanmis

cansiz sperm, (A) Seffaf olarak goriinen canli sperm. Eozin-nigrosin x20

4.3.4. Sperm morfoloji (%) degerlendirmesi

Sperm morfoloji degerlendirmesi i¢in Spermac Stain ile boyanan
preparatlarda, her denek icin 100 hiicre normal ve anormal olarak degerlendirildi.
Normal spermlerin yiizde oranlari hesaplandi ve anormal spermler fotograflandi
(Sekil 14). Normal morfolojiye sahip spermlerin yiizdeleri gruplar arasi
kiyaslandiginda anlamli sonuglar elde edildi (p=0.0001). NP grubu; kontrol (***
p<0.05), curcumin (*p<0.05) ve NP+C gruplari (?p<0.05) ile kiyaslandiginda, NP’ye
bagli olarak normal morfolojiye sahip sperm sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma oldugu saptandi (Tablo 6).
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Sekil 13. Normal morfolojili sperm (%) degerlendirmesi.

Sekil 14. NP uygulanan siganlarda sperm morfoloji degerlendirmesi igin Spermac
Stain boyamasi. (A) Normal sperm (B), (C), (D), (E), (F), (—) bas anomalileri (A)
kuyruk anomalileri. x40.
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4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama

Kontrol ve Curcumin Grubu

Kontrol ve curcumin grubunu olusturan si¢an testis dokulariin 1s1k mikroskobu
incelemelerinde, seminifer tiibiiller ve interstisyel alan normal histolojik yapiya sahipti.
Seminifer tlibililler, normal seyirde olan spermatogenik seri hiicreler tarafindan
olusturulan ¢ok katli bir epitel tabakasi ile dosenmisti. Gelismekte olan spermatidlerin
klasik goriintiileri olan kuyruk limende bas epitel duvarma yonelik sekilde oldugu
gozlendi. Ayrica diizglin goriiniimlii bir bazal membran ve bazal membran iizerinde
yerlesik sitoplazmast soluk renk boyanan, uzantilart seminifer tiibiil limenine kadar
devam eden Sertoli hiicrelerine sahip oldugu goriildii. interstisyel alanda, bag doku
hiicreleri, kan damarlarn ve tek tek ya da gruplar halinde, eozinofilik sitoplazmali,
yuvarlak sekilli Leydig hiicreleri gozlendi (Sekil 15, 16, 22).

NP Grubu

NP verilen gruptaki sicanlarin testis dokusu incelendiginde; kontrol ve
curcumin grubuna gore seminifer tiibiil ve interstisyel alanin normal histolojik yapiya
sahip olmadig1 gézlendi. Seminifer tiibiil epitelinde incelme ve yer yer vakuolizasyon
gbzlendi. Bazal membranin diizensizlestigi, seminifer tiibiil epitelinden ayrildig1 ve
baz1 tiibiillerde yok oldugu gozlendi. Seminifer tiibiil epitelini olusturan
spermatogenik hiicre serisinde kayiplar ve diizensizlikler gézlendi. Baz: tiibiiller bu
seri hiicrelerden yoksundu. Ayrica bazi seminifer tiibiillerin liimeninde immatiir
germinal epitel hiicreleri izlendi. Interstisyel alanda, 6dem ve vakuoller gdzlendi.

Baz1 bolgelerde Leydig hiicrelerinde azalma gozlendi (Sekil 17, 18, 19, 20, 22).

NP+C Grubu

NP ve curcumin’in birlikte verildigi gruplarin testis dokular1 incelendiginde;
hasarl tiibiillere rastlansa da tiibiillerin ¢gogunlugu normal histolojik yapiya sahipti.
NP grubuna gore seminifer tiibiillerde daha az disorganize olmus spermatogenik seri
hiicreler ve bazal membran yapisinin daha diizglin oldugu gézlendi. Seminifer tiibiil
epitelinde az miktarda vakuole ve tiibiil liimeninde az sayida immatiir hiicrelere

rastland1. Interstisyel alanda hafif dem gozlendi (Sekil 21, 22).

38



Sekil 15. Kontrol grubuna ait sigan testisinde, seminifer tiibiillerin etrafin1 saran

diizgiin bazal membran (—) ve interstisyel alanlar (%) izlenmektedir. H&E, x10
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Sekil 16. Curcumin grubuna ait sigan testisinde, seminifer tiibiillerin etrafinda
diizgiin goriinimli bir bazal membran (—) ve interstisyel alanlar (%) izlenmektedir.

Germinal epiteli olusturan spermatogenik seri hiicreler («<») oldukca diizgiin

goriiniimlidiir. H&E, x10
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Sekil 17. NP grubuna ait sigan testisinde, seminifer tiibiillerin etrafinda bazal membran
kayiplar1 (—) ve 6demli interstisyel alanlar (%) izlenmektedir. Ayrica hem germinal

epitelde hem de interstisyel alanda vakuoller (A) gozlemlenmektedir. H&E, x10

Sekil 18. NP grubuna ait sigan testisinde, bazal membran kayiplarinin (—) yaninda
seminifer tiibiillerin birlesmesi dikkat ¢ekmektedir. Odemli (%) ve vakuollii (A)

interstisyel alanlar izlenmektedir. H&E, x10
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Sekil 19. NP grubuna ait sigan testisinde, seminifer tiibiillerde biiziismeler ve bazal
membranda ondiilasyonlar (—) gozlenmektedir. Seminifer tiibiil limeninde

olgunlasmamis germ hiicreleri (*) dikkat ¢cekmektedir. H&E, x10

Sekil 20. NP grubuna ait sigan testisinde, bazal membran (—) kayiplar1 sonucu
birlesmis seminifer tiibiiller goézlenmektedir. Ayrica germinal epiteli olusturan
spermatogenik seri hiicrelerde diizensizlikler hatta spermatogenik seri hiicrelerin
olmadigi bos seminifer tiibiiller izlenmektedir. Seminifer tiibiil limeninde

olgunlagsmamig germ hiicreleri (*) dikkat ¢ekmektedir. H&E, x10
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Sekil 21. NP+C grubuna ait sican testisinde, dejeneratif degisikliklerin azalmis
oldugu, normal kontiirlii bazal membran (—) ve diizgiin germina epitele («>) sahip
seminifer tlbiller gozlenmektedir. Ayrica hem seminifer tiibiillerde hem de

interstisyel alanda goriilen vakuollerde (A ) azalma izlenmektedir. H&E, x10
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Sekil 22. H&E boyali preparatlarda tiim gruplarin karsilastirmalari. A, B: Kontrol, C, D: Curcumin, E,
F: Nonilfenol, G, H: Nonilfenol+Curcumin. Sacale bar: (A, C, E, G) 50 um, (B, D, F, H) 10 um. A, C,

E, G : («») Germinal epitel, (—) Bazal membran, (%) Interstisyel alan, B, D, H: (—) Bazal membran,

(%) spermatozoonlar, F: (—) Bazal membran, (%) interstisyel alan.

43



4.4.2. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyama

Kontrol ve Curcumin Grubu

Kontrol ve curcumin grubundaki deneklerin PAS+H boyali testis dokusu
incelendiginde, PAS pozitif (mor-menekse renginde) akrozom yapisi ile kep
asamasindaki spermatidler gozlendi. Seminifer tiibiiliin bazaline doniik c¢engel
seklindeki bas kisimlar1 ve kuyruklari liimene uzanan olgun spermler kolaylikla ayirt
edildi. PAS pozitif boyanan glikoprotein yapidaki bazal membran ayrimi rahatlikla
yapild1 ve diizenli, normal histolojik yapida idi (Sekil 23).

NP Grubu

NP uygulanan gruptaki sigan testis dokulari incelendiginde, normal yapida
gozlenen bazal laminanin yani sira ¢ok sayida diizensiz sinirlara sahip dejeneratif
tiibiillerin etrafinda ondiilasyon gosteren bazal lamina dikkat ¢ekmekte idi. Bazi yan
yana konumlanmis tiibiillerde bazal lamina kayb1 ve kaynasmis tiibiiller gozlendi.

Ayrica seminifer tiibiil liimenine yakin yerlesimli erken ve ge¢ spermatidler gozlendi

(Sekil 23).

NP+C Grubu

NP ve curcumin’in birlikte verildigi gruplarin PAS+H ile boyanmis testis
dokular1 incelendiginde; diizglin bazal lamina ile ¢evrili normal histolojik yapiya
sahip seminifer tiibiiller cogunluktaydi. Liimene yakin PAS pozitif boyanan akrozom

yapili erken ve gec spermatidler gozlendi (Sekil 23).
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Sekil 23. Testis dokusuna ait PAS-Hematoksilen boyamasi. A: Kontrol, B:
Curcumin, C: Nonilfenol, D:Nonilfenol+Curcumin. Sacale bar:10 um. (—) PAS

pozitif boyanmis bazal membran ve spermatid hiiceleri.

4.5. Johnsen Skoru Degerlendirilmesi

Deney gruplariin testis hasar ve spermatogenez degerlendirmesi tablo 7°de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu, gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmugtir (p=0.0007). NP verilen grupta, kontrol, curcumin ve NP+C gruplarina
gore testis hasarmmin artmasiyla spermatogenezin olumsuz etkilendigi saptandi
(p<0.05). NP+C uygulanan grupta Johnsen skor degerinin NP grubuna gore yiiksek
olmasi, NP’ye bagli olusan testis hasarindan korunmada, curcumin tedavisinin

olumlu sonug verdigini gostermistir.
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Tablo 7. Johnsen skoru degerleri.

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6
Johnsen 9.750 9.800* 4.650** 9.050***
Skoru (9.600-9.900)  (9.600-9.900) (3.900-5.700) (8.100-9.800) 0.001

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak hesaplanmastir.
* p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

** p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda.

**% p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.
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Sekil 24. Johnsen skorlamasi.
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4.6. Iimmunohistokimyasal Bulgular

Tablo 8. Kaspaz-3, PARP-1, GRP78/BIiP immunoreaktivitesi i¢in H-skor degerleri.

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6
Kaspaz-3 120.5 116.5%** 212.0** 140.0* 0.0001

(110.0-128.0)  (109.0-123.0)  (200.0-229.0)  (130.0-149.0)

PARP-1 1325 131.0%** 247.5** 163.5* 0.0001
(119.0-140.0) (120.0-151.0) (231.0-257.0) (157.0-173.0)

GRP78/BiP 1215 128.0%** 243 5%* 136.0% 0.001
(110.0-130.0)  (123.0-140.0)  (231.0-259.0) (125.0-142.0)

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak hesaplanmustir.
* p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

*#p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda.

*#% p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

4.6.1. Kaspaz-3 immunreaktivitesinin degerlendirilmesi

Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi i¢in tlim deney gruplart kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0.0001). NP’ye bagh kaspaz-3
immiinreaktivitesinde kontrol, curcumin ve NP+C gruplarina kiyasla anlamli
diizeyde artis oldugu saptandi (p<0.05). Kontrol ile curcumin, kontrol ile NP+C ve
curcumin ile NP+C gruplar1 arasinda ise anlamli bir farklilhik goriilmedigi tespit
edildi (p>0.05) (Tablo 8).
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Sekil 26.  Testis seminifer tiibiillerinde  kaspaz-3  ekspresyonunun
immiinohistokimyasal olarak ifadesi. A: Kontrol, B: Curcumin, C: Nonilfenol, D:
Nonilfenol+Curcumin. Scale bar:50 pum. (—) Kaspaz-3 ile boyanmis spermatogenik

hicreler.

48



4.6.2. PARP-1 immunreaktivitesinin degerlendirilmesi

PARP-1 immiinoreaktivitesi i¢in tiim deney gruplar kiyaslandiginda, gruplar
arasinda anlamhi bir fark saptandi (p=0.0001). Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda, kontrol ile curcumin, kontrol ile NP+C, curcumin ile NP+C gruplar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). NP grubu, kontrol,
curcumin ve NP+C gruplar ile kiyaslandiginda, NP toksisitesine bagli olarak PARP-
1 immiinreaktivitesinde anlamli diizeyde artis oldugu gézlendi (p<0.05) (Tablo 8).
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Sekil 27. PARP-1 immiinreaktivitesi i¢cin H-skor.
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Sekil 28. Testis seminifer tiibiillerinde PARP-1 ekspresyonunun immiinohistokimyasal
olarak ifadesi. A: Kontrol, B: Curcumin, C: Nonilfenol, D: Nonilfenol+Curcumin.

Scale bar:50 um. (—)PARP-1 ile boyanmis spermatogenik hiicreler.

4.6.3. GRP78/BiP immunreaktivitesinin Degerlendirilmesi

GRP78/BiP immiinoreaktivitesi i¢in tiim deney gruplar1 kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0.001). Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda, kontrol ile curcumin, kontrol ile NP+C ve curcumin ile NP+C
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05). NP grubu, kontrol,
curumin ve NP+C gruplariyla kiyaslandiginda GRP78 expresyon seviyesinde anlamli
bir artis oldugu saptandi (p<0.05), (Tablo 8).

50



300+ * %

S ——
200-
2 ok ok *
o
(14
o
1004
0' T T
N L

Sekil 30. Testis seminifer tiibiillerinde =~ GRP78/BiP  ekspresyonunun
immiinohistokimyasal olarak ifadesi. A: Kontrol, B: Curcumin, C: Nonilfenol, D:
Nonilfenol+Curcumin. Scale bar:50 pm. (—)GRP78/BIP ile boyanmis spermatogenik

hiicreler.
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4.7. TUNEL Bulgular

NP ve curcuminin spermaogenik seri hiicreler tizerindeki apoptotik etkisini
degerlendirmek amaci ile yaptifimiz TUNEL analizi sonuglar1 Tablo 9’da
verilmistir. Tiim gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda anlamli sonuglar elde edildi
(p=0.0001). NP grubundaki apoptotik indeksin kontrol, curcumin ve NP+C

gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 gozlemlendi (p<0.05).

Tablo 9. Apoptotik indeks degerleri.

Kontrol Curcumin NP NP+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p
n=6 n=6 n=6 n=6
Apoptotik 0.4000 0.4000** 13.50*** 1.000*

Indeks (0.3000-0.4000)  (0.2000-0.6000)  (9.000-17.00) (0.4000-1.900)  0.0001

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak hesaplanmustir.
*#%p<0.05 Kontrol ile kiyaslandiginda.

** p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.

* p<0.05 NP ile kiyaslandiginda.
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Sekil 31. Apoptotik indeks degerlendirmesi.
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Sekil 32. Testis seminifer tiibiillerinde TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin

ifadesi. A: Kontrol, B: Curcumin, C: Nonilfenol, D: Nonilfenol+Curcumin. Scale

bar: 50 pm.
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5. TARTISMA

Endiistriyel tirtinlerde, kozmetikte, plastik esyalarda, deterjanlar gibi her giin
temasta oldugumuz iriinlerde bulunan NP, endokrin sistemi bozucu etkisi yaninda,
toksik ve karsinojenik etki gosterir (2). Fenolik yapiya sahip kimyasallarin gogu
Ostrojenik aktiviteye sahiptir ve NP’de bu maddeler arasinda yer almaktadir (4).
Canlilar absorpsiyon, goz temasi, cilt temasi, yutma ve soluma ile NP ile kars1 karsiya
gelmektedir. NP i¢in hedef organlar arasinda; gozler, cilt, gastrointestinal sistem,
solunum sistemi, karaciger, beyin, tiroid, pankreas, bobrek, mesane, kadin ve erkek
tireme sistemleri bulunur (4). Saglikli goniillillerden alinan insan plazma 6rneklerinde
0.2-0.3 ng / ml NP gézlemlendigi bildirilmistir (95, 96). WHO (Diinya Saglik Orgiitii)
tarafindan  yiiriitiilen Uluslararasi  Kimyasal Giivenlik Programmin (IPCS)
toksikokinetik ¢alismalarina gore, NP'in toksikokinetigi ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu oral
maruziyeti ile ilgili olup bu konuda da sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. (97).

Calismamizda; endokrin sistemi bozucu etkiye sahip bir ¢evresel toksik
madde olan “nonilfenol” ve giiclii bir antioksidan olan ‘‘curcumin’’ in erkek lireme
sistemi lizerindeki etkileri arastirildi. Wistar albino sicanlara 35 giin, giin asir,
100mg/kg dozda uygulanan NP’nin testis dokusuna verdigi hasar1 ve sperm
parametrelerine olan etkisini, dolayisiyla fertiliteyle olan ilgisini, ayrica yine 35 giin,
glin asir;, 100mg/kg dozda uygulanan curcuminin, NP kaynakli olusabilecek
hasarlara kars1 koruyucu etkisi degerlendirildi.

Chitra ve ark.’nin deneysel hayvan modelleri ile yaptiklar1 g¢alismalarda
NP’nin hayvan agirliklar1 lizerinde hi¢ bir etki olusturmadigi, ancak germ hiicre
tilketimine bagl olarak testis ve epididim agirliklarinda belirgin derecede bir azalma
meydana getirdigi gosterilmistir (98). Duan ve ark. ise ilk viicut agirliklari, son viicut
agirhiklari, viicut agirh@n artisi veya testis agirliklart ile gruplar arasinda testisin
agirhk  katsayis1 arasinda anlamli  bir fark olmadigmi  bildirmislerdir
(5).Calismamizda ise tiim gruplarin hayvan agirliklarinda, testis ve epididim
agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.

NP'nin 0Ostrojen benzeri etkileri, testis bozukluklarina neden oldugu ile
iliskilendirilmistir (99). Sperm parametreleri, sperm kalitesi ve fertilizasyon
potansiyelini degerlendirmek igin iyi bir yontemdir (100, 101). Lee ve ark. 1999
cevresel bir Kkirletici olan NP’nin, normal i{ireme sistemine miidahale ettigi ve

seminifer tiibiillerin farklilasmasi, sperm sayisinin azalmasi ve hareket kabiliyeti gibi
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testikiiler anormalliklere neden oldugunu gostermistir (102). Aly ile Ye ve ark.
yapmis oldugu calismada benzer sekilde azalmis sperm sayisi ve hareketliligi,
seminifer tiibiil dejenerasyonu ve anormal sperm morfolojisi gézlemlemislerdir (45,
46). Chitra ve ark. (2002), erkek sicanlara 45giin boyunca 1, 10, 100ug/kg, oral yolla
nonilfenol verildiginde, epididimal sperm sayisinin doz arttikca azaldigini ve
antioksidan savunmanin asildigini ileri stirmiislerdir (98). De Jager ve ark. sperm
sayisindaki azalmanin testis dejenerasyonu ve spermatogenezin eksikliginden
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (103).

Biz de galisgmamizda degerlendirmis oldugumuz sperm parametrelerinde,
sperm sayisinda, motilitesinde ve vitalitesinde diger arastiricilarin bulgulart ile
benzerlik gosterecek sekilde istatistiksel olarak anlamli bir azalma, ayni zamanda
anormal sperm morfolojisinde anlamli bir artis oldugunu gézlemledik.

Duan ve ark.; 7 haftalik siganlara, 20 giin boyunca 2 giinde bir 0, 25, 50 ve
100 mg/kg olmak iizere farkli dozlarda intraperitonel yolla NP uygulamislardir.
Uygulama sonrast NP’nin testis dokusu iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. 0 ve
25 mg/kg doz verilen siganlarda testis dokusu normal bir morfoloji ve yap1 ortaya
koyarken, 50 ve 100 mg/kg dozda NP uygulanan sicanlarin testis dokusunda,
seminifer tlibil dejenerasyonlari, biiziilmiiy bazal membran, diizensiz ve
tamamlanmamis spermatogenez goézlemlenmistir. Ayrica 100 mg/kg dozda NP
uygulanan siganlarda bazi seminifer tiibiillerde spermatid ve sperm bulunmadigini
ortaya koymuslardir (5). Han ve ark., yapmis olduklar1 ¢alismada NP uygulanmis
sicanlarda, testis dokusunda vakuollerin 6nemli 6l¢iide arttigini bildirmislerdir (104).

Calismamizda NP uygulanan testis dokularini inceledigimizde, seminifer
tiibiil epitelinde incelme ve vakoulizasyon, spermatogenik hiicre serisinde kayiplar
ve diizensizlikler, hatta bos tiibiiller gézlendi. Ayrica liimende immatiir germinal
epitel hiicreleri saptandi. (Sekil 18, 19, 20). Bazal membranda ise diizensizlik,
seminifer tiiblil epitelinden ayrilma ve bazi tiiblillerde yok oldugu go6zlendi.
Interstisyel alanda 6dem ve vakuoller gozlendi.

Apoptoz programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen fizyolojik bir olaydir.
Hiicre apoptoz i¢in sinyal aldiktan sonra bircok biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikler gozlenir. Hiicrede olan degisiklikleri gozlemlemek amaciyla birgok
yontem gelistirilmistir. TUNEL yontemi, DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini
saglar (8). Kaspaz kaskadlari ise oksidatif stres aracili apoptoz ile ilgilidir (105).

Noorimotlagh ve ark. caligmalarinda, NP ile tedavi edilen gruplarda apoptotik
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indeksin arttig1 gozlemlenmistir (4). NP tarafindan indiiklenen apoptozda, kaspaz-3
aktivasyonu ve mitokondriyal depolarizasyonun rol aldigi bildirilmistir (5). Urriola-
Mufioz ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢alismada, testis dokusunda apoptozu belirlemek
icin TUNEL ve immunohistokimyasal olarak da aktif kaspaz-3 boyamasi
yapmuglardir. Sonug olarak, NP (50mg/kg)’nin germ hiicre apoptozunu indiikledigini
bildirmislerdir (106).

Biz de yapmis oldugumuz calismada TUNEL boyamasimi ve kaspaz-3
immunoreaktivitesini degerlendirdik. NP uygulanan grupta diger gruplara oranla
apoptotik hiicre sayisinda (p=0.0003) ve kaspas-3 (p=0.0002) immunoreaktivitesinde
anlamli bir artis oldugunu gozlemledik.

Oksidatif stresin artisi, DNA, protein veya lipit hasarina neden olmaktadir.
Hiicrede olusan bu hasarlar DNA tamir mekanizmasini1 ve apoptozu indiikler. (107,
108). Sakkas ve ark. , diisiikk déllenme oranlarinin sperm hiicrelerinde meydana gelen
DNA hasarniyla iliskili oldugunu bildirmislerdir (109). Karadeniz ve ark. (2010)
NP’nin elektrokimyasal tespiti ve NP ile DNA arasindaki etkilesimin izlenmesini tek
kullanimlik grapfite algilayici teknolojileri ve DPV (Diferansiyel puls voltametri)
teknigini kullanarak gerceklestirmistir. Sonug olarak NP’ye bagli DNA hasarinin,
NP’ye bagli DNA oksidasyonuyla 6zellikle de guanin oksidasyonuyla gerceklestigini
belirtilmislerdir (110).

PARP-1, 6zellikle DNA hasarinda ortaya ¢ikan ve DNA tamirinde gorev alan
bir proteindir. Yiiksek miktardaki DNA hasarlarinda, hasardan dolayr PARP-1
aktivasyonu tetiklenerek PARP-1 in hiicredeki substratt olan NAD’mn hiicrede
tilkkenmesine neden olur. Hiicre tekrar NAD sentezlemek i¢in ATP kullanmakta ve
enerji tiiketiminin etkisiyle hiicre 6liimii meydana gelmektedir (8).

Biz de ¢alismamizda, DNA hasarini tespit etmek amaciyla testis dokusunda,
DNA tamir enzimi olan PARP-1’in immunoreaktivitesini degerlendirdik. NP grubu
ile diger gruplar kiyaslandiginda, NP grubundaki PARP-1 ekspresyonunda anlamli
artis oldugunu saptadik (p= 0.0002) (Sekil 27).

ER, hiicrenin apoptoza gitmesinde rol oynayan oénemli bir organeldir (111).
Proteinlerin katlanmas1 ve birlestirilmesi, lipid biyosentezi ve hiicresel Ca*?
depolanmasi igin 6nemli olan ER, homeostazdaki degisikliklere kars1 hassastir. Ca*?
homeostazindaki degisiklikler ve ER'de katlanmamis proteinlerin birikimi de dahil
olmak tiizere ¢esitli uyaranlar ER stresine neden olmaktadir ve uzun siireli ER stresi

apoptozise yol agmaktadir (112).
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Protein katlanmasindan sorumlu GRP78/BiP; ER’de Ca*? miktarinin azalmasi
ve glikozillenmemis proteinlerin birikimi gibi stres durumlarinda hiicre yasamiin
devamliliginda olduk¢a Onemli bir rol oynamaktadir. GRP78/BiP, ER stres
sinyalizasyonunu yonlendirmede de c¢ok oOnemlidir. Strese girmemis hiicrelerde
GRP78/BiP; IRE1, PERK ve ATF6 gibi ¢esitli ER stres sensorlerinin liiminal
alanlarina baglanir. Agilmis proteinler ER limeninde biriktikce GRP78/BIP, protein
katlanmasina yardimci olmak igin bu ER stres sensorlerinden ayrilir. Sonug olarak,
salman IRE1 ve PERK aktivasyona girer ve ER-stres sinyal yolunun agilmasina neden
olur ve bu da hedef gen GRP78/BIP 'in ekspresyonunu artirir (6, 27, 66, 113, 114).

Gong ve ark. hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 calismada; NP tedavisinin Ca*2-
ATPaz  aktivitesinde degisikliklere neden oldugunu, hiicre i¢i Ca™
konsantrasyonundaki artigin Ca*? bagimli saperonlarin aktivasyonunu engelleyip
protein katlanmasini bozarak ER stresine neden oldugunu ve ER stresine bagl
apoptozu indiikledigini ortaya koymuslardir. Ayrica, 20-30 uM NP tedavisi ile
GRP78/BiP ekspresyonunun ciddi sekilde arttigimi ve ER-stres sinyal yolaginin
aktivasyonunu ortaya koydugunu bildirmislerdir (6).

ER stres belirteci olan GRP78/BiP’in ekspresyonunu belirlemek amaci ile biz
de calismamizda tiim gruplarin testis dokusunda GRP78/BiP immunoreaktivitesini
degerlendirdik. Boyanma derecesine gore yaptigimiz histolojik skorlamada, NP
grubunun GRP78/BIiP ekspresyonunda diger gruplara gore anlamli bir artis oldugunu
gozlemledik (p= 0.0006) (Sekil 29).

Curcumin, Curcuma longa’dan elde edilen, kisa ve kalin kokleri olan
Zingiberaceae familyasinin bir iyesidir. Curcuminin antioksidan, antiinflamatuar,
antimikrobiyal, antikanserojen ve antifungal etkileri bulunmaktadir (9, 10). Bu
ozellikleriyle curcumin uzun ylllardir arastirmacilarin ilgi odagi olmus ve tedavi
amagl kullanimi artmugtir (10, 11, 12, 84, 88).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, curcuminin antiapoptotik etkilere sahip
oldugunu ve si¢an timositlerinde toksik deksametazon ile indiiklenen apoptoz ve
meme kanseri hiicrelerinde kemoterapinin indiikledigi apoptoza kars1 etkili oldugunu
gostermistir (115, 116). Curcumin, mitokondriyal membran potansiyelinin kaybi,
sitokrom c'nin mitokondriyal saliverilmesi ve reaktif oksijen tiirlerinde azalma dahil
olmak tizere ultraviyole 1s1n maruziyeti kaynakli apoptotik degisiklikleri dnler. Bazi
calismalar curcuminin testis hasarlarina karst olumlu etkilerini ortaya koymaktadir

(117, 118).
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Mohamadpour ve ark. ; curcuminin kronik degisken stres olusturulan
siganlarin testis dokusu ve testosteron, FSH, LH hormonlar1 iizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda kronik degisken stres olusturulan
yetiskin erkek Sprague-Dawley siganlara, 15 giin boyunca 100 mg / kg dozda
Ccurcumin vermislerdir. Sonu¢ olarak kontrole kiyasla kronik degisken stres
uygulanan deneklerin hormon seviyelerinde anlamli bir diisiis gézlenirken, curcumin
ile tedavi edilen grupta hormon seviyelerinin kontrole yakin oldugunu
bildirilmislerdir. Ayrica curcuminin kronik degisken stresle olusan seminifer tiibiil
hasarii 6nemli 6l¢iide azalttigini da bildirmislerdir (119).

Salama ve ark.’min sperm parametreleri {izerine yaptiklart ¢alismada;
curcuminin sperm sayisini ve motilitesini artirdigini, sperm anomalilerini ise
azalttigini belirtmislerdir. (120).

Akpolat ve ark. ; radyasyona bagli olusan ince bagirsaktaki hasara karsi
curcuminin koruyucu etkisini aragtirmiglar ve ileumda radyasyon ile olusan hasarin
curcumin ile kismen 6nlendigini bildirmislerdir (121).

Sharma ve ark. 2010 yilinda yapmis olduklari ¢alismalarinda; siganlara 14 ve
28 giin boyunca 30 mg/kg oksidatif stres olusturan bir pestisit olan lindane ve 100
mg/kg curcumin uygulanmistir. Lindane uygulanan gruplarda testis ve epididim
agirliklarinda diistisler gozlenirken curcumin tedavili gruplarda bu diisiisiin daha az
oldugu tespit edilmistir. Yine lindane uygulanan gruplarda sperm basi, sperm
motilitesi ve sperm kuyruklarinda morfolojik degisiklikler gézlenmis, curcumin
tedavili gruplarda ise bu degisikliklerin minimal diizeyde oldugu bildirilmistir (122).

Calismamizda; curcuminin NP’ye bagl testis dokusunda meydana gelen
morfolojik hasari, apoptotik indeksi ve ER stres belirteci olarak kullandigimiz
GRP78/BiP immiinreaktivitesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalltig:
gorilmiistlir. Ayrica curcuminin, DNA hasari ile iligkili olarak sentezlenen PARP-1
ve apoptotik bir belirte¢ olan kaspaz-3 ekspresyonunu da anlamli diizeyde diistirdiigii
saptanmuistir.

Curcuminin; NP’ye bagli sperm kalitesi, sayisi, motilitesi ve vitalitesinde
ortaya c¢ikan bozukluklar1 da onleyerek, fertilizasyon kazancim artiric1 yonde katki

saglayabilecegi sonucuna varilmstir.
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6. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasi; testis dokusunda NP toksisitesine kars1 curcuminin etkisinin
arastirildigi ilk deneysel arastirma olmasi nedent ile biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Tiim verilerimizi degerlendirdigimizde; NP’nin testis dokusunda hasar
olusturarak, seminifer tiibiillerde spermatogenezi bozarak, sperm kalitesini, sayisini,
motilitesini etkileyerek, fonksiyonel degisikliklere neden olarak, fertilizasyonu
etkileyebilecek, kimyasal bir ajan oldugu ortaya konmustur.

Calismamizda; curcuminin NP’ye bagl testis dokusunda meydana gelen
morfolojik hasari, apoptotik indeksi ve ER stres belirteci olarak kullandigimiz
GRP78/BiP immiinreaktivitesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalltig
goriilmiistiir. Ayrica curcuminin, DNA hasar ile iliskili olarak sentezlenen PARP-1
ve apoptotik bir belirteg olan kaspaz-3 ekspresyonunu da anlamli diizeyde diisiirdiigii
saptanmistir.

Curcuminin; NP’ye bagl sperm kalitesi, sayisi, motilitesi ve vitalitesinde
ortaya c¢ikan bozukluklar1 da onleyerek, fertilizasyon kazancim artiric1 yonde katki

saglayabilecegi sonucuna varilmaistir.
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