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OZET

Nurten TASCI. Tunikamisin ile Uyarilmis Endoplazmik Retikulum Stresine
Bagh Gelisen Apoptozis Uzerine Shilajit’in Etkileri. Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Bu c¢alismada, oncelikle endoplazmik retikulum stresine bagli testis seminifer
tiibiillerinde meydana gelen apoptozis ile infertilite arasindaki iliskiyi incelemek
amaclanmistir. Ayrica Shilajit’in  endoplazmik retikulum stresini baskilayarak
apoptozis ve infertiliteyi Onlemedeki etkisinin degerlendirilmesi de bir diger
amacimiz olmustur.

Endoplazmik retikulum, proteinlerin katlanmasinda rol oynayan Onemli bir
organeldir. Endoplazmik retikulumun fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik ya da
patolojik olaylar liimende yanlis katlanmis ya da katlanmamuis proteinlerin birikimine
yol agarak endoplazmik retikulum stresine neden olmaktadir. Shilajit, Himalaya
daglarinda kaya katmanlarindan sizan ve degisken kivama sahip olan dogal bir
sizintidir. Shilajit’in spermatojenik ve oojenik etkileri bulunmaktadir.

Calismamizda denekler 8 gruba (24. saat ve 4. giin) ayrildi. Endoplazmik retikulum
stresi olusturmak amaciyla V, VI, VII ve VIIL. grup deneklere; deneyin 1. giinii tek
doz subkutan yoldan 200 pg/kg Tunikamisin, I, 11, 1l ve 1V. grup deneklere 1 ml
Dimetil siilfoksit ayn1 yoldan uygulandi. 111, 1V, VII ve VIII. grup deneklere; oral
yoldan giin asir1 100 mg/kg Shilajit, I, 11, V ve VL. grup deneklere 1 ml fizyolojik
serum ayni sekilde verildi.

GRP78/BiP, CHOP ve Kaspaz-3 gibi apoptotik belirteglerin  kullanildig
immiinohistokimyasal ~ boyamalarda Shilajit verilen 4. gin gruplarinda
ekspresyonlarinin azaldigi gozlendi. FSH, LH ve testosteron hormon diizeyleri
Ol¢timiinde Shilajit verilen 4. giin gruplarinda FSH seviyesinde anlamli diizeyde
azalma, LH ve testosteron seviyelerin deanlamli bir farkliligin olmadig: saptandi.

Bu ¢alismada Shilajit’in, Tunikamisin indiiklii endoplazmik retikulum stresine baglh
gelisen apoptozisin, si¢an testisinde ortaya ¢ikaracagi germ hiicre kaybini ve

morfolojik degisiklikleri anlamli bir diizeyde azaltabilecegi diisiintilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tunikamisin, Endoplazmik retikulum stresi, Apoptozis,

Infertilite, Shilajit.



ABSTRACT

Nurten TASCI. The Effects of Shilajit on Tunicamycin Induced Endoplasmic
Reticulum Stress Caused by Apoptosis. Zonguldak Biilent Ecevit University,
Institute of Health Sciences, Department of Histology and Embryology,
Postgraduate Thesis, Zonguldak, 2019.

The first purpose of this study wasto investigate the relationship between infertility
and apoptosis that emerges in the seminiferous tubules due to the endoplasmic
reticulum stress. The second purpose was to evaluate the effect of Shilajit that
suppresses the endoplasmic reticulum stress and prevents apoptosis and infertility.
The endoplasmic reticulum is an important organelle, which plays role in the protein
folding. Pathological events, which exceed the physiological and pathological
functional capacity of endoplasmic reticulum, lead to protein accumulation and
consequently cause endoplasmic reticulum stress. Shilajit is a natural substance
found in the rock layers of Himalaya mountains. This substance leaks from the rock
layers and has a changing texture. It has spermatogenic and oogenic effects.

In our study, the subjects were divided into 8 groups. (24 hours and 4 days) In order
to induce endoplasmic reticulum stress, single-dose subcutaneous tunicamycin (200
ug/kg) was administered in Groups V, VI, VII, and VIII in the first day of the
experiment. 1 ml dimethyl sulfoxide was administered to the subjects in Groups I, II,
[l and 1V through the same way. Subjects in Groups 11, IV, VII, and VIII received
oral 100 mg/kg Shilajit every two days and subjects in Groups I, Il, V and VI
received oral 1 ml saline solution every two days.

Immunohistochemical staining, in which apoptotic markers like GRP78/BIP and
CHOP, Caspase-3 were used, revealed a decrease in the expressions in the 4th-day
groups, which received Shilajit. The measurement of the hormones FSH, LH, and
testosterone, showed that FSH levels were significantly decreased and the LH and
testosterone levels were not significantly differentation in the 4th-day groups
received Shilajit.

In this study, it is concluded that Shilajit, might significantly decrease the germ cell
loss and morphological changes in the rat testicles caused by apoptosis related to
endoplasmic reticulum stress and induced by Tunicamycin.

Keywords: Tunicamycin, Endoplasmic reticulum stress, Apoptosis, Infertility,
Shilajit.
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1. GIRIS

Okaryotik hiicrelerde bulunan endoplazmik retikulum (ER), hiicre sagkalimi
ve gelisimi i¢in 6nemli bir organeldir (1). ER, protein sentezinde, katlanmasinda,
olgunlasmasinda, hiicre ici kalsiyum (Ca*?) homeostasisinde ve lipit sentezinde
merkezi bir rol oynamaktadir (2, 3). Ayrica ER, salgilanan ve hiicre disina iletilecek
proteinlerin  katlanmasindan, olgunlagsmasindan gerekli hiicre i¢i bolgeye
tasinmasindan ve tasinacak proteinlerin kontroliinden de sorumlu bir organeldir (4).

ER’ye gelen yeni sentezlenmis proteinler, N-glikozilasyon, disiilfid olusumu,
hidroksilasyon, oligomerizasyon gibi ¢esitli posttranslasyonel modifikasyonlara
ugrayarak katlanirlar. Bu nedenle posttranslasyonel modifikasyonlarin ¢ogu ER’de
gerceklesir (5).

Proteinlerin katlanma asamasi, hata olasiliginin ¢ok yiiksek oldugu karmasik
islemler ile meydana gelir. N-bagimli glikozilasyon inhibisyonu, hipoksi, Ca*?
homeostazinin bozulmasi, enfeksiyonlar, oksidatif stres, sicaklik faktorii gibi pek ¢ok
etken proteinlerin dogru bir sekilde katlanmasina etki edebilir (4). Bu gibi etkenler
ER islevinin bozulmasma ve ER liimeninde katlanmamis ya da hatali katlanmis
proteinlerin birikimine neden olarak ER stresine yol ag¢maktadir. Deneysel
arastirmalarda ER stresi olusturmak i¢in Tunikamisin (TM), Nonilfenol,
Kadmiyumgibi bir takim toksik ajanlar kullanilmistir (6, 7, 8). TM, N- bagiml
glikozilasyon inhibitorii olup ER stresine neden olan bu amagla pek ¢ok deneysel
arastirmada da Kullanilan yaygin bir antibiyotiktir (6, 9, 10).

ER stresi meydana geldiginde, proteinlerin katlanma agamasinin basarili bir
sekilde gerceklesmesini saglayanglukoz diizenleyici protein 78/baglayici protein
(GRP78/BIP) ve glukoz diizenleyici protein 94 (GRP 94) gibi molekiiler saperonlar,
proteinlerin dogru katlanmasina yardimer olmaktadir. Bu saperonlar tarafindan bazi
transmembran proteinler serbest birakilarak aktif hale gecer.

ER stresi olustuktan sonra, hiicrede homeostazi saglamak ic¢in katlanmamis
protein cevab1 (UPR) olarak adlandirilan UPR sinyal yolag: aktive olur. UPR sinyal
yolaginin aktivasyonu; protein kinaz RNA(PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive
edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF 6) ve inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1) olarak
adlandirilan ¢ farklt ER stresi sensOrii tarafindan diizenlenmektedir. Tiim bu
diizenlemeye ragmen homeostaz saglanamayip protein birikimi devam ederse ER

stresine maruz kalan hiicreler apoptozise (programli hiicre 6liimii) yonlendirilir.



ATF4 sinyal yolagi aktive oldugunda ATF4 niikleusa gecerekC/EBP homolog
proteini (CHOP/GADD153) transkripsiyonunu aktive eder. Aktive olan CHOP, bir
hiicre 6liim sinyalidir ve hiicreyi apoptozise tesvik eder (4, 5).

Giiniimiizde yapilan ¢alismalarda, GRP78/BiP ve CHOP ekspresyon
diizeyleri, ER stresinin akut ya da kronik fazini ayirt etmek i¢in siklikla kullanilan
markerlardir. Ayrica testis dokusu ile ilgili yapilan pek c¢ok calismalarda, testis
seminifer tiibiil hiicrelerinde ER stresinin varligt GRP78/BIP immiin reaktivitesi ile
belirlenmistir (11, 12).

Apoptozis igin kaspazlarin aktivasyonu gereklidir ve ER stresi ile ilgili pek
cok calismada kaspaz-12, 3, 6, 7, 8 ve 9’un islevi gosterilmistir (2, 4).

Yapilan arastirmalarda ER stresinin Alzheimer, Parkinson, kistik fibrozis ve
diyabet gibi hastaliklara yol agtigi goriilmistir (5). Pek c¢ok hiicre, doku ve
organlarda da hasar olusturdugu gériilmiistiir (13, 14, 15, 16).

ER stresinin 151k ve elektron mikroskobik degerlendirmelerdemorfolojik
degisimlere neden oldugu bilinmektedir. Ji ve ark. 2.0 mg/kg Kadmiyum kloriir
indiiklii ER stresinin, testislerde germ hiicre apoptozisini olusturdugunu ve doza
bagl apoptotik hiicre sayisinin artirdigini vurgulamislardir (8). Ozellikle ER stresinin
Sertoli hiicrelerinde de morfolojik degisimlere neden oldugu bildirilmistir (7). Ayrica
elektron mikroskobu ile yapilan pek cok calismalarda ER’lerde ultrastriiktiirel
degisiklikler olarak genisleme ve sismelerinoldugu rapor edilmistir(12, 17, 18).

Spermatogenez siireci, seminifer tiibiil duvarinda yer alan spermatogonyum
hiicrelerinin ¢ogalarak olgunlagsmasi ve spermatozoalara farklilagmasi1 gibi karmasik
bir organizasyondur. Testosteron, luteinizan hormon (LH), folikiil stimiilan hormon
(FSH), ostrojenler, biiylime hormonu (GH), inhibin ve aktivin gibi pek ¢ok hormonal
aktiviteler ile spermatogenez siireci kontrol edilir. Spermatogenezin baslamasinda
testosteron gereklidir ve spermatidlerden olgun spermin olugmasi (Spermiyogenez)
asamast FSH olmadan gergeklesmez. Dolayisi ile spermatogenezde meydana gelen
bir aksaklik infertilite ile sonuglanabilmektedir (19, 20, 21).

Antik caglardan beri dogal kaynaklardan ve kimyasal bilesiklerden
antifertilite ajanlar1 gelistirme cabalar1 devam etmektedir. Diger yandan iireme
yetenegini artiran maddeler gelistirmek i¢in daha az caba sarf edilmistir. Modern
toplumda ise ¢evre kirliligi ve stres gibi ¢esiti faktorler nedeniyle spermatogenez ve
ovulasyon azalmis, infertilite vakalarmin arttii rapor edilmistir. Bu nedenle

infertiliteyi dnlemede antioksidan ¢alismalarina odaklanilmistir.



Antioksidan ozellik gosteren maddelerden biri de Shilajit’tir. Shilajit;
geleneksel Hint tibb1 basta olmak {izere pek ¢ok farkl kiiltiirde geleneksel tedavi
yontemi olarak asirlardir kullanilmaktadir. Genellikle yaz aylarinda Himalayalar,
Hindikus, Pamir ve Urallar gibi daglik alanlarda, 1000 ila 5000 metre yiikseklikte
kaya koklerinden sizan ve pek ¢ok organik ve inorganik bilesimden meydana gelen
dogal bir lriindliir. Ayn1 zamanda igeriginde humik maddeler ile bitkisel ve
mikrobiyal metabolitlerin karisimi da bulunmaktadir. Bilimsel arastirmalar sonucu
pek cok tedavi edici 6zelligi rapor edilmistir. Shialjit’in antioksidan etkilsinin yani
sira antiiilserojenik, antiinflamatuar, immiinomodiilatdr, antidiabetik, antialerjik,
antihiperlipidemik, spermatojenik ve oojenik, 6grenme, hafiza ve anksiyete iizerine
de etkileri bulundugu rapor edilmistir (22, 23).

ER stresinin zararli etkileri ve olusabilecek infertilite {izerinekars: korunma
lizerine son zamanlarda antioksidan igerikli alternatif tedavi yOntemlerine
odaklanilmis ¢alismalar bulunmaktadir. Ji ve ark. (8), intraperitoneal (i.p.) olarak 2.0
mg/kg olarak uyguladiklart Kadmiyum kloriir indiikli ER stresinde antioksidan
olarak kullandiklar1 Askorbik asit’in, ER stresini ve UPR’yi inhibe ederek testis
germ hiicre apoptozisinden korudugunu goéstermislerdir.

Bu noktadan yola ¢ikarak ¢aligmamizdasigan testis dokusunda Tunikamisin
ile uyarilan ER stresine kars1 Shilajit’in 24. saat ve 4. giindeki koruyucu etkisinin
histopatolojik incelenmesi ve 4. giindeki immiinohistokimyasal ve hormon
degerlendirmelerinin yapilmasi planlanmistir. Béylece ER stresinin testis seminifer
tiibiil hiicreleri tizerindeki etkisini ortaya koyarak erkek infertilitesine ve bu konuda
uygulacak olan yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katki saglamay1

amaglamaktay1z.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi, spermatozoa (tekil: spermatozoon) veya spermin siirekli
tiretimi, beslenmesi, depolanmasi, androjenlerin tretimi ve salgilanmasindan
sorumludur.

Erkek iireme sistemi, skrotum i¢inde bulunan bir ¢ift testis, i¢ ve dis kanallar
sistemi, aksesuar bezler ve penisten olusur.

Epididimis, vaz deferens, ejekiilatuvar kanal ve erkek liretrasinin bir pargasi
olan dis kanallar sistemi disariya spermatozoa taginmasini saglar. Aksesuar cinsiyet
bezleri olan seminal vezikiil, prostat bezi ve bulbo iiretral bezlerin salgilari semeni

olusturmasinin yani sira sperm beslenmesinden de sorumludur (24).

2.1.1. Testis embriyolojisi

2.1.1.1. Gonadlarin gelisimi

Embriyonun cinsiyeti, ovumu doélleyen sperm g¢esidi (X ya da Y) ile
fertilizasyon esnasinda belirli olmasina ragmen gonadlar erkek ya da disi morfolojik
Ozelliklerini gelisimin 7. haftasina kadar kazanamazlar. 7. haftadan once heriki
cinstegonadlarin gorlinlimii  birbirine benzer ve farklanmamis gonadlar olarak
tanimlanir.

Gonadlar, seks hiicrelerini {iretir ve posterior abdominal duvar1 doseyen
mezotel, altindaki mezenkimal doku ve primordiyal germ hiicreleri olarak ii¢
kaynaktan koken alir. Gonadlar, yaklasik olarak 5. haftada genital ya da gonadal
katlant1 (kabarint1) olarak belirir. Gelisimin 6. haftasina kadar bu genital katlantilar,
germ hiicrelerini igermez.

Primordiyal germ hiicreleri, ilk olarak yolk kesesinin allontoise yakin
duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda belirirler. Buradan Yyola ¢ikarakson
bagirsagin mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketler ile go¢ edip 5. haftanin
basinda primitif gonad bolgesine ulasirlar. Ardindan bu hiicreler, 6. haftada genital
katlantilar1 isgal eder. Primordiyal germ hiicreleri, genital katlantilara ulasamadigi

takdirde gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara girisini



takiben gonad gelisimi uyarilir. Gonadlarin over ya da testiste farklanmasinda
primordiyal germ hiicrelerinin indiikleyici rolii oldugu bilinmektedir.

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmasindan kisa bir siire
once ve ulagmasi sirasinda genital katlantilarin epiteli prolifere olup mezensime
dogru ilerleyen irregiiler hiicre kordonlari olusturur. Primitif seks kordonlart denilen
bu kordonlar, baslangicta heriki cinste yiizey epiteline baglidir ve bu evrede erkek ve

disi gonadlar birbirinden ayirt edilemez. Bu donemdeki gonad, farklanmamis gonad
olarak ifade edilir (25, 26, 27).

2.1.1.2. Testislerin gelisimi

Erkek fenotipinin olusumu igin bir Y kromozomuna ihtiya¢ vardir. Testis
belirleyici faktor (TBF) icin gerekli olan SRY geni, Y kromozomunun kisa kolu
tizerinde bulunur ve farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde rol oynar.
Bununla birlikte SOX-9 geni de gonadlar testise farklilasma yoniinde indiikler. Bu
faktorler, testisin FGF-9 sentezlenmesine neden olur ve mezoneftik tiibiillerin gonadal
katlantiya ulasmasini saglar. Ayica SOX-9 geni, Sertoli hiicrelerinden salgilanan
Miillerian inhibe edici faktoriin seviyesini artirarak disi genital sistemin gelisiminde
etkin rol alan paramezonefrik kanalin gelisimini baskilar. Y kromozomunun olmamasi
durumunda 12. haftada over gelisimi meydana gelir (26, 27).

TDF etkisiyle gonadal kordonlar, seminifer6z kordonlara farklilasirlar.
Seminiferéz  kordonlarin meydana gelmesi, SOX-9 ve FGF-9genlerinin
ekspresyonlar1 ile olur. TDF, seminifer6z kordonlarini indiikleyerek, onlarin
farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasia neden olur, kordonlar
burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece rete testis meydana
gelir. Tunika albuginea’nin olugsmasindan sonra gonadal kordonlarin yiizey epiteli ile
olan baglantilar1 ortadan kalkar. Genisleyen testis, asama asamakorelen
mezonefrozdan ayrilir ve mezorsiyum ile asili hale gecer. Ardindan seminifer
kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise doniisiirler.

Seminiferdz tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) meydana
getiren mezenkim ile ayrilmislardir. Leydig hiicreleri, 8. haftadan sonra androjenik
hormonlar1 (testosteron ve androstenedione) salgilamaya baslarlar. Bu hormonlar
mezonefrik kanallarin ve dig genitallarin farklanmasini indiiklerler. Testosteron

liretimini, insan koryonik gonadotropin (hCG) hormonu stimiile eder ve hormonun



seviyesi Ozellikle 8-12 haftalik donemde en yiiksek degere ulasir. Testosterona ek
olarak fetal testisler, glikoprotein bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH)
veya miillerian inhibitér madde (MIS) adi verilen hormonu da salgilamaktadir.
AMH; destek hiicreleri olarak tanimlanan Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir ve
salinmasi1 puberteye kadar devam eder ve sonrasinda seviyesi azalir. Ayrica AMH,
uterus ve tuba uterinalara farklanan paramezonefrik (miillerian) kanallarin gelisimini
baskilar.

Seminifer6z tiibiillerin puberteye kadar limenleri yoktur fakat puberteden
itibaren limen gelismeye baslar. Seminiferdz tiibiil duvarinda Sertoli hiicreleri ve
spermatogonia olarak adlandirilan iki tip hiicre ¢esidi bulunur. Sertoli hiicreleri,
testisin yiizey epitelinden gelisirken spermatogonia hiicreleri, primordiyal germ

hiicrelerinden gelismektedir (26).
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2.1.1.3. Erkek genital kanallarin gelisimi

Fetal testiste, Sertoli hiicreleri MIS iiretimine 6-7. haftada baslarken
interstisyel hiicreler ise maskiilinizan hormonlardan testosteronu 8. haftada
salgilamaya baglar. Testosteron erkeklerde mezonefrik kanallardan (Wolffian
duktusu), erkek genital kanallarin gelisimini uyarirken, MIS paramezonefrik
kanallarin (Miillerian duktus) kaybolmasina neden olur. Paramezonefrik kanallar,
disi lireme sisteminin gelisiminde rol almaktadir.

Fetal testisler tarafindan 8. haftada iiretilen testosteronun etkisiyle, her bir
mezonefrik kanalin proksimal kisimlart kivrintili hal alir ve epididimis meydana
gelir. Mezonefroz dejenereoldugunda, mezonefrik kanallardan bazilar1 kalic1 olup
efferent duktulileri meydana getirir. Bu duktuliler, duktus epididimise acilirlar.
Epididimis distalinde mezonefrik kanal, kalin bir diiz kas tabakas1 kazanir ve duktus

deferens meydana gelir (26).

2.1.2. Testis histolojisi

Yetigkinde testisler karin boglugunun disinda bulunan skrotum adi verilen bir
kese igerisinde yerlesmis bir ¢ift oval sekilli organdir (28). Skrotum igerisinde
bulunmalarn testislerin viicut 1sisindan 2°C-3°C diisiik bir 1sida olmalarmi saglar.
Normal bir spermatogenez siireci igin sicakligin 34°C ya da 35°C olmasi gerekir (24).

Testislerin sperm iiretimi ve atilimiyla ekzokrin bir fonksiyonu vardir ayrica
testosteron tiretimi ile de endokrin bir fonksiyon gosterirler (29).

Skrotum igerisinde bulunan testisler, distan ice dogru tunika vajinalis, tunika
albugenia, tunika vaskiiloza olmak {izere kalin bir kapsiil ile ¢cevrelenmistir. Tunika
vajinalis testislerin karin boslugundan skrotuma inerken beraberinde siirtikledikleri
iki kathi periton tabakasidir. Testislerin ¢evresi tunika albugenia adi verilen
fibromiiskiiler yapida bir bag dokusu ile sarilidir. Kapsiiliin i¢ kismi olan tunika
vaskiiloza kan damarlarindan zengin bir gevsek bag dokusu 6zelligindedir. Tunika
albugenia, testisin arka yiizinde kalinlasir ve mediyastinum testisi meydana getirir.
Mediyastinum testis kismindan ¢ikan septumlar testisi insanda sayilar1 250°ye kadar
ulasan lobiillere ayirir. Her lobiilde 1-4 adet, kivrimli yapida seminifer tiibiil yer alir.

Seminifer tiibiiller sperm {iiretiminden sorumludur. Seminifer tiibiiller tubuli rekti



olarak isimlendirilen diiz tiibiillere agilir. Diiz tiibiiller mediyastinumda bulunan

anastomozlasan kanallar sistemi olan rete testis ile devam eder (28, 29, 30).
Seminifertiibiiller tubuli rekti olarak adlandirilan diiz tiibiiller ile rete testise

baglidir. Rete testis; testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar gibi seminifer

epitelyumun tirlinlerini toplayan kanallar agidir (24, 30).
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Sekil 2. Testisin anatomik (a) ve H+E ile boyanmus histolojik (b) genel yapis1 (28).

Spermler, rete testisten epididimisin ilk pargasi olan ve duktus epididimise
acilan sayilar1 15-20 arasinda degisen duktuli efferentese daha sonra duktus
epididimisin proksimal kismina geger. Spermler epididimis igerisinde olgunlagarak
hareket yetenegi kazanir ve buradan duktus deferense gegis yaparlar. Epididimisin
bas kismini duktuli efferentes, govde ve kuyruk kismini duktus epididimis
olusturmaktadir (28, 30).

Epididimiste ylizey epiteli; yalanci ¢ok katli sterosilyumlu prizmatik epiteldir.
Epitelde prizmatik sekilde esas hiicreler (uzun sterosilyumlara sahip) ve bazal
hiicreler yer almaktadir. Esas hiicreler, sperm olgunlagmasindan sorumlu
glikoproteinleri, siyalik asiti, gliserofoskolini salgilarlar. Bu maddeler kapasitasyon

reaksiyonu ile kaldirilir ve spermiyum tam fertilizasyon yetenegini kazanir (29).



2.1.2.1. Seminifer tiibiil

Her bir seminifer tiibiil 30-50 c¢cm uzunlugunda, 150-250 um c¢apindadir.
Seminifer tiibiiller, tunika propriya ile ¢evrili ¢ok katli bir seminifer epitelden
(germinal epitel) ve merkezi bir liimenden olusur. Seminifer epitel, bir bazal
membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilma yetenegine sahip miyoid
hiicrelerden olusan duvar ile sarilmistir. Miyoid hiicreler hareketsiz 6zellikteki
spermleri ritmik kasilma ile rete testise dogru ilerletir. Epididimal kanaldan gegtikten
sonra spermler ileri motilite yetenegi kazanir.

Seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel alanda kan damarlari, lenfatik
kanallar, makrofajlar ve androjen iretiminden sorumlu Leydig (interstisyel) hiicre
gruplar1 yer alir. Leydig hiicreleri tilibiiler kristali mitokondri, lipid damlaciklar1 ve
diiz endoplazmik retikulum bulundurur. Erken fetal yasamda farklilasan ve steroid
salgilayan Leydig hiicreleri, testosteronu {retir. Testosteronun yetiskinde
salgilanmast spermatogenezin ve sekonder seks karakterlerinin devamliligl icin
gereklidir.

Seminifer epitel Sertoli (destek) hiicreleri ve spermatogenik seri

hiicrelerolarak iki tip hiicre populasyonu igerir (24, 28).

2.1.2.2.Sertoli (destek) hiicreleri

Sertoli hiicreleriseminifer tiibiiliin bazal laminasi iizerine oturmus, seminifer
epitelin tim kalinligi boyunca seminifer tiibiil liimenine dogru uzanan prizmatik
hiicrelerdir. Seminifer tiibiiller igerisinde bulunan spermatogenik hiicreler arasinda
bulunmaktadirlar. Komsu spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin arasindaki
bosluklar1 dolduran apikal ve lateral uzantilar1 vardir. Boylece gelismekte olan
spermatogenik hiicrelere ev sahipligi yaparlar. Ayrica tiibiillere yapisal bir diizen

verirler (24, 28).



Sekil 3. Seminifer epitel (31).

Komsu Sertoli hiicreleri birbirlerine zonula okludens olarak bilinen oldukga siki
baglantilar ile tutunur ve kaynasir. BOylece Sertoli hiicrelerinin lateral uzantilarinin
olusturdugu bdlmelerde yerlesmis olan spermatogenik hiicreler otoimmiin
reaksiyonlardan korunur. Ayrica Sertoli hiicreleri arasinda oluklu baglantilar, Sertoli
hiicreleri ile erken donem spermatogenik hiicreler arasinda desmozom benzeri baglanti
yapilar1 ve Sertoli hiicreleri-bazal lamina arasinda hemidesmozomlar yer alir.

Sertoli hiicreleri ekzokrin ve endokrin salgilama fonksiyonuna sahiptirler.
Ornegin; olgunlasmakta olan spermlerin seminifer tiibiil boyunca ilerlemesini ve
oradan da intratestikiiler kanallara ge¢mesini saglayan siviyr salgilarken bir yandan
da spermatogonyumlarin spermatozoya doniisimii i¢in gerekli olan faktorleri
tiretirler (28, 29).

Sertoli hiicreleri;

1) Gelisme siirecinde olan spermatogenik hiicreleri besler, destekler ve korur.

2) Spermiyogenezin son asamasinda spermatidlerce atilan rezidual (artik) cisimcikler
olarak bilinen fazla hiicre kisimlarmi1 ve farklilagmasini tamamlayamayan
spermatogenik hiicreleri fagosite eder.

3) Sperm transportu i¢in gerekli olan siviy1 salgilar.

4) Androjen baglayici protein (ABP), transferin, seruloplazmin, plazminojen aktivator
sentezler. ABP seminifer tiibiillerde testosteronu konsantre ederek gelismekte olan

spermin olgunlasmasina yardimci olur ayrica testosteron ve dihidrotestosteron

10



androjenlerine yiiksek baglanma afinitesi gosteren salgisal bir proteindir. Sertoli
hiicreleri folikiil stimiilan hormon (FSH) uyarimina yanit verirler. FSH, ABP sentezi
ve salmimuin diizenler.

5) Inhibin ve aktivin alt {initelerinin salmimindan sorumludur. inhibin hipotalamus ve 6n
hipofizden salinan gonadotropin salgilatic1 faktor ve FSH iizerine negatif feedback bir
etki yaparken, aktivin FSH salinimi lizerine pozitif bir etki yapar.

6) Olgun spermatidlerin spermiyasyon siirecinde seminifer tiibiil liimenine salmimim
kolaylagtirir.

7) Fruktoz bakimindan zengin testikiller siviyr salgilayarak spermlerin bosaltim
kanallarina taginimini ve beslenmesini saglar.

8) Embriyonik gelisim sirasinda erkek fetusta Miiller kanalinin (paramezonefrik kanalin)
gerilemesini saglayan glikoprotein yapisindaki AMH {iretimini yapar. Miiller
kanalinin gerilemesi erkek karakterlerinin ortaya ¢ikmasinda onemlidir (24, 28, 29,
32, 33).

9) Komsu Sertoli hiicreleri arasinda bulunan siki baglantilar, kan-testis bariyerini
olusturur. Su, ¢Oziinmiis maddeler ve immiin hiicrelerin dolasimdan seminifer
tibiillere gegisi kisitlanir. Boylece spermatogenez igin kisinin kendi immiin
sisteminden izole essiz bir mikro ¢evre olusturularak farklilagmis germ hiicrelerinin
immiinolojik reaksiyonlardan korunumu saglanir. Ayrica kan-testis bariyerindeki
degisiklikler, erkeklerde cesitli fertilite durumlar ile iligki gosterir (28, 33, 34).

2.2.Spermatogenez

Bazalden liimene dogru spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidler
spermatogenik seri hiicrelerini olusturur. Bazal lamina ile liimen arasinda bulunan
spermatogenik seri hiicreleri 4-8 tabakadan meydana gelir ve gorevleri farklilasarak
spermatozonlar1 iretmektir. Bu nedenle seminifer tiibiil epitelinde, farkli gelisim
asamalarmdaki spermatogenik seri hiicreleri bulunmaktadir. Spermatogenez; Oncii
hiicreler olan spermatogonyumlardan spermatidlerin olugma siirecidir. Bu siire¢ mitoz ve
mayoz hiicre boliinmelerini kapsar (20, 29).

Puberte ile baslayan spermatogenez, aktif seksiiel yasam siiresince onhipofiz
gonadotropik hormonlarinin uyarimi sonucunda seminifer tiibiillerde meydana gelir

ve bu siirecte spermatogonyumdan sperm liretimi saglanir (28, 35,36).
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Insanda spermatogonyumdan spermatozoon olusumu siireci yaklasik olarak
64-74 giin siirmektedir. Spermatogenez, biitiin seminifer tiibiillerde ve her seminifer
tiibiiliin i¢erisinde ayn1 anda ve es zamanl ger¢eklesmez. Bu durum seminifer epitel
siklusu olarak tanimlanir (28, 32). Sicanlarda ise spermatogenez yaklasik olarak 49-
51 giinliik bir stireci kapsamaktadir. Spermlerin matiirasyonu ise 14 giin siirer. Bu
zaman siirecinde germ hiicreleri farklilasma gegirerek matiir hale gelirler (37).
Spermatogenez siireci li¢ boliimden olusur.
1) Spermatositogenez
2) Mayoz
3) Spermiyogenez (20).

2.2.1. Spermatositogenez (Spermatogonyal faz)

Bazal lamina ile dogrudan iliskide olan spermatogonyumlar, kiiciik ve en
geng diploid hiicrelerdir. Liimene yaklastik¢a gelisim agsamalar1 gosterirler. Sertoli
hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda bulunurlar. Spermatogonyal kok
hiicrelerden koken alan spermatogonyumlar pubertede baslayan mitotik hiicre
bolinmeleri gegirirler (24).

Insan spermatogonyumlari rutin histolojik preperat goriiniimleri baz alindiginda
ti¢ tip olarak simiflandirilir.

1) Koyu Tip A spermatogonyumlar: Seminifer epitelin kok hiicreleridir. Diizensiz
araliklarla boliinmeler gecirerek hem kok hiicre olarak kalan koyu Tip A
spermatogonyumlart hem de agik Tip A spermatogonyumlart meydana getirirler.

2) Acik Tip A spermatogonyumlar: Spermi iireten farklilasma siirecine yonlendirilmis,
testosteronun etkisiyle ard arda mitotik boliinmeler ile sayilarimi artirabilen
hiicrelerdir. Cogalarak yeni acik Tip A hiicreleri ve Tip B hiicreleri olustururlar.
Koyu Tip A hiicrelere benzerler.

3) Tip B spermatogonyumlar: Mitoz boliinme gegirerek diploid yapida primer
spermatositleri olustururlar ve acik Tip A spermatogonyumlara benzer 6zelliklere
sahiptirler. Biitiin spermatogonyum hiicreleri seminifer tiibiillerin bazalinde
bulunurken, primer spermatositler liimenin komsu kismina dogru go¢ ederler (28, 30,

31, 38).
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2.2.2. Mayoz (Spermatosit fazr)

Mitoz boliinmeler gegirdikten sonra tip B spermatogonyumlar, son S fazim
bitirdikten sonra mayoz bdlinmenin profaz asamasina gegerler ve sekonder
spermatositleri olusturacak olan primer spermatositleri meydana getirirler. Sekonder
spermatositler, ikinci mayotik boliinmelerini  tamamladiktan sonra yuvarlak
goriiniimli spermatidleri olustururlar.

Primer spermatositler spermatogonyuma gore iki kat DNA (4C DNA)
miktarina sahiptir. Birinci mayoz sonrasi, primer spermatositin 4C DNA miktar1
sekonder spermatositte 2C’ye iner. Ikinci mayozun sonunda 2C DNA miktar1 1C’ye
iner ve olusan spermatidler haploid yapida 6zellige sahiptir.

Birinci mayoz uzun, ikinci mayoz kisa bir siire¢ oldugundan seminifer
tiibiillerde en ¢ok primer spermatositler gozlenir. Sekonder spermatositler ise ¢ok
geemeden ikinci mayoz boliinmeye girdiklerinden dolay1 kesitlerde az rastlanilir (24,

29, 38).

2.2.3. Spermiyogenez (Spermatid fazi)

Haploid ve yuvarlak yapidaki spermatidlerin uzamis sperm hiicrelerine
doniistiigli hiicre farklilasmasinin oldugu bir yapisal siiregtir. Bu siiregte hiicre
boliinmesi gerceklesmez, spermatidlerin boyut ve sekillerinde degisiklik, cekirdek
kromatininde yogunlasma meydana gelir (30, 38). Bu asama insanlarda yaklasik
olarak 16-22 giin siiregle karakterizedir (31).
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Sekil 4. Spermatogenez asamalari (39).

Spermatid, Sertoli hiicrelerinin fagositik aktiviteleri ile sitoplazmasinin
cogunu kaybederek bir akrozom graniilii, dig yogun lifler, uzun bir silyum yapis1 ve
kaba fibroz bir kilif yapisina sahip olur. Olusan ve seminifer tiibiil limenine salinan
sperm hareketli olmadigindan dolayr ovumu délleme kapasitesine sahip degildir (30).
Spermatidlerin olgun sperme farklilagmasi sirasinda olusan yeniden sekillenme dort
faz1 icerir. Bunlar; Golgi evresi, Kep evresi, Akrozom evresi ve Olgunlagma evresi
olarak tanimlanir. Bu fazlar gerceklesirken spermatidler Sertoli hiicresinin plazma
membranina 6zellesmis baglantilar ile tutunmus durumdadir (31).

a) Golgi Evresi: Spermatidlerde Golgi kompleksi niikleusa yakin bir alanda
bulunmaktadir. Bu evre, spermatidin Golgi kompleksindekiimelenen PAS
(Periyodik asit-Schiff) boyas1 ile pozitif boyanan graniillerin varligiyla
karakterizedir. Spermatidin Graniilli endoplazmik retikulumunda olusan
hidrolitik enzimler modifikasyon i¢in Golgi kompleksine tasinir ve burada
modifiye edilmelerinin ardindan kii¢iik proakrozomal graniiller olarak paketlenir.
Glikoproteinden zengin olan bu proakrozomal graniiller, akrozomal vezikiil

olarak tanimlanan ve niiklear zarfa yakin, membranla smirlandirilmis bir
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b)

vezikiilii meydana getirmek icin bir araya gelirler. Igerigi artan ve genisleyen
akrozomal vezikiiliin yerlesimi, gelisen spermin On yiiziinii belirler. Ayrica bu
asamada, sentrioller jukstaniiklear bolgeden akrozom vezikiiliin zit kutbuna
niikleustan uzaga dogru gog¢ ederler. Sentriollerden biri, sperm kuyrugunun
aksonemini meydana getiren 9 periferik mikrotiibiil ¢iftini ve 2 merkezde
bulunan mikrotiibiiliin olusumunu baslatirken diger sentriol niikleus ile kuyrugu
birlestiren baglanti parcasini olusturur.

Kep Evresi: Akrozomal vezikiil, niikleusun 6n yarisi tizerine dogru yayilim
gostererek akrozomal kep adini alir. Bu sirada akrozomal kepin altindaki niiklear
zarf porlarin1 kaybederek kalinlagir.

Akrozom Evresi: Spermatid morfolojisinde bir¢ok degisikligin meydana geldigi
bu evrede spermatid kendisini yeniden hizalar ve bas kismi Sertoli hiicresinin
icerisine gomiilerek bazal laminaya dogru yonelim gosterir. Gelisen flagellum,
seminifer tibil limenine dogru uzamm gosterirken spermatidin niikleusu
yassilagir ve uzar. Niikleus ve ¢evresinde bulunan akrozom, plazma membraninin
on kismina komsu bir poziSyona tasinirken, sitoplazma posteriyora dogru yer
degistirir. Sitoplazmadaki mikrotiibiiller, manset olarak tanimlanan, sperm
niikleusundan distale dogru uzanan silindirik bir yapiyr meydana getirirler.
Manset uzadikga sitoplazmada bulunan mitokondrilerde uzayan spermatid i¢inde
kuyruk yoniinde tasinirlar. Kuyrugun gelisimini Oncesinde baglatmis olan
sentrioller, niikkleusun arka yiizeyine, geriye tasinirlar ve gelismekte olan spermin
boyun ya da baglant1 pargasini meydana getirmek iizere modifiye olurlar. Plazma
membran1 gelismekte olan flagellumu ¢evrelemek ic¢in posteriyora hareket
ederken manget yapisi kaybolur. Mitokondriler, boyun kismindaki kaba fibrillerin
cevresini ve boyun bolgesinin posteriyor uzantisini heliks seklinde saran bir kilif
olusturmak icin go¢ ederler. Mitokondriler spermiyum hareketi i¢in gerekli olan
enerjinin saglamasinda onemli rol oynarlar. Bu boliim, spermiyum kuyrugunun
orta parcasi olarak bilinir. Orta parganin distalinde longitudinal iki siitundan ve
¢ok sayida baglanti biriminden olusan bir fibroz kilif, esas parcanin dokuz
longitudinal fiberini sararve kuyrugun sonuna kadar uzanarak esas pargay1
meydana getirir. Fibroz kilifin distalinde kalan kisa kuyruk segmenti ise son

parca olarak tanimlanir.
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d) Olgunlasma (Maturasyon) Evresi: Spermatidin yeniden sekillenmesinin
gerceklestigi bu son asamada, rezidiiel cisimcik olarak tanimlanan fazla
sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilerek azaltilir ve olgun
spermatozoon olusur. Interseliiler kdpriiler, fagosite edilen rezidiiel cisimlerde
kalirlar. Dolayistyla artik biribirine bagli olmayan spermatidler Sertoli
hiicrelerinden saliverilirler. Spermiyumun seminifer tiibiil liimenine salinmasi
stirecine spermiasyon adi verilir. Spermiasyonasamasinda Sertoli-spermatid
baglanti kompleksleri yikilir ve spermatidler Sertoli hiicrelerinden ayrilarak tiibiil
liimenine gecerler. Yeni olusmus olan bu spermiyum hareketsiz ve oositi fertilize
etme Ozelligine sahip degildir. Hareketsiz ve dolleme kapasiteleri diisiik olan
spermler epididimiste ilerledikge gelisimlerini tamamlar ve dolleme yetenegi
kazanirlar. Spermiasyondan sonraspermatozoa 2-4 haftalik bir siirecten gecerek
epididimise ulasir. Ancak epididimin ilk bdliimiinde hareket 6zelligi olmayan
spermatozoa, epididimise ulastiktan 18-24 saat sonrasi hareket yetenegini
kazanmaktadir ve genelde spermler ortalama 3-12 giin epididimiste kalmaktadir
(28, 31, 40).

2.3. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Spermatogenezde wuyarict etki hormonlar tarafindan yapilir. Bunlar;
testosteron, LH, FSH, ostrojenler, biiylime hormonu (GH), inhibin ve aktivindir.

1) Testosteron: Interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerince salgilanir.
Spermatogenezi  uyararak  androjenik  etki = gOstermekte  bdylece
spermatogonyumdan olgun sperm hiicrelerinin olusumuna katki saglamaktadir.
Ayrica sekonder seks karakterlerinin ortaya ¢ikmasi, genital kanal ve yardimei
bezlerin devamlilifinin saglanmasi gibi bir¢ok goérevi vardir. Erigkin erkeklerde
kanda tespit edilen testosteronun yaklasik %95°1 testislerden salimirken geriye
kalan %5’1 ise bobrek iistii bezinden kana verilen dehidroepiandrosteron
(DHEA) ve androstenedionun (Leydig hiicreleri tarafindan iiretilir.) testosterona
dontistiiriilmesinden saglanir. Genellikle yetiskin erkek testislerinde giinliik
olarak sabit seviyelerde testosteron sentezi yapilmakta ve bu miktarin yaklasik
olarak 5-10 mg’1 kana verilmektedir. Testosteronun sentezi agamasinda plazma
kolestrolii hiicreye girerek asetil koenzim A (CoA) tarafindan esterlestirilir ve

sitoplazmada lipid damlaciklart olarak depolanir. Diiz endoplazmik retikulumda
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2)

3)

4)

5)

6)

yag asitleri kolestrole donustiiriiliir. Kolestrol, mitokondriyonlara steroidogenik
akut regiilator protein (StAR) vasitastyla taginir ve pregnenolon iiretimi saglanir.
Diiz endoplazmik retikulumdaki enzimler, pregnenolon’u progestreon’a gevirir.
Progestreon’uda testosterona doniistiirtir.

Luteinizan hormon (LH): On hipofizden salgilanarak Leydig hiicrelerini
uyarirtestosteron salgilatilmasina neden olur. Testosteron seviyesindeki artis,
LH’mn salgilanmasini inhibe eder ve dolayisiyla testosteron seviyesi belirli bir
diizeyde tutulur ve tersine testosteron diisiik seviyede ise LH salinimi artar.
Folikiil stimiilan hormon (FSH): On hipofizden salgilanarak Sertoli
hiicrelerine etki eder. Androjen baglayici proteinin (ABP) Sertoli hiicrelerince
sentezi ve salinimi1 FSH tarafindan uyarilir. ABP, androjenleri (testosteron ya da
dihidrotestosteron) baglar ve olusan ABP-androjen kompleksi gelisen
spermatogenik hiicrelerin etrafinda yiiksek androjen seviyelerini meydana
getirir. Dolayistyla ABP testosterona baglanir ve bu hormonu seminifer tiibiil
limenine aktarir. Boylece spermatogenez uyarilir. Fakat bu uyar1 yapilmazsa
spermatidlerin sperme doniismesi siireci baslatilamaz.

Sonug¢ olarak; LH oncelikle Leydig hiicrelerini testosteron salgilamasi igin
uyarir. Testosteron ve FSH ise spermatogenezi tesvik etmek igin dogrudan
Sertoli hiicrelerine etki eder.

Ostrojenler: Sertoli hiicreleri tarafindan az miktarda iiretilir. Leydig
hiicrelerinden  salgilanan  testosteronun, Sertoli hiicrelerinde  dstrojene
dontistiiriilmesiyle elde edilir.

Biiyiime hormonu (GH): Testisin metabolik islevlerinin kontrolii i¢in gerekli
olan bu hormon spermatogonyumun erken boliinmesini destekler. Eksikliginde
ise spermatogenez sekteye ugrar veya durur.

Inhibin ve Aktivin: Sertoli hiicrelerinden inhibin ve aktivinin iiretimini FSH
saglar. inhibin Adenohipofizden FSH’1n salimimim1 engeller, aktivinler ise uyarir
(20, 24, 39, 41).

FSH spermatogenezin baslatilmasinda, LH ve testosteron hormonlar1 ise

spermatogenezin devamliliginin saglanmasinda 6nemlidir (42).
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2.4. Olgun (Matur) Sperm Hiicresinin Yapisi

Insanda seminifer tiibiiller icerisindeki germinal epitelden, giinde sayilar1 200
milyonu asan sperm iiretimi gergeklesir. Fakat bu sayi tiirler arasinda farklilik
gostermektedir. Yaklasik olarak 60 um uzunluguna sahip olgun insan spermi, bas ve
kuyruk olmak tizere iki boliimden olusur.

Yass1 ve sivri olan bas boliimii; 4,5x3 pm boyutundadir. Immiinolojik
yontemlerle incelendiginde spermin bag boliimii akrozomal ve postakrozomal olarak
iki kisma ayrilir. Akrozomal kisim ise anterior akrozom ve posterior akrozom olarak
iki kompartmandan olusur. Haploid kromozom igeren spermlerde basin biiyiik bir
kismini niikleus isgal eder. Niikleusun anterior iicte ikilik kismini saran akrozomal
kep; akrozin, noraminidaz, hyaluronidaz ve asit fosfataz olarak adlandirilan
akrozomal enzimleri icermektedir. Spermin oositle birlesmesi i¢in gerekli olan litik
olaylar1 diizenleyen ve enzimatik fonksiyona sahip bir¢ok proteini igeren akrozom
yapisi, plazma membrani ile niikleus zar1 arasinda bulunan dar bir kesecik
seklindedir. Burada yer alan akrozomal enzimler, ovumun zona pellusidasinin
gecilmesinde gereklidir. Sperm yumurtaya temas ettiginde akrozomal enzimler
salimir (akrozom reaksiyonu). Bu siire¢ sperm penetrasyonunu ve fertilizasyonu
kolaylastirarak ovuma baska spermlerin girisini Onler. Hiicre zar1 ile akrozom
arasinda kalan periakrozomal alandaki bir¢ok diizenleyici proteinlerin akrozom
reaksiyonunda rolii oldugu bilinmektedir. Hiicre zari, niikleus zar1 ve akrozomal
zarlar arasinda bulunan sitoplazmik tabakalarda (periakrozomal, subakrozomal ve
postakrozomal bolge) yapisal ve fonksiyonel bircok 6zelligi olan molekiiller yer
almaktadir. Niikleus zar1 ile akrozom arasinda kalan subakrozomal alanin apikal
kisminda bulunan ve yapisal desteklik saglayan dig ylizii perforatorium olarak da
isimlendirilir.

Postakrozomal bolge ise spermin daha distalinde yer alan ve akrozomun
olmadigi hiicre zari ile niikleus zar1 arasinda kalan tabakadir.

Sperm hareketinden sorumlu olan kuyruk igerisinde ise aksonem bulunur ve
kuyruk boyunca uzanim gosterir. Merkezde yer alan bir ¢ift tiibiil ve onun etrafinda
bulunan 9 cift mikrotiibiilden meydana gelir. Periferdeki tiibiil ¢iftlerinin lateralinde

9 adet yogun dis fibril bulunur ve bunlar kuyruga saglamlik ve elastikiyet saglar.
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Sperm kuyrugu 4 kisimdan olusur.

1) Boyun kism1 (Sperm baglant1 pargasi)

2) Orta bolim

3) Esas par¢a

4) Son parga

1) Boyun kism: Spermin bas bolimiini kuyruk boliimiine baglayan 0,3 pum
uzunlugunda olan kisimdir. Yapisinda niikleer zar fazlaligi, birka¢ mitokondri,
segmentli kolonlardan olusan baglanti pargasi ve proksimal sentriol bulunur.
Baglant1 pargasi, proksimal sentriolu saran fragmente 9 adet fiberden meydana
gelir. Bu fiberler distal kisimda yogun dis fibriller ile devamlilik gosterir.

2) Orta boliim: Boyun kismindan sonra devam eden kuyruk segmenti, orta bolim
olarak tanimlanir. Uzunlugu yaklasik 7 pm, ¢ap1 1 um’dir. Yapisinda aksonem,
aksonemin etrafinda kalin dis fibriller ve mitokondrial kilif igerisine yerlesmis
100 civarinda mitokondri yer alir.

3) Esas parca: Orta boliim, esas parcadan anulus denen yapi ile ayrilir. Uzunlugu
yaklasik 40 um ve ¢ap1 0,5 um’dir. Sperm kuyrugunun en uzun bdliimii olan esas
parganin yapisinda aksonem, aksonemin etrafinda kalin dis fibriller, fibroz tabaka
ve plazma membrani yer alir.

4) Son parca: Kuyrugun son boliimiine 5-7 um kala kalin fibriller ve fibroz tabaka
kaybolur. Fibroz kilif ve dig yogun liflerin sonlanmasi nedeniyle sadece

aksonemin yer aldig1 kuyrugun kisa bir pargasidir (24, 28, 31, 40).
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Sekil 5. Olgun spermin yapisi (40).

2.5. infertilite-Ureme

Infertilite, reprodiiktif gagdaki bir ciftin korunmasiz ve diizenli iliskiye
ragmen bir yil siiresince gebe olmamasi durumu olarak ifade edilir. Genellikle
toplumdaki reprodiiktif ¢iftlerin %15-20sin1 etkilemektedir. Cogu infertil ¢iftlerin
%30-40’1inda sadece erkege bagli sorunlar, %40-50’sinde ise sadece kadina bagli
sorunlartespit edilir. Ayrica %20-25 ¢iftte hem erkege hem de kadina bagli sorunlar
birlikte bulunurken, %15 ciftte ise agiklanamayan infertilite s6z konusudur. Infertil
ciftler ile yapilan degerlendirmede, infertilitenin %50-55 oraninda erkege bagl
sorunlardan kaynaklandig1 goriilmektedir. Bu yiizden taniya yonelik infertilite
testlerinde erkegin degerlendirilmesi oldukca 6nemlidir (12, 40, 43).

Disi ve erkek iireme sisteminin temel gorevi; disi ve erkek gamet hiicrelerinin
tiretilmesi ve tireme hormonlarinin salgilanmasidir. Bu sistemin diizenli bir sekilde
caligmas1 normal genetik yapiya, bozulmamis bir anatomiye ve salgi organlarinin
saglikli olarak calismasina baglidir. Uremenin basarili bir sekilde gerceklesmesi igin

disi ve erkekte tiim anatomik, fizyolojik, immiinolojik ve hormonal sistemlerin
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saglikli olarak calismasi gerekmektedir. Aksi takdirde tireme islevinde bozulma ve
kisirlik meydana gelebilmektedir.

Spermatogenezin basarili sekilde gerceklesebilmesi igin hassas bir mikro
cevre gereklidir. Bu mikro ¢evreyi saglayan Sertoli hiicreleri ile germ hiicreleri
arasinda bir etkilesim s6z konusudur. Sertoli hiicreleri, bu germ hiicrelerini destekler,
besler ve korur. Dolayisi ile Sertoli hiicreleri uygun bir spermatogenez igin
vazgecilmezdir. Sertoli hiicrelerinin  gergeklestirdigi fonksiyonlardan herhangi
birinde olusan bir aksaklik spermatogenezde basarisizliklara ve germ hiicrelerinde
hasara yol agabilmektedir. Ayrica Sertoli hiicrelerinin islevsel ya da morfolojik
bozuklugu, sperm iiretimini etkileyerek lireme basarisini etkileyebilmekte ve erkekte

infertiliteye neden olabilmektedir (12).

2.6. Hiicrenin Yapisi ve ER

Hiicre; fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin birbirinden bagimsiz olarak
gerceklestigi canlmin en kiigiik yapr tasidir. Okaryotlarda hiicre; hiicre zari,
sitoplazma ve ¢ekirdek olarak ii¢ kisimdan olusur. Hiicre zari; hiicrenin siirlarmin
belirlenmesi, ¢esitli maddelerin hiicre igine giris ve ¢ikisinin kontrolii, sinyallerin
alinmasi ve sinyallere spesifik cevaplarin verilmesinde gorevlidir. Lipidler, proteinler
ve karbonhidratlar hiicre zarmin yapisini olusturur (44). Hiicre zarinda lipidler;
fosfolipid, kolesterol ve glikolipid, proteinler; integral ve periferal proteinler seklinde
bulunurlar. Hiicre hiicre i¢i trafigin diizenlenmesinde, hiicre-hiicre, hiicre-matriks
baglantilarinin yapisinda ve membran farklilasmalarin da yer alan hiicre iskeleti
bulunur. Hiicre iskeleti, aktin, mikrotiibiil ve ara filementlerden olusmaktadir (45).

Hiicre zari ile niikleus arasinda bulunan sitoplazma; solunum, beslenme,
sindirim gibi hayatsal faaliyetlerin gergeklestigi yerdir. Sitoplazma, sitozol adi
verilen sivi bolge ile sitozol igerisinde bulunan belirli fonksiyonlara sahip
organellerden olusur (44). Ornegin; sitoplazmada serbest ya da endoplazmik
retikuluma (ER) bagl olarak bulunan ribozomlar, protein sentezinden sorumludur.
Icerisinde hidrolitik enzimler bulunan lizozomlar, makromolekiillerin hiicre ici
sindirimini ~ saglar. Mitokondriler, enerji iretiminden sorumludur (46).
Peroksizomlar, lizozomlara benzemekle birlikte Ozellikle hidrojen peroksitin
yikimindan sorumludur. Igerisinde hidrojen peroksitin yani sira yag asitleri ve

piurinler yikilir (45). Golgi kompleksi, sitoplazmada biyosentez ve depolama
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olaylarma katilir ayrica primer lizozomlarin olusumunu saglar. Cekirdek ile komsu
membran yapist olusturan ER, birbirine paralel olarak yerlesmis kanalciklardan
olusur ve bu kanalciklar1 ¢evreleyen zarlarin sitoplazmik yiizlerinde graniillii yapilar
(ribozomlar) bulunur. Bu nedenle ER, graniillii ve graniilsiiz (diiz) olarak ikiye
ayrilir. Graniillii endoplazmik retikulumda (GER) genellikle protein sentezi, diiz
endoplazmik retikulumda (DER) lipidler sentezlenir. Niikleus, olgun eritrositler harig
tiim hiicrelerde bulunur. Tiim Okaryotik hiicreler, i¢inde hiicreye ait olan DNA’nin
bulundugu bir ¢ekirdek icerir. Interfaz asamasindaki hiicre niikleusunda niikleus zari
(karyolemma), niikleus plazmasi (nucleoplasma), kromatin ag1 ve niikleolus olarak
dort kisim ayirt edilir. Niikleus dis ve i¢ zari, niiklear zarfi olusturur ve niiklear zarf,
niikleusun dis sinirint belirleyerek niikleus ve sitozol arasinda madde giris ¢ikisini
saglayan porlari igerir. Niikleolus, ribozom iiretiminin oldugu bolgedir (44, 45).

Hiicrede en genis zar miktarina sahip olan ER, sisterna adi verilen biribirine
paralel, kapali ve yassilasmis keseciklerden olusur. Ribozom bulundurmayan DER,
yag asitleri ve fosfolipidlerin sentezinden sorumludur. Bu yap1 hepatosit (karaciger
hiicreleri) ve gonad hiicrelerinde fazla miktarda bulunur. Hepatositlerde c¢esitli
kimyasallarin  detoksifiye edilerek viicuttan wuzaklastirilmast DER igerisinde
gerceklesir. Cizgili kas hiicrelerinde DER, sarkoplazmik retikulum olarak
adlandirilarak Ca*? iyonlarinin hiicre igi seviyesini kontrol eder ve kas kasilmasinda
etkindir.

ER’un sitozole bakan kismi ribozom icerdiginden GER olarak adlandirilir.
GER’a bagl sitoplazmik ribozomlar, salgi proteinlerinin sentezinden sorumludur.
Pankreatik hiicreler ve B lenfositleri gibi protein salgilayan hiicrelerde GER orani
¢ok daha yiiksektir (44, 47).

ER, okaryotik hiicrelerde proteinlerin dogru katlanmasinin saglandigi 6nemli
bir organeldir veprotein sentezinin kalite kontrol merkezidir (48, 49).

GER yiizeyinde sentezlenen salgi ve zar proteinleri, dort modifikasyon
gecirir. Bunlar; ER’de ve Golgi’de karbonhidratlarin kovalent eklenmesi ve
islenmesi (glikozilasyon), disiilfit baglarin olugsmasi, polipeptid zincirlerinin uygun
katlanmas1 ve ¢ok alt birimli proteinlerin olusturulmasi, Golgi ve salgi vezikiillerinde
spesifik proteolitik kesilmelerin meydana gelmesi seklindedir (47). ER’ye gelen yeni
sentezlenmis proteinler posttranslasyonel modifikasyonlara (N-glikozilasyon,
disiilfid olugumu, hidroksilasyon, oligomerizasyon) ugramadan katlanamamaktadir

(50). ER’da etkin protein katlanmasi, ER limenine yeni proteinlerin gelisi ile ER
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katlanma kapasitesi arasinda siki bir baglantinin olmasini gerektirir. ER’ye lokalize
saperonlar ve foldazlar gibi Ca*? baglayici/tamponlayici proteinler etkili katlanma
i¢cin gereklidir (51, 52).

Saperonlar, proteinlerin katlanmasini kolaylastiran ve aracilik eden katlayici
katalizorlerdir ve saperonlar yardimiyla proteinler limende katlanir. Saperonlar,
polipeptidlerin dogru konformasyonda katlanmasi i¢in gerekli olan bilgileri tasimaz,
daha ¢ok kendiliginden bir araya gelme siirecinde protein katlanmasini katalizleyerek
katlanmaya yardimci olurlar. Ayrica katlanmaya dogru giden en son yolda ara {iriin
olarak katlanmamis ya da kismen katlanmig proteinlere baglanarak ve kararliliklarini
saglayarak faaliyet gosterirler. Saperonlarin yoklugunda polipeptid zincirleri
cogunlukla hatali katlanir veya ¢ozlinmeyen birikimler olusturarak kararsiz hal alir
ve yikilirlar. Saperonlar, hatali katlanmay1 ve kiimelenmeyi 6nleyerek proteinlerin
dogru konformasyonda katlanmasina yardimci olur. Ayni zamanda katlanmamis
polipeptid zincirlerinin organellere tasinimi sirasinda onlar1 stabil halde tutarlar.
Ornegin; kismen katlanmis polipeptid zinciri, sitozolden mitokondriye tasinirken
sitozol saperonlar1 katlanmamis yapmin Kkorunmasini saglar ve mitokondri
saperonlar1 polipeptid zincirinin mitokondri igerisinde dogru katlanmasinda rol alir

(47, 53).

% Polipeptid zinciri
!' saperonla

Mitokondri—

Sekil 6. Protein transportu sirasinda saperonlarin rolii (53).
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ER’de proteinlerin dogru katlanmasini saglayan glukoz diizenleyici protein
78/Baglayici protein (GRP78/BIP), glukoz diizenleyici protein 94 (GRP 94), lektin
benzeri proteinler ve foldazlar yer alir. GRP78, monomerik ya da dimerik formdadir
ve agirhigr 78 kDa’dur. Oligomerik formu daha c¢ok depo sekliyken monomerik
formu saperon gorevi yapmaktadir. Ayrica ER diginda niikleus ve mitokondride de
bulunmaktadir. Protein katlanmasinin yapilmasi, apoptozisin diizenlenmesi, protein
kalite kontroliiniin saglanmasi, Ca*? baglanmasi, proteinin ER’a translokasyonunun
diizenlenmesi ve protein yikimlarinin yapilmasi gibi pek ¢ok gorevi vardir. ER’de
olusan stres durumlarinda hiicre yasaminin devamlilifinda GRP78 o6nemli rol
oynamaktadir. Protein katlanmasindan sorumlu diger bir protein olan GRP94 ise
dimerik bir proteindir ve agirhigi 94 kDa’dur. ER’de en fazla bulunan protein olan
GRP94, proteinlerin katlanmasinda ve katlanmayan proteinlerin  yikima
gonderilmesinde rol oynamaktadir. Ayrica Ca*? baglanmasi, apoptozisin
diizenlenmesi ve immiinite gibi hiicresel gorevleri bulunmaktadir (5).

Proteinlerin katlanamamasi ya da yanls katlanmasi1 durumunda ER igerisinde
bulunan ER aracili yikim (ERAD) kontrol mekanizmasi, yanlis ve hasarli katlanmis
proteinlerin yikimini saglayarak proteinlerin ER’de birikmesini &nler (54). Oncelikle
hatal1 katlanan proteinler, ER kalite kontrol sistemince tespit edilir ve ardindan
ER’dan sitozole tasinarak yikilir. Bu islemin birinci basamaginda hatali katlanmis
proteinler taninir. Ikinci basamakta ise hatali katlanmis proteinlerin yakalanmasi ve
katlanmasi islemi gerceklestirilir. Kalneksin ve kalretikiilin gibi lektin benzeri
saperonlar, hatali katlanmis proteinlere baglanirlar. Son asama olarakta sitozole
taginma islemi meydana gelir. Yanls katlanmis proteinler sitozolde ubikutin-konjuge

enzimler ile 26S proteozom ile yikilirlar (55).
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Sekil 7. ER’da katlanmamis proteinlere yonelik mekanizmalar (55).

2.7. ER Stresi ve Katlanmams Protein Cevabi (UPR)

ER, okaryotik hiicrelerde sekretuvar yolaga giren proteinlerin trafigi ve
katlanmas: i¢in temel bir organeldir. Proteinlerin yiiksek kalitede katlanmast; hiicre
canliligi, fonksiyonu ve deorganizmanin normal fizyolojisinde 6nemlidir. ER’de pek
cok siire¢ hiicredeki protein katlanma homeostazin1 korumaya yardimci olmaktadir.

Hiicre tipleri arasinda degiskenlik gdsteren protein sentezi ve sekresyonu
orani, besin ve enerjinin farkli seviyeleri protein katlanmasi talebini karsilamalidir.
Ozellikle, pankreasin asinar ve B adacik hiicreleri gibi 6zellesmis salgilayici hiicreler,
plazma hiicreleri, yliksek oranda prolifere olan ve protein sentezi yapan malignant
hiicreler etkili katlanma ve kalite kontrol 6zelliginde olan ER’ye sahip olmalar
gerekmektedir (56). ER, liimeni igerisinde meydana gelen sentez yiikii, iyon dengesi
gibi bir takim fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere kars1 hassastir (57). Cevresel
travma veya artan protein sentezi organelde c¢ogunlukla proteinlerin yanlis
katlanmasina sebep olmaktadir (56, 58).

ER liimeninde Ca*? depolarindaki degisiklikler, redoks bozulmalari, yiiksek
protein sentezi, glikoz acligi, enerjinin tiikkenmesi, lipid birikimi, virusler, etanol
zehirlenmesi, ksenobiyotikler, bozulmus glikozilasyon ve asir1 kolestrol yiiklenmesi
gibi ER homeoastazini etkileyen pek ¢ok fizyolojik ya da patolojik durumlar
proteinlerin katlanmasina yonelik engeller olusturabilir ve ardindan ER liimeninde

katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine yol agabilir (57,59).
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Tiim okaryotik hiicreler, ER’da salgi proteinlerini uygun sekilde katlamalidir
ve hiicreler salgi proteinleri i¢in ihtiyag¢ artisi, yanlis katlanmis protein artis1 ya da
azalan katlanma kapasitesi gibi ER fonksiyonundaki bozuklukluklara karsi gelismis
yanit verme yetenegine sahiptirler (60).

ER fonksiyon kapasitesini asan fizyolojik ya da patolojik olaylarla limende
yanlis katlanmigs ya da katlanmamis proteinlerin birikimi “ER stresi” olarak
adlandirilir (56, 58).

Protein katlanma ihtiyaci arttiginda (6rnegin; artan protein sentezi, mutasyona
ugramis ya da anormal proteinlerin birikmesi) ve protein katlanma kapasitesi
asildiginda ER liimeninde hatali katlanmis ya da katlanmamis proteinler birikir ve
ER stresi baslar (59). Buna karsilik hiicreler homeostazi tekrar saglamak bu strese
uyum saglamaya yardimci olmak i¢in “katlanmamis protein cevabi” (Unfolded
Protein Response-UPR) ad1 verilen sinyal yolagini saatler iginde aktive eder (54, 61).
UPR’nin hedef genleri, promoter bolgelerinde ortak bir alani paylasirlar ve bu alan
ER stres cevap elementi (ERSE) ya da katlanmamis protein cevap elementi (UPRE)
olarak tanimlanur.

Son yillarda maya hiicrelerinde yapilan c¢aligmalar, yanlis katlanmis
proteinlerin ER’da etkin olarakyikilmasi i¢gin UPR’nin gerekli oldugunu ayrica
ERAD sisteminde rol alan birgok genin UPR ile uyarildigini gostermistir. Bu
sonuclar, ERAD sistemi kapasitesinin ER stresi durumunda yeterli olmadigini1 ve
siirli kaldigimi ifade etmektedir (55).

UPR aktivasyonu hiicre canliligimi arttirabilir. Eger ER stresi kronik veya
siddetli ise hiicre 6liimiine yol agar (56).

ER stresi indiikliihiicre O6limii  genellikle dejeneratif hastaliklarin
baslangiciyla iligkilidir. Ornegin; B adacik hiicrelerinin dliimiinden kaynaklanan Tip I
Diyabet, Tip Il Diyabet, rhodopsin mutasyonunun neden oldugu Retinis Pigmentosa
(RP), Schwann hiicreleri’nin 6limiiniin neden oldugu Charcot- Marie-Tooth
hastaliginin =~ bazi  formlari, iskemi/reperflizyon hasar1 olan  hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve ndrodejeneratif hastaliklar (Amyotrofik Lateral
Skleroz (ALS), Multipl Skleroz, Alzheimer, Parkinson, Huntington, prion
hastaliklar1), obezite, kanser ER stresi indiiklii hiicre 6liimlerinin meydana getirdigi
hastaliklar igerisinde yer alir. Ayrica Alzheimer hastaliginda beyinde ortaya ¢ikan

patolojinin kas dokusunda homologu olan ve bir dejeneratif kas hastaligi olarak
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bilinen inkliizyon cisimcik miyoziti (IBM) de ER stresinin tetikledigi hastaliklar
igerisinde yer almaktadir (4,6, 54, 61, 62, 64).
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Sekil 8. Katlanmamis protein yaniti ve ER stresi. (A) Yeni sentezlenen proteinlerin

B

saglikli hiicrelerde saperonlar yardimiyla katlanmasi (B) Disaridan etki eden ¢esitli

streslere ve mutasyonlara karsi katlanmamis protein cevabi ve adaptasyon (65).

Karsilastigt ER stresiyle bas etmeye calisan hiicre, UPR yolagini aktive
ederek homeostazi saglamaya c¢alisir. Bunun i¢in ER, kapasitesini artirarak
liimeninde biriken katlanmamis proteinlerin  katlanmasini saglar. Katlanmaya
yardimct molekiillerin sentezinde artis meydana gelir. Diizeltilemeyen yanlis
katlamis proteinler nedeniyle ER yiikiinii azaltmak i¢in yikima gonderilir. Eger hiicre
homeostazi saglayamaz ise diger c¢evre dokularin zarar gormemesi ig¢in hiicre
apoptozise yonlendirilir (5).

Katlanmamis proteinler ER’de biriktiginde UPR sinyal yolagi, ii¢ ER stres
sensorii araciligiyla aktive olur. Bunlar; ER zari {izerinde bulunanve transmembran
proteini olan protein kinaz RNA(PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF 6) ve inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1)‘dir (6, 60, 66).
PERK, ATF6, IREl iceren UPR indiikleyici transmembran proteinleri, Stressiz
kosullarda GRP78 ile kenetli haldedir. ER stresi olustugunda BIP, ER liimeninde
katlanmamus proteinlerin birikimi ile basa ¢ikmak igin etkinlesir. BIP’in hiicre i¢ine

alimi tizerine PERK, ATF6 ve IRE1 serbest kalarak UPR ’yi baslatir (6).
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ER’de bulunan saperon proteini olan GRP78, UPR sinyal yolaginda
diizenleyici olarak gorev yapmaktadir ve PERK, IRE1, ATF6’nin aktivasyonunu
saglayarak ER stresine karsi cevabin olusturulmasinda 6nemlidir. Bununla birlikte
heat shock 70 protein (HSP70) ailesi ile % 60 benzerlik gosteren bir ATPaz’dir.
Genellikle ER’e gececek yeni sentezlene proteine gegici olarak baglanmaktadir.
Fakat glikozillenme silirecinde olan ve yanlis katlanmis ya da katlanmamis
proteinlere kalici olarak baglanmaktadir. Stresin olmadigi durumlarda GRP78,
PERK, IRE1l, ATF6’'nin luminal domainlerine baglanarak ER’de kalmalarimi
saglamaktadir. Ancak katlanmamis ya da yanlis katlanmig proteinlerin birikimi
halinde GRP78, PERK, IRE1, ATF6’dan ayrilarak bu proteinlerin spontan olarak
oligomerize/dimerize olmasina ve kendi kendilerini fosforlayarak devaminda
aktivasyonlarina neden olmaktadir. Boylece ER stresine yanit olarak, ilgili stres

diizenleyici yolaklarin ortaya ¢ikmasi saglanir (54, 67, 68).

2.7.1. PERK sinyal yolagi

ER membraninda bulunan PERK, tip | transmembran serin treonin kinazdir.
Normal sartlarda GRP78 proteini ile birlikte bulunmasi molekiiliin inaktif olarak
monomerik durumda kalmasimi saglar. Katlanmamis ya da hatali katlanmis
proteinlerin liimende birikmesi sonucunda olusan stres durumunda GRP78,
PERK’ten ayrilir. GRP78 liimene katlanmaya yardimci olmasi i¢in gonderilirken
PERK homodimerize olur ve fosforillenir. Aktive olan PERK, okaryotik baslama
faktorii 20 (eIF2a)’nin 51. pozisyonundaki serini fosforiller. Fosforillenen elF2a,
genel translasyonu hiicre igerisinde durdurarak ER’un is yiikiinii azaltir. Fakat
transkripsiyon faktorii ATF4 gibi belirli mRNA’larin translasyonu devam eder ve
miktarlar artar. Translasyonun durmasi sonucunda kisa omiirlii proteinler hiicreden
uzaklagtirilir. Buna en iyi1 Ornek siklin D’dir. ER stresi durumunda siklin D’nin
yoklugu memeli hiicrelerinin G1 fazinda kalmasini saglamaktadir.

ATF4 niikleusa girdikten sonra, antioksidant cevabi, aminoasit biyosentezi ve
cevabi i¢in gerekli olan proteinlerin kodlanmasini saglayan UPR genlerini aktive
eder. Ayrica C/EBP homolog proteini (CHOP/GADD153) transkripsiyonunu
daaktive etmektedir. CHOP, bir transkripsiyon faktoriidiir ve Kaspaz-3 aktivasyonu
ile ER stresi altindaki hiicreyi apoptozise yonlendirmektedir. CHOP, dinlenme

durumunda diisiik diizeylerde eksprese edilirken ER stresi durumunda ekspresyonu

28



artig gostermektedir. Genellikle ER stresinde en yiiksek oranda indiiklenebilen genler
icerisinde yer alir. Ayrica oksidatif strese direng gostermekte olan proteinlerin
anlattminda da rol almaktadir. Sonug¢ olarak; PERK aktivasyonu sayesinde ER
stresine kars1 hiicrelerin protein yiikii azaltilarak katlanmamis ya da hatali katlanmis
proteinlerin diizeltilmesi amaglanmaktadir (4, 5, 55, 56, 61, 68).

GADD34 (Biiyiime durdurma ve DNA hasar geni 34) ise ER stresi
sonrasinda ortaya ¢ikan translasyonel baskilanmadan geri doniisii saglayannegatif
feed back dongiisii olarak gorev yapmaktadir (55).

PERK, ayn1 zamanda antioksidanlari, enzimlerin detoksifikasyonunu, immiin
sinyali, hiicre bliylimesini igeren genleri uyaran bir transkripsiyon faktorii olan NRF2

(Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2’yi de fosforillemektedir (4).

2.7.2. IRE1 sinyal yolag

Serin treonin kinaz domaini ve endoniikleaz domainine sahip iki fonksiyonlu
bir enzimdir ve tip I transmembran proteinidir. Liimene bakan kismu PERK ile
benzerdir ve dimerizasyon gosterir. Memeli hiicrelerinde IRE1a ve IRE1p olmak tizere
iki formu bulunmaktadir. IREla heryerden eksprese olur ve genellikle pankreasta
baskindir. IRE1f ekspresyonu ise barsak epitel hiicreleriyle sinirhidir (4, 5, 55).

IRE1, GRP78 ile birlikte inaktiftir ve ER stresi olugtugunda GRP78’in
ayrilmasiyla dimerize olur ve otofosforillenir (5).

Aktif haldeki IRE1 sitoplazmadaki endoriboniikleaz domaini ile bir
transkripsiyon faktorii olarak bilinen X-box baglanma proteini 1 (XBP-1)
mRNA’sim1 kirparak 26 niikleoid uzaklagtirir. XBP-1 mRNA sitoplazmada normalde
kirpilmamis  sekilde bulunmaktadir. Kirpilma sonucu olusan XBP-1 mMRNA,
katlanma sirasinda gorev alan ER saperonlarinin ve ERAD ile ilgi genlerin anlatiminm

saglayarak ER stresini engellemektedir (5, 68).

2.7.3. ATF6 sinyal yolagi

ATF6, tip Il transmembran proteinidir. ATF6, hiicrede ER stresi
olugsmadiginda ER membraninda GRP7S ile birlikte inaktif olarak bulunmaktadir. ER
stresi meydana geldiginde GRP78, liimene katlanmaya yardimci olmak iizere

ayrilirken, ATF6 da posttranskripsiyonel modifikasyon gecirir. GRP78’in
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ayrilmasindan sonra, ATF6 vezikiiller vasitasiyla ER’dan Golgi’ye tasinir ve burada
sitel proteazla (S1) etkileserek kirpilir. Ardindan da site2 proteazla (S2) kirpilir ve
aktif forma doniistiiriiliir. ATF6 aktif olduktan sonra niikleusa gonderilir ve burada
hedef genlerin aktivasyonunu saglar. GRP78, GRP94 olarak bilinen ER
saperonlariin ekspresyonunu artirir. Dolayisi ile bu proteinlerin sentezi artar ve ER

katlama kapasitesi yiikselerek olusan strese karst korunma saglanilir (4, 5, 68).
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Sekil 9. UPR sinyal yolaklari (4).

2.8. ER Stresinde Apoptozisin Uyarilmasi

Apoptozis; yaslanmig, fonksiyonunu kaybetmis, diizensiz gelismis ya da
hasarli, farkli nedenlerle organizmada artik ihtiya¢ duyulmayan hiicrelerin 6zel
mekanizmalarin kontoliinde programli sekilde 6liimiidiir (44).

PERK, ATF6 ve IREl sinyal yolaklari, hiicrenin yalmz yasama
fonksiyonlarini saglayan yollar1 baglatmazlar ayn1 zamanda apoptozis yolaklarini da
indiiklerler. ER stresi ile wuyarilan apoptozisin olusumunda 3 farkli yolak

bulunmaktadir.

2.8.1. Transkripsiyonel uyari yolagi

Transkripsiyon faktor ailesinin bir {iyesi olan CHOP geninin transkripsiyonel

seviyede uyarilmasiyla gergeklesir. CHOP, fizyolojik durumlarda ya sentezlenmez
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ya da diisiik diizeyde sentezlenir. Ancak ER stresine yanit olarak hassas olan CHOP,
transkripsiyon diizeyinde olduke¢a giiclii bir sekilde indiiklenir.

CHOP’un asir1 ekspresyonunun apoptozisle sonuglandigi ve proapoptotik
oldugu bilinmektedir. Dolayis1 ile CHOP, ER stres aracili apoptozisin
indiiklenmesinde 6nemli bir rol oynar.

CHOP geninin transkripsiyonu ATF6 ve IRE1l yolu ileuyarilir. Buna ek
olarak CHOP, PERK vyolaginda transkripsiyon faktérii ATF4’lin translasyonel
indiiksiyonu yolu ile de uyarilmaktadir. Ayrica CHOP posttranslasyonel diizeyde de
regiile edilir. CHOP un serin tizerindeki 78. ve 81. (Ser78 ve Ser81.) pozisyonlarda
p38 MAP kinaz tarafindan fosforilasyonu, transkripsiyonel aktivitesini yiikseltir.
CHOP’un ekspresyonu, proapoptotik proteinlerin (GADD34, ERO1, DRS, karbonik
anhidraz VI, TRB3) indiiksiyonuna da neden olmaktadir. ERO1, ER luminal protein
grubundayken, digerleri sitozoliktir. Bunlarin yani sira CHOP, BCL-2 proteinini
baskilar ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini artirir. BCL-2 protein ailesinin tiyeleri
(BCL-2, BAX, BAK, BIK), apoptotik hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde biiyiik bir
Ooneme sahiptir. BCL-2 ailesinin tiyeleri olan BAX ve BAK, ER stresiyle uyarilan
apoptozis i¢in gereklidir. Ayrica mitokondriden proaoptotik faktérlerin salinimini ve
de ER’den Ca'? salimmmmini diizenleyici rolleri bulunmaktadir. BAX ve BAK,
apoptotik hiicre 6liimiine iki sekilde etki etmektedir. Birinci yol; ER stresi meydana
geldiginde BAX ve BAK, ER membraninda konformasyonel degisimlere ve
oligomerizayona ugrar. Bu durum ER’dan sitoplazmaya Ca*?’un gegisine neden olur.
Sitozolde Ca*? seviyesinin artist m-kalpaini aktif hale getirir ve m-kalpainde
prokaspaz 12’yi keserek aktive eder. m-kalpain sitozolik Ca*?tarafindan aktive olan
notral sistein endopeptidazdir. Aktif olan Kaspaz-12’de prokaspaz 9’u keser ve aktif
hale getirir. Boylelikle kaspaz kaskad: aktiflesir. ikinci yol ise; sitozolik Ca*?’un
mitokondri tarafindan alinmasiyla gergeklesir. Bu durum mitokondriyal i¢ membran
depolarizasyonuna ve sitokrom ¢ salinimina neden olarak Kaspaz-9’un aktiflesmesini
saglar (4, 55).

2.8.2. C-jun NH2-terminal kinaz (JNK) yolag:
Sinyal ileti proteinlerinin bir ailesi olan c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK), ER

stresinde diger bir apoptotik yoldur. Gen ekspresyonunu diizenler ve stres

olusumunda hiicre 6liimii ile yasami arasindaki karari saglar (55).
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IREla’nin aktivasyonu sayesinde olusan IRE1a-TRAF2 (TNF reseptor
iligkili faktor 2)-ASK1 (Apoptozis sinyal diizenleyici kinaz 1) kompleksi, INK’nin
aktivasyonunu indiikler (69). Sonug¢ olarak IRE1, JNK sinyal yolunu aktiflestirerek
apoptozisi tetiklemektedir (4).

M Lo oo
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Sekil 10. BCL2 protein ailesi ve JNK aracili apoptozis mekanizmasi (4).

2.8.3. Kaspaz-12’nin aktivasyonu

Apoptozis icin kaspazlarin aktivasyonu gereklidir. Kaspazlar hasarli ya da
fazla hiicrelerin g¢evrelerine zarar vermeden ortadan kaldirilmalarini saglayan ve
apoptozisi uyaran proteazlardir. Apoptotik hiicrede olusan biyokimyasal ve
morfolojik degisimler sistin proteazlar olan kaspazlar ile gerceklestirilir. Kaspazlarin
aktivasyonuna ve dolayist ile apoptozisin meydana gelmesine neden olan radyasyon,
Ultraviole (UV) 1sm1, gama 1smni, toksinler ve ilaglar dis etkenler arasinda yer
almaktadir (70).

Kaspazlardan 12, 3, 6, 7, 8 ve 9’un islevleri ER stresi c¢alismalarinda
gosterilmistir. Bunlardan Kaspaz- 12, ER membraninin sitozolik kisminda yer alir ve
ER stresiyle aktive edilir. Dolayis1 ile Kaspaz-12, ER stresi ile uyarilan apoptoziste

onemli anahtar rol oynar.
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Kaspaz 12’nin m-kalpain, IRE10/TRAF2 ve Kaspaz-7 ile aktive edildigi
tespit edilmistir. Sitozolik Ca*? artis;, Kaspaz-12’yi m-kalpain yoluyla aktive
edebilmesine ragmen, Kaspaz-12’nin neden sadece ER stresi sirasinda aktif hale
gectigi tam olarak bilinememektedir. Ayrica ER stresi olustugunda, sitozolik Kaspaz-
7’nin ER’ye gectigi belirtilmistir. Kaspaz-7 ise Kaspaz-12 ile etkilesime girmekte ve

onun aktive olmasini saglamaktadir (4, 55, 59).
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Sekil 11. ER stresiyle uyarilan apoptozis mekanizmalari (4).

2.9. Apoptozis Morfolojisi

Apoptoziste, hiicrede ¢ok belirgin olarak morfolojik degisiklikler meydana
gelir (44). Hiicre apoptoz igin sinyal aldiktan sonra biiziilmeye ve kiiciilmeye
baslayarak kondanse olur ve diizgiin halini kaybeder. Organeller bir araya gelerek
kiimelenmeye baglar. Niikleus yogunlasir. Hiicre iskeleti dagilmaya baglar ve niikleus
zart dalgali bir goriiniim alir ve erir. Zardaki porlar kaybolur. Endoniikleazlarin
aktive olmas1 sonucu ¢ekirdek DNA’s1 kesilerek parcalanir. Hiicre, makrofajlarin
taniyabilecegi ve saglikli hiicrelerden ayirt edebilecegi membranla g¢evrili kiiciik
pargalara ayrilir. igerisinde yogunlasmis sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller
bulunur. Bazilarinda niikleus pargalari da olan apoptotik cisimler olusur. Apoptotik

cisimler, apoptotik hiicre zarindan kiigiik vezikiiller seklinde kopan tomurcuklardir.
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Komsu hiicreler bu apoptotik cisimleri ortamdan uzaklastirmak i¢in fagosite eder
(44, 71). Apoptotik cisimlerin olusumu; hem niikleus hem de sitoplazmanin belirgin
yogunlasmasini, niiklear par¢alanmay1 ve hiicre yiizeyi lizerinde olusan kabartilarin
ayrilmasini gerektirir (72).

Erken dénemde apoptotik hiicreler tizerinde cepcikler (blebs) meydana gelir.
Ayrica hiicrelerin sitoplazmasinda olusan vakuoller ve bazi hiicre tiplerinde hiicrenin
sitoplazmasindan disariya tasar gibi goriinen bir ya da birkag vakuol (blister)
olusabilir (71).

H+E ile boyali preperatlar incelendiginde apoptotik hiicre; yuvarlak ya da
oval sekle, koyu eozinofilik sitoplazmaya ve koyu mor niikleer kromatin pargalarina

sahiptir (73).

2.10. Tunikamisin

Streptomyces lysosuperificus tarafindan firetilen glukozamin igeren bir
antibiyotik tiirii olan Tunikamisin (TM), gram pozitif bakteriler de dahil olmak iizere
mantar ve mayalar1 kapsayan mikroorganizma tiirlerine karsi1 etkindir. Yapilan ilk
caligmalar, bu antibiyotigin maya, bakteri gibi hayvan ve bitkilerde N-glikoprotein
sentezini engelledigini géstermistir (59).

TM, amino gubuna bagl bir yag asidi, N-asetilglukozamin, tunicamine olarak
isimlendirilen 11-carbon aminodialdose ve uracil barindirin homolog antibiyotiklerin
bir karisimidir.10 homologu vardir ve TM homologlari, yag asidi karbon
zincirlerinin degisik uzunluklarda olmasi nedeniyle farklilik icermektedir (74).

TM, glikoprotein sentezinin ilk asamasinda, UDP-N-asetilglukozamin
yapisindan dolikol fosfota N-asetilglukozamin-1-fosfatin gegisini inhibe ederek
karbonhidrat ve protein arasindaki N-glikozidik baglanmay1 engellemektedir (12).
Ayrica  TM, N-glikoproteinlerin  Onciisii  olarak  kullamilan lipid bagh
oligosakkaritlerin sentezinin ilk basamaginda N-glukozaminin, poliizoprenoit lipid
dolikol fosfota gecisini azaltir. Ozellikle N-asetilglukozamin-1-fosfatin, dolikol
fosfata gecisinin katalizinde rol oynayan GTP enzimine (GIcNAc fosfotransferaz)
etki ederek, dolikol fosfatin N-asetilglukozamin-1-fosfata baglanmasini bloke eder.
Sonu¢ olarak TM, yeni sentezlenen proteinlerin glikozilasyonunda N-bagl
proteinlerin sentezini durdurarak ER limeninde yanlis katlanmis ya da katlanamamisg

proteinlerin birikimine, yeni sentezlenen proteinlerin glikozilasyonunun bozulmasina
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neden olur ve ER stresini meydana getirir. Bu nedenle ER stresinin prototipik
uyaricisidir (9, 12, 13, 59, 75).

Son yapilan ¢aligmalar, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stres
gibi mekanizmalara ek olarak ER stresinin ilag yatkinligi ile iliskili olabilecegini
gdstermistir. Ilag kaynakli ER stresi, hiicre ve doku icerisinde lipidlerin birikimi,
hiicre 6liimii, sitoliz ve inflamasyonu da igeren bir takim zararli etkilere neden
olabilir (59).

TM, bir N-glikozilasyon inhibitériidir ve memeli hiicrelerinde UPR’in
aktivasyonuna neden olur. Protein sentezine genel bir etkisi bulunmaksizin protein
glikozilasyonunu tamamen inhibe etme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle ER stresinin
farmakolojik indiikleyicisi olarak in vivo da ve biyolojik c¢alismalarda sikg¢a
kullanilmaktadir (6, 10, 74).

Bazi ilaglarin yan etkilerinin ciddi ve hayati tehlike olusturmasi nedeni ile ilag
kaynakli toksisite oldukca 6nemlidir. Ozellikle akut TM uygulamas1 kemirgen, sigir
ve koyunlarda kasilmaya, felge, siddetli norotoksisiteye, karaciger ve bobreklerde
lezyonlara ve bazen 6liime yol agabilmektedir (59).

TM’in tek doz 200 pg/kg subkutan (s.c.) olarak uygulanmasi yetigkin erkek
ratlarin seminifer tiibiillerinde kalic1 hasara neden olmaktadir (76). Ek olarak TM’in
bitki ve memeli hiicrelerinde ER stresini uyararakhiicre apoptozisini indiikledigi
bildirilmistir (77).

TM, kiigiik kan damalarinin endotelyal hiicrelerine zarar vermekte ve kan
damar1 liimeninin stenozuna neden olmaktadir. Ayrica kapiller endotelyumda
GER’in belirgin dilatasyonuna yol a¢maktadir. Beyindeki lezyonlar vaskiiler
oldugundan dolayr kan damarlarindaki hasarlar ikincil olarak beyin iskemisine ve
hipoksik noron hasarina neden olabilmektedir (78). Bunun yani sirahiicre siklusu
tizerinde de etkili olan bir antibiyotiktir. Hiicre siklusunun G1 fazin1 durdurarak rat
hepatoma hiicrelerinin boliinmesini inhibe ettigi in vitro ¢alismalarda gosterilmistir.
Ayrica glikokaliksi olusturan hiicre yiizey glikoproteinlerinin yapisin1  da
degistirmektedir (75).

TM toksisitesi olan hayvanlarin karacigerinde, steatoz, safra kanali
hiperplazisi, sismis hepatositler ve apoptotik cisimlerin bulunmasini i¢ceren lezyonlar
meydana gelmektedir. Sigmis hepatositler belirgin GER dilatasyonuyla karakterizedir
(59). Ayrica gelisim iizerine de etkileri bulunmaktadir. Ornegin; tavuk embriyosu

fibroblastlarinin ylizey morfolojilerinin degisimine sebep olurken, kornal epitelyal
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tabakalarin gogiiniin engellenmesinde, amfibi embriyolarinda gastrula evresinin
inhibisyonunda ve deniz kestanelerinin gelisiminin  bloke edilmesinde rol
oynamaktadir (74). Deniz kestanesi embriyolarinin gastrulasyondan sonra TM ile
muamele edilmesi, spikiil olusumu ve kol biliylimesinin durmasina ya da gecikmesine

neden olmaktadir (79).

2.11. Shilajit

Ayurveda, Siddha ve Unani gibi geleneksel tip sistemlerinde uzun yillar
kullanilan ve salajit, shilajatu, mumie, asphaltum, vegetable asphalt, mineral
pitchmumijo ya da mummiyo olarak da adlandirilan Shilajit, soluk kahverenginden
koyu kahverengiye-siyaha degisen renklerde ve ¢esitli yogunlukta bir
eksiidasyondur. Shilajit, Hindistan yarimadasindaki Himalaya siradaglart ve
Afganistan (Hindikus, Badakh-Shan), Avustralya (Northern Pollock Ranges), Tibet,
Cin, Bhutan, Nepal ve eski Sovyet Sosyalist Cumhuriyetler Birligi (Tien-Shan,
Pamir, Kafkaslar, Ural, Baykal, Tacikistan, Ozbekistan, Kazakistan)’ndeki diger dag
siralarinin kayalik boliimlerinden, 6zellikle yazin ve kisin hava durumlarina iligkin
yagisin miktar1 ve de gilines 1s181n1in siiresince kaya sizintisi olarak bulunur ve bu dag
siralarinin 1000-5000 metre yiikseklikteki dik yamacglarinin kaya yiizeylerinden az
miktarlarda toplanir. Shilajit kaya koklerinde (Rhizosphere) meydana gelir. Organik
humik maddeler, bitkisel ve mikrobiyal metabolitlerin ortak bir karigimindan olusur
(80, 81, 82, 83, 84).

May1s ve Haziran aylarinda, bitki 6ziitii ya da bitkilerin kauguk (lateks) sivist,
siddetli giines sicaklig1 etkisiyle daglarin kayalarindan yapiskan sizint1 olarak ortaya
cikar. Euphorbia royleana Boiss ve Trifolium repens gibi kauguk igeren bitkiler,
Shilajit bulunduran kayalarin ¢evresinde bulunur ve Shilajit’in kaynagini olusturur.
Ayn1 zamanda Barbula, Fissidenc, Minium, Thuidium gibi yosun tiirleri ve Asteralla,
Dumortiera, Marchantia, Pellia, Plagiochasma gibi koyun otunun tirleri ve
Stephenrencella-Anthoceros’te Shilajit sizan kayalarin ¢evresinde yetisir ve bu

bryofitlerin Shilajit’in olusumundan sorumlu oldugu disiiniilmektedir (80).
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Sekil 12. Santimetre 6lgegi ile gosterilen islenmis Shilajit (80).

Baslangigta Shilajit’in bitki fosili, karigik bitkisel ve hayvansal bir madde
oldugu disiiniilmiistiir (80). Shilajit esas olarak %60-80 oraninda humus i¢cermekle
birlikte benzoik asit, hipiirik asit, yag asitleri, elajik asit, adipik asit, siiksinik asit,
sitrik asit, oksalik asit, tartarik asit, re¢ine ve mumlu maddeler, albuminoidler,
triterpenler, sterol, aromatik karboksilik asit, 3,4 benzokumarinler, aminoasitler,
fenolik lipidler, dibenzo-a-pironlar, alkaloidler, esansiyel yaglar, kolesterol,
fosfolipidler, B1 veB12 vitaminler ile diger organik bilesenlerden meydana gelir (81,
82,85, 86).

Shilajit’in kompozisyonu, yerlesik bitki tiirleri, kayanin jeolojik dogasi,
bolgesel 1s1 profili, nem ve rakim gibi birgok faktorlerden etkilenir. Ornegin;
Hindistan’in Kumoan bdélgesinden elde edilen Shilajit’in Nepal (Dolpa), Pakistan
(Peshawar) ve Rusya (Tien-Shan)’dan elde edilen Shilajit ile kiyaslandiginda daha
yiiksek oranda fulvik asit icerdigi bulunmustur. (sirasiyla %21.4, %15.4, %15.5,
%19.0). Ayrica farkl iilkelerden elde edilen Shilajit’in %1°lik sulu ¢6zeltilerinin pH
degerleri de birbirinden farklidir. Soyle ki, Hindistan (Kumoan) ig¢in 6.2, Nepal
(Dolpa) i¢in 7.5, Pakistan (Peshawar) i¢in 6.8 ve Rusya (Tien-Shan) i¢in 8.2’dir.
Yine bu iilkelerden elde edilen Shilat’in yilizdelik humik bilesenleri de farklilik
gostermektedir (85).
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2.10.1. Shilajit’in geleneksel tipta kullanim

Geleneksel tibbin bir parcasi olan Shilajit’in, modern bilimsel
degerlendirmeler sonucunda dogrulanmis pek ¢oktedavi edici ve iyilestirme 6zelligi
bulunmaktadir (83, 84).

Shilajit’in antioksidan, antililserojenik, antiinflamatuar, immiinomodiilator,
antidiabetik, antialerjik, 6grenme, hafiza, anksiete, spermatojenik ve oojenik etkileri
bulunmaktadir (73).

Ayurveda, Siddha ve Unani gibi geleneksel Hint tibbina gore Shilajit, dahilen
alindiginda kuvvet verici, laksatif, ekspektoran, diiiretik, immiino-modiilator,
litotriptik ve antihipertansif, haricen alindiginda ise antiseptik, analjezik ve germisid
etki olusturmaktadir. Ayrica splenomegali, epilepsi, sinirsel bozukluklar, kronik
bronsit ve anemide de etkindir ve afrodizyak o6zelligi vardir. Odem, hemoroid,
obezite, anoreksi durumlarinda iyilestirici etkisi bulunmaktadir. Siit ile birlikte
kullanildiginda diabetes mellitusu iyilestirici 6zellik gosterir. Ayurveda’ya
goreyaslanmaya sebep olan iriinleri bloke eden Shilajit’in genglestirici etkisi
bulunmaktadir. Commiphora wightii (guggul) ile birlikte kullanildiginda isekiriklar
tedavi edici etki gosterirr Bu durumda kallus olusumunu tesvik ettigi
diigiiniilmektedir. Ayni zamanda Shilajit, osteoartrit ve servikal spondiloz
tedavilerinde de kullanilmaktadir (80, 83, 85, 87).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvam

Bu calisma Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi (ZBEU) Histoloji ve
Embriyoloji, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinin ortak ¢alismasi olup ve ZBEU Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi'nin katilimlar1 ile gerceklesmistir. Calisma i¢in ZBEU
Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanligi’ndan 05.05.2016
tarihinde 2016-32-05/05 protokol numarali “Etik Kurulu Onay1” (Ek 1-2) alinmustir.

Calismamizda, ZBEU Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilen 2,5-3
aylik agirliklart (200-300 gr) arasinda degisen 64 adet geng eriskin Wistar albino
erkek sican kullanildi. Ayni1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip deneklerden,
viicut agirliklart birbirine yakin degerde olanlar ayni grupta olacak sekilde; 2’si
kontrol, 6’s1 deney grubu olmak tizere toplam 8 grup, olarak belirlendi. Tim
denekler, deney siiresi boyunca uygun laboratuar kosullari (22+1°C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusuda) altinda, giinliik icme suyu ve % 21 ham protein igeren

pelet yemlerle beslendi.

3.2. ER Stresi Olusturulmasi ve Deney Gruplari

ER stresi olusturmak amaciyla; deneyin 1. giinii, tek doz ve s.c. yoldan, 200
pg/ kg Tunikamisin (Sigma, T7765) verildi.

Deney gruplari agagidaki gibi olusturuldu;
I. Grup:(n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz s.c. yoldan 1ml Dimetil siilfoksit (DMSO)
ve oral yoldan 1ml serum fizyolojik (sf) uygulanacak olan 24. sa kontrol grubu.
Il. Grup:(n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz s.c. yoldan 1ml DMSO verilecek olan ve
oral yoldan giin asir1 1 ml sf uygulanacak olan 4. giin kontrol grubu.
I11. Grup:(n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz s.c. yoldan 1ml DMSO verilecek olan ve
oral yoldan giin asir1 100 mg/kg Shilajit uygulanacak olan 24. sa Shilajit grubu.
IV. Grup:(n=8): Deneyin 1. giini, tek doz s.c yoldan 1ml DMSO ve oral yoldan giin
asir1 100 mg/kg Shilajit uygulanacak olan 4. giin Shilajit grubu.
V. Grup:(n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz ve s.c. yoldan 200 pg/kg Tunikamisin ve

oral yoldan 1ml sf uygulanacak olan 24. sa Tunikamisin grubu.
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V1. Grup:(n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz ve s.c. yoldan 200 ug/kg Tunikamisin ve
oral yoldan giin asir1 1 ml sf uygulanacak olan 4. giin Tunikamisin grubu.

VII. Grup: (n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz ve s.c. yoldan 200 ug/kg Tunikamisin
ve oral yoldan 100 mg/kg Shilajit uygulanacak olan 24. sa Tunikamisin+Shilajit
grubu.

VIIl. Grup: (n=8): Deneyin 1. giinii, tek doz ve s.c. yoldan 200 pg/kg Tunikamisin
ve oral yoldan gin asir1 100 mg/kg Shilajit uygulanacak olan 4. giin
Tunikamisin+Shilajit grubu.

Deney siiresi boyunca deneklerin agirlik takibi yapilmis olup, deney sonunda
toplam viicut agirliklart ve testis agirliklar1 6l¢iilmiis ve her bir grup i¢in ortalama
viicut agirhigi ve testis agirligi (g)/100 g viicut agirligi olarak hesaplanmistir.

ZBEU Deney Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde 8 gruptaki her bir denek (i.p.)
yoldan 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye), 90 mg/kg ketamin (Ketalar-
Eczacibasi/Tiirkiye) ile anestezi yapildiktan sonra testis doku ornekleri ve kan

ornekleri alindi.

3.3. Histopatolojik Analizler

Dokularin 151k mikroskobunda incelenmesi i¢in gerekli olan mikroteknik
asamalart ZBEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali histoloji
laboratuarinda yapildi. Anestezi altinda sakrifiye edilen deneklerden elde edilen
testis dokulart %10 formol ile tespit edilerek makroskobisi yapildi. %10 formol ile
2 giin tespit edildikten sonra dokular 1 giin akar ¢esme suyunda yikama islemine
alindi. Su ile yikama isleminin ardindan dokular dehidratasyon i¢in artan alkol
serilerinde (%70, 90, 96, 100) sirastyla 2’ser saat tutuldu. Dehidratasyon
asamasindan sonra saydamlastirma islemi i¢in dokular 10 dk ksilol ile muamele
edildi. Gomme islemi 6ncesi dokular yumusak parafinde, 58°C’ lik etiivde 1 gece
boyu bekletildi. Bir sonraki giin testis dokulari, Bio Optica marka parafin dispenser
ile bloklandi. Deneklere ait doku bloklarindan Shandon Finesse 325 marka silindirli
mikrotom kullanilarak 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Testis dokusunun genel
Ozelliklerini ve bulgular1 ortaya koyabilmek i¢in kesitlere Hematoksilen+Eozin
(H+E) ve Periodik asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyamalar1 yapildi. Boyama
icin alman kesitler 58°C’ lik etiivde 1 gece boyunca bekletildi. Ardindan testis

kesitleri parafinden arindirilmak i¢in Ksilen solusyonunda 2 kez 15’er dk bekletildi.
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Daha sonra kesitler yogunlugu azalan alkol serilerinden gegirilerek ¢esme suyunda5
dk bekletildi. Hiicre niikleusunun boyanmasi i¢in dokular 15 dk Hematoksilen ile
muamele edildikten sonra ¢esme suyunda kisa bir siire yikandi. Ardindan kesitler
%1’lik asit alkole batirilip ¢ikarilarak 25 dk cesme suyu altinda morartmaya
birakildi. Morartma isleminden sonra hiicre sitoplazmasinin boyanmasi ic¢in 3 dk
Eozin ile muamele edilen dokular son olarak yogunlugu artan alkol serilerinden
gecirildi. Ardindan Ksilen ile 2 kez 15 dk’lik saflagtirma islemi yapilip dokular
entellan ile kapatildi.

PAS+H boyamasi i¢in alinan kesitler ise 58°C’ lik etiivde 1 gece boyunca
bekletildikten sonra dokulara deparafinizasyon islemleri uygulandi. Ardindan
Periodik asit solusyonunda 13 dk bekletildi. Daha sonra ¢esme suyunda 10 dk, distile
suda ise 3 kez kisa bir siire yikandi. Karanlik ortama alinan dokular, Schiff solusyonu
igerisinde 15 dk bekletildikten sonra 3 kez 5’er dk yikama solusyonlarindan gegirildi.
Ardindan ¢esme suyunda 5 dk bekletilerek 10 dk Hematoksilen ile muamele edildi.
20 dk morartmaya birakilan dokular, yogunlugu artan alkol serilerinden gegirildi.
Son olarak Ksilen ile 2 kez 15 dk bekletilerek entellan ile kapatildi. Bulgular 151k
mikroskobu (Axiovision LE Rel 4.8; Carl Zeiss, AxioCam ERc5s) ile
fotograflandirildu.

Tiim deney gruplarmma ait testis kesitlerinin seminifer tiibiiliindeki
spermatogenik seri hiicrelerin ve intersitisyel doku hiicrelerinin siniflandirilmasi,

Tablo 1°de belirtilen kriterlere gére yapildi.
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Tablo 1. Spermatogenik seri hiicrelerin ve interstisyel doku hiicrelerinin

siiflandirilmasi (24, 29).

SPERMATOGENIK SERI HUCRELER

Sertoli Hiicreleri

Spermatogonyumlar

a) Tip A Koyu Spermatogonyum

b) Tip A Acik Spermatogonyum

c) Tip B Spermatogonyum

Primer Spermatositler

Sekonder Spermatositler

Spermatidler

Spermatozoon

INTERSTISYEL DOKU HUCRESI

Leydig Hiicreleri

MORFOLOJIK OZELLIKLER

Bazal lamina iizerine oturmus seminifer tiibiil
liimenine dogru uzanan prizmatik sekilli hiicrelerdir.

Bazal lamina ile direkt iliskide olan diploid
hiicrelerdir. Sertoli hiireleri arasinda bulunan
tikayici baglantilarin altinda bulunurlar.

Ince graniiler kromatin ve yogun bazofilik niikleuslu
hiicrelerdir.

Ince graniiler yapili ve agik boyanan niikleuslara
sahiptir.

Kromatini, niiklear kilif boyunca ve niikleolus
cevresinde kiimeler olusturan ve yuvarlak niikleus
igeren hiicrelerdir.

Spermatogonyumla  kiyaslandiginda  iki  kat
kromozom sayisina (4n) ve iki kat DNA miktarina
sahip hiicrelerdir.

Ikinci mayoz béliinmeye hemen girdiklerinden
dolayi kesitlerde az rastlanilir. Primer spermatositler
ile kiyaslandiginda daha kiigiik hiicrelerdir.

Seminifer tiibiil liimenine yakin alanda lokalize
haploid hiicrelerdir. Yuvarlak ya da poligonal
goriiniimlii, yogun niikleus igerirler.

Kuyruk yapisinin gelistigi limendeki hiicrelerdir.
Kii¢iik ve yogunlagsmis niikleusa sahiptir.

Bag dokusu igerisinde intertiibiiler alanda yerlesik,
tek tek ya da gruplar halinde yerlesim gosteren,
yuvarlak veya poligonal sekilli, yuvarlak niikleusa
sahip hiicrelerdir.

3.4. Cosentino Skoru ile Spermatogenezin Degerlendirilmesi

I, IV., VI. ve VIIIL gruplara ait testis kesitlerinin 151k mikroskobik olarak

incelenmesinde seminifer tiibiil duvarinda spermatogenezin degerlendirilmesi, Tablo

2’de belirtilen kriterlere gore yapilip 0-4 arasinda skorlandi.
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Tablo 2. Cosentino kriterleri ve skorlama (88).

Cosentino kriterleri

Spermatozoa ve spermatid kaybi
Germ hiicre tabakasinin yoklugu
Seminifer Tiibiil )
Germ hiicre tabakalarinin dejenerasyonu
Germ hiicre tabakalarinin diizensizlesmesi
Odem

Hemoraji

interstisyum

0: Hasar yok

1: Hafif hasar
Cosentino skorlama 2: Orta hasar

3: Siddetli hasar

4: Cok siddetli hasar

Bu degerlendirmeler, II., IV., VI. ve VIIIL. gruplarda her hayvan igin 3 testis
kesiti iizerinde ve her kesitten yuvarlak veya yuvarlaga yakin 10 tiibiiliin enine kesiti

olmak tizere toplam 30 tiibiil degerlendirilerek yapildi (89).

3.5. Immiinohistokimyasal Incelemeler

Tunikamisin indiiklii ortaya ¢ikan ER stresinin gdstergesi olan GRP-78/BiP,
bir transkripsiyon faktérii olan CHOP (Anti DDIT3), ve Kaspaz-3 gibi apoptoz
belirteclerin  ekspresyon diizeylerindeki  degisiklikler —immiinohistokimyasal
yontemler ile gosterildi.

Immiinohistokimyasal inceleme igin hazirlanan 4. giin deneklere ait testis
doku bloklarindan, Shandon Finesse 325 marka silindirli mikrotom kullanilarak 5 pm
kalmhiginda polilizin kapli lamlara GRP-78/BIP, CHOP ve aktif Kaspaz-3
aktivitesini arastirmak amaciyla kesitler alindi. Bunun i¢in immiinohistokimyasal
ABC (Avidin-Biotin Kompleks) yontemi uygulandi. Kesitler 55 °C’de inkiibe
edildikten sonra deparafinizasyon islemini takiben suya alindi. Dokuda formaldehit
fiksasyonundan kaynaklanan reseptor maskelenmesini onlemek i¢in kesitler 9%0.2
Triton-X solusyonuna (Chem Cruz, SC-29112A) alindi ve 10 dk bekletildi. Ardindan
kesitler 5 dk siireler ile fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) igerisinde 3 defa
calkalandiktan sonra, endojen peroksidaz aktivitesini Onlemek amaciyla 10 dk

siireyle metanolde hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit ile muamele edildi. Daha
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sonra kesitler 3 defa 5’er dk PBS ile yikandiktan sonra her bir dokunun gevresi
hidrofobik kalemle ¢izildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra nonspesifik antikor
baglanmalarini 6nlemek amaciyla kesitlere 7 dk %1 preimmiin rabbit serum (Ultra V
Block, LabVision, TA-015-UB) uygulamasi yapildi. Nemli kap i¢erisinde muhafaza
edilen her birkesit farkli antikor uygulanacak sekilde belirlendi ve ardindan farkli
diliisyonlarda hazirlanan 1/5000 GRP-78/BIP (Abcam, ab108613), 1/250 CHOP
(DDIT3) (Abcam, ab179823), 1/200 Kaspaz-3 (Thermo Scientific, PA5-16335),
primer antikorlar1 kesitlere nemli bir ortamda 1 saat oda 1sisinda uygulandi. Primer
antikor uygulamasini takiben PBS ile kesitler 3 kere 5’er dk yikandi. Yikama sonrasi
kesitler, uygun sekonder antikorda (Biotinylated Link, Dako, K0609) 30 dk
bekletildi. PBS ile 3 kez yikanan kesitlere 15 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu
(Streptavidin HRP, Dako, K0609) uygulandi. Siire bitiminde PBS ile 3 kez yikanan
kesitlere mikroskop altinda GRP-78 /BiP i¢in 10dk, CHOP i¢in 45 sn, Kaspaz-3 igin
2 dk 3’3-diaminobenzidine (DAB) kromojen soliisyonu (Vector, SK-4100) islemi
yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 1 dk Mayer’s hematoksilen ile
muamele edilerek zit boyama yapildi. Son olarak, kesitler alkol serilerinden gegirilip,
ksilen ile muamale edildikten sonra entellan (Merck, 107961.0500) ile kapatildi ve
151k mikroskobik (Axiovision LE Rel 4.8; Carl Zeiss) olarak incelendi. Elde edilen
preperatlara histolojikskorlama uygulanarak (H skor) semikantitatif  bir

degerlendirilme yapildi.

3.5.1. Histolojik skorlama (H skor)

4. giin gruplarmda GRP-78/BiP, CHOP (DDIT3) ve Kaspaz-3
immiinreaksiyonun yogunlugu H skor yontemiyle belirlendi (Axiovision LE Rel 4.8;
Carl Zeiss, x40). Hazirlanan preparatlar; birbirinden ve denek grubunun hangisi
oldugundan habersiz iki arastirici tarafindan rastgele 20 alan segilerek hiicrelerin
immiin boyanma yogunluguna gore siniflandirildi. (0: boyanma yok, 1+: zayif fakat
tespit edilebilir boyanma, 2+: orta ya da belirgin boyanma, 3+: yogun boyanma). Her
bir kesit i¢in H skor degeri, her bir yogunluk kategorisine ait boyanmis hiicre
yiizdesinin yogunluk ile ¢arpimindan elde edildi. H skor degerleri, H skor =
> Pi(i+1), i; boyanma yogunluk skoru, Pi; boyananhiicre yiizdesi formiilii ile

hesaplandi (14).
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3.6. Hormon Testleri

Deneyin 24. saat ve 4. giinii sakrifiye edilen deneklerin kardiyak kan
ornekleri alinarak, ayrilan serum Olclimlerin yapilacagi giine kadar -80° C’de
saklandi. Dordiincii giin deneklerin kan serumunda fertilizasyonda biiyliik 6neme

sahip total FSH, LH ve testosteron hormon diizeyleri, ELISA Kitleri ile galisildi.

3.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler icin tanimlayici istatistikler
ortanca (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. 24. saat ve 4. giin olgtimleri
arasindaki farkliliklar Wilcoxon eslestirilmis iki ornek testi ile degerlendirildi.
Sayisal degiskenler bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal-Wallis testi
ile analiz edildi. Kruskal-Wallis analizi sonucu anlamli bulundugunda, alt gruplarin
ikiserli karsilastirilmast ise Dunn’s testi ile yapildi ve tiim degerlendirmeler icin

p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

24. sa ve 4. giin kontrol ve deney gruplarindan alinan sag testis dokularinin
genel gortiniimleri 151k mikroskobunda morfolojik ve histopatolojik olarak incelendi.
4. giin deney gruplarinin immiinohistokimyasal analizleri ve hormon

degerlendirmeleri yapild.

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Yirmi dordiincii saat kontrol ve deney gruplarimn histolojik bulgularinin

karsilastirllmasi

Calismada olusturulan tiim deney gruplarina ait sigan testis dokularinin genel
morfolojilerini 151k mikroskobu ile degerlendirmek i¢in Hematoksilen+Eozin (H+E)
boyamasi yapilmistir. Tiim gruplara ait (H+E) goriintiileri Sekil 13’de gosterilmistir.
Ayrica tiim gruplara ait sigan testis dokularinin 151tk mikroskobu ile incelemek ve
bazal membran ile spermatidlerin goriinlirliiglinii artirmak amaciyla Periodik asit-
Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyamalari yapilmistir. Tiim gruplara ait(PAS+H)

goriintlileri Sekil 14°de gosterilmistir.

4.1.1.1. Hematoksilen+Eozin (H+E) boyama

Kontrol ve Shilajit Grubu

Kontrol ve Shilajit grubundaki sigan testis seminifer tiibtillerinin ¢ok sirali bir
epiteltabakasi ile doseli oldugu gozlendi. Seminifer tiibiil epiteli incelendiginde,
spermatogenik hiicre serileri ve Sertoli hiicrelerinin varlig1 saptandi. Bazal lamina
tizerine oturan Sertoli hiicreleri genellikle soluk boyanan sitoplazma ve karakteristik
niikleus sekilleri (armut, piramit, liggen ya da oval) ile diger spermatogenik
hiicrelerden ayird edildi. Sertoli hiicrelerinin lateral katlantilariarasina lokalize ¢ok
sayida normal morfolojiye sahip spermatogenik seri hiicreleri gozlendi. Bazal
laminaya yakin komsuluklu spermatogonyumlar oval sekildeki niikleuslar1 ile
izlendi. Spermatogonyumlarin hemen iizerinde yer alan ve 4n DNA miktarina sahip
olmalar1 nedeniyle daha biiyiik hacimli niikleus igeren primer spermatositler ayird

edildi. Gelisme evrelerine gore sekonder spermatosit ve spermatidlerin daha iist
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siralarda yerlesimli oldugu izlendi. Liimene yakin lokalize erken spermatidler ve geg
spermatidlerin  ayrimi1  yapilabildi. Seminifer tiibiill liimenlerinin ¢ogunda
spermatozoalara rastlanildi (Sekil 13. A, B, C).

Seminifer tiibiil epitelinin en distan bir tunika propriya ile ¢evrili oldugu
gozlendi. Diiz kas hiicrelerine benzeyen miyoid hiicreler, tunika propriyanin
ortasinda ve bu dokuya paralel sekilde uzanan koyu boyanmis ig goriiniimli uzun
niikleuslari ile gozlendi (Sekil 13. D, E, F).

Seminifer tiibiiller arasinda bulunan instersitisyel bag dokuda; kan damarlari
yakinlarinda yerlesik yuvarlak ya da poligonal sekilli, yuvarlak niikleusa sahip,
testosteron liretiminden sorumlu Leydig hiicreleri saptandi. Leydig hiicreleri tek tek
ya da gruplar seklinde goriildii. Aynm1 zamanda bu alanda lenfatik damalarlar,
kapilerler ve bag dokusu hiicreleri gézlendi (Sekil 13. A, B, C).

TM Grubu

TM verilen siganlarin testis dokusuincelendiginde, kontrol ve Shilajit grubu
ile kiyaslanmasi sonucu bazi seminifer tiibiillerde belirgin farkliliklar ve hasar
gozlendi. Hasarli olan seminifer tiibiiller incelendiginde seminifer epiteldeki
hiicrelerde dokiilme, incelmis tiibiil duvarive bazi tiibiillerde liimene atilmig olan
olgunlagsmamis germ hiicreleri (sperm halini almamis) gézlendi. Hasarli tiibiillerdeki
seminifer epitelde spermatogonyum ve primer spermatositler gézlendi. Hasarli
seminifer tiibiillerin olmasina ragmen Sertoli hiicre morfolojilerinde belirgin bir
degisiklik gozlenmedi. Seminifer tiibiil epitelinde kontrol ve Shilajit grubunda
olmayan vakuolizasyon dikkat g¢ekti. Insterstisyel alanda 6deme, normale yakin
goriinimlii Leydig hiicrelerine ve kan damarlarina rastlanildi. Bazi interstisyel
alanlarda hafifdenecek diizeyde hemorajiye rastlanildi. Birkag tiibiilde hasar gozlense
de korunmus olan spermatogenik seri hiicreler nedeniyle spermatogenezin devam
ettigi gozlendi (Sekil 13. G, H, 1).

TM+Shilajit Grubu

TM verilen ve Shilajit ile tedavi edilen sicanlarin testis dokusu
incelendiginde, hasarli tiibiil sayisinda bir azalma olsada, TM grubuna benzer hasarli
tiibiiller de gozlenildi. Baz1 hasarli tiibiillerde liimene atilmig olgunlasmamis germ
hiicrelerine bu grupta da rastlanildi. Hasarli tiibiilerde spermatogonyum ve primer

spermatositler gozlendi. Liimene yakin lokalizeolan erken spermatidler ve ge¢
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spermatidlerin ayrimi yapilabildi. Hasarli tiibiiller degerlendirildiginde, TM grubuna
kiyasla seminifer epiteldeki hiicre dokiilmesinin hafif diizeyde azaldigi veseminifer
epitel hiicre yogunlugunda azda olsa bir artisin oldugu gdzlendi. Sertoli hiicre
morfolojisinde herhangi bir farkliligin olmadigi saptandi. Hasarli seminifer tiibiil
epitelinde yine yer yer vakuolizasyon goriildii. TM grubuna kiyasla insterstisyel
alanda hafif diizeyde 6deme ve normale yakin Leydig hiicrelerine rastlanildi. Bazi
interstisyel alanlarda hafifdenecek diizeyde hemorajiye rastlanildi. Birkag tiibiilde
hasar gozlense de korunmus olan spermatogenik seri hiicreler nedeniyle

spermatogenezin devam ettigi gozlendi (Sekil 13.J, K, L).
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Sekil 13. Testis seminifer tiibiillerine ait 24. saat Hematoksilen+Eozin (H+E)
boyamasi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit x10, (E)
Shilajit x20, (F) Shilajit x40, (G) TM x10, (H) TM x20, (1) TM x40, (J) TM+Shilajit
x10, (K) TM+Shilajit x20, (L) TM+Shilajit x40. (IA) insterstisyel alan, (LH) leydig
hiicresi, (ST) seminifer tiibiil, (SE) seminifer epitel (germinal epitel), (L) seminifer
tibiil limeni, (SH) sertoli hiicresi, (SG) spermatogonyum (PS) primer spermatosit,
(STH) spermatid hiicresi, (SP) spermatozoon (spermiyum), (MH) miyoid hiicre,
(KD) kan damari, (V) vakuol, (OGH) olgunlasmamis germ hiicresi (immatiir hiicre),
(H) hemoraji.
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4.1.1.2. Periodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyama

Kontrol ve Shilajit Grubu

Kontrol ve Shilajit grubuna ait sican testis dokusu incelendiginde her bir
seminifer tiibiiliin etrafin1 saran bazal membran yapis1 ve spermatid baglari,
glikoprotein yapidan meydana geldigi i¢in PAS pozitif reaksiyon vererek mor-
menekse renginde boyandi. Bazal membran yapisi incelendiginde diizenli ve normal
morfolojide gozlendi. Yan yana yerlesimli iki seminifer tiibiilin bazal
membranlarinin ayrimi yapilabildi. Niikleusun iizerine oturmus kep seklinde PAS
pozitif reaksiyon veren akrozom yapisiyla erken spermatidler ile liimene uzanan
ipliksi tarzda kuyruklari ve koyu uzun baslariyla spermatozoalara doniisecek olan

gec spermatidler ayird edildi (Sekil 14. A, B, C), (Sekil 14. D, E, F).

TM Grubu

TM verilen gruba ait sigantestis dokusu incelendiginde yan yana yerlesimli
olan iki seminifer tiibiiliin bazal membran yapisinin ayrimi belirli bolgelerde
yapilabildi. Bazal membranda belirli bolgelerde diizensizlikler ve incelmelerin

oldugu gozlendi. Liimene yakin yerlesimde erken ve gec spermatidler gozlendi (Sekil

14.G, H, I).

TM+Shilajit Grubu

TM verilen ve Shilajit ile tedavi edilen sicanlarin testis dokusu
incelendiginde, yan yana yerlesimli olan iki seminifer tiibiilin bazal membran
yapisinin ayrimi belirli bolgelerde yapilabildi. Bazal membran yapisinda belirli
bolgelerde hafif diizeyde dizensizlikler gozlendi. TM grubuna goére bazal
membranda incelmelerin azaldig1 dikkat ¢ekti. Liimene yakin yerlesimde erken ve
gec spermatidler gozlendi. TM grubuna gore daha yogun spermatid baslar1 dikkat
cekti (Sekil 14.J, K, L).
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G

Sekil 14. Testis seminifer tiibiillerine ait 24. saat Periodik asit-Schiff+Hematoksilen
(PAS+H) boyamasi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit
x10, (E) Shilajit x20, (F) Shilajit x40, (G) TM x10, (H) TM x20, (1) TM x40, (J)
TM+Shilajit x10, (K) TM+Shilajit x20, (L) TM+Shilajit x40. (BM) bazal membran,
(STH) spermatid hiicresi.
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4.1.2. Dordiincii giin kontrol ve deney gruplarinin histolojik bulgularinin

karsilastirilmasi

Calismada olusturulan tiim deney gruplarina ait sigan testis dokularinin genel
morfolojilerini 151k mikroskobu ile degerlendirmek i¢in Hematoksilen+Eozin (H+E)
boyamas1 yapilmistir. Tiim gruplara ait (H+E) gorlintiileri Sekil 15°de gosterilmistir.
Ayrica tim gruplara ait sigan testis dokularinin 1s1k mikroskobu ile incelemek ve
bazal membran ile spermatidlerin goriniirligiinii artirmak amaciyla Periodik asit-
Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyamalar1 yapilmistir. Tiim gruplara ait (PAS+H)

goriintiileri Sekil 16’de gosterilmistir.

4.1.2.1. Hematoksilen+Eozin (H+E) boyama

Kontrol ve Shilajit Grubu

24. saat kontrol ve Shilajit grubuna ait siganlarin testis dokusuna benzer
morfoloji, 4. giin kontrol ve Shilajit grubuna ait sicanlarin testis dokusunda da

gozlendi (Sekil 15. A, B, C), (Sekil 15. D, E, F).

TM Grubu

TM verilen siganlarin testis dokusu incelendiginde, hasara ugramig seminifer
tibiillerin ~ sayisinin ~ arttigit  gozlendi. Bu tilibiillerin  seminifer epitelinde
vakuolizasyoun arttig1 gozlendi. Ayrica hasarli olan tiibiillerde liimene atilmig
olgunlasmamis germ hiicrelerine rastlanildi. Hasarli olan tiibiillerde spermatogonyum
ve primer spermatositlerin varlig1 saptandi. Baz tiibiillerde ise asir1 derecede tiibiiler
dejenerasyon izlendi. Bu dejenerasyon spermatogenik hiicrelerin biiyiik bir kisminin
ortadan kalktig1, baz1 spermatogenik hiicrelerin 6zellikle spermatidlerin bir araya
gelerek gruplar olusturdugu ve bu gruplarinda dejeneratif bir goriinim meydana
getirdigi gozlendi. Bu dejeneratif goériiniime ragmen Sertoli hiicre morfolojisinde
belirgin bir degisiklik gozlenmedi. Instersitisyel alanda ve seminifer tiibiil
limenlerinde hafif diizeyde hemoroji goriildii. insterstisyel alanda hafif diizeyde
O0dem saptandi. Ayrica normale yakin gériiniimlii Leydig hiicreleri gozlendi (Sekil

15.G, H, I).
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TM+Shilajit Grubu

TM verilen ve Shilajit ile tedavi edilen sicanlarin testis dokusu incelendiginde,
hasara ugramis tiibiil sayisinda azda olsa azalmanin oldugu gozlendi. Bu tiibiillerin
yine deseminifer epitelinde vakuolizasyonun oldugu gozlendi. Seminifer tiibiillerde ki
seminifer epitel hiicre yogunlugunda azda olsa bir artis oldugu ve Sertoli hiicre
morfolojisinde belirgin bir farkliligin olmadig1 saptandi. Sadece baz tiibiillerde hafif
diizeyde bir yenilenme belirtilerinin oldugu goézlendi. Bu tiibiiller genellikle igerdikleri
spermatogonyum ve spermatosit kolonileri seklinde gozlendi. Asirt  derecede
dejenerasyonun oldugu tiibiil sayisinda azalmanin oldugu dikkat cekti. Instersitisyel
alanda hafif diizeyde hemoraji ve 6dem goriildii. Ayrica normale yakin goriiniimlii
Leydig hiicreleri gozlendi. Birkac tiibiilde hasar gozlense de korunmus olan

spermatogenik seri hiicreler nedeniyle spermatogenezin devam ettigi gozlendi (Sekil

15.J, K, L).
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Sekil 15. Testis seminifer tiibiillerine ait 4. gin Hematoksilen+Eozin (H+E)
boyamasi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit x10, (E)
Shilajit x20, (F) Shilajit x40, (G) TM x10, (H) TM x20, (1) TM x40, (J) TM+Shilajit
x10, (K) TM+Shilajit x20, (L) TM+Shilajit x40. (TA) tunika albuginea,(V) vakuol,
(SH) sertoli hiiresi, (SG) spermatogonyum, (PS) primer spermatosit, (STH)

spermatid hiicresi, (H) hemoraji, (oklar) tiibiiler dejenerasyon.
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4.1.2.2. Periodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyama

Kontrol ve Shilajit Grubu

24. saat kontrol ve Shilajit grubuna ait siganlarin testis dokusuna benzer

morfoloji, 4. giin kontrol ve Shilajit grubuna ait siganlarin testis dokusunda da

gozlendi (Sekil 16. A, B, C), (Sekil 16. D, E, F).

TM Grubu

TM verilen gruba ait sigantestis dokusu incelendiginde yan yana yerlesimli
olan iki seminifer tibiiliin bazal membran yapilari ¢ok fazla ayird edilemedi. Ayrica
bazal membranda belirli bolgelerde diizensizlikler ve incelmeler gozlendi. Liimene

yakin yerlesimli erken ve ge¢ spermatidlerin ayrimi yapilabildi (Sekil 16.G, H, I).

TM+Shilajit Grubu

TM verilen ve Shilajit ile tedavi edilen siganlarin testis dokusu
incelendiginde, yan yana yerlesimli olan iki seminifer tiibiilin bazal membran
yapisinin ayrimi yapilabildi. Bazal membran yapisinda belirli bolgelerde hafif
diizeyde diizensizliklere rastlanildi. Ayrica TM grubuna gore bazal membranda
incelmelerin azaldigi dikkat ¢ekti. Liimene yakin yerlesimde erken ve geg
spermatidler gézlendi. TM grubuna gore daha yogun spermatid baglar1 dikkat gekti
(Sekil 16.J, K, L).
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Sekil 16. Testis seminifer tiibiillerine ait 4. giin Periodik asit-Schiff+Hematoksilen
(PAS+H) boyamasi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit
x10, (E) Shilajit x20, (F) Shilajit x40, (G) TM x10, (H) TM x20, (1) TM x40, (J)
TM+Shilajit x10, (K) TM+Shilajit x20, (L) TM+Shilajit x40. (BM) bazal membran,
(STH) spermatid hiicresi.
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4.1.3. Yirmi dordiincii saat ve dordiincii giin kontrol ve deney gruplarmin

histolojik bulgularinin karsilastirilmasi

24. saat ve 4. giin kontrol ve Shilajit grubuna ait si¢anlarin testis dokusu H+E
ve PAS boyamalar ile incelendiginde gruplar arasinda belirgin bir farklilik
gozlenmedi (Sekil 13. A-F),(Sekil 15. A-F), (Sekil 14. A-F), (Sekil 16. A-F).

24. saat ve 4. giin TM grubuna ait si¢anlarin testis dokusu incelendiginde,
seminifer epiteldeki vakuolizasyonun 24. saat grubunda daha az oldugu goézlendi. 4.
giin grubunda hasarli seminifer tiibiil sayis1 daha fazla idi. Ayn1 zamanda 4. giin
grubunda dejenerasyona ugramis tiibiiller de dikkat ¢ekmekteydi. Her iki grupta da
hafif diizeyde 6dem ve hemoraji gbzlendi. 4. giin grubunda seminifer tiibiil hasarinin
daha fazla oldugu dikkat cekti (Sekil 13. G, H, I), (Sekil 15. G, H, I). PAS+H
boyama sonuglari degerlendirildiginde; 24. saat grubuna ait testis dokusunda yan
yana yerlesimli olan iki seminifer tiibiiliin bazal membran yapilar1 ayird edilebilirken
4. giin grubunda ayird edilemedi (Sekil 14. G, H, I), (Sekil 16. G, H, I).

24. saat ve 4. gin TM +Shilajit grubuna ait siganlarin testis dokusu
incelendiginde, seminifer epitelde vakuolizasyonun devam ettigi saptandi. 4. giin
grubunda ise dejenerasyona ugramis tiibiillerde azda olsa azalmanin oldugu fark
edildi. Her iki grupta da hafif diizeyde 6dem ve hemoraji gézlendi (Sekil 13. J, K, L),
(Sekil 15. J, K, L). PAS+H boyama sonuglar1 degerlendirildiginde her iki deney
grubunda da iki seminifer tiibiil bazal membran yapis1 ayrimi1 yapilabildi (Sekil 14. J,
K, L), (Sekil 16.J, K, L).

4.2. immiimohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Dérdiincii giin kontrol ve deney gruplarinda GRP78/BIiP, CHOP ve

Kaspaz-3 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

4. giin grubuna ait deneklerin testis dokusunda, immiinohistokimyasal yontem
ile GRP78/BIP, CHOP ve Kaspaz-3 ekspresyonu degerlendirildiginde; o6zellikle
seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenik seri hiicrelerinde ve instersitisyumda
farkli boyama siddetlerinde (boyama yok-zayif-orta-yogun) GRP78/BiP, CHOP ve
Kaspaz-3’in ifade edildigini gozlemledik (Sekil 15), (Sekil 16), (Sekil 17). Normal
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tavsan Immiinoglobulin-G serumu ile muamele edilmis negatif kontrol 6rneklerinde
ise herhangi bir immiin reaksiyon gézlemedik (Sekil 18).

Morfolojik olaral elde ettigimiz bulgularimizi, histolojik skorlama (H skor)
yontemi ile semikantitatif verilere doniistiirerek gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilgm olup olmadigmi GRP78/BiP, CHOP ve Kaspaz-3
immiinreaktivitesi i¢in degerlendirdik (Tablo 3). Histolojik skorlama, rastgele 20
alan secilip bu alanlarda belirlenen tiibiillerde ki rastgele 100 spermatogenik seri
hiicrelerin  GRP78/BiP, CHOP ve Kaspaz-3 immiinoreaktivite siddetinin
degerlendirilmesi ile gergeklestirildi (0:boyanma yok, 1:zayif, 2:orta, 3:yogun
boyanma).

Gruplar arasinda GRP78/BIP, CHOP ve Kaspaz-3 immiinore aktivitesi icin H
skor degerleri Grafik 1, Grafik 2 ve Grafik 3’te verilmistir.

GRP78/BIP immiinoreaktivitesi icin gruplar arasindaki ikili kiyaslamalarda,
kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda,
TM+Shilajit ve TM grubu arasinda H skorun anlamli bir farklilik gdstermedigini
saptadik. Shilajit ve TM+Shilajit grubu arasinda, Shilajit ve TM grubu arasinda,
kontrol ve TM grubu arasinda H skorun anlamli farklilik gosterdigini saptadik
(p<0.001). Shilajit grubu, TM+Shilajit ve TM grubu ile kiyaslandiginda anlamli
diizeyde bir azalmanin oldugunu tespit ettik. Kontrol grubu, TM grubu ile
kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir azalmanin oldugunu saptadik.

CHOP immiinoreaktivitesi i¢in gruplar arasindaki ikili kiyaslamalarda,
kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda, Shilajit ve
TM-+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM grubu arasinda H skorun anlamli
farklilik gostermedigini saptadik. Kontrol ve TM grubu arasinda, Shilajit ve TM
grubu arasinda H skorun anlamli farklilik gosterdigini saptadik (p=0.001). TM
grubu, kontrol ve Shilajit grubu ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde artmanin
oldugunu saptadik.

Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi i¢in gruplar arasindaki ikili kiyaslamalarda,
kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda, Shilajit ve
TM+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM grubu arasinda H skorun anlaml
farklilik gdstermedigini saptadik. Kontrol ve TM grubu arasinda, Shilajit ve TM
grubu arasinda H skorun anlamli farklilik gosterdigini saptadik (p<0.001). TM
grubu, Kontrol ve Shilajit grubu ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir artmanin

oldugunu saptadik.
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Tablo 3. 4. giin kontrol ve deney gruplarina ait GRP78/BIP, CHOP ve Kaspaz-3

immiinoreaktivitesi i¢in H skor degerleri.

Shilajit Tunikamisin Tunikamisin+ p
Gruplar n=8 n=8 n=8 Shilajit
n=38
GRP78/BiP 114 102 162 133 <0.001
_ (114-119)° (96-112)2 (151-176) (128-145)
2 CHOP 109 119 207 141 0.001
£ (107-130)° (108-135)" (191-213) (127-147)
Kaspaz-3 121 129 200 168 <0.001
(110-125)° (109-132)" (182-202) (132-172)

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmistir.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
4p<0.05 TM ve TM+Shilajit grubu ile kiyaslandiginda.
bp<0.05 TM grubu ile kiyaslandiginda.

*p<0.05 TM grubu ile kiyaslandiginda.

Grafik 1. 4. giin kontrol ve deney gruplarma ait GRP78/BIP immiinreaktivitesi igin

H skor analizi.
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Grafik 2. 4. giin kontrol ve deney gruplarina ait CHOP immiinreaktivitesi igin
H skor analizi.
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Grafik 3. 4. giin kontrol ve deney gruplarina ait Kaspaz-3 immiinreaktivitesi igin
H skor analizi.

2207

2007

180

1607

Kaspaz-3

140

- .

1007

T T T T
Kontral Shilajit Tunikamisin Tunikamisin + Shilajit

Grup

60



Sekil 17. 4. gin kontrol ve deney gruplarinin testis seminifer tiibiilllerinde
GRP78/BIP ekspresyonunun immiiniihistokimyasal olarak gsterilmesi. (A) Kontrol
x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit x10, (E) Shilajit x20, (F) Shilajit
x40, (G) TM x10, (H) TM x20, (I) TM x40, (J) TM+Shilajit x10, (K) TM+Shilajit
x20, (L) TM+Shilajit x40.



Sekil 18. 4. giin kontrol ve deney gruplarinin testis seminifer tiibiilllerinde CHOP
ekspresyonunun immiiniihistokimyasal olarak gosterilmesi. (A) Kontrol x10,
(B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit x10, (E) Shilajit x20, (F) Shilajit x40,
(G) TM x10, (H) TM x20, (I) TM x40, (J) TM+Shilajit x10, (K) TM+Shilajit x20,
(L) TM+Shilajit x40.
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Sekil 19. 4. giin kontrol ve deney gruplarinin testis seminifer tiibiilllerinde Kaspaz-3
ekspresyonunun immiiniihistokimyasal olarak gosterilmesi. (A) Kontrol x10,
(B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit x10, (E) Shilajit x20, (F) Shilajit x40,
(G) T™M x10, (H) TM x20, (1) TM x40, (J) TM+Shilajit x10, (K) TM+Shilajit x20,
(L) TM+Shilajit x40.
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4.2.2. Dordiincii giin kontrol ve deney gruplarina ait negatif kontrol goriintiileri

.
.
-
Sekil 20. 4. giin kontrol ve deney gruplarinin negatif kontrol gériintiileri. (A) Kontrol
x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrolx40, (D) Shilajit x10, (E) Shilajit x20, (F) Shilajit

x40, (G) TM x10, (H) TM x20, (I) TM x40, (J) TM+Shilajit x10, (K) TM-+Shilajit
x20, (L) TM+Shilajit x40.
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4.3. Dordiincii Giin Kontrol ve Deney Gruplarinda Spermatogenezin Cosentino

Skoru ile Degerlendirilmesi

Testiste TM’e bagli olarak gergeklesen ER stresinin, seminifer tiibiil
duvarinda spermatogenezde meydana gelen morfolojik degisimleri ve Shilajit’in
koruyucu kullanimina baglhh olarak ortaya c¢ikabilicek muhtemel iyilesmeyi
degerlendirmek amaciyla boyanmis H+E testis preparatlar1 iizerinde, Cosentino
kriterlerine gére semikantitatif bir skorlama yaptik (0: hasar yok, 1: hafif hasar,
2:0rta hasar, 3: siddetli hasar, 4: ¢cok siddetli hasar). (Tablo 4).

Istatistiksel analiz sonucunda, ikili kiyaslamalarda, kontrol ve Shilajit grubu
arasinda, Shilajit ve TM+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM grubu arasinda
Cosentino skorunun anlamli farklilik goéstermedigini tespit ettik. Kontrol ve
TM+Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM grubu arasinda, Shilajit ve TM grubu
arasinda anlamli farkliligin oldugunu tespit ettik (p<0.001). Kontrol grubu, TM
grubu ile kiyaslandiginda anlaml diizeyde azalmanin oldugunu tespit ettik. Kontrol
grubu TM+Shilajit grubu ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde azalmanin oldugunu
saptadik. Shilajit grubu, TM grubu ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde azalmanin
oldugunu saptadik.

Ek olarak 6dem ve hemoraji bakimindan gruplar istatistiksel agidan
degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin

olmadigini saptadik (p>0.05).
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Tablo 4. 4. giin kontrol ve deney gruplarina ait Cosentino skor analizleri.

Kontrol Shilajit Tunikamisin  Tunikamisin+ p
Gruplar (n=8) (n=8) (n=8 Shilajit
(n=8)
Spermatozoa ve 0.00 0.00 3.00 1.50 <0.001
spermatid kayb1 (0-0)? (0-3)° (0-3) (1-2) '
:E Germ hiicre 0.00 0.00 2.00 1.00 <0.001
= tabakasinin yoklugu (0-0)? (0-2)° (0-2) (1-1) '
- w ,
5 &  Germ hiicre
= E tabakalarmin (%_%(;a (8-?1())" é)g?) (11_020) <0.001
T E  dejenerasyonu
Y wn G hi
o €rm nhucre
c 0.00 0.00 4.00 1.00
= tabakalarinin ‘ma b ) ) <0.001
§ diizensizlesmesi (0-0) (0-4) (0-4) (1-2)
o
O
£ - 1.00 1.00 1.00 1.00
; Odem (0-1) (0-1) (1-1) (0-1) 0.264
g . 000  0.00 0.00 0.00
E Hemoraji (0-0) (0-0) (0-1) (0-1) 0.559

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmistir.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
8p<0.05 TM ve TM+Shilajit grubu ile kiyaslandiginda.
bp<0.05 TM grubu ile kiyaslandiginda.

4.4. Dordiincii Giin Kontrol ve Deney Gruplarinda FSH, LH ve Testosteron
Degerlerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Spermatogenezde ve fertilizasyonda biiyilk oneme sahip FSH, LH ve
testosteron degerlerinde meydana gelen degislikler ELISA kitleri ile ¢alisildi ve elde
edilen degerler istatistiksel olarak Tablo 5’te ifade edildi. Gruplara gore FSH, LH,
testosteron diizeyleri Grafik 4, Grafik 5 ve Grafik 6’da sunuldu.

FSH diizeyleri Shilajit verilen grupta azalma gdstermesine ragmen
istatistiksel analiz sonucunda, FSH i¢in ikili kiyaslamalarda kontrol ve TM+Shilajit
grubu arasinda, kontrol ve TM grubu arasinda, Shilajit ve TM+Shilajit grubu
arasinda, TM+Shilajit ve TM arasinda anlamli farkliigin olmadigin1 saptadik.
Shilajit ve TM grubu arasinda, Shilajit ve Kontrol grubu arasinda anlamli farkliligin
oldugunu gozlemledik (p=0.001). Shilajit grubu, TM ve kontrol grubu ile

kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir azalmanin oldugunu saptadik.
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LH ve testosteron diizeyleri Shilajit verilen grupta artma gdstermesine
ragmen istatistiksel agidan degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli farkliligin

olmadigini saptadik (p>0.05).

Tablo 5. 4. giin kontrol ve deney gruplarinda FSH, LH ve Testosteron hormon

degerlerinde meydana gelen degisimler.

Kontrol Shilajit Tunikamisin  Tunikamisin+  p
Gruplar n=8 n=8 n=8 Shilajit
n=38
8.39 2.62 6.00 4.06 0.001
FSH(mIU/ml) (3.10-19.77)  (0.205-3.14)? (3.83-25.64)  (0.249-14.61)
S 209.53 340.48 188.05 334.77 0.264
€ LH (mIUu/ml)
5 (21.14-395.91) (210.48-476.80) (42.82-426.75) (40.35-353.38)
I 140.97 240.11 105.09 215.96 0.068

T L
estosteron(nmol/L) 7 o= 332 50) (111.74-378.09) (28.88-206.86) (28.06- 265.41)
Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmistir.

p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4p<0.05 TM ve Kontrol grubu ile kiyaslandigina.

Grafik 4. 4. giin kontrol ve deney gruplarinda FSH hormon degerinde meydana

gelen degisimler
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etmektedir.
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Grafik 5. 4. giin kontrol ve deney gruplarinda LH hormon degerinde meydana gelen

degisimler
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Grafik 6. 4. giin kontrol ve deney gruplarinda LH hormon degerinde meydana gelen

degisimler
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4.5. Yirmi Dordiincii Saat Kontrol ve Deney Gruplarinda Total Viicut Agirhg:
ve Testis Agirhginda Meydana Gelen Degisiklikler

Deneyin baslangicinda, TM uygulanmasindan 24. saatte sakrifikasyondan
hemen Once tartilan deneklerin agirliklar istatistiksel olarak analiz edildi ve Tablo
6’da gosterildi.

Sag ve sol testis agirliklar istatistiksel acidan degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlamli farkliligin olmadigini saptadik (p>0.05).

Sag testis agirligt (gr)/100 gr viicut agirligr bakimindan ikili kiyaslamalarda,
kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit, kontrol ve TM grubu
arasinda, TM+Shilajit ve TM grubu arasinda anlamli farkin olmadigmi tespit ettik.
TM ve Shilajit grubu arasinda, Shilajit ve TM+Shilajit grubu arasinda anlaml farkin
oldugunu saptadik (p=0.005). TM grubu, Shilajit grubu kiyaslandiginda anlamli
diizeyde bir azalmanin oldugunu saptadik. Shilajit grubu, TM+Shilajit grubu
kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir artisin oldugunu tespit ettik.

Sol testis agirlig (gr)/100 gr viicut agirligi bakimindan ikili kiyaslamalarda,
kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda, kontrol ve
TM grubu arasinda, Shilajit ve TM+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM
grubu arasinda anlamli fark olmadigini tespit ettik. Sadece Shilajit ve TM grubu
arasinda anlamli farkin oldugunu saptadik (p=0.016). Shilajit grubu, TM grubu

kiyaslandiginda anlamli diizeyde bir artisin oldugunu tespit ettik.
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Tablo 6. 24. sa kontrol ve deney gruplarminin total viicut agirligi ve testis
agirliklarinda meydana gelen degisiklikler
Kontrol Shilajit Tunikamisin ~ Tunikamisin+ p
Gruplar (n=8) (n=8) (n=8 Shilajit
(n=8)

Sakrifikasyon 370 333 373.50 359.50
denek agirlig: (341-436) (325-352) (353-405) (319-395)
Sag testis agirhgi 1.56 1.57 1.53 1.48 0.319

(1.37-1.80) (1.50-1.81) (1.44-1.63) (1.29-1.70)
Sol testis agirhg 1.60 1.56 1.57 1.53 0.761

(1.38-1.77) (1.49-1.61) (1.40-1.67) (1.30-1.66)
Sag testis agirhgi 0.40 0.46 0.40 0.41 0.005
(er)/100 gr viicut (0.39-0.47) (0.45-0.56)* (0.36-0.45)? (0.36-0.44)
agirhgi
Sol testis agirhg 0.40 0.45 0.41 0.42 0.016
(gr)/100 gr viicut (0.39-0.48) (0.44-0.49)° (0.38-0.46) (0.37-0.46)

agirhgi

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.

p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4p<0.05 Shilajit grubu ile kiyaslandiginda.

bp<0.05 TM grubu ile kiyaslandiginda.

*p<0.05 TM+ Shilajit grubu ile kiyaslandiginda.

4.6. Dordiincii Giin Kontrol ve Deney Gruplarinda Total Viicut Agirhgi ve

Testis Agirhginda Meydana Gelen Degisiklikler

Deneyin baslangicinda, TM uygulanmasindan 4. giinde sakrifikasyondan

hemen Once tartilan deneklerin agirliklar istatistiksel olarak analiz edildi ve Tablo

7’de gosterildi.

Sag ve sol testis agirliklar istatistiksel acidan degerlendirildiginde gruplar

arasinda anlaml farklili§in olmadigini saptadik (p>0.05).

Sag testis agirligr (gr)/100 gr viicut agirligit bakimindan gruplar arasindaki

farkin anlamli olmadigini tespit ettik (p=0.499).

Sol testis agirligr (gr)/100 gr viicut agirligr bakimindan gruplar arasindaki

farkin anlamli olmadigini saptadik (p=0.697).
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Tablo 7. 4. giin kontrol ve deney gruplarminin total viicut agirligi ve testis

agirliklarinda meydana gelen degisiklikler

Kontrol Shilajit Tunikamisin ~ Tunikamisin+ p
Gruplar (n=8) (n=8) (n=8) Shilajit
(n=8)

Sakrifikasyon 365.50 360.50 314.50 335.00
denek agirhgi (330-386) (324-383) (287-336) (312-503)
Sag testis agirhgi 1.63 151 1.48 1.63 0.156

(1.38-1.77) (1.36-1.62) (1.23-1.57) (1.34-2.15)
Sol testis agirhgi 1.68 1.50 1.48 1.63 0.100

(1.40-1.78) (1.39-1.70) (1.22-1.63) (1.30-2)
Sag testis agirhgi 0.45 0.41 0.45 0.42 0.499
(gr)/100 gr viicut (0.39-0.52) (0.36-0.47) (0.37-0.53) (0.39-0.62)
agirhgi
Sol testis agirhgi 0.46 0.42 0.44 0.40 0.697
(gr)/100 gr viicut (0.40-0.53) (0.37-0.51) (0.37-0.55) (0.38-0.64)
agirhgi

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.

p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.7. Yirmi Dordiincii Saat ve Dordiincii Giin Kontrol ve Deney Gruplarinda
Total Viicut Agirh@ ve Testis Agirhginda Meydana Gelen Degisikliklerin

Karsilastirilmasi

24. saat ve 4. giin kontrol ve deney gruplarina ait deneklerin sakrifikasyon
giinii total viicut agirligi ve testis agirliklarinda meydana gelen degisikliklerin birlikte
karsilastirilmasi istatistiksel olarak degerlendirilmis ve Tablo 8’de gosterilmistir.

Kontrol grubu i¢in; sag testisin 24. saat ile 4. giin 6l¢limii arasinda farkin
anlamli bulunmadigim saptadik (p=0.833). Sol testisin 24. saat ile 4. giin 6l¢iimi
arasinda farkin anlamli bulunmadigini tespit ettik (p=0.484).

Shilajit grubu icin; sag testisin 24. saat ile 4. giin dl¢limii arasinda farkin
anlamli bulunmadigini saptadik (p=0.092). Sol testisin 24. saat ile 4. giin 6l¢iimii
arasinda farkin anlamli bulunmadigini tespit ettik (p=0.445).

TM grubu icin; sag testisin 24. saat ile 4. giin 6l¢limii arasinda farkin anlaml
bulunmadigini tespit ettik (p=0.068). Sol testisin 24. saat ile 4. gilin 6l¢limii arasinda
farkin anlamli bulundugunu saptadik (p=0.017). 4. giindeki Olgiimiin, 24. saatteki
Olctime gore anlamli derecede diisiik oldugunu tespit ettik.

TM+Shilajit grubu i¢in; sag testisin 24. saat ile 4. giin 6l¢iimii arasinda farkin
anlamli bulunmadigin1 saptadik (p=0.161). Sol testisin 24. saat ile 4. giin 6l¢iimii

arasinda farkin anlamli bulunmadigin tespit ettik (0.161).
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Tablo 8. 24.sa ve 4. giin kontrol ve deney gruplarinin total viicut agirligi ve testis

agirliginda gozlenen degisikliklerin karsilastirilmasi

24. Saat 4.Giin p
Sakrifikasyon Denek 370 365.50
= Agirhg (341-436) (330-386)
= Sag Testis Agirhg 1.56 1.63 0.833
s < (1.37-1.80) (1.38-1.77)
X Sol Testis Agirlign 1.60 1.68 0.484
(1.38-1.77) (1.40-1.78)
Sakrifikasyon Denek 333 360.50
- Agirhg (325-352) (324-383)
T % Sag Testis Agirhg 1.57 151 0.092
'(c/E) c (1.50-1.81) (1.36-1.62)
Sol Testis Agirhg 1.56 1.48 0.445
(1.49-1.61) (1.22-1.63)
- Sakrifikasyon Denek 373.50 314.50
D Agirhg (353-405) (287-336)
% % Sag Testis Agirhgi 1.53 1.48 0.068
X c (1.44-1.63) (1.23-1.57)
E Sol Testis Agirhg 1.57 1.48 0.017
(1.40-1.67) (1.22-1.63)*
- Sakrifikasyon Denek 359.50 335
2 Agirhg (319-395) (312-503)
% + E‘ % Sag Testis AZirhg 1.48 1.63 0.161
<= Ec< (1.29-1.70) (1.34-2.15)
E " TSol Testis Agirhg 1.53 1.63 0.161
(1.30-1.66) (1.30-2)

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.
p<0.05 oldugunda istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir
4p<0.05 TM grubu 24. saatteki 6l¢lim ile kiyaslandiginda.

72



5. TARTISMA

Calismamizda, endoplazmik retikulum stresine bagl testis seminifer
tiibiillerinde meydana gelen apoptozis ile infertilite arasindaki iliski, Shilajit’in
Endoplazmik retikulum stresini baskilayarak apoptozis ve infertiliteyi onlemedeki ve
tedavideki etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
deneyin 1. giinii tek doz 200 pg/ kg Tunikamisin (TM) s.c. yoldan uygulanmis olup,
24. saat ve 4. giin sonra deneklerden elde edilen testis dokusunun Oncelikle genel
morfolojisi degerlendirilmig, ardindan 4. giin deneklerinden elde edilen testis
dokusunda, TM indiikli endoplazmik retikulum (ER) stresine bagli seminifer
tiibiillerdeki hasar Cosentino skoru ile semikantitatif olarak analiz edilmistir. Ayn1
zamanda yine 4. giin grubundan elde edilen testis dokusunda, seminifer tiibiil
hiicrelerindeki ER stresinin varligi, GRP78/BIP immiinreaktivitesindeki degisiklikler
ile degerlendirilmis olup ayn1 zamanda CHOP ve Kaspaz-3 immiinreaktivitiesindeki
degisiklikler de arastirilmistir. Ek olarak 4. giinii sakrifiye edilen deneklerin kardiyak
kan Orneklerinde total LH, FSH ve testosteron diizeyleri ELISA Kkitleri ile
incelenmistir. Ayrica bu siirecte deneyin 1. giinii antioksidan olarak oral yoldan giin
asir1 uygulanmaya baslayan Shilajit’in (100 mg/kg) etkinligi arastirtlmistir.

ER stresi uyaricisi olan TM, 6karyotik hiicrelerde oligosakkarit zincirlerinin
proteinlerdeki asparagin gruplarina baglanmas: icin etkili olan dolikol N-
asetilglukozamin disiilfit sentezini durdurmaktadir (9, 12, 59, 74, 75). Boylece
hiicrelerde N-glikozilasyonu inhibe ederek ER stresine neden olur (90, 91). Bir N-
glikozilasyon inhibitdrii olan TM, katlanmamis protein yanitina neden oldugundan
dolayr ER stresinin farmakolojik indiikleyicisi olarak bir¢ok biyolojik calismada
yaygin olarak kullanilmaktadir (6, 10, 62, 90, 92).

ER stresi ile ilgili deneysel ¢alismalarda, TM disinda farkli stres ajanlar1 da
kullanilmaktadir. Ornegin; Ji ve ark. (8), testiste germ hiicrelerinin apoptozisini ve
ER stresini tetikleyen farkli bir uyarict toksik madde olan Kadmiyum ile yapmis
oldugu ¢alismada, erkek farelere (i.p.) olarak 2.0 mg/kg Kadmiyum kloriir uygulamis
olup Askorbik asit’in ER stresi ve UPR’yi inhibe ederek testis germ hiicrelerinin
apoptozisten korundugunu gézlemlemislerdir

Gong ve ark. (7), farkli bir ER stresi ajan1 Nonilfenol ile Sertoli hiicre
kiiltiirlinde yaptiklar1 ¢alismada, ER stresi, hiicrede morfolojik degisiklikler,

apoptoziste artis ve canliligin azalmasi gibi bulgular1 gostermislerdir.
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Kim ve ark. (93), C57BL/6 farelerde, giinde 42 °C’de 15 dk uyguladiklari ii¢
ya da bes c¢evrim testikiiler hipertermi islemi ile olusturduklart ER stresi
calismasinda, Leydig hiicrelerinin apoptozisi sonucu testosteron liretiminin azaldigini
saptamislardir. Ayrica GRP78/BIP ve CHOP seviyelerinde artis, steroidojenik enzim
ve progesteron diizeylerinde azalma gozlenmistir.

Tabuchi ve ark. (94), fare testikiiler Sertoli hiicre kiiltiiriinde, ER stresine
eslik eden hiicresel hasarda rol oynayan mekanizmalar1 saptamak icin yaptiklar1 gen
ag1 analizinde, ER stresi ajan1 olarak endokrin bozucu bir kimyasal olan Bisphenol A
kullanmiglardir.

Chung ve ark. (95), sigan kortikal néronal primer hiicre kiiltiirii ile yapmis
olduklar1 caligsmada, ER stresini uyarmak i¢in Thapsigargin uygulamasi yapmislardir.

Zhang ve ark. (96), rat bagirsak epitel hiicrelerinde (IEC-6) yapmis olduklar
calismada, 10 Gy 1sinlama yaparak ER stresini uyarmiglardir. Isinlanmis hiicrelerde,
ATF6’nin aktif formunun 6nemli bir degisiklik gostermedigi fakat PERK ve IREI
sinyal yolaklarinin bu tiir ER stresiyle iliskili oldugunu bulmuslardir.

Balcan ve ark. (13), TM’in embriyonik donemin 17. giinii ile 1. ve 3.
postnatal giinlerine ait fare dalak dokularina etkisinin arastirildigi c¢aligmada,
ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenlerinin glikozilasyonunun, hiicre-hiicre ve
hiicre-ECM etkilesimlerinin diizenlenmesinde 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica TM uygulamasindan kaynakli glikozilasyon degisiminin ya da eksikliklerinin,
gelisen dalak dokularinda apoptotik etkiler olusturdugu ve apoptotik hiicre sayisini
artirdigini belirtmislerdir.

Shen ve ark. (64), TM ile yaptiklar1 ¢caligmada, ER stresi ile uyarilan primer
kiiltiirdeki yenidogan sican kardiyomiyositlerinde apoptozisi arastirmiglardir.

Lu ve ark. (97), sican dorsal kok ganglion néronlarinda, in vitro ortamda ER
stresini olusturmak i¢in TM kullanmislardir. ER stresinin aktivasyonu sonucu rat
dorsal kok gangliyon (DRG) néronlarinda apoptoz ve mikondriyal disfonksiyon
meydana gelmistir ve norotoksite, ndro-inflamasyona karst Isoquercetin’in
diizenleyici etkinligi arastirilmis ve apoptoz yolaklarinda konsantrasyona bagl
koruyucu bir rolii oldugu rapor edilmistir.

Jang ve ark. (91), TM ile uyarilan ER stresinin, osteoblast farklilasmasinda
sorumlu olan BMP-2 (Kemik morfojenik protein 2) iizerindeki negatif etkisini
gostermislerdir. Yaptiklar: bu calismada TM, osteoblast hiicrelerinde CREBH (Siklik
AMP (cAMP) yanit elementini baglayic1 protein H) aktivasyonu seviyesini ve
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mRNA ekspresyonunu artirmigtir. Buna ek olarak TM ile artmis CREBH
ekpsreyonunun, osteoblastlarda ALP (Alkalin fosfotaz) ve OC (Osteokalsin) gibi gen
ekspresyonlarini1 diizenleyerek BMP-2’ye bagl osteoblast farklilagsmasini etkileyip
etkilemedigini incelemislerdir. Sonu¢ olarak; TM ile indiiklenen ER stresinin
osteoblast farklilasmasini baskiladigini bulmuslardir.

Tanaka ve ark. (98), TM ile indiikklenen ER stresini ndroblast hiicre
kiltliriinde yaptiklar1 ¢alismada gostermis ve bu hiicrelerde indiiklenen sitotoksisite
lizerine genipin maddesinin koruyucu etkinligini saptamiglardir.

Nugent ve ark. (99), sigir dizinden izole edilen kondrosit hiicre kiiltliriinde
yaptiklar1 bir calismada ER stresi indiikleyicisi olarak TM ve Thapsigargin
kullanmiglardir. Ayrica glukoz yoksunlugunun da ER stresi yaniti olusturdugunu
GRP78 ve GADDI153 ekpresyon diizeylerine bakarak gbzlemlemislerdir. Calismanin
sonucunda ekstraselliiler matriks varliginin, ER stresorlerinden koruma sagladigi
bulunmustur.

Seo ve ark. (100), rat hepatoma hiicre kiiltiirii ile yaptig1 ¢alismada, ER
stresinin hepatik glukoneogenezi etkileyip etkilemedigini incelemek i¢in ER stresi
indiikleyicisi olarak TM ve Thapsigargin kullanmigtir. Calisma sonucunda
karacigerde artan ER stresinin hepatik glukoz matabolizmasini bozdugu One
siirtilmistiir.

Giizel ve ark. (14), 38 fertil kadindan histerektomi ya da laparoskobi sirasinda
elde ettikleri endometriyum dokusunu kiiltiire ettikten sonra yaptiklar1 ¢alismada,
UPR anahtar proteini olan HSPAS ile 6strojen sinyali arasindaki ¢ift yonlii etkilesimi
incelemislerdir ve ER stresi ajan1 olarak TM kullanmiglardir.

Inokuchi ve ark. (101), sigan gangliyon hiicre hattinda yaptiklari ¢alismada,
ER stresi kaynakli retinal hiicre Oliimiinii degerlendirmislerdir ve bir molekiiler
saperon olan GRP78/BIP ‘in indiikleyici etkisini incelemislerdir. Bunun icin
caligmalarinda ER stresi uyarani olarak TM kullanmiglardir.

Arslan ve ark. (74), farelerde 16, 17 ve 18 giinliikk embriyonik, 1 ve 3 giinlikk
postnatal donemlerde gelismeye baslayan timus ve dalak dokularinda apoptozisi,
glikozaminoglikanlardaki ve laminindeki degisiklikleri degerlendirmek icin
yaptiklar1 caligmada bir antibiyotik grubu olan TM’1 kullanmiglardir. Calisma
sonucunda TM uygulamasit ile apoptozisin arttigint  TUNEL (Terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yontemiyle saptamiglardir.
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Sylvester ve ark. (102), sigan Sertoli hiicre kiiltiirii ile yaptiklari ¢alismada,
TM uygulamasinin Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan dimerik asidik glikoprotein
(DAG-protein) sentezine etkisini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak; TM varliginda
salgilanan DAG-protein polipeptitlerinin N-glikozilasyonunun olmadig1 saptanmustir.
Peterson ark. (76), 12 haftalik siganlar iizerinde yaptig1 bir ¢alismada, 133 pg/kg, 200
ng/kg, 300 pg/kg ve 350 pg/kg olarak tek doz s.c. TM enjeksiyonu yapmis ve 200
ug/kg ‘dan diisiik dozlarin herhangi bir toksik etki olusturmadigi, 200 pg/kg ve tizeri
dozlarin ise dokuda hasara ve oldiiriicti etkiye neden oldugunu gozlenmistir. Testis
agirliklarinda ise doza bagl olarak farkliliklar saptanmistir. 133 pg/kg TM verilen
grupta testis agirliklari kontrol grubuna gore kiyaslandiginda 6nemli bir farklilik
bulunmamistir. Fakat 200 pg/kg ve 300 pg/kg TM verilen gruplarda testis agirliklar
kontrol grubundan %38 ve %59 daha diisik olarak gozlenmistir. Ayrica
enjeksiyondan sonra seminifer tiibiil epitelinde, 3. ve 5. giinlerde hasarin basladigini
ve 19. glinden sonra da hasarin daha fazla oldugunu (%95) belirtmislerdir. Bunlara
ek olarak 56. giinde sadece Sertoli hiicrelerinin (%95) hayatta kaldigim
gozlemlemislerdir. Fakat yaptigimiz calismada 24. saat ve 4. giin TM verilen
gruplarda testis agirligit bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamastir.

TM etkisi, farkli dokularda da arastirilmustir. Arslan ve ark. (74), TM’nin
embriyonik ve yenidogan fare lenfoid dokularinda etkisini incelemis ve sonug olarak
apoptozisin gelisen dalak dokularinda TM uygulamas: ile arttiginit TUNEL yontemi
ile gostermistir. Ek olarak laminin molekiillerinin ekspresyonlarinin  TM
uygulamasiyla azaldigini immiinoblotting analizler ile belirlemislerdir. Ayrica TM
uygulamasi yapilan gruplarda hiicreler aras1 alanlarin genisledigi saptanmistir.

Bu bilgiler 1518inda yaptigimiz ¢aligmada, ER stresinin si¢anlarda testis
seminifer tiiblil hiicrelerine verdigi hasar1 incelemek icin pek ¢cok deneysel caligmada
oldugu gibi bizde ER stresinin indiiklenmesinde, TM kullanmay tercik ettik.

ER, hiicrede lipit ve proteinlerin sentezinden, katlanmasindan ve Ca*2
homeostazindan sorumlu bir organeldir. ER’de katlanmamis ya da hatali katlanmig
proteinlerin artmasit ve birikmesi neticesinde, ER homeostazinda degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu durum ER fonksiyonlarininin bozulmasina dolayisi ile ER
stresine neden olmaktadir. Bu stresin ortadan kaldirilmasi ve homestazin tekrar
saglanabilmesi i¢in, katlanmamis protein cevabir (UPR) olarak bilinen sinyal yolagi

aktive olmaktadir. Eger ki UPR hiicresel stresi ortadan kaldiramaz ve homeostaz
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saglanamazsa hiicreler apoptozise yonlendirilmektedir. Katlanmamis proteinlerin
birikimi hiicreler i¢in toksik etki olusturmakta ve hiicreye zarar vermektedir.
Katlanmamis proteinler, protein kiimelerini meydana getirmeye egilimli olan ve
protein igerisinde yer alan hidrofobik aminoait kalintilarmi ortaya c¢ikarmaktadir.
Toksik etkiye sahip bu protein kiimelerinin pek c¢ok hastalikla iligkisinin oldugu
bilinmektedir. Parkinson, Alzheimer ve Huntington gibi nérodejeneratif hastaliklar
ve obezite, Tip 2 Diyabet (55) gibi metabolik hastaliklar, Arteriosklerozis, kanser
gibi hastaliklar ER stresi ile iligskilendirilmistir (12, 103).

ER stresinin testis seminifer tiibiil hiicrelerinde olusturdugu hasar1 arastirmak,
spermatogenez lizerindeki etkisini irdelemek ve de ER stresinin infertilite iliskisini
aciklamak amaciyla son yillarda pek ¢ok arastirmalar yapilmaktadir (12, 104, 105).

Farkli ajanlar ile olusan ER stresinin infertiliteye sebep oldugu bildirilmistir.
Ozellikle son yillarda artan infertilite oranlar1 ve sperm kalitesinde meydana gelen
diisiis nedeniyle ER stresi iizerinde arastirmalara yogunlasilmistir (105).

Infertilite, evrensel bir sorundur. Diinyada infetilite oram1 %8-12 iken (106) bu
oran Tiirkiye’de %10-20 arasinda degismektedir (105). Ozellikle son dénemlerde
infertilite kliniklerine bagvuran hastalarin tiim tetkikleri normal g¢ikmasina ragmen
gebelik olmamasi durumunda, bu hastalara nedeni agiklanamayan infertilite tanisi
konulmaktadir. Aciklanamayan infertilite orani ise %22-28 arasinda degismektedir
(107).

Ji ve ark. (108), yetiskin CD-1 fareleri iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada
Kadmiyum ile uyarilan ER stresinin, testikiiler germ hiicre apoptozisini tetikledigini
gbézlemlemislerdir. Ayrica ER stresi indiikleyici olarak c¢alismalarda kullanilan
Nonilfenol’iin, kronik sulu maruziyetinin eriskin medekada (Oryzias latipes) Sertoli
hiicre apoptozisini artirdigi bildirilmistir (109).

Yapilan ER stresi calismalarinda genellikle GRP78/BiP, CHOP ve Kaspaz-3
seviyelerine bakilarak ¢aligmanin ER stresi ile iliskisi irdelenmistir (1, 110).

Giizel ve ark. (14), insan endometriyumunda yapmis olduklar1 ¢alismada ER
stresini, GRP78/BIP immiinoreaktivitesi ile gdstermislerdir.

Gong ve ark. (111), Sertoli hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢alismada Western
blot ve GRP78/BIP ekspresyonu tayini yaparak, ER stresinin verilen Nonilfenol
dozuna bagl olarak artig gosterdigini bulmuslardir.

Demirkiran ve ark. (12), TM indiiklii ER stresinin si¢an testikiiler dokusu

iizerindeki  etkisini  gdstermek icin  yaptiklarni  calismada, GRP78/BIP
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immiinohistokimya igaretlemesini ER stresini gdstermek amaciyla yapmis ve sonug
olarak en gii¢lii immiin reaksiyonu 21 giin grubunda gozlemlemiglerdir.

Bizde calismamizda, ER stresini belirlemek amaciyla 4. giin grubu
deneklerden elde ettigmiz testis kesitlerine GRP78/BIP immiinohistokimya
isaretlemesi yaparak GRP78/BIP ‘in ekspresyon diizeylerini H skor analizi ile
degerlendirdik. Yapilan istatistiksel analizlere gore ikili karsilagtirmalar sonucunda,
kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda,
TM+Shilajit ve TM grubu arasinda H skorun anlamli bir farklilik gostermedigini
saptadik. Shilajit ve TM+Shilajit grubu arasinda, Shilajit ve TM grubu arasinda,
kontrol ve TM grubu arasinda H skorun anlamli farklilik gosterdigini saptadik
(p<0.001). Bu bulgularin TM’e baglimeydana gelen ER stresini ve sonucunda
olusantestikiiler hiicresel hasarin siddetini belirgin olarak ortaya koydugunu
diisiinmekteyiz. Shilajit’in (TM+Shilajit grubu) antioksidan kullanimi1 da GRP78/BIP
immiinoreaktivitesi agisindan tedavisiz (TM grubu) gruba kiyasla anlamli fark
yaratmamistir. TM+Shilajit grubunda yer alan deneklerimizin gerek morfolojik
gerekse de histopatolojik bulgular1 kullandigimiz dozun beklenen koruma ve
iyilesmeyi saglayamadigini1 gostermektedir.

Zhang ve ark. (110), wuzun siireli asir1 floriir maruziyetinin, erkek tireme
sistemi lizerindeki toksik etkisinin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 arastirmak
tizere yaptiklari calismada, ER stresi ve inflamatuar yamitin roliinii
degerlendirmislerdir. Sonug olarak floriir maruziyetinin MDA birikimini artirdigini,
SOD aktivitesini azalttigin1 ve bununla birlikte germ hiicre apoptozisini de artirdigini
bulmuslardir. Aym zamanda floriiriin, mRNA, GRP78/BiP, IRE1 ve CHOP
seviyelerini artirmasi, ER stres sinyalinin aktivasyonunu gostermistir. Bu durum
spermatogonialarda hasar, spermatositlerin azalmasi, uzun spermatidlerin yoklugu
gibi histopatolojik lezyonlar ile hem de testislerde ciddi ultrastriiktiirel anormallikler
ile iligkilendirilmistir. Bu sebepten dolay1 bizde ¢alismamizda TM maruziyetinin
meydana getirdigi ER stresini agiklamak ve testikiiler apoptoz ile iliskilendirmek
amaciyla 4. glin grubu deneklerden elde ettigmiz testis kesitlerine CHOP
immiinohistokimya isaretlemesi yaparak CHOP’un ekspresyon diizeylerini H skor
analizi ile degerlendirdik. CHOP immiinoreaktivitesi i¢in gruplar arasindaki ikili
kiyaslamalarda, kontrol ve Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu
arasinda, Shilajit ve TM+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM grubu arasinda
H skorun anlamli farklilik gostermedigini saptadik. Kontrol ve TM grubu arasinda
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Shilajit ve TM grubu arasinda H skorun anlamli farklilik gdsterdigini saptadik
(p=0.001).

Bu bulgularin TM’e baglimeydana gelen ER stresini ve sonucunda
olusantestikiiler hiicresel hasarin siddetini belirgin olarak ortaya koydugunu
diistinmekteyiz. Shilajit’in (TM+Shilajit grubu) antioksidan kullanimi da CHOP
immiinoreaktivitesi agisindan tedavisiz (TM grubu) gruba kiyasla anlamli fark
yaratmamistir. TM+Shilajit grubunda yer alan deneklerimizin gerek morfolojik
gerekse de histopatolojik bulgular1 kullandigimiz dozun beklenen koruma ve
iyilesmeyi saglayamadigin1 gostermektedir.

Kim ve ark. (1), testislerin sicakliga duyarli olmasindan yola ¢ikarak testis
hipertermisinden 12 saat sonra sakrifiye edilen C57/BLR farelerinde yaptiklar
calismada, heat shock gibi ER stresini destekleyen kosullarin UPR ile iliskisini
aciklamaya c¢aligmistir. ER stresi altinda, UPR yolaklarinin testikiiler hipertermi
(43°C, 15 dk/giin, ii¢ ya da bes dongii) ile spermatogenez altinda yatan molekiiler
mekanizmay1 arastirmak ic¢in, ER stresine bagli apoptozu CHOP, fosfo-JNK,
Kaspaz-3 ile gostermislerdir. Sonucunda anti-apoptotik fosfo-JNK (p54) diizeyi ii¢
hipertermi dongiisiinden kademeli olarak azalmis, CHOP ekspresyonu ise artmaistir.
Bes hipertermi dongiisiinden sonra ise Kaspaz-3 ve TUNEL-pozitif apoptotik
spermatositlerin seviyesi artmistir. Bu durum testikiiler hiperterminin UPR sinyal
yolunu indiikledigi ve tekrarlanan hipertermi sikluslarinin, spermatositlerin
apoptozisine yol agtigini gostermistir.

Bizde caligmamizda TM maruziyetinin meydana getirdigi ER stresinini
aciklamak ve testikiiler apoptoz ile iliskilendirmek amaciyla 4. giin grubu
deneklerden elde ettigmiz testis kesitlerine Kaspaz-3 immiinohistokimya isaretlemesi
yaparak Kaspaz-3’iin ekspresyon diizeylerini H skor analizi ile degerlendirdik.
Kaspaz-3 immiinoreaktivitesi i¢ingruplar arasindaki ikili kiyaslamalarda, kontrol ve
Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda, Shilajit ve
TM+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM grubu arasinda H skorun anlaml
farklilik gostermedigini saptadik. Kontrol ve TM grubu arasinda, Shilajit ve TM
grubu arasinda H skorun anlamli farklilik gdsterdigini saptadik (p<<0.001).

Bu bulgularin TM’e baghmeydana gelen ER stresini ve sonucunda
olusantestikiiler hiicresel hasarin siddetini belirgin olarak ortaya koydugunu
diistinmekteyiz. Shilajit’in (TM+Shilajit grubu) antioksidan kullanimi1 da Kaspaz-3

immiinoreaktivitesi agisindan tedavisiz (TM grubu) gruba kiyasla anlamli fark
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yaratmamistir. TM+Shilajit grubunda yer alan deneklerimizin gerek morfolojik
gerekse de histopatolojik bulgular1 kullandigimiz dozun beklenen koruma ve
tyilesmeyi saglayamadigini géstermektedir.

ER stresinin testis germ hiicre apoptozisine neden oldugu kanitlandiktan
sonra, glinlimiizde antioksidanlarin koruyucu etkisini aragtirmak iizere calismalar
yapilmaya baslanmistir. Li ve ark.(8), 8 haftali keriskin CD-1 farelere periton
igerisine, tek doztestikiiler toksik etkiye sahip 2.0 mg/kg Kadmiyum kloriir (i.p.)
olarak enjekte edilmis ve antioksidan olarak her 8 saatte bir, intaperitoneal olarak
100 mg/kg askorbik asit enjeksiyonu yapilmistir. Enjeksiyondan 24 saat sonra tiibiil
basina diisen apoptotik hiicre sayisinin arttigini TUNEL yontemiyle gostermislerdir.
Sonug olarakaskorbik asidin, fareleri Kadmiyum ile tetiklenen testis germ hiicre
apoptozisinden korudugunu ER stresi ve UPR’yi inhibe ederek gostermislerdir.

Bizde ¢aligmamizda Shilajit ve TM+Shilajit gruplarindaki deneklere, iyi bir
antioksidan,  antidiabetik, antialerjik, antiiilserojenik, = immiinomodiilatér,
antiinflamatuar, spermatojenik ve oojenik etkileri bulunan Shilajit’i deneyin ilk giinii
ve 4. giin boyunca, giin asir1 oral olarak 100 mg/kg dozda uyguladik ve Shilajit’in
ER stresine bagli ortaya ¢ikan histopatolojik, immiinohistokimyasal ve hormon
diizeyleri degisiklikleri bakimindan nasil etkiledigini 4. giin grubu deneklerinde
arastirdik.

Geleneksel Hint tibbinda kullanimi ¢ok eskilere uzanan Shilajit’in kokenini
aciklayan giintimiizde jeolojik, biyolojik ve biyo-mineralojik olarak ti¢ teori
bulunmaktadir. Ayurveda’ya gore ise Shilajit, hayvansal ya da bitkisel bir iiriin degil,
sicak bolgelerde kayalardan sizan mineral igerikli bir zifttir. Shilajit’in asil fizyolojik
etkinliginin, aktif bilesenler i¢in tasiy1 molekiiller olan fulvik ve humik asit ile
beraber biyoaktif dibenzo-alfa-pironlarin varligiyla iligkili oldugu rapor edilmistir.
Odem, obezite, diabetes mellitus gibi genis bir farmakolojik etkinligi oldugu
bilinmektedir (23).

Son yillarda Shilajit’in fertilite artirici bir ajan olarak kullanabilirligininin
yani sira pek ¢ok etkinligini arastirmak i¢in deneysel modeller olusturulmus ve pek
¢ok calisma yapilmistir. Mandlik ve ark. (112), alloksan ile diyabet modeli
olusturduklar1 siganlara 3 giin sonra Shilajit’inde dahil oldugu poliherbal bir
formiilasyonu 300 ve 600 mg/kg dozlarda bir defa uygulamislardir. Deneklerden
alimip hazirlanan pankreatik doku homojenatlar1 gozlendiginde diabetik si¢anlarda

katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzim aktivitesi
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seviyesinin diistligli, lipit peroksidasyonunun yiikseldigi bulunurken, 300 ve 600
mg/kg dozlarda verilen Shilajit igerikli polherbal formiilasyonun CAT ve GPX
seviyelerini ylikselttigi, lipit peroksidasyonunu da diisiirdiigli bulunmustur.

Biswas ve ark. (41), oligospermik hastalarda islenmis Shilajit’in
spermatojenik aktivitesini degerlendirmislerdir. Bunun i¢in semende toplam sperm
sayis1 20 milyon ml™? altinda olan 35 infertil erkek hasta oligospermik olarak kabul
edilerek caligmaya alinmis ve 100 mg’lik Shilajit kapsiillerinden 90 giin siireyle
giinde iki kez verilmistir. Semenogram sonucunda toplam sperm sayisinin ve
motilitenin anlamli olarak arttigi (sirasiyla %61.4 ve %12.4-17.4) (p<0.001) ve
beraberinde iltihap ve epitelyal hiicre sayisinin anlamli diizeyde azaldig1 (sirasiyla
%55.5, %81.1) (p<0.001), 90 giin sonunda normal sperm yiizdesinin anlamli olarak
(18.9) (p<0.001) artt1ig1 bulunmustur. Ayrica spermatogenezde onemli rolleri olan
testosteron, LH, FSH gibi biyokimyasal belirtecler incelenmistir. Sonug olarak serum
testosteron ve FSH diizeylerinde anlamli bir artis oldugu (sirastyla %23.5 (p<0.001),
%9.4 (p<0.05)) gozlemlenmis, serum LH diizeyinde ise anlamli bir degisim
gbzlemlenmistir.

Kegeci ve ark. (73), radyasyon ile olusturulan ovaryum hasarinda Shilajit’in
etkilerini incelemislerdir. Bunun i¢in 40 adet prepubertal Wistar albino disi siganlar
kullanilmig ve kontrol, Shilajit, Radyasyon ve Radyasyon+Shilajit olarak dort gruba
ayrilmistir. Radyasyon+Shilajit grubundaki deneklere 1sinlamadan 10 giin 6nce ve
1sinlamadan sonraki 4. giine kadar Shilajit giin asir1 oral yoldan 100 mg/kg olarak
verilmistir. Radyasyonlu gruplarda ise denekler tiim viicut tek doz 8.3 Gy (Gray) X
1sinina maruz birakilmistir. Isinlamadan sonra 4. gilinde sakrifiye edilen deneklerin
ovaryumlart alinmistir. Caligmanin sonucunda primordial folikiil sayis1 bakimindan
yapilan incelemede Shilajit grubu ile kontrol grubu arasindaki fark anlaml
bulunmustur. Ayn1 zamanda radyasyon grubu ile Radyasyon+Shilajit grubu arasinda
da anlamli bir fark (p<0.001) saptanmistir. Sonug¢ olarak tiim viicut X 1sinlamaya
bagl folikiiler atreziyi ve infertiliteyi 6nlemede Shilajit’in etkisinin arastirildigi bu
calismada Shilajit’in primordial folikiil rezervini korudugu gézlenmistir.

Pandit ve ark. (113), 45 ile 55 yas arasindaki toplam 75 saglikli goniillii
erkeklerde yapilan klinik caligmada, Shilajit’in testosteron seviyesi {iizerindeki
etkinligini aragtirmigtir. Bunun i¢in Shilajit ile tedavi edilen rastgele secilmis 38
denege gilinde iki doz 250 mg/kapsiil saflastirilmis Shilajit oral olarak verilmistir.
Diger ikinci gruptaki 37 denek ise 250 mg dozda plasebo ile tedavi edilmistir.
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Calismanin sonucunda toplam testosteron miktarinda anlamli bir fark (p<0.05)
oldugu saptanilmis ve LH, FSH seviyelerinin iyi korundugu gézlenmistir.

Yaptigimiz literatiir incelemelerinde Shilajit’in, TM indiikli ER stresi ile
iliskisi tlizerine testis dokusunda herhangi bir c¢alismaya rastlanilmamustir.
Calismamizda deneyin 1. giinii tek doz ve s.c. yoldan 200 pg/kg Tunikamisin
uygulamasinin, si¢an testislerinde 24. saat ve 4. giin sonunda cesitli morfolojik
hasara neden oldugu goriilmiistiir. Fakat bu hasar, 4. giin grubu deneklerininin testis
dokusunda daha belirgin olarak goriildiigii i¢in Cosentino kriterlerine gore skorlama
yapilmustir. 4. giin sonrasi bu hasarlar 151k mikroskobik diizeyde incelendiginde;
tibiillerde ¢ok fazla sayida vakuolizasyon, seminifer tiibiil liimenine
atilmisolgunlasmamis germ hiicrelerinin  olusumu, asir1  diizeyde tiibiiler
dejenerasyon, seminifer tiibiil epitelinde Sertoli hiicreleri, spermatogonyum ve
primer spermatositlere rastlanilmasi, insterstisyel alanda hafif diizeyde hemoraji ve
O6dem olusumu, iki seminifer tiibiildeki bazal membran birlesmeleri seklinde bulgular
elde edilmistir. Elde ettigimiz bulgular, ER stresi ile ilgili yapilan pek ¢ok testis
caligmalar1 ile uygunluk gostermektedir. TM verilip ardindan Shilajit ile tedavi
saglanilmaya c¢alisilan grubun deneklerinden elde ettigimiz testis preparatlarinin, 151k
mikroskobisinde incelenmesi neticesinde bu grupta da hafif diizeyde ayn1 morfolojik
bulgulara rastlanilmistir. Calismamizda uyguladigimiz 100 mg/kg Shilajit dozu
cesitli infertilite lizerine olan ¢alismalardan yararlanilarak seg¢ilmis olup, uygulamig
oldugumuz TM dozunda istatistiksel olarak anlamli bir koruma saglayamamustir.
Hasarinhafif diizeyde de devam ediyor olmasi uygulanan Shilajit dozunun hasar1 tam
olarak iyilestiremedigi izlenimini uyandirmaktadir. Gerek istatistiksel olarak elde
edilen testis agirlik bulgularinda gerekse de spermatogenezi degerlendirdigimiz
Cosentino skorlamasinda kismen olumlu bulgular elde edilmis olsa da TM verilen
grup ile TM+Shilajit grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkin
olmayist bu durumu desteklemektedir.

Demirkiran ve ark. (12), TM indiiklii ER stresinin sigcan testikiiler Sertoli
hiicreleri lizerindeki etkisini arastirmak {izere yaptiklari ¢alismada, 1. giin, tek doz ve
s.c. olarak 200 pg/kg TM verilip kontrol, 7, 14 ve 21 giin grubu olarak 4 grup
arasinda Sertoli hiicrelerinde olusabilicek apoptozisi belirlemek amaciyla yaptiklar
TUNEL yo6nteminde 7 giin grubunda apoptotik Sertoli hiicrelerinde, kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermedigini bulmuslardir (p<0.05). 14
giin grubunda apoptotik Sertoli hiicrelerinde, kontrol ve 7 giin grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmamistir (p<0.05). 21 giin grubunda ise
apoptotik Sertoli hiicrelerinde, 14 giin grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik
bulunmazken, kontrol ve 7 giin grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlamli bir artig
bulunmustur (p<0.05). Ayrica 21 giin grubunun testis kesitlerinde 151k mikroskobik
olarak Sertoli hiicre morfolojilerinde belirgin degisikler gozlenmemistir.

Bizde yapmis oldugumuz ¢aligmada 24. saat ve 4. giin TM grubununun H+E
boyali testis kesitlerinin 1s1k mikroskobisi incelemelerinde, Sertoli hiicrelerinin
varligin1 korudugunu ve morfolojilerinde belirgin olarak bir degisikligin olmadigini
gozlemledik.

Normal spermatogenezin baslamasi ve sonugta iiremeyi saglamak i¢in yeterli
sperm sayisinin lretilmesi, kan-testis bariyerinin olusumunun yani sira germ
hiicrelerinin desteklenmesi ve beslenmesinde dnemli fonksiyonlar sergileyen Sertoli
hiicrelerine baghdir (111).

Sertoli hiicreleri, spermatogenezde 6nemli rollerinin olmasi nedeniyle toksik
hasar i¢in hedef hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinde meydana gelebilicek herhagi bir
fonksiyonel bozulma, germ hiicrelerinin hayatta kalmalarini olumsuz ydnde
etkilemektedir. Cesitli sitotoksik ajanlara maruziyet sonucunda bu hiicrelerde 6liim
meydana gelmektedir. Sertoli hiicreleri, dis etkenler nedeniyle apoptozise karsi
dayanikli hiireler olmakla birlikte, fonksiyonel bozulmalara kars1 da hassastirlar. Bu
nedenle Sertoli hiicrelerinde apoptoz ya da nekroz ¢ok az gozlenmektedir. Fakat
metabolik ve diizenleyici yolaklardaki aksakliklar sonucunda bu hiicreler kolayca
etkilenmekte ve fonksiyonlarinda bir takim aksakliklar olugsmaktadir. Bunun en iyi
gostergesi ise germ hiicrelerinde meydana gelen dejenerasyonun artisidir (12).

Bizde yapmis oldugumuz calismada, tiim gruplara ait deneklerin
histokimyasal analizler dogrultusunda elde edilen preparatlarinin 151k
mikroskobisinde incelemesi neticesinde Sertoli hiicrelerinin varligini tespit ettik. Bu
durum TM maruziyeti sonucu olusan ER stresine karsi 24. saat ve 4. giinlerde Sertoli
hiicrelerinin direncli oldugunu gozler 6niine sermektedir.

Spermatogenez siirecinde, testis hormonu olan testosteron ile hipofiz
hormonlar1 olan FSH, LH ve androjen tasiyici proteinlerin rolii oldukc¢a dnemlidir ve
spermatogenizin saglikli bir sekilde ilerliyisi i¢in gereklidir. Testisin temel endokrin
salgis1 testosterondur ve interstisyel alandabulunan Leydig hiicreleri tarafindan
salgilanir. Hipofizin anterior lobundan salgilanan FSH, spermatogenezi stimiile

etmektedir. FSH, Sertoli hiicrelerini direk etkileyerek androjen baglayici protein
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sentezi ve salinimini stimiile etmektedir. Androjen baglayici protein testosteron ile
baglanip seminifer tiibil liimenine salinmaktadir. Ayni zamanda Sertoli
hiicrelerinden inhibin adi verilen testikiiler baska bir testikiiler hormonda
salgilanmaktadir. Inhibin ise kana gecerek on hipofizden FSH salmimini inhibe
etmektedir. Ergenlige gelindiginde hipofiz 6n lobundan salgilanan LH ise, Leydig
hiicrelerini  etkileyerek  testosteronun  salgilanmasini  saglamaktadir. FSH
spermatogenez slirecinin baslatilmasinda, LH ve testosteron ise siirekliligi igin
gereklidir (36).

Son yillarda yapilan ER stresinin testis dokusu {izerindeki etkilerini
incelemek iizere yapilan calismalarda, bu hormon diizeylerindeki degisimler de
arastirtlmastir (41, 93).

Kim ve ark. (93), C57BL/6 farelerinde hipertermi (15 dk boyunca 42°C)
kaynakli ER stresinin, Leydig hiicrelerinde steroidojenik enzim ekspresyonunu
vetestosteron iiretimini etkiledigini gostermeyi amaglamislardir. Sonug¢ olarak
testislere uygulanan 1sil islemin, ER stresini artirdigini ve bdylece Leydig
hiicrelerinin  apoptozuna neden olarak testosteron iiretiminin  azaldigim
gdzlemlemislerdir. Immiinohistokimyasal analizler ile Leydig hiicrelerinde Kaspaz-3
ekspresyonunun yiikseldigini belirtmislerdir.

Bizde ¢alismamizda spermatogenezde etkin role sahip FSH, LH, testosteron
seviyelerini arastirdik. Istatistiksel analiz sonucunda, FSH igin ikili kiyaslamalarda
kontrol ve TM+Shilajit grubu arasinda, kontrol ve TM grubu arasinda, Shilajit ve
TM+Shilajit grubu arasinda, TM+Shilajit ve TM arasinda anlamli farkliligin
olmadigin1 saptadik. Shilajit ve TM grubu arasinda, Shilajit ve kontrol grubu
arasinda anlamli farkliligin oldugunu gozlemledik (p=0.001). Ayn1 zamanda Shilajit
verilen gruplarin kan serumlarinda FSH diizeyinde azalma oldugunu saptadik. Bu
bulgular 1s18inda Shilajit kullanimimin (TM+Shilajit grubu) FSH diizeyi bakimindan
tedavisiz gruba kiyasla (TM grubu) anlamli bir fark yaratmadig goriilmektedir. Buna
ek olarakLH ve testosteron diizeyleri Shilajit verilen grupta artma gostermesine
ragmen istatistiksel agidan degerlendirildiginde gruplar arasinda anlaml farkliligin
olmadigmi saptadik (p>0.05). Elde ettigimiz verilere gore kullandigimiz dozun,
beklenen koruma ve iyilesmeyi saglayamadigi diistiniilmektedir.

Bu baglamda Shilajit’in antioksidan etkisi doz bagimlidir. Ghosal ve ark.
(114), islenmis Shilajit’in siilfit anyonlari, hidroksi ve nitrik oksit serbest

radikallerini noétralizeetme 06zelligini degerlendirdikleri bir c¢alisma yapmislardir.
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Arastirmada Shilajit’le ve Shilajit’siz olarak serbest radikaller ile kimyasal
polimerizasyon &lgiilmiistiir. islenmis Shilajit’in metil metakrilat: hidroksil radikali
ile uyarilan polimerizasyona karsi kismen korudugunu ve metil metakrilatin siilfit
serbest radikali ile uyarilan polimerizasyonu anlamli diizeyde inhibe ettigi
bulunmustur. Shilajit, nitrik oksit serbest radikallerini yakalamigtir. Bu ¢alismada
Shilajit’in  antioksidan etkisinin doza bagimli oldugu ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda denendiginde serbest radikallere karsi korucuyucu 6zelliginin
dearttig1 vurgulanmustir.

Park ve ark.(22), Shilajit’in fertilite ajan1 olarak kullanilabilirligini arastirmak
icin yaptiklart ¢alismada,7 haftalik erkek ve disi siganlara 6 haftalik periyot
sliresince, distile suda ¢ozdiikleri Shilajit’ten 2 mg/kg hacimde giinliik olarak 25
mg/kg, 50 mg/kg ve 100 mg/kg dozda oral yoldan gavaj uygulamasi yapmislardir.
Sonugta kontrol grubu ile kiyaslandiginda Shilajit’in doza bagli olarak testis ve
epididimiste sperm sayisini artirdigini gostermislerdir. Ozellikle 50 mg/kg ve 100
mg/kg dozlu gruplarin epididimisinde, sperm sayisinda 6nemli bir artig saptanmistir.
Ayrica  Shilajit’in  testis ve epididimis agirhiklarmi  degistirmedigi  ve
spermatogenezde doza bagl bir artisin oldugu gozlemlenmistir. Bunun yani sira
testiste histopatolojik bir degisikligin olusmadigini gostermislerdir. Disi siganlarda
ise Shilajit’in oositlerin proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu destekledigi ve
diostrus evresini kisaltarak oviilasyon frekasini artirdigi bulgusu saptanilmigtir. Bizde
calisgmamizda antioksidan olarak kullandigimiz Shilajit’in testis agirliklarinda
anlamli diizeyde bir farklilik olusturmadigini ve kontrol grubuna gore histopatolojik
olarak bir degisiklik meydana getirmedigini gozlemledik.

Bu baglamda koruyucu etkisinin oldugunu diislindiiglimiiz, ancak
uyguladigimiz dozda etkili bir koruma ve iyilesme saglayamayan, antioksidan
yetenegi ile iyi bilinen Shilajit’in bundan sonra planlanacak doz kontrollii deneysel
modellerinin, TM’nin asir1 toksik etkisinin oldugu distiniildiigiinde, ER stresi

kaynakli infertilite izerindeki dozunun arastirtlmasina ihtiyag oldugu kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR

ER’nin normal fonksiyonunda meydana gelen aksakliklar neticesinde,
proteinlerin olgunlasmasi ve katlanmasi asamasinda olusan hatalar ER liimeninde
proteinlerin birikmesine yol a¢maktadir. Hatali katlanmis ya da katlanmamis
proteinlerin birikimi ise ER stresini olusturmaktadir. Gliniimiizdeki ¢ogu hastaligin
patogenezinde ER stresi ve UPR yolaklari arastirilmis ve bu hastaliklarin
patogenezinde ER stresinin aktif rol aldigi bulunmustur. UPR mekanizmalarinin
aydinlatilmasi i¢in yapilan calismalar sayesinde ER stresi ve pek ¢ok hastaligin
birbiri ile iliskili oldugu gosterilmistir. ER stresinin testiste gozlenen ve infertiliteye
neden olan hiicre hasarim1  Onlemede, Shilajit’in  etkisini  morfolojik,
immiinohistokimyasal ~ve  hormon diizeyleri agisindan  degerlendirmeyi
amagladigimiz ¢alismada, bu ajanin dencklerimizde TM ile olusturulan testikiiler
hasart1 Onlemede beklenen etkin diizeyi gosteremedigini saptadik. Shilajit’in
antioksidan, antiinflamatuar, antiiilserojenik, immiinomodiilator, antidiabetik,
antialerjik, antihiperlipidemik, spermatojenik ve oojenik etkilerinin ortaya kondugu
preklinik ve klinik ¢alisma olmasina ragmen, uyguladigimiz TM dozunda, olusan
hiicre ve doku hasarini 6nlemede se¢mis oldugumuz dozun yeterli optimum diizeyde
olmadigimi belirledik.

Sonu¢ olarak, istatistiksel agidan bir anlamlilik olusturmasa da Shilajit
tedavisi uygulanan gruplardaki deneklerin testis kesitlerinde, bazi seminifer
tiiblillerde hasarin azalmasi ve yenilenmenin gézlenmesi dolayisiyla bundan sonra
planlanacak yeni doz galismalar1 ile Shilajit’in koruyucu etkisinin daha belirgin

olarak ortaya konulabilecegi diislincesindeyiz.
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