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OZET

Nurten GULERYUZ. Suprafizyolojik Dozda Kullanilan Nandrolon Decanoate’ 1n
Olusturdugu Testis Hasarina Kars1 Curcumin’in Etkisi. Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Zonguldak, 2019.

Testosteronun sentetik tiirevi olan anabolik androjenik steroidler (AAS) sporcular
tarafindan, kas giiciinii ve kiitlesini arttirmak, viicut goriiniimiinii bi¢imlendirmek gibi
tibbi amaglar disinda kullanilmaktadir. En yaygmn kullanilan tiirevi Nandrolon
Decanoate (ND)’dir. ND kullanim, testikiiler atrofi ve bozulmus spermatogenezise yol
agmaktadir. Spermanin kalitesi ve niceliginin azalmasi ile infertiliteye neden
olabilecegi gosterilmistir. AAS’lerin sebep oldugu fertilizasyon bozuklugu gibi gesitli
olumsuz klinik sonuglar DNA hasariyla iliskilendirilmektedir. Nandrolon Decanoate
inflamatuar sitokinler, apoptotik markerlar ve DNA hasarinin artirilmasi yoluyla
sicanlarda testis hasarini indiiklemektedir. Curcuminin antioksidan, antiinflamatuar
ozelliklere sahip oldugu pek cok ¢aligmada bildirilmistir. Biz de ND’nin olusturdugu
testikiiler hasara karst curcuminin koruyucu etkisinin olabilecegi hipotezini One
stirmekteyiz.

Calismamizda 40 adet Wistar albino sigan, 4 gruba ayrildi. 8 hafta boyunca Kontrol
grubuna haftada bir defa fistik yagi/benzil alkol karigimi ve her giin dimetilsiilfoksit, ND
grubuna 10 mg/kg/hafta dozda ND ve her giin DMSO, Curcumin grubuna haftada bir defa
fistik yagi/benzil alkol karisimi ve her giin 100 mg/kg dozda Curcumin, ND+Curcumin
grubuna 10 mg/kg/hafta dozda ND ve her giin Curcumin verildi. Deney sonunda sakrifiye
edilen tiim deneklerden aliman semen Orneginde sperm parametreleri (sperm
konsantrasyonu, motilite, viabilite ve morfoloji) test edildi. Alinan testis 6rneklerinde ise
histopatolojik bulgulart belirlemek i¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) ve Periyodik Asit
Schiff (PAS) ile boyamalar1 yapildi. ND’nin testislerde, PARP-1, Kaspaz-3, Nf-xB ve
TNF-a ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler immunohistokimyasal analiz ile incelendi.
Tiim degerlendirmeler 1518inda ND kullaniminin testiste DNA hasar1 ve apoptozu
artirdi81, spermanin kalitesini azaltarak infertiliteye, doku hasarina ve inflamasyona
sebep oldugu, curcuminin ise bu hasar1 6nlemede olumlu yonde etkili oldugu tespit
edildi.

Anahtar kelimeler: Nandrolon Decanoate, Curcumin, PARP-1, Kaspaz-3, TNF-a, Nf-kB



ABSTRACT

Nurten GULERYUZ. The effects of Curcumin Against Testicular injury
Constituted From Nandrolone Dacanoate Being Used at a Supraphysiogical
Dosage. Enstitute of Health Science, Department of Histology and Embryology,
Master of Science Thesis, Zonguldak, 2019.

Anabolic androgenic steroids (AAS) are synthetic analogs of testosterone. Anabolic
androgenic steroids are used by athletes for improving athletic ability, physical
appearance and muscle mass for such as like aims which abused. The most commonly
used AAS derivative is Nandrolone Decanoate (ND). ND use can causes testicular
atrophy and impaired spermatogenesis. ND can cause infertility by reducing the quality
and quantity of sperm. Several adverse negative clinical results, such as infertility caused
by ND, have been associated with DNA damage. Through the release of inflammatory
cytokines and the inducing apoptosis which lead to structural defect in DNA, ND has
been seen to induce testicular damage. Curcumin has antioxidant and anti-inflammatory
properties has been reported in many studies. This study was conducted to investigate
the affects of curcumin in testicular damage caused by ND.

40 Wistar albino rats were divided into 4 groups: Control group received single weekly
injections of peanut oil/benzyl alcohol mixture (90:10 v/v) and daily dimethyl sulfoxide
(DMSO) oral gavage, ND group received 10 mg/kg/weekly ND and daily DMSO,
Curcumin group received curcumin 100 mg/kg/day and single weekly peanut oil/benzyl
alcohol mixture, ND+C group received 10 mg/kg/weekly ND and daily curcumin 100
mg/kg/day for 8 weeks. At the end of the study, all rats were sacrificed. The testes and
epididymis were rapidly removed and weighed in addition all rats body weight were
mainly detected for the duration of the study. We tested semen parameters.
Histopathological examinations were performed on sections of testes after stained by
Hematoxylin-Eosin and Periodic Acid Schiff (PAS). Cosentino score was tested in H-E
stained preparations. The changes at the expression levels of PARP-1, Caspase-3, Nf-xB
and TNF-a markers as inflammatory markers on analyzed immunohistochemically.

The result of our study showed usage of ND increases DNA damage and apoptosis in the
testis, decreases the quality of sperm and causes infertility, tissue damage and

inflammation. Curcumin has a positive effect on preventing this damage.

Key Words: Nandrolone Decanoate, Curcumin, PARP-1, Caspaz-3, TNF-a, Nf-xB
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1. GIRIS

Testosteron, androjenik aktivite gosteren steroid yapili bir molekiil olarak,
1935 yilinda izole edilip, karakterize olduktan sonra kimyasal olarak testosteronun
birgok o6zelliklerine sahip olan sentetik tiirevleri sentezlenerek genel olarak
“Anabolik Androjenik Steroidler” (AAS) olarak isimlendirilmistir (1).

Uzun yillardir sporcular, performanslarini arttirmak icin bitkileri, dogal ya
da sentetik ilaglar1 kullanmiglardir. Gilintimiizde AAS’ler kadin ve erkek profesyonel
olmayan sporcular, viicut gelistiriciler, atletler tarafindan kas giiclinii ve kiitlesini
arttirmak, atletik performansi yiikseltmek ve viicut gériiniimiinii bigimlendirmek gibi
tibbi amaglar1 disinda, kotiiye kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilan AAS
tiirevi Nandrolon Decanoate (ND)’dir (2, 3).

Viicuttaki hemen hemen tiim biiyilik dokular androjen reseptorlerine sahiptir,
bu nedenle AAS istismari neredeyse tiim viicut sistemlerini etkilemektedir (4).
AAS’ler hipotalamik-hipofizer aksda gonadotropin salinmasini negatif feedback
mekanizmast  yolu ile inhibe ederek bazi  subklinik  degisiklikleri
indiikleyebilmektedir. Bu degisiklikler luteinize edici hormon (LH) ve folikiil
stimule edici hormon (FSH)’1n yan1 sira testosteronun kan diizeylerinde diismesine
yol agmaktadirlar (5,6,7).

ND kullanimi, testikiiler atrofi ve bozulmus spermatogenezise ve
steroidogenezeye yol agmaktadir (8). Spermanin kalitesi ve niceliginin azalmasina
yol acarak infertiliteye neden olabilecegi gosterilmistir. ND’nin uzun siireli ve
kontrolstiz kullanimi testikiiler hacim ve seminifer tiibiil uzunlugunun azaltilmas,
germ ve Sertoli hiicrelerinin pargcalanmasi da dahil olmak iizere testiste cesitli
histopatolojik ve morfolojik anormalliklere neden olmaktadir (9,10). Bunlarin sebep
oldugu fertilizasyon bozuklugu gibi gesitli olumsuz klinik sonuglar DNA hasariyla
iliskilendirilmektedir (11).

Sonug olarak Nandrolon Decanoate sperm parametrelerini olumsuz yonde
etkilemektedir ve oksidatif stres, inflamatuar sitokinler, matriks metalloproteinazlar,
hiicre adhezyon molekiilleri, apoptotik belirtecler ve DNA hasarinin artirilmasi
yoluyla sicanlarda testis hasarini indiiklemektedir (12).

Curcumin, zerdecal (Curcuma Long, Turmerik, Hint safran1) Cin ve
Hindistan’da yaygin olarak yetistirilen zencefil ailesinden sar1 g¢igekli, biiylik

yaprakli ve yumrulu ¢ok yillik bir bitkidir. Curcumin, bu bitkiden elde edilen sar1



renkli bir pigmenttir. Curcumin, vitamin E ve C kadar gii¢lii antioksidan &zellige
sahiptir. Curcuminin antioksidan, antibakteriyel ve antiinflamatuar 06zelliginin
yanisira, immunosupresif, antianjiyojenik, antiviral, antifungal, proapoptotik,
kemoterapotik, kemopreventif, antidiyabetik, yara iyilesmesi gibi farmakolojik
aktivitelerinin de oldugu bildirilmistir. Halen pek ¢ok bilimsel ¢aligmada tedavi edici
bir ajan olarak kullanilmaktadir (13-16).

Inflamasyonu, hiicre proliferasyonunu, bazi  onkogenleri, timor
implantasyonunu ve karsinojenlerin biyotransformasyonunu, transkripsiyon faktori
Nf-kB ve COX2 enzimini baskiladigi, buna karsilik; glutatyon-transferaz (GST)
enzimini aktive ettigi cesitli ¢alismalar ile ortaya konmustur (17). Curcumin anti-
apoptotik protein Bcl-2’yi inhibe eder ve pro-apoptotik protein Bad’in
ekspresyonunu asag1 yonde diizenleyerek mitokondriyal transmembran potansiyelini
artirir ve sitokrom c salinimina ve kaspaz kaskad aktivasyonuna karsi korumaktadir.
Buna ek olarak curcumin, TNF-a aracili apoptozun baskilanmasini saglayarak, DNA
hasarina kars1 koruma saglayabilmektedir (12).

Calismamizda Nandrolon Decanoate kullaniminin testislerde meydana
getirdigi hasar1 ve bu hasarin infertilite ile iliskisini ve glinlimiizde pek ¢ok bilimsel
calismada tedavi edici ajan olarak kullanilan curcuminin ND kullanimindan kaynakli
testikiiler hasardaki etkisini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda, erkek Wistar albino siganlara 8 hafta boyunca Nandrolon
Decanoate ve curcumin verildi. Deney sonunda, denekler sakrifiye edildi.
Sakrifikasyonun hemen ardindan deneklerden semen 6rnegi ve testis dokulari alindu.
Curcuminin, ND’nin sebep oldugu testikiiler hasar1 ve olasi infertiliteye etkisini,
semen Orneginde sperm parametreleri (Sperm konsatrasyonu, motilite, viabilite ve
morfoloji) test edilerek, testis dokularinda ise histolojik ve immiinohistokimyasal
yontemler kullanilarak incelemeler yapildi. Bulgular literatiir verileri ile

karsilastirilarak ortaya konulmaya calisildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testisin Gelisimi

Embriyonun cinsiyeti fertilizasyon sirasinda belirlenmis olsa da, fenotipik
cinsiyet gelisimin 7. haftasina kadar belirgin degildir. Gonadlar (testis, ovaryum)
baslangicta, sélom epitelinin proliferasyonu ve altinda bulunan mezensimin
yogunlasmasi ile gonadal kabart1 olarak ifade edilen bir ¢ift longitudinal kabarti
seklinde olusur (18).

Epiblasttan kdken alan primordial germ hiicreleri primitif ¢izgiye dogru gog
ederler. Primordial germ hiicreleri (primitif gonositler) 3. haftanin sonuna gelmis bir
embriyoda yolk kesesi duvarinda, allantoise yakin, endodermal hiicreler arasinda
ortaya cikarlar. 4. haftada primordiyal germ hiicreleri ameboid hareketler ile son
barsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek 5. haftanin baslarinda primitif
gonadlara ulasip, 6. haftada genital kabarikliga yayilir. Bu hiicreler genital
kabarikliga ulasamadiklar1 taktirde gonadlar gelisemez. Primordiyal germ hiicreleri,
gonadlarin testis veya ovaryuma farklanmalarinda indiiktif etkiye sahiptir. 6. hafta
sirasinda primordial germ hiicreleri primitif gonadlara ulastiklarinda genital yariktaki
epitel hiicreleri prolifere olarak mezoblasta gomiiliir ve burada primitif seks
kordonlarini olustururlar. Bu kordonlar, yiizey epiteline baghdirlar. Bu evrede gonad,
farklilagmamis gonad olarak bilinir ve ayrim yapilamaz. Eger embriyo genetik
olarak erkek ise primordial germ hiicreleri XY cinsiyet kromozomlarma sahiptir.
Y kromozomunda bulunan testis belirleyici faktor kodlayan SRY geni etkisiyle,
primitif cinsiyet kordonlar1 mediiller kordon veya testis olusturmak iizere, ¢ogalmaya
devam ederek medullanin derinlerine dogru ilerlemektedir. Daha sonra bu kordonlar,
rete testis tiibiillerini olusturacak olan ince hiicre siralarindan olusmus bir ag seklinde
bezin hilusuna dogru dagilirlar. Testis kordonlari ile ylizey epiteli iliskisi gelisimin
ilerleyen safhalarinda, yogun fibréz bir bag doku olan tunika albugineanin araya
girmesiyle sona erer (18-20).

Dordiincii ayda, atnali seklini almis olan testis kordonlarinin agik uglar1 rete
testis ile devam etmektedir. Bu halde testis kordonlari, bezin yiizey epitelinden

geligen Sertoli destek hiicreleri ve primitif germ hiicrelerinden olugsmaktadir.



Genital kabarikligin mezensiminden kokenlenen Leydig hiicreleri testis
kordonlarmin arasinda bulunur. Testis kordonlarinin farklanmaya baslamasinin
hemen ardindan gelismeye baslarlar. Gelisimin 8. haftasinda Leydig hiicreleri
testosteron iiretmeye baslarlar. Puberteye kadar seklini korumus olan testis
kordonlarinin pubertede liimenleri agilarak seminifer tiibiil halini alirlar. Seminifer
tiibiiller kanalize olduktan sonra rete testis tiibiilleriyle birlesir ve sonra duktuli
eferenteslere girerler. Bu eferent duktuslar mezonefrik sistemin geride kalmis
bosaltim tiibiillerini olusturular. Bu kanallar, rete testis ile mezonefrik (Wolff)
kanallarini birbirine baglar (18-20).

Testisler, gelisimin 12. Haftasin da inguinal bolgeye ulasir, inguinal
kanaldan 28. haftada ge¢gmekte ve skrotuma 33. haftada ulasmaktadirlar. Mezonefroz
gerilerken, gubernaculum denilen bir ligament, gonadin inferior kutbundan, karnin
iki tarafina dogru iner. Bu inguinal bélge, internal ve eksternal oblik kaslar arasinda
sonlanmaktadir. Testis inguinal kanala inerken, gubernaculum’un ekstraabdominal
kismi skrotal siskinlige dogru biiyiir ve tabanina temas eder. Testisler inguinal
kanaldan gecerek, dogumda skrotal bolgeye inmis olurlar. Skrotumdaki testis, vajinal
proses ile sarilir. Testisi saran bu peritoneal tabakaya tunica vaginalisin viseral
tabakasi, peritoneal kesenin diger kisimlarina ise tunica vaginalisin parietal tabakasi
denir.

Testisler, periton ve vajinal prosesin disindan gegerler, skrotuma
girdiklerinde, spermatik kord etrafinda inguinal kanal kasilir. Zamaninda dogmus
olan saglikli yeni doganlarda her iki testis de skrotum igerisindedir. Dogumdan sonra
il ii¢ ay icerisinde, inmemis olan testislerin ¢ogu skrotuma inerler, bu inis fetal testis
tarafindan tretilmekte olan androjenler tarafindan kontrol edilir. Ayrica embriyonun
boyutlarinin biiylimesi, fetal pelvis genislemesi, karm i¢i organlarin biiyiimesi ve

karin i¢i basing artis1 da testislerin skrotuma inisinde rol oynadigi diisiiniiliir (18-20).

2.2. Testisin Yapisi

Yetiskin testisleri viicut boslugunun hemen disinda yer alan skrotum
igerisinde bulunur. Her bir testis muskulofasiyal kesenin ucunda asili bir bigimde
skrotal ligamentlerle skrotuma baglanmiglardir. Testis ve epididimis skrotal kese
icerisinde vaza deferens, spermatik arter, vendéz ve lenfatik pleksuslar1 igeren

spermatik kordon ile birlikte asili bulunmaktadir (21). Bu anotomik yerlesimleri



spermatogenezin gerceklesmesi icin gereken optimum 1sida (34-35°C) kalmalarini
saglar (21,22). Her iki testis skrotal septum ile birbirlerinden ayrilmis, yanlardan
basik oval sekillidirler (23-25). Yetiskin bir insanda testisler 4-5 cm uzunlugundadir
ve 10-15 g agirliginda iken sicanlarda viicut agirliginin %1°1 kadardir.

Testisler distan i¢ce dogru {i¢ tunika ile ¢evrelenmistir. Bunlar, en dista seréz
bir zar olan tunika vaginalis, testisi ¢evreleyen siki bag dokusu yapisindaki bir kapsiil
olan tunika albuginea ve kan damarlar1 igeren gevsek bag dokusu yapisindaki tunika
vaskiilozadir. Testis kapsiilden uzanmis olan bag dokusu yapisindaki septumlar
araciligi ile yaklasik olarak 250 lobiile ayrilir. Tunika albuginea testisin posteriyor
yiizeyi boyunca kalinlasarak igeriye dogru mediastinum testis ifadesini alir. Testise
girig ve ¢ikista, genital bosaltim kanallari, kan ve lenf damarlari, bu mediastinumdan
gecer (26,27).

Her lobiil seminifer tiibiillerden ve Leydig (interstisyel) hiicrelerini i¢eren
bag dokusu yapisindaki stromadan meydana gelir. Lobiiliin i¢indeki seminifer
tiibiiller halka seklini alir ve uzun olmast sebebi ile kivrimli hale gelerek kendi
tizerine katlanir. Halkanin iki ucu U seklinde testis mediastinumuna yakindir ve
buradaki kisa, diiz sekil almig boliimiine diiz tiibiil (tubulus rektus) adi verilir. Diiz
tiibiil, anastomozlasan kanallar sistemi olan mediastinum igindeki rete testise agilir

(21,22).

2.2.1.Seminifer tiibiller

Seminifer tiibiiller 150 ila 250 (um) ¢apinda ve yaklasik 50 cm uzunluktadir.
Seminifer tlibiiller distan bazal membran ile ¢evrelenmis, birka¢ hiicre tabakasindan
olusan germinal epitelden meydana gelmektedirler. Bu germinal epitel distan bazal
lamina, kollajen lifler ve tiibiiliin kasilmasin1 saglayan miyoid hiicrelerden olusan
membrana propria (peritiibiiler doku) denilen fibroz bir doku ile sarilidir. Miyoid
hiicreler, ritmik kasilma hareketi ile seminifer tiibiiliin ¢apini degistirebilir ve
hareketsiz spermlerin tiibiilden rete testise dogru ilerlemelerini saglarlar. Boylece
spermatozoalarin tiibiil i¢cindeki hareketinden sorumludurlar (28).

Germinal epiteli olusturan hiicreler ¢ok katli sekilde yerlesim gosterir ve iki
temel hiicre populasyonundan olusur. Bunlar Sertoli hiicreleri ve spermatogenik

hiicrelerdir (22,29,30).



2.2.1.1. Sertoli hiicresi

Sertoli Hiicreleri diger bir adiyla destek hiicreleri, puberteye kadar germinal
epitelin ana hiicre tipi iken puberteden sonra seminifer tiibiilleri doseyen hiicrelerin
%10 unu olusturur. Puberteden sonra ¢ogalmalart durur. Bu hiicreler spermatogenik
hiicreleri ¢evreleyen ve aralarindaki boslugu dolduran yaygin apikal ve lateral
uzantilar1 bulunan, bazal membrandan liimene kadar uzanmis prizmatik sekilli
hiicrelerdir. Sitoplazmalar1 organelden oldukca zengindir. Cok sayida graniilsiiz (diiz)
endoplazmik retikulum, az sayida garaniillii endoplazmik retikulum i¢ermesinin yani
sira iyi gelismis golgi kompleksi, ¢cok sayida lipid damlacigi, mitokondri, lizozom,
lipofuksin pigmenti, glikojen graniilleri ve zengin bir hiicre iskeletine (mikrotiibiil,
aktin, vimentin) sahiptir. Insanlarda setoli hiicre sitoplazmalarinda inkliizyondan
sorumlu 6zel Charcot-Bottcher cisimcikleri bulunur. Bu yapilarin islevleri ve kimyasal
icerikleri tam olarak bilinmemekle birlikte, son yapilan caligmalarda lipoprotein
reseptor (CLA-1) proteinlerinin birikimi g6zlenmis ve bu durum, Charcot-Boéttcher
cisimciklerinin lipid tasiniminda ve lipidlerin Sertoli hiicreleri tarafindan kullaniminda
fonksiyonu olabilecegi diisiiniilmektedir (22,31-35).

Sertoli hiicreleri yan yiizey (bazolateral) kisimlarindan birbirleri ile zonula
okludens (sik1 baglant1) baglanti kompleksleri olustururlar. Bu baglantilar germinal
epiteli bazal ve adluminal kompartmanlara ayirarak gelismekte olan spermatogenik
hiicreleri otoimmiin reaksiyonlardan koruyan kan-testis bariyerinin olugsmasini saglar
(22,29).

Sertoli hiicreleri spermatogenik hiicrelerin desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmesinden sorumludur. Spermiyogenez sonucunda ortaya ¢ikan atik cisimlerin
fagosite edilmesini saglar. Sertoli hiicrelerinin diger bir gorevi ise sekresyondur.
Sertoli hiicreleri, devamli olarak genital kanallara dogru akarak spermin taginmasini
saglayan, protein ve iyonlardan zengin bir sivi salgilar. Folikiil stimule edici hormon
(FSH) uyarimi ile androjen baglayici protein (ABP) sentezlemeyerek spermatogenez
icin gereken tetosteronun yogunlagmasini saglar. Sertoli hiicreleri, ayn1 zamanda
inhibin ve aktivin peptidlerini salgilayarak 6n hipofiz ve hipotalamusdan salgilanan
gonadotropin salgilatict faktéor (GnRH) ve FSH salimmina negatif ve pozitif
feedback (geri besleme) bir etki gosterilmesini saglamaktadir. Sertoli hiicreleri Anti-
Miillerian hormon iiretmektedir. Bu hormon, emriyonik gelisim siirecindeki erkek

fetiiste Miiller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir glikoproteindir.



Testosteron hormonu ise Wolf (Mezonefrik) kanallardan koken alan yapilarin

gelismesini desteklemektedir (36,37).
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Sekil 1. Testisin anatomik yapis1 (38).

2.2.1.2. Spermatogenik hiicreler (Germ hiicreleri)

Seminifer tiibiillerde, liimen ile bazal lamina arasimna yerlesmis belirgin
olmayan tabakalar halinde konumlanan, diizenli olarak c¢ogalan ve olgun sperme
farklilasan, ilerleyici gelisim sergileyen cesitli evrelerdeki hiicreleri ifade etmektedir.
Bu hiicreler embriyonel donemde gonadal yolk kesesinden kaynaklanan ve gonadal
kabartilarda kolonize olmus primordial germ hiicrelerinden gelisir. Bazal laminanin
lizerinde konumlanan en immatiir spermatogenik hiicrelere spermatogonyum adi
verilir. Bir spermatogonium hiicresinin farklilagip bir spermatozoon hiicresi
olusuncaya kadar gecen siirece spermatogenez adi verilir. Puberteden hemen 6nce
pitliiter gonadopropin seviyesinin artig1 ile baslaylp yasam boyunca devam eder
(39,40).



2.2.1.3. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonyal faz, spermatosit fazi (mayoz) ve spermatid
faz1 (spermiyogenez) olmak iizere ii¢ fazda gergeklesir. insanlarda spermatogenez
yaklagik 74 giin, spermlerin matiirasyon siireci ise 14 giin stirdiigii bildirilmistir.
Ratlarda ise spermatogenez siirecinin 48-56 giin arasinda oldugu bildirilmistir.
Spermatogenez tanimlayici olmasi agisindan, li¢ farkli faza ayrilmistir (39-41).

Spermatogonyal Faz: Bu fazda, spermatogonyal kok hiicreler mitoz
bolinme  gegirerek adanmig  spermatogonyum  populasyonunu  olusturur.
Niikleuslarin goriiniimii, kromatin dagilimi gibi histolojik 6zelliklerine gore, Tip A
koyu, Tip A acik ve Tip B spermatogonyum olmak {izere 3 tip spermatogonyum
siniflandirilmastir.

Tip A koyu spermatogonyum, yogun bazofilik, ince graniillii kromatinli,
oval sekilli niikleusa sahiptir. Bu tip spermatogonyumlarin germinal epitelin kok
hiicreleri oldugu diisiiniiliir. Diizensiz araliklarla boliinme gecirerek ya bir cift kok
hiicre olarak kalan tip A koyu (Type A dark) spermatogonyum ya da bir ¢ift tip A
acik (Type A pale) spermatogonyum olusturur.

Tip A acik spermatogonyum, agik renk boyanan ince graniillii kromatinli
oval niikleusa sahiptir. Bu tip hiicreler spermatozoon olusturan farklilagma siirecine
yonlendirilmislerdir. Ard arda mitoz boliinme gegirerek sayilarini artirirlar.

Tip B spermatogonyum, merkezi bir niikleus etrafinda yogunlasmis
kromatin igeren yuvarlak niikleusa sahiptir (42).

Spermatosit Faz1 (Mayoz): Bu fazda, pirmer spermatositler mayoz boliinme
ile kromozom sayisin1 ve DNA miktarlarini azaltirlar. Tip B spermatogonyumlarin
mitoz boliinmeleri sonucu primer spermatosit olusur. Primer Spermatosit en biiylik
hacimlidir ve olusumunun hemen ardindan mayoz boliinme 6ncesi DNA larini iki
katina ¢ikartirlar. Boylece primer spermatosit 2n kromozom ve 4d DNA igerir.
Sekonder spermatositler hacim olarak daha kiigiiktiirler ve kisa siire igerisinde ikinci
mayoz boliinmeye ugramalar1 sonucu kesitlerde goriilmeleri oldukg¢a zordur. Mayoz I,
kromozom sayisini (2n’den 1n’ye) indirger ve DNA miktarini ise haploid (4d’den
2d’ye) duruma getirir, béylece sekonder spermatosit meydana gelmis olur. Sekonder
spermatositler (1n) kromozom tasimaktadirlar. Mayoz II’den 6nce DNA replikasyonu

olmadigr i¢in bu boliinmeden sonra olusan spermatidler (1n) kromozoma sahiptir.



Sekonder spermatositlerden ikinci mayoz boliinme sonrasinda (1n) kromozomlu ve
(1d) miktarinda DNA’ya sahip iki haploid spermatid olusur (42).

Spermatid Fazi1 (Spermiyogenez): Bu faz spermatidlerin olgun sperme
farklilasma evresini tanimlamaktadir. Ikinci mayoz boliinme sonucu olusan her
spermatid hiicresi (1d) DNA ve (1n) kromozom sayisi, 22 otozom art1 bir X yada Y
kromozomu bulundurmaktadir. Bu haploid spermatidler olgun spermi olusturan
farklilasma stireleri boyunca da haploiddirler. Sperm bir oositi fertilize ettiginde
(dollediginde) diploid hale gelir. Spermiyogenez 4 evreden olusur.

1. Golgi fazi, spermatidin golgi aygitinda karbonhidrattan zengin madde
birikerek, kiicik PAS (+) boyanan proakrozomal vezikiilalar olusur. Proteinden
zengin proakrozomal graniiller birleserek, niiklear bir zarf olan akrozomal vezikiile
komsu, membranla sinirlanmis tek bir akrozomal vezikiil olusturmak {izere bir araya
gelirler. Bu fazda akrozomal vezikiiliin hacmi genisler ve igerigi artar. Akrozomal
vezikiiliin pozisyonu gelisen spermin 6n kutbunu olusturur. Sentriyoller spermatidin
arka kutbuna yonelerek, arka kutupta sperm kuyrugunun aksonemi olan periferik 9+2
mikrotiibiil (iki merkezi ve dokuz periferik mikrotiibiil ¢ifti) yapisinin olusumunu
baslatir.

2. Kep fazi, akrozomal vezikiil niikleusun 6n kismi tizerinde yayilir ve bu
sekildeki yapiya akrozomal kep ad1 verilmektedir. Spermatid niikleusu yogunlasir.

3. Akrozom fazi, mikrotiibiiller bir araya gelerek niikleusun her iki yaninda
silindirik bir kilif olan manseti olustururlar. Flagellum gelisimini baslatan
sentriyoller niikkleusun arka yiizeyine taginarak niikleusa tutunur ve modifiye olarak
spermin baglant1 parcasini olusturur. Niikleusa tutunan sentriyoller dokuz kalin fibril
olusturarak aksonem mikrotiibiillerinin periferinde yogun fiberler olarak kuyrugun
icine uzanirlar. Bunlar niikleusu flagellum ile birlestirerek baglanti pargasini
olusturmus olurlar (42).

Plazma membran1 posteriyore hareket ederken manset kaybolur ve
flagelluma dogru akan mitokondriler spirali olusturmak iizere aksonem etrafinda
toplanirlar. Bu spermin orta pargasini olusturur. Orta par¢anin distalinde ¢ok sayida
baglant1 kusag: iceren fibroz kilif neredeyse flagellumun ucuna kadar uzanir. Fibroz
kilifin distalinde kalan bu kisa boliim kuyrugun son pargasidir.

Olgunlasma (maturasyon) fazi, flagellanin etrafindaki rezidiiel cisimcik
olarak adlandirilan fazla sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.

Niikleus tamamen uzar ve homojen kitle halini alir. Gelismekte olan gametler ile



karakterize olan interseliiler kopriiler rezidiiel cisimlerde kalarak, spermatidlerin
birbirlerinden ayrilmasini ve Sertoli hiicresinden saliverilmesini saglar. Bu ayrilmaya

spermiasyon adi verilir. Olgun bir insan sperm hiicresi 60um uzunlugundadir (42).

Orta parca

Baglants pargast

Sekil 2. Insanda bulunan olgun bir spermatazoon hiicresi (43).

Bas ve kuyuk kisimlarindan olusur. Bas kismi, yassi ve sivridir. 4.5-5 um
uzunlugunda, 1 pm kalinlikta ve 3 um genisligindedir. Niikleusun 2/3’liik 6n kismini
saran akrozomal kep hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimler oositi ¢evreleyen korona
radiyata ve zona pellusida’ya spermatozoon girisini saglamak ic¢in dollenme
esnasinda saliverilir. Kuyruk ise baglanti pargasi, orta parga, esas parga ve son parca
olmak tizere dort kissmdan meydana gelir. Kisa olan baglant1 pargasi sentriyolleri ve
kaba fiber yapilarinin baslangicini igerir. Orta parga, yaklasik 7 pum uzunlugunda
olup, kalin fiberlerin ve aksonemal kompleksin etrafinda dairesel sekilde sarilmis
olan mitokondriyonlar1 igerir. Bu mitokondriyonlar sperm i¢in enerji saglayarak
spermin hareketinden sorumludurlar. Esas parca, yaklasik 40 um uzunlugundadir ve
kuyrugun en uzun pargasidir. Kalin fiberlerin ve aksonemal kompleksin digindaki
fibroz kilift igermektedir. Son parga yaklagik 5 um uzunlugundadir ve fibréz kilifin

erken sonlanmast ile yalnizca aksonemal kopleksi igermektedir (44-46).
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Saglikli sekstiel olgunluga erigmis bir erkekte giinde yaklasik 30 milyon kadar
sperm lretimi gergeklesmektedir. Yetiskin bir insanda sperm degerlendirilmesi
yapildiginda, sperm konsantrasyonunun 15 milyon/ml’den, motilitesinin (hareketlilik)
ise %50’den daha fazla olmas1 gerekmektedir. Motilite yiizdesi ileri hizli ve ileri yavas

spermlerin toplaminin yiizdelik olarak ifadesidir (47).

Sekil 3. Sigan sperm hiicresi (x40).

Sican sperm hiicresi insan sperm hiicresinden morfolojik olarak farklilik
gosteririr. Cengel seklinde bir bas yapist ve daha uzun bir kuyruga sahiptir (Sekil 3).
Sicanlarda spermatogenez 45 giinliikken bagslar fakat optimum sperm iretimi
75 giinliikken (2- 2,5 aylik) gerceklesmektedir. Ortalama 200-300 milyon kadar

sperm tretimi gerceklestigi goriilmiistiir (48-50).
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2.2.1.4. Spermatogonezin uyariminda hormonel faktorler
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Sekil 4. Erkek tireme fonksiyonuna ait hormonel diizeni gosteren sematik diyagram (51).

Ekzokrin ve endokrin fonksiyonlara sahip olan testislerin ekzokrin
fonksiyonu, seminifer tiiblillerde meydana gelen olgun spermatozoon hiicrelerinin
olusumudur. Endokrin fonksiyonu ise Leydig hiicrelerinin gergeklestirdigi
testosteron Uiretimidir.

Spermatogenezin diizenlenmesi hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan
Folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve Liiteinizan hormon (LH) ile saglanir. LH
Leydig hiicrelerini uyararak testosteron iiretiminin baslatilmasini saglar. LH salinimi
hipofizden negatif geri besleme ile diizenlenmektedir. FSH Sertoli hiicrelerini uyarir.
Sertoli hiicreleri FSH uyarimi ile adenilat siklazi ve sonugta siklik adenozin
monofosfat (cAMP) artisin1 saglar. Bu sayede androjen baglayict protein (ABP)
testosteronu baglar ve spermatogenez icin gereken testosteronun seminifer tiibiil
icinde yogunlagsmasini saglar. Testosteron spermatogenezin uyarilmasini saglar.

Sertoli hiicrelerinden salinan endokrin bir madde olan inhibin, FSH saliverilmesini
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inhibe eden geri besleme dongiisiinde gorevlidir. Spermatogenez Ostrojen veya

progesteron ile inhibe edilmektedir (37, 52-55).

2.2.2. interstisyum

Seminifer tiibiillerin arasinda yer alan interstisyel bag dokuyu ifade eder.
Cok sayida kan damari, lenf damarlar1 ve sinir liflerini i¢eren gevsek bir bag doku
yapisindadir. Bu dokuda bag dokusunun olagan hiicrelerinden olan fibroblast, mast
hiicresi, makrofaj gibi hiicrelerin yanisira testesteron liretiminden sorumlu Leydig
hiicreleri (interstisyel hiicreler) bulunmaktadir. Bag dokusu i¢inde yer yer gruplar
halinde ya da tek tek goriilen Leydig hiicreleri, yuvarlak veya poligonal sekilli,
yuvarlak niikleuslu, eozinofilik hiicrelerdir ve tipik olarak lipid damlaciklari igerirler.
Bu hiicreler lipofuksin pigmenti ve ¢ubuk sekilli sitoplazmik kristaller olan Reinke
kristallerini siklikla igerirler. Steroid sentezleyen diger hiicreler gibi graniilsiiz
endoplazmik retikuluma sahiptirler. Leydig hiicreleri erken fetal donemde
farklilasarak testosteron sagilar. Testosteron salgisi embriyonik gelisim, cinsel
olgunluk ve tireme gibi fonksiyonlarda rol oynar. Embriyoda, testosteron ve diger
androjen salimimi erkek fetusta gonadlarin normal gegilsmesini saglar. Pubertede,
testosteron salinimi sperm iiretiminin baglatilmasini, aksesuar cinsiyet bezlerinin
salgisin1 ve sekonder seks karakterlerinin gelisimini saglar. Yetiskinlerde, testosteron
salgis1 spermatogenezin, sekonder seks karakterlerinin, genital bosaltim kanallarinin

ve aksesuar cinsiyet bezlerinin devamlilig i¢in gerekli olmaktadir (28,31).

2.3. Anabolik Androjenik Steroidler

Testosteron, androjenik aktivite gosteren steroid yapili bir molekiil olarak,
1935 yilinda izole edilip, karakterize olduktan sonra kimyasal olarak testosteronun
birgok Ozelliklerine sahip olan sentetik tlirevleri sentezlenerek genel olarak
“Anabolik Androjenik Steroidler” (AAS) olarak isimlendirilmistir (1).

Uzun yillardir sporcular, performanslarini arttirmak igin bitkileri, dogal ya
da sentetik ilaclar1 kullanmislardir. AAS’lerin egzersizle birlikte alindiginda kas
kitlesi ve kuvvetini arttiric1 etkileri ortaya ¢iktiktan sonra viicut gelistiriciler, atletler
ve profesyonel sporcular tarafindan suprafizyolojik dozlarda kullanimi

yayginlagmistir. Daha sonra Diinya Doping Ajansi (WADA) tarafindan olimpiyatlar
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ve ciddi spor miisabakalar1 da dahil olmak iizere profesyonel sporculara doping adi
altinda AAS’lerin kullanimi yasaklanmistir. Halen kullanimi yaygin sekilde devam
eden AAS’leri kadin ve erkek profesyonel olmayan sporcular, viicut gelistiriciler
tarafindan tercih edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde AAS kullanicisi olan
yaklagik ii¢ milyon kisi tespit edilmis ve bu saymin giderek arttigr bildirilmistir
(1,2,56-58).

2.3.1. Testosteron

Testisteki Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron en Onemli
androjendir. Neredeyse tamamu testis tarafindan tretilirken %5’ten daha az bir dilimi
adrenal bezler tarafindan tretilir. Testosteron, Leydig hiicrelerinin mitokondrilerinde
enzimatik reaksiyonlar sonucu tiim steroidal hormonlarin 6n maddesi olan bir
kolesterol tlirevi pregnolondan iiretilmektedir. Saglikli bir erkekte giinde ortalama
2.1- 11.0 mg aras1 testosteron sentezi gergeklesir ve plazma diizeyi 300 — 1000 ng/dl
arasinda olmaktadir (1). Uretimi hipotalamo-hipofizer aks tarafindan gergeklestirilir.
Uretiminde liiteinizan hormon (LH) etkilidir. Hipotalamus, liiteinizan hormon
releasing hormon (LHRH) olarak isimlendirilen kiigiik polipeptid bir hormon

salgilayarak stimule ettigi hipofiz bezinden LH salgilanir.
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Sekil 5. Testosteron sentezi (59).

LH, Leydig hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak protein kinaz {izerinden
bir etkiyle kolesteroliin pregnenolona doniisiimii gergeklesir ve androjen sentezi
stimiile edilmis olur. Leydig hiicrelerinde iiretilen testosteron diflizyon yolu ile kana
gecmektedir. Uretilen testosteronun %98’i kanda transport proteinlerden, seks
hormon baglayici protein albumin ve globuline bagh olarak bulunurken %2’si
serbest halde bulunur. Serbest bulunan testosteron aromatizasyon ve reduksiyona
ugrayarak ostradiol ve 5 a- dihidrotestosterona (DHT) doniismektedir. Testosteron,
ayn1 formda, cilt ve prostatta 5 a- dihidrotestosterona doniiserek, lipit metabolizmast,
beyin ve vaskuler yapilarda E2’ye doniiserek etki gostermektedir. Testosteron DHT
olarak karacigerde oksidasyon, rediiksiyon ve hidroksilasyona ugrayarak metabolize
olur. Bunun sonucunda 17— ketosteroidler ve siilfatli inaktif metabolitler
(androsteron, epitestosteron, epiandrosteron ve etiokolanolon gibi) ortaya ¢ikar.
Bunlar suda ¢oziinebilen molekiillerdir ve idrar yolu ile viicuttan uzaklastirilirlar
(60,61).

Testosteron hormonu sekonder seks karakterleirinin  gelisiminde,
spermatogenezde ve libidoda onemli bir role sahiptir. Bunlar testosteronun
androjenik etkisini olusturur. Androjenik etkilerinin yaninda protein sentezini

saglamak ve protein yikimini azaltmak gibi anabolik etkileri de bulunmaktadir.
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Anabolizan etki ile protein sentezi, kas hacminde artis gibi biiylimenin tetiklenmesi
gercgeklesir (60,61).

AAS’ler anabolik ve androjenik etkilerinin birbirlerinden farkli olmasiyla
cesitli segceneklerde tercih edilirler. Testosteron temel AAS oldugundan dolayi
anabolik: androjenik etki oran1 1 olarak kabul edilir ve tiim steroidlerin anabolik
veya androjenik etkileri orana gore belirlenmektedir. AAS’lerin bazilar1 androjen
reseptoriine zayif sekilde baglanir ve zayif androjenik etki olusturur fakat giiclii
anabolik etkiye sahiptirler. Bazilar1 ise tam aksi sekilde androjen reseptoriine giiclii
bir sekilde baglanir giiclii androjenik etki olusturur fakat zayif anabolik aktiviteye
sahiptirler.

Sentetik AAS’lerin androjenik 6zelligi zayif, anabolik 6zelligi giiclii olan
tiirevleri iiretilmis olsa da uzun siireli ve suprafizyolojik dozlardaki kullanimlari
sonucu androjenik etki meydana gelmektedir (62).

AAS’ler anabolik: androjenik etkileri bakimindan ii¢ gruba ayrilirlar;

Testosteron benzeri etki gosterenler: Androjenik etkileri ¢cok giicliidiir.
Biiyiik kas giicli kazanimlarina izin verirler. Bu AAS'lar genellikle testosteronun
kendisine benzer sekilde 1: 1'e yakin bir anabolik: androjenik etki orani gosterirler.
Yiiksek aromatizasyon potansiyelleri oldugundan 6stradiole doniisiir ve 6dem yapici
ozellige sahiptirler. Jinekomastiye sebep olurlar. Bunlar, Testosteron cypionate,
Testosteron undekanoat gibi testosteron esterleri, metiltestosteron, boldenon ve
digerlerini igerir.

Dihidrotestosteron (DHT) benzeri etki gosterenler: Yiiksek derecede
androjeniktir.  Bu AAS'lar bir SDHT molekiiliine benzedikleri igin Ostrojene
aromatize edilemezler ve ayrica diisiik bir su ve tuz tutma 6zelligine de sahiptirler.
Bu AASlIer stanozolol ve oxandrolone igerir.

Nandrolon benzeri etki gosterenler: Yiiksek anabolik, diisiik androjenik
etki gosterirler. Bu gruptaki AAS'lar, hipotalamik aksi inhibe eden progesteron
benzeri aktiviteye sahiptirler (63).

Son yillarda testosteron ve AAS kullaniminda artislar gériilmektedir. Bunun
sebebi androjen yetmezligi, cogu viicut gelistiricilerin ve agir spor dallariyla ugrasan
sporcularin performanslarini artirmak istemeleri sonucunda ortaya ¢ikmistir.
Profesyonel ya da amatdr sporcular, viicut gelistiriciler bu molekiilleri normal
fizyolojik ihtiyaclariin (testisler tarafindan iiretilen 40 — 50 mg/hafta) 50 — 100 kati
kadar fazla suprafizyolojik dozlarda (600 — 5000 mg/hafta) almaktadirlar (64,65).

16



Cok sayida AAS’yi kombine sekilde almanin oniine gegcmek i¢in daha uzun
siireli ve suprafizyolojik dozlarda kullanilan nandrolon kullanilmaktadir. 4-12
haftalik donemler seklinde kullanilirlar. AAS tiirevleri yapilarindaki ester gruplarinin
farkliliklar1 sebebi ile intramuskuler ve oral yolla alindiklarinda etkilidirler.

AAS’lerin erkek {lireme sistemi Tlizerindeki olumsuz etkileri pek ¢ok
calismada gosterilmistir. Ozellikle, yapilan bir ¢alismada, prostat ve testis kanserinin
yan sira infertilite de dahil olmak iizere, AAS’nin iirogenital sistemdeki organlara
olumsuz etkileri bildirilmistir (66,67).

Hipotalamik-hipofizer eksende gonadotropin salinimini negatif feedback
mekanizmasi ile inhibe ederek, LH ve FSH diizeylerinde diisiise yol acarak endojen
testosteron ve Ostrodiol diizeylerinde azalmaya sebep olurlar. Boylece testislerde
atrofi ve spermatogenezde bozulmalara yol agabilir (68).

Intratestikiiler testosteron seviyesinde goriilen azalmaya bagl olarak
spermatogenezis yavasglar ve bir siire sonra durur. Buna bagli olarak sperm
morfolojisi ve motilitesinde bozulma, siddetli oligozoospermi, azoospermi ve hatta
testis atrofisi olusabilmektedir (69,70).

2.3.2. Nandrolon Decanoate

Nandrolon (19-nortestosteron), testosterona yapisal ve fonksiyonel olarak
yakin olan, ancak testosterondan 10 kat daha fazla anabolik etkiye sahip olan
anabolik-androjenik bir steroidtir (71).

Nandrolon dogal olarak, fare bobreginde, at ve domuz testislerinde,
maymun plasentasinda ve domuz folikiiler sivisinda bulunmustur ve ayrica ticari
olarak Nandrolon Dekanoate (ND) olarak adlandirilan dekanoat esterli bir formda

kimyasal olarak sentezlenmektedir (72,73).
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Testosteron Nandrolon Dekanoat Nandrolon (19-Nortestosteron)

Sekil 6. Testosteron, Nandrolon Dekanoat ve Nandrolon'un kimyasal yapis1 (74).

Nandrolon Dekanoate (ND), Nandrolon ile Dekanoik asitin bir
konjugasyonudur. ND’nin bu yapisi, intramiiskiiler (kas i¢i) ve intraperitoneal (deri
ici) enjeksiyonlara uygun olmasini saglamistir. ND enjeksiyonu sonrasinda, bir
esteraz aracihigi ile Nandrolon’a hidrolize olur. Insanlarda intramiiskiiler
enjeksiyondan sonra yaklasik 6 giinliikk yarilanma siiresine sahiptir. Etki siiresi
yaklasik olarak 3 haftadir (75).

Molekiil agirligr 428.65 g/mol’diir. Suda ¢oziinmez fakat eter, etanol,
aseton, kloroform ve yaglarda kolaylikla ¢6ziinebilmektedir. Kaslarda depo edilen
formundan ester formuna salinimi igin gereken yarilanma siiresi ratlarda 4-5 giin,
insanlarda ise 6-8 giindiir (76).

ND, siklikla HIV ile iligkili kas kaybi, kronik bdbrek yetmezligi ile
indiiklenen anemi ve yasli osteoporotik kadinlarda kemik mineral yogunlugu gibi
birka¢ klinik durumun tedavisi i¢in kullanilmaktadir (77). ND’nin bu yararh
etkilerine ragmen ND'nin erkek ve disi lireme sistemlerinde zararli etkileri de dahil
olmak tlizere ND'nin uygulanmasi ile birlikte istenmeyen fizyolojik ve psikolojik
sonuclar olusmustur. Ozellikle ND'nin erkeklerde uygulanmasi siklikla bozulmus
spermatogenez ile sonuglanarak infertiliteye sebep olmustur (9). Yiiksek dozda
kullanilan ND’nin testikiiler ve epididimal agirliklar, sperm sayis1 ve sperm
motilitesinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Ayrica testikiiler atrofi ve

anormal morfolojiler ile sonuglanmistir (8-10,78).
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Deneysel bir hayvan modeli ¢alismasinda yiiksek dozda nandrolon
kullanim1 sonucunda intratestikiiler apoptozis hizinin arttifi ve egzersiz ile
apoptozisin amplifiye oldugu gozlemlenmistir. Bunun yanisira ayni ¢alismada semen
kalitesinin bozuldugu bildirilmistir (79). Floresan in situ hibridizasyon yontemiyle
spermlerin ultrastriktiirel yapilar1 incelenmis olan bir calismada AAS kullanan
olgularin spermlerinin XY, 1. ve 9. kromozomlarinda disomilerin varlig
gozlemlenmis ve AAS kullaniminin mayotik boliinme sirasinda genetik hasara neden

oldugu bildirilmistir (80).

2.4. Apoptozis

Programlanmis hiicre 6liimii apoptoz yolu ile de gergeklesmektedir. Tim
canlilarda oldugu gibi hiicrelerin de belli bir yasam siireleri vardir. Her hiicrenin
yasam siiresi, tipine gore degiskenlik gostermektedir. Apoptozisin aksine doku hasari
nedeniyle gerceklesen hiicre 6liimii nekrozis denen farkli morfolojik degisiklikler
gostermektedirler. Bu siirecten gecen hiicreler cevre hiicrelere zarar verebilir ve
siklikla da inflamasyon gibi sonuglar dogurabilmektedir. Hiicrenin yasam siiresini
doldurmas1 ve nekrozis gibi nedenler disindaki hiicre 6liimleri programlanmis hiicre
olimii olan apoptozis ile gerceklesmektedir. Apoptozis genel olarak hiicrelerin
kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli sekilde, protein, RNA
sentezine ve enerjiye gereksinim duyan, 6zellikle organizmada homeostazisi koruyan
bir olaydir.

Apoptozise ugrayan hiicre kii¢iiliir, yogunlasir ve sonra da pargalanirlar; bu
esnada zara bagl kiiciik apoptotik cisimleri serbest birakirlar ve bunlar diger hiicreler
tarafindan fagosite edilmektedir. Apoptoz sirasinda niikleuslar yogunlasir ve DNA
parcalanmaktadir. Onemli olan hiicre i¢indeki bilesenlerin cevre hiicrelerde zararl
etkiler olusturabilecekleri hiicreler aras1 ortama salinmamalaridir (81,82). Hiicrenin
ici gen aktivasyonu ya da ¢evreden gelen sinyallerle apoptozis baslamaktadir (83).
Apoptoz dnceden hazir olan hiicrelerde primer olarak baglatilabilir ya da bir uyarici
araciligiyla sekonder olarak gelisebilmektedir. Apoptozu tetikleyen hiicre dist
uyaranlar; 6liim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS — FAS ligand aracili apoptoz, TNF
aracilt apoptoz), biiylime ve lireme faktorlerinin yetersizligi, glukokortikoidler,
sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (radyasyon, UV, iskemi, steroid tedavisi, cesitli

ilaglar ve antijenler)’dir (84).

19



Otoimmiin hastaliklarin geligmesinde rolii oldugu bilinmekte olan Fas/FasL,
sFas proteinleri, viriisler (HIV; gp120 proteini, influenza virilisii;, TNF reseptori
vasitastyla, adenoviriis; hiicrenin genetik yapisin1 bozarak) hiicreyi apoptoza
gotiirmektedirler (83).

Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i uyaranlar; DNA hasari, sitokinler, metabolik
ve/veya hiicre siklus bozukluklari, hipoksi, hiicre i¢inde kalsiyum seviyesi artist ve
pH azalisidir.

Apoptoz silireci, DNA hasarima karsi genlerin yaniti, hiicre membran
vasitastyla 6liim sinyallerinin alinmasi (Fas ligandi) ve proteolitik enzimin (granzim)
hiicreye dogrudan girisi olmak iizere ii¢ farkli sekilde gelisebilmektedir (85).
Apoptozis siireci igerisinde belli basli ii¢ anahtar bilesen bulunmaktadir. Kaspazlar,
Bcl-2 ailesi proteinleri ve Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) proteini, bu
bilesenleri olusturmaktadir. Bunlarin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen
mitokondriyal hasar, DNA fragmentasyonu. Cekirdek zari kirilmasi, kromatin
yogunlasmast ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi seklindeki morfolojik

degisikliklerden olusmaktadir (86).

2.4.1. Apoptozis mekanizmasi

Apoptozis, instrinsik (mitokondriyal) ve ekstrinsik yol olmak iizere iki yol

tizerinden meydana gelmektedir.

Instrinsik Yol

Apoptozis hiicre i¢i sinyaller ile wuyarildiktan sonra proapoptotik
proteinlerden BID, antiapoptotik protein olan Bcl-2’nin inaktif olmasini, Bax ve
Bak’in ise aktiflesmesini saglar. Aktif hale gelen Bax ve Bak mitokondri
membraninda por olusumunu indiikleyerek ve membran potansiyelini degistirir.
Mitokondri membraninda sitokrom-c, EndoG (endoniikleaz-G), SMAC (Second
mitokondria derived activator of caspase), AIF (Apoptoz indiikleyici faktor) ve
kalsiyum salinimin1 uyarmaktadir. Oksidatif fosforilasyon igin sitokrom-c elektron
tasir. SMAC, AlIF’nin inhibe olmasini saglar ve apoptozis hizlandirilir. AIF ise
Kaspaz-3 ve Kaspaz-8 aktivasyonunu bloke eder. AIF niikleusa transloke olarak
parcalara ayirir. EndoG DNA yapisinin  parcalanmasmi saglar. Mitokondri

membranindan salinan sitokrom-c, Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor) ve
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ATP katilmiyla sitozolde Apoptozom adli bir kompleks meydana gelmektedir
(87,88,89).

Apoptozom Kaspaz-9’u aktif hale getirir. Kaspaz-9, Prokaspaz-3’ii aktif
hale getirir. Aktif kaspaz-3 ise ICAD (inaktif kaspaz aktive edici Dnaz)’1 inaktif hale
getirerek CAD (kaspaz aktive edici Dnaz)’1 serbestler. Serbestlesen CAD ise niikleus
kromatin yogunlagmasina ve DNA’nin alt brimlere ayrilarak fragmante olmasina

sebep olur (88,89,90).

Ekstrinsik Yol

Hiicre yiizeyinde bulunan Fas, TNFR, DRS5 gibi 6liim reseptorlerine, FasL,
TNF-0, TRAIL gibi 6liim sinyallerinin baglanasi ile reseptorler trimerik bir yapi
halini alir. Bu yapidaki reseptor; adaptér molekiiller ve prokaspazlar ile birleserek
DISC (Death inducing signaling coplex) isimli yapiyr meydana getirmektedir. Bu
birlesim sonrast inaktif haldeki Prokaspaz-8, aktif Kaspaz-8’¢ doniisiir. Aktif
Kaspaz-8 dogrudan ya da dolayli sekilde kaspaz-3’ii aktive eder. Dogrudan ya da
dolayli sekilde aktif hale gelen Kaspaz-3 CAD aktivasyonu ile DNA’nin fragmante
olmasini saglamaktadir (88,91,92).

Ekstrinsik yollardan bir digeri ise sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre
membraninin yapi taglarindan birisidir. Radyasyon, kemoterapi ve 6liim reseptorleri
vasitastyla  aktif hale gelen sfingomyelinaz, sfingomyelini seramid’e
dontstiirmektedir. Seramid ise seramidaz ile sfingozine doniisiirerek, BID yapimini
artirir ve apoptozu tetikler. Ayrica Granzim-Perforin adli diger bir yol ise patojenle
enfekte olan hiicreler ve tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Birer
serin proteaz olan perforinler ve Granzim B, sitotoksik T lenfositler ve Natural Killer
(NK) hiicrelerinin sitoplazmik salg1 graniilleri igerisinde bulunmaktadirlar. Sitotoksik
T lenfositler hedef hiicreye baglanarak perforinler salinimi gergeklesir ve perforinler
hedef hiicrede dairesel bir por meydana getiririler. Bu olusan por hiicre icine
kalsiyum  girisini  artirarak, vezikiilden Granzim B’nin serbestlenmesini
saglamaktadir. Granzim B ise kaspaz aktivasyonunu gerceklestirerek DNA’nin

fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olmaktadir (93).
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2.5. Kaspaz-3

Gerek oliim reseptorleri yolu ile gerckse de mitokondriyal apoptoz yolunda
rol almaktadirlar. Kaspaz ailesi, apoptozisin baslatilmas1 ve uygulanmasinda énemli
goreve sahiptirler (94). Hiicrede inaktif halde bulunurlar fakat proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirmektedirler. Ilk kesfedilen kaspaz C. Elegans’in ced-3’i olup
memelilerde ICE (interleukin-1beta doniistiiriicii enzim) ile denk olup sonrasinda
Kaspaz-1 olarak ifade edilmistir. Tiim kaspazlar benzer aminoasit dagilimina sahip
olduklarindan, substrat spesifikligi ve yapisal olarak benzer 06zellikler
gostermektedirler. Tiim kaspazlar inaktif formlar1 olan proenzimler halinde
sentezlenirler (95). Kaspazlar 3 kisimdan olusurlar. Bunlar; NH - terminal kisim,
yaklasik 20 kDa agirlikta genis alt iinite ve 10 kDa agirlikta kiiciik alt iinitedir.
Proteolitik silire¢ sirasinda aktivasyona ugrayan bu genis ve kiiciik alt {initeler
birleserek heterodimer meydana getirir. NH-terminal kismi aktivasyonun
diizenlenmesinde onemli role sahiptir. NH-terminal ile kaspaz konsensiis bolgeleri,
kaspazlarin inaktif halden aktif hale gegebilmeleri icin gereken bdlgeleri olusturular.
Sitozolde konumlanmis olan kaspazlar, proteazlardir ve tetrapeptit motiflerini
taniyarak aspartat rezidiisiiniin karboksil ucundan peptit bagin1 kirma 6zgiinliigiine
sahiptirler (96). Giiniimiizde 14 farkli Kaspaz izofarmu kesfedilmistir. 100 farkli
hedef proteini keserek apoptozise neden olmaktadirlar. 3 tipde kaspaz bulur. Bunlar,
baglatici kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10), efektor kaspazlar (Kaspaz 3,6,7) ve
inflamatuar kaspazlardir (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14) (87,88,91).

Tiim kaspaz ailesinde oldugu gibi sistein molekiilii tagiyan aktif bir merkeze
sahiptir. Kaspaz-3, yaygin olarak kullanilmasa da CPP32 ve Apopain isimleriyle de
ifade edilmektedir. Kaspaz-3, baslatici kaspazlar olarak ifade edilen Kaspaz-8 ve
Kaspaz-9 tarafindan aktive edilmektedir. Hiicrede aktif hale geldikten sonra hedef
proteinlerini  spesifik bolgelerinden kesmektedir. Ornegin Poli (ADP-riboz)
polimeraz- 1 (PARP-1) enziminin Kaspaz-3 tarafindan kesilmesidir (97,98).

Kaspaz-3 aktif hale geldikten sonra kesim islemi tek bir spesifik noktada,
farkli yollarla direkt ya da indirekt etki ile gerceklesmektedir. Ornegin, endoniikleaz
CAD inhibitérii ICAD’1in Kaspaz-3 tarafindan kesilerek aktivasyona ugramasi ve
kesilmis olan parca aktif kisim olarak ortama salinmaktadir. Kaspaz-3’iin aktif hale
gelerek hedef proteinlerdeki spesifik bolgelerde kesim islemini gerceklestirmesi ile

morfolojik degisiklikler yapmasi apoptozis olusumu i¢in 6nemlidir.
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Aktif Kaspaz-3’in kesim yaptig1 bazi subsrat molekiillerine; Kaspaz-6,
Kaspaz-7, Kaspaz-9, PARP, ICAD SREB, DNA-PK, Topoizomeraz 1, Calpastatin,
MDM 2, B-Katenin, Laminler, Numa, FAK, ve p21 6rnek olarak verilebilir. Baslatici
ve sonlandirict kaspazlarin fonksiyonlariin birbirinden farkli oldugu bilinmektedir.
Kaspaz-3 kisa pro-domain igeren kaspazlardandir. Pro-domaini kisa olan diger
kaspazlar gibi baslatic1 kaspazlar tarafindan meydan getirilen proteolizis sonunda
aktif hale gelirler. Oliim-reseptér kompleksi (DRC)’ne Kaspaz-8 baglanmasi ile
prokaspaz-3 kesilir ve aktif Kaspaz-3 olusumu gergeklesir. Fakat Kaspaz-8, Kaspaz-
3’1 keserken ayn1 zamanda BID ve Bcl-2/Bax ailesinden olan molekiilleri de keserek

apoptozu indiikleyici etki olusturabilmektedir (97-99).

2.6. Tiimor Nekroz Faktorii-Alfa (TNF-a)

Carswell ve arkadaglari tarafindan 1975 yilinda tavsan ve farelerde Basillus
Calmette Guerin (BCG) aracilifiyla retikiiloendotelyal sistemin uyarilmasi ile
lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu sonrasi dolagima salinan bir protein olan Timor
Nekroz Faktor (TNF)’t bulusmusglardir (100). TNF, polipeptid yapili tiimor nekrozis
faktor-alfa (TNF-a) ve glikoprotein yapili tiimor nekrozis faktor-beta (TNF-) olmak
tizere benzer biyolojik Ozelliklerdeki iki yapisal formu bulunmaktadir. TNF-o
heterodimeri, monositler, fibroblastlar, T ve B lenfositler, endotel hiicrelerinden veya
makrofajlardan salinirken, lenfotoksin olarak da isimlendirilen TNF-B ise genellikle
aktive olmus T hiicreleri ve dogal dldiiriicti (NK) hiicrelerden salinmaktadir. TNF-q,
makrofajlar ve T lenfositler tarafindan meydana gelen pek ¢cok immiin ve inflamatuar
yanitta rol oynayan bir sitokindir (101). Kasektin olarak isimlendirilen TNF-a hiicre
icinde N terminali olan tip II transmembrandz proteindir. Baglangicta inaktif halde
plazma membraninda bulunan, 26 kDa molekiil agirligina sahip TNF-a proformu,
hiicre dis1 domaini TNF-a converting enzyme (TACE, ADAM- 17) ile kesilerek 17
kDa molekiil agirliginda matur solubl formu meydana gelmektedir (102,103).

TNF insanlarda 6. kromozom kisa kolunda , farelerde ise 17. kromozomda
smif-1 ve smif-2 MHC gen boélgeleri arasina lokalize olarak bulunmaktadir. TNF-a
proformu 233 aminoasitten olusurken aktif olan matur formu ise 157 aminoasitten
meydana gelmektedir (104). TNFR1 ve TNFR2 olmak {izere iki ¢esit TNF reseptorii
bulunmaktadir. Bu reseptdrlerin neredeyse tiim hiicre tiplerinde var oldugu

bildirilmistir (105,106).
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TNFRI1 eritrositler hari¢ her tip hiicrede bulunurlar ve ligandi solubl TNF-
a’dir. TNFR2 ise hematopoetik hiicrelerde sentezlenir ve ligandi ise membrana bagli
TNF-o’dir. TNF reseptorlerinin ekspresyonu normal ya da hastalikli dokularda ve
farkl1 hiicre tiplerinde degisiklik gdsterebilmektedir (107,108).

TNF-o’nin TNFR1 ve TNFR2’ye baglanma afinitesi farklidir. Baglandiktan
sonra ise aktive edilen hiicre i¢i sinyal yollar1 birbirinden farkli olmaktadir. Uyarilan
TNFR1’in hiicre i¢ci domaini, TNF reseptor assosiye 6liim domain (TRADD)
proteinine baglanarak ya Fas assosiye 6liim domain (FADD) proteini araciligiyla
apoptozis indiikklenmesini saglar ya da TNF reseptor assosiye faktor 2 (TRAF-2) ile
proinflamatuvar ~ yolagi uyararak NF-kB  aktivasyonu olusur. TNFR2,
TRADD/FADD yolaginmi aktive edememektedir. Etkisini sadece TRAF2 araciligi ile
gostermektedir. Sonug¢ olarak hiicrede TNF-a aracili uyarilma ile ortaya ¢ikan
sonuglar bu iki reseptoriin birbiri ile iletisimine bagli olarak belirlenir (109).

Insan kaynakli TNF-o ilk kez 1985 yilinda klonlanmustir. Sonrasinda
antiTNF-a antikorlar1 ve TNF reseptorleri tiretilerek pek ¢ok inflamatuar hastalikta
tedavi amaclh kullanilmaya baslanmistir. TNF-a dogal ve edinilmis immiinitede,
anjiogenezin  olusmasinda, adezyon  molekiillerinin  artisinda,  lenfosit
aktivasyonunda, hiicre proliferasyonunda ve apoptoziste rol oynayan proinflamatuvar
ozelliklere sahip bir sitokindir. Calismalar sonucunda TNF- o’nin inflamatuar
olaylarda onemli rol aldigi, enfeksiydz ajan varlifinda ya da doku hasarinda ilk 8
saat iginde TNF artis1 gozlenerek, bu artis hasarin 24. saatine gelindiginde en st
seviyelere ulastigi ve devam eden uyaran varliginda ise paralel olarak saliniminin
devam ettigi bildirilmistir (107,110).

TNF-a sinyal iletim yolaklart olduk¢a karmasgiktir ve bu yolaktaki en dnemli
transkripsiyon faktorii NF-kB araciligi ile diizenlenmektedir. NF-kB aracili sinyal
yolunda yaklasik 300 kadar molekiiliin varlig1 bildirilmistir (111).

Endotelyal hiicreler ve 16kositler inflamasyon regiilasyonuyla aktivitelerine
bagli olmak iizere proinflamatuar veya antiinflamatuar sitokinler iiretirler. TNF-a,
IL-6 ve IL-1P gibi proinflamatuar sitokinler akut ve kronik inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde 6nemli rollerinin oldugu bildirilmistir (112).

TNF-a, IL-6, IL-8 ve , IL-1 beta gibi inflamatuar sitokinlerin salinimini
uyarir, MCP-1, MIP-2, RANTES, IP-10 ve MIP-1a kemokinlerin artigin1 saglar ve
endotel adezyon molekiillerinden endotelyal 16kosit adezyon molekiilii (ELAM)-1,
intraselliiler adezyon molekiilii (ICAM)-1, Eselektin i¢in giiglii bir aktivatoriidiir.
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TNF reseptorleri pek cok hiicre ve dokuda sentezlense de, TNF-a’ya ait cogu
proinflamatuar etki, vaskiiler endotel {iizerinden endotel-16kosit etkilesimi ile
ger¢eklesmektedir.

Sonugta TNF-0 antijenden bagimsiz olarak pek ¢ok farkli 16kosit grubunu
harekete gegirir ve TNF-o’nin bu tip fonksiyonlari, inflamatuar reaksiyonlarla iligkili

olaylarin baslatilmasindan ve siirdiiriilmesinden sorumludur (113-115).

2.7. Niikleer Faktor-KappaB (NF-kB) Ailesi

Niikleer faktor kappa-B (NF-xB) sitoplazmada inaktif halde bulunan
indiiklenebilir, hiicre ici ve dis1 uyaranlara (oksidatif stres, bakteriler, viriisler,
biiytime faktorleri, kemoterapotik ajanlar, cesitli ilaglar, fiziksel ve fizyolojik
uyaranlar) yanit olarak eyleme gegerek aktif hale geldiginde niikleus iginde ihtiva
eden ve bir¢cok genin ekspresyonunda, inflamatuar genlerin tretiminden sorumliu
olan redoks-duyarli transkripsiyon faktoriidiir. Biiyime, inflamasyon, yaralanma
veya enfeksiyonlarda viicudun tepkisi olarak ifade edilen bir proteindir.

NF-kB, 1986 yilinda yapilan ¢aligmalar neticesinde Baltimore ve arkadaslari
tarafindan bulunmustur. ilk olarak farelerde B lenfositlere dzgii immunoglobin K
hafif zincir (light chain) geninin ekspresyonunu diizenleyen, 10 baz ¢ifti
uzunlugundaki bir DNA bolgesine baglanmis transkripsiyon faktorii olarak bilinen
NF-xB, zamanla pek ¢ok organizmada ve hiicre tipinde mevcut olan, birden fazla gen
ifadesinin diizenlenmesinde biliyiik 6neme sahip regiilator bir protein oldugu tespit
edilmistir (116,117)

Yapilan ¢aligmalar, tiimorlerde NF-«kB’nin tamamen veya siirekli
baskilanmasmin hiicre ¢ogalmasini Onledigi, hiicre donglislinii engelledigi ve
apoptozise neden oldugu bildirilmistir (118-120).

NF-xB ailesinin iiyesi olan bes protein bulunmustur. Bunlar NF-xB1
(p50/p105), NF-kB (p52/p100), RelA (p65), RelB, c-Rel’dir. NF-kB ailesi, niikleer
translokasyondan sorumlu olan korunmus bir Rel-homoloji alan1 (RHD) igerirler.
RHD, proteinlerin amino uglarinda olup yaklasik 300 aminoasitlik bir bolgeyi ifade
eder. RHD, DNA baglama, NF-kB’nin intraseliiler inhibit6rii olan IkB ile etkilesimi,
protein dimerizasyonu gibi gorevlere sahip oldugundan dolayr DNA’ya baglanma,
inhibitdre baglanma, dimerizasyon saglayan ve niikleer lokalizasyon sinyal (NLS)

gibi korunmus diziler i¢eren bolgelere sahiptir (121-123).
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Rel-A, RelB ve c-Rel proteinleri; C-terminal bolgelerinde transaktif domaini
icermektedirler. Bu domain NF-kB aracili gen transaktivasyonundabiiyilk 6neme
sahiptir. p5S0 ve p52’nin 17 prekiirsor molekiillerinin (p105 ve pl100) C terminal
bolgesi IkB ailesi liyelerinde de bulunmaktadir. IkB ailesi tiyeleri IkBa, IkBb, IkBE,
Bcl-3 diir (124).

NF-xB ailesinin tim alt birimleri, diger NF-kB ailesinin proteinleriyle
birlikte, kendilerinin transkripsiyonel olarak aktif ve baskilayici formlarini olusturan
homodimerler ve/veya heterodimerleri olustururlar. NF-kB, genom iizerinde
baglanma bolgesi kB (promotdr ve enhancer bolgelerinin igeren) bazi 6zel DNA
dizilerine dimerik formda baglanarak bir ¢ok genlerin ekspresyonunu diizenler. NF-
kB aktivasyonu araciligi ile inflamasyon, proliferasyon, invazyon, proliferasyon,
anjiyogenez ve metastaz olusumuyla ilgili genleri diizenler (125,126).

NF-«B’nin aktivasyon yolu;

NF-kB dimerleri hiicre sitoplazmasinda IkB olarak ifade edilen inhibitor
proteine bagli, inaktif halde bulunmaktadir (127). IkB, NF-kB’nin uyan diizenleyici
proteinleridir. IkB’lerin fosforilizasyonu ile IxB’ler ubikuitinasyona ugrayarak
proteolitik yol ile yikilirlar. Boylece NF-kB aktive olur ve IkB’ye bagli halde
bulunan NF-xB niikleer translokasyona ugrar. Aktif hale gelen NF-kB niikleusta
transkripsiyonu baglatir. Bu yiizden NF-kB’nin aktivasyonundaki énemli basamak
IkB’lerin fosforile olmasidir ve sonunda IkB kinaz (IKK) kompleksi meydana gelir.
NF-kB’nin sitokin bagli olarak aktive olmasinda IKK’nin rolii bulunmamaktadir;
IKK proinflamatuar uyarilar araciligiyla NF-kB’nin aktivasyonunda rol almaktadir.
Okaryotik hiicrelerde, transkripsiyon faktdrii olarak gorev yapan NF-kB, inflamatuar
ve immiin yanitlarin ana diizenleyicisidir. Proliferasyon, inflamasyon, hiicre
biiyiimesi ve farklilagmasi, lenfosit aktivasyonu, hiicre sagkalimi, apoptoz ve nekroz
gibi hiicresel olaylarda ve immiin yanitin olusturulmasinda rol oynar (127,128).

Organ sisteminde pek ¢ok 6nemli hastaliklarin patofizyolojisinde etkin rol
alir. NF-kB’nin aktivasyonu esnasinda olusan bir hata, hiicreyi 6liime gotiiren
apoptozisi ve nekrozisi tetikler. NF-xB aracili olaylar, dogal ve edinsel immiin
yanitlari ilgilendiren 200°den fazla genin aktivasyonuna veya baskilanmasina sebep
olmaktadir. NF-kB; immunreseptorler, sitokinler, hiicre adezyon molekiilleri,
biiylime faktorleri ve bazi akut faz proteinlerini sentezleyen genlerin
ekspresyonundan sorumludur. NF-«xB, pek ¢ok ajanla ve koaktivatorlerle birlikte tiim
hiicre tiplerinde aktiflesebilir. Bunlara sitokinlerden IL-2, IL-6, IL-1B, TNF-q,
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kemokinlerden IL-8 gibi, koloni stimiile edici faktdrlerden G-CSF ve GM-CSF gibi
ve bazi interferonlar 6rnek olarak verilebilmektedir.

NF-kB’nin uygunsuz aktivasyonu; otoimmun hastalilar, artrit, astim, akciger
fibrozisi, aterosklerozis ve AIDS gibi bazi inflamatuar hastaliklarla iliskili oldugu
bildirilmistir. NF-kB aktivasyonu, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu, anjiogenezi,

invazyonu ve metastazi yonettigi gosterilmistir (129-131).

2.8. PARP-1

PARP ailesi DNA hasarinda, DNA onarimi ve stabilitesinin korunmasi ig¢in
onemli goreve sahiptir. PARP ailesinin prototip enzimi Poly (ADP-riboz) polimeraz-
1 (PARP-1) dir. Ozellikle ciddi DNA hasarinda ortaya ¢ikan PARP-1 aktivasyonu
hiicredeki substrati olan NAD’in hiicredeki miktarinin tiikenmesine sebep olur. Bu
yiizden NAD’in tekrar sentezlenmesi i¢in hiicrede ATP kaybi yasanir. Hiicrenin
yiiksek enerji kaybetmesi ise hiicrenin Oliimiine yol agmaktadir (132). Poli (ADP-
riboz) polimeraz aktivitesine sahip 18 farkli PARP homologu bulunmaktadir. PARP
homologlar1 arasinda engok PARP-1 arastirilmaktadir. Poli ADP-ribozilasyonun
%90’1 PARP-1 tarafindan gerceklestirilmektedir. PARP-1 DNA onariminin diginda
genomik stabilitenin korunmasi, genotoksik strese direnglilik, hiicre iginde asiri
NAD+ tiiketimi sonucunda nekrotik hiicre 6liimii ve patolojik durumlardaki rolii,
transkripsiyonel diizenlenme, telomer uzunlugunun diizenlenmesi, sentrozomal
fonksiyon,  niikleer = proteozomal  fonksiyonun  diizenlenmesi,  protein
degredasyonunun diizenlenmesi ve endozomal vezikiil aligverisinin diizenlenmesi
gibi fizyolojik gorevlere sahiptir (133).

Poli (ADP-ribozilasyon) reaksiyonu DNA hasari, hiicre oliimiine ve
inflamasyona kars1 meydaba gelen hiicresel bir yanittir. PARP ailesine ait 16 dan
fazla enzim farkli1 DNA onarim yolaklarinda bu reaksiyonu gerceklestirmek suretiyle
fonksiyon gostermektedir (134).

PARP pek ¢ok dokuda farkli diizeylerde bulunabilmektedir. Ozellikle testis,
timus ve dalakta mRNA’sinin yiiksek diizeyde varlig: bildirilmistir (135). PARP-1
Proteininin Genel Yapisi ve Mekanizmasina bakicak olursak, yiiksek derecede
korunmus niikleer bir protein olan PARP-1, yapisinda 3 domein icermektedir. Bu

domainler N Terminal ucunda bulunan 42 kDa’luk DNA baglayict domain,
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C terminal ucunda 55 kDa’luk kataletik domain ve bu iki terminal ucun ortasinda 16
kDa’luk otomodifikasyon domaini bulunmaktadir (133).

N terminal ugta bulunan DNA baglayici domain DNA kiriklarina karsi
afinite gostermektedir. Yapisinda iki ¢inko parmak bulunmaktadir. Bunlardan ilki
DNA’nin hem tek hem de ¢ift zincir kiriklarina baglanabiliyorken, ikinci olan1 ise
sadece tek zincir kiriklarinda baglanabilmektedir (136). PARP-1’in otomodifikasyon
domeini i¢inde bulunan BRCA-1 geni glutamat redidiilerince zengin bir yapiya
sahiptir. Bu rezidiiler poli (ADP-ribozilasyon) reaksiyonunun gergeklestigi ana
yerdir.

C terminal ugta bulunan 55 kDA uzunlugundaki katalitik domain ise NAD+
molekiillerinin baglanma, ADP ribozil transferi ve dallanma reaksiyonlar1 icin
gereken rediziileri icermektedir. DNA hasarini indiikleyen uyaranlara karst en hizl
yanitt vermektedir. DNA hasar1 olmadigi durumlarda poli (ADP-ribozilasyon)
nadiren gerceklesirken DNA hasarinin arttigit durumlarda PARP aktivitesi de
pararlellik gosterir ve artisa ugrar. Boylece hiicrelerde bazal seviyede eksprese edilen
PARP-1, DNA zincir kiriklar1 ile aktive olarak ekspresyon artisi gerceklesir
(133,136).

2.9. Curcumin

Zerdecal (Curcuma Longa, Turmerik, Hint safrani, safran kokii, Terra
Merita,Yo-Kin) Cin, Pakistan ve Hindistan’da yaygmn olarak yetistirilen
Zingiberaceae familyasindan sarigigekli, biiyiik yaprakli ve yumrulu ¢ok yillik otsu
bir bitkidir. Curcumin, zerdecal yumrularindan elde edilen sar1 renkli bir pigmente
sahiptir. Zerdecalin en aktif bileseni olan curcuminler, bitkinin %2 ila %5’ini
olusturur. Curcumin turuncu-sari renkli olup hidrofobik bir polifenoldiir. Toz halinde
ya da parmak seklinde bulunur. Yemeklerde baharat olarak kullanilmaktadir
(13,137,138).

Gida ve kozmetik gibi alanlarin yanisira Ayurveda’da (Hint Tip Sistemi)
cesitli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmistir (139). Curcumin, vitamin E ve C kadar
giiclii antioksidan oOzellige sahiptir. Curcuminin antioksidan, antibakteriyel ve
antiinflamatuar ozelliginin yanisira, immunosupresif, antianjiyojenik, antiviral,

antifungal, proapoptotik, kemoterapdtik, kemopreventif, antidiyabetik, yara
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iyilesmesi gibi farmakolojik aktivitelerinin de oldugu bildirilmistir. Halen pek ¢ok

bilimsel calismada tedavi edici bir ajan olarak kullanilmaktadir (13,14).

2.9.1. Curcuminin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

Curcumin, zeldegalden ilk olarak Vogel ve Pelletier tarafindan 1815 yilinda
saf olmayan bir formda izole edilmis olup, 1910 yilinda kimyasal olarak
kullanilmaya baslanan curcuminin molekiiler yapis1 [1,7-bis(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] Milobedzka tarafindan belirlenmistir.
1913 yilinda ise Lampe tarafindan sentezi gerceklestirilmistir (14).

Demethoxycurcumin
Curcumin II (<17 %)

Bis-demethoxycurcumin
Curcumin III (-3%:)

Cyclocurcumin
CurcuminlV

Sekil 7. Curcuminin kimyasal yapilar1 (140).

Curcumin (diferuloilmetan), demethoksicurcumin (p-hidroksikinnamoil-
feruloil-metan), bis-demethoksicurcumin  (pp'-dihidroksi-dikinnamoilmetan) ve
siklocurcumin olmak tiizere 4 farkli curcuminoid vardir. Zerdecalin yaklasik %77’si
curcumin (I), %17’si dimetoksicurcumin (II), %3’l bisdemetoksicurcumin (III) ve

cyclocurcuminden olusur (140).
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Curcuminin hidroksil gruplar1 antioksidan 06zelligi gosterirken metoksi
gruplar1 ise antiinflamatuvar ve antiproliferatif 6zelliklerini a¢iga ¢ikartir (14,141).

Curcumin, hidrofobik 6zelliginden dolay1r suda ¢oziinmez fakat DMSO,
etanol, metanol, kloroform ve asetik asit gibi organik yapili c¢oziiciilerde iyi
coziinmektedir. Curcumin pH 7’nin {izerindeki bazik degerlerde enol formu
baskinken, pH 7 ve altindaki degerlerde yani asidik ve nétral pH’da iken keto formu
baskindir. Curcuminin pH’s1 notral ve asidik degerlerde iyi bir H atom donoriiyken,
pH’mn bazik oldugu degerlerde ise elektron dondrii gibi davranmaktadir. Bu 6zellik
fenolik antioksidanlarin baglanmasi i¢in 6nemli bir mekanizmadir (142,143).

Bazik pH’a kars1 dayaniksiz olan curcumin, pH’1n bazik oldugu degerlerde
sar1 renkten kirmiziya doniisiir. Curcuminin erime noktas: 183 °C’dir. Molekiiler

formiilii C21H200s, molekiiler agirligi ise 368.385 g/mol’diir (14,141,144,145).

2.9.2. Curcuminin molekiiler etki basamaklari

TNF | —= [ TNFR1| —> [TRADD| [EGFR |4—[ EGF } [ Ranke |

l
e [ae] [Pk ~ (5]~ [« [
l -AF'-1

L
(R[]« [mer] [me] | T
o]~y /-\

[ooe] — (165 (0o [y (o] f
- Nurr1 | | Shh -
[ g b

. — (.EE'SES} bl | Acps0-pss | ——= [ HIF-10/] I:I\‘JIDM2

DHS

pIKB“ PlAbS ~ I
AL jTrCP ﬁ STAT3 e P53 || GADD 45
catenin/Tcf GADD153/CHOP /}\ -

PPAR-y

'
Ub-pleBee Myocardin

l A Y T A\l

Bel-2 Cyelin D1 - 4 -
Belxl c-myc b - S 5-LOX
XIAP - o

IAP-1

IAP-2

cFLIP
Survivin
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Sekil 8. Curcuminin hiicre sinyal yolaklari. Curcumin tarafindan upregiile olan
molekiiller mavi kutu, downregiile olanlar sar1 kutu ve etiketlenmeyenler ise beyaz

kutu igerisinde belirtilmistir (14).
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Yapilan caligmalar sonucunda curcuminin c¢esitli molekiiler hedefleri
modiile ederek farmakolojik etkiler olusturdugu gosterilmistir. Bu hedefler,
transkripsiyon faktorleri (NF-kB, p53, CHOP, SP-1, AP-1, STAT, Notch-1), biiyiime
faktorleri (VEGF, EGF, FGF vb), bliyiime faktorii reseptorleri (EGFR, HER-2),
inflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1B vb), protein kinazlar (MAPK, JAK, IRAK vb),
kemokin ve kemokin reseptorler (CXCL1, CXCL2,CXCLA4), ¢esitli enzimler (COX-
2, LOX, MMPler), invazyon ve anjiyogenez belirtegleri (MMP-9, VEGF,uPA),
adezyon molekiilleri (ELAM-1, ICAM-1, VCAM-1), apoptoz iliskili proteinler (Bcl-
2, kaspazlar, Fas), glutatyon, albiimin, amiloid protein, DNApolimeraz gibi
molekiileleri igermektedir. Ayrica Curcumin, ¢inko, demir, bakir ve manganez gibi

bazi metal iyonlarina afinite gdstermektedir (14,146).

2.9.3. Curcumin’in antioksidan ve anti-inflamatuar etki mekanizmasi

Ozellikle dimetile edilmis olan curcumin tiirevleri lipid peroksidasyonuna
karsi daha giiclii bir etkiye sahiptirler. Dimetile edilmis curcuminler ve dogal
curcuminler ile yapilan caligmalar sonucunda en giiglii biyolojik etkiye sahip
Curcumin III’in antitimér ve antioksidan Ozellige sahip oldugu bildirilmistir.
Curcuminin dogal olarak eldesinin ekonomik olmadigindan, dogal curcumine benzer
yapida olan sentetik Curcumin III’tin kullanimi1 yaygindir.

Dogal curcuminlerin tiimii gli¢lii hidroksil radikal temizleyici ve siiperoksit
radikal tutucu Ozellige sahiptirler. Bu nedenle curcuminler antioksidan ve
kemopreventif 6zellik gosterirler (147,148,149).

Curcuminin en 6nemli yikim {iriinleri ferulik asit ve vanilindir. Bunlar iyi
bilinen antioksidanlardir. Ferulik asitin hidroksil ve peroksil radikal oksidasyonuna
kars1 antioksidan koruma sergiledigi gosterilmistir (150,151).

Proinflamatuar sitokin olan TNF-a’nin sinyalizasyonunu ve ekspresyonunu
bloke eder. Cesitli karsinojenlere, biiyiime faktorlerine ve inflamatuar sitokinlere
yanit olarak aktive edilen transkripsiyon faktorii NF-kB'nin baskilanmasiyla
curcuminin antiinflamatuar etkileri ortaya ¢ikar (152). Bunun yanisira bu
mekanizmaya, proinflamatuar enzimler olan COX-2, iINOS ve 5-LOX gibi
enzimlerinin olusumunun engellenmesi ve curcuminin ortaya ¢ikan enzimlere
baglanarak aktivitelerinin baskilanmasinin da aracilik ettigi tespit edilmistir

(153,154).
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Curcumin NF-xB aktivasyonunun sebep oldugu proliferasyonu inhibe
ederek, prostat kanseri, multipl miyelom, mantel hiicre lenfomasi, mesane kanseri,
melanom, pankreatik kanser, bag ve boyun skuamoz hiicreli karsinomasi1 (HNSCC),
yumurtalik kanseri, glioblastoma ve akciger kanseri gibi hastaliklarin tedavisi i¢in
yardimci bir ajan olabilmektedir (145).

Curcuminin, inflamatuar sitokinler (IL-6 vb.) ve biiyiime faktorleri
tarafindan indiiklenen STAT3'lin aktivasyonunu azaltmasiyla antiinflamatuar etki
gostermektedir (155,156).

Multipl miyelomda ve HNSCC'de aktif STAT3'"lin baskilanmasi curcuminin
antiproliferatif etkileriyle iliskilendirilmistir. Curcuminin hem antiproliferatif hem de
antiinflamatuar aktivitelerinin, prooksidan mekanizmalar1 araciligiyla olustugu
gosterilmistir (157-159). Curcumin tedavisinin beyaz adipoz dokuda makrofaj
infiltrasyonunu anlamli derecede azalttigi, adipoz dokuda adiponektin yapimini
artirdigt  hepatik NFkB aktivitesini, hepatomegaliyi ve hepatik inflamasyon
belirteglerini azalttig1 gosterilmistir.

Curcumin ayni zamanda inflamatuar etkinin olusmasindan sorumlu
sitokinlerin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a), monosit kemoatraktan proteinin
(MCP), migrasyon inhibitér proteinin (MIP), hiicre yiizeyinde bulunan adhezyon
molekiillerinin ve protein kinazlarin olusumunu baskilayarak antiinflamatuar etki

olusturmaktadir (160).

2.9.4. Antiapoptotik etki mekanizmas1 ve tiimor hiicrelerinde apoptozis

Mmekanizmasi

Yapilan bir ¢alismada, sican testislerinde kadmiyumla indiiklenmis
apoptozisi, curcumin uygulamasi sonrasinda anti-apoptotik etki gosterdigi ve
kadmiyum toksisitesine karsi testisi korudugu gozlemlenmistir (161). Curcumin,
apoptozis ile iligkili olan Fas-Fas-L genlerinin ekspresyonunu inhibe etmektedir
(162). Curcumin tiimér hiicrelerinde asir1 eksprese edilen TrxR ile etkilesir ve bunu
NADPH oksidaza doniistiirlir, bdylece tiimor hiicrelerinde H202 {iretiminin
artmasina neden olur (163). Ayrica, glutatyon seviyeleri tiimor hiicrelerinde normal
hiicrelerden daha diisiiktiir, bu sayede tlimor hiicrelerinin curcumine duyarlilig: artar
(164). Cogu tiimor hiicresi, yapisal olarak aktif NF-xB eksprese ederek sag

kalimlarin1 idame ettirirler (165). Curcumin, NF-xB ile regiile edilmis gen
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tiriinlerinin baskilanmasiyla tiimor hiicrelerinin sag kalimimi1 ve proliferasyonunu
Onleyebilir. Caligmalarin ¢ogunda curcumin tiimér hiicreleri tizerinde selektif bir etki
gostermesine ragmen, AP-1 inhibisyonu ile insan epidermal Kkeratinositlerinin
apoptoza maruz kaldig1 gosterilmistir (166).

Curcumin tiimdr hiicrelerine kars1 giiglii bir kemosensitif ve radyosensitiftir.
Curcumin, kemoterapotik ajanlara ve alfa radyasyona duyarli tiimor hiicrelerinde
NF-kB ve NF-kB ile regiile edilmis gen iiriinlerini baskilamistir (167). Curcuminin
timor hiicrelerinde apoptozis aktivasyonu, poli (ADP-Riboz) polimeraz (PARP)
bolinmesi ve Kaspaz-3 aktivasyonu, Kaspaz-9 aktivasyonu, sitokrom
c serbestlenmesi, Bcl-2 etkilesim domaini (BID) boliinmesi, Kaspaz-8 ardisik
aktivasyonu ile gergeklesir. Bu sekilde apoptozisin mitokondriyal yolu belirlenmistir
(168,169).

Belli hiicrelerde curcuminin apoptotik etkisi c-jun-N-terminal kinazin (JNK)
aktivasyonu ile baglantilidir. Curcumin ayrica timor kaynakli T hiicresi apoptozisini

onler (170,171).

2.9.5. Curcuminin DNA hasarimna kars etKisi

Curcumin B pozisyonunda bagl 2 keton grubu icerdiginden dolayr bir -
diketon bilesiktir. Curcumin fenolik yapiya sahip olmasi ve B diketon tiirevi sayesinde
ayrica COX-1 ve COX-2 inhibitérii olarak, mikrozomal lipid peroksidasyonunu ve
oksidatif DNA hasarimni ve inhibe edici gorev yapmaktadir (172-174).

2.9.6. Curcuminin sperm ve testosterona etkisi

Yapilan bir ¢alismada curcuminin sperm konsantrasyonuna, motilitesine,
fonksiyonuna, dolleme yetenegine ve kapasitasyon/akrozom reaksiyonuna iliskin
etkilerinin oldugu fakat bu etkilerin doz-bagimli oldugu bildirilmistir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki curcuminin fertiliteye olumsuz yonde etkilerinin bulundugu ve
toksik dozun altinda olan konsantrasyonlarda ise tam tersi etki gosterdigi
belirtilmistir  (175). Toksik sinir1 agmadan kullanilan curcuminin, testikiiler
dokularda koruyucu etkisinin bulundugu ve testosteron liretiminde gorevli olan
enzimlerin sentezini artirarak testosteron diizeyinin artisini sagladigi bildirilmistir

(176,177).
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2.9.7. Radikal siipiiriicii etkisi

Curcumin, H»O: basta olmak iizere siiperoksit anyonlarmin, hidroksil
radikalleri ve nitrojen dioksit radikalleri gibi pek ¢ok serbest radikalin atlimini
kolaylastirir ve oksidatif stresi azaltmaktadir. Ayrica deney hayvanlari kullanilan bir
calismada lipit peroksidasyonu, lipit degredasyonunu ve sitozilini inhibe ederek

dokuyu korudugu bildirilmistir (13,178,179).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada kullanilan gere¢ ve yontemler asagida agiklanmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlari
Aragtirma Birimi’nde {iretilen, 3,5 - 4 aylik, agirliklar1 250-350 g arasinda degisen 40
adet erkek Wistar albino sigan kullanildi. Tiim denekler, deney siiresi boyunca
optimum laboratuar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) altinda,
giinliik igme suyu ve %21 ham protein igeren pelet yemlerle beslendi. Ayn1 biyolojik
ve fizyolojik Ozelliklere sahip erkek deneklerden, viicut agirliklart birbirine yakin
olanlar ayn1 grupta olacak sekilde; Kontrol, Nandrolon Decanoate (ND), Curcumin,
Nandrolon Decanoate+Curcumin deney grubu olmak iizere toplam 4 grup
olusturuldu.

I. Grup (n=10): 8 Hafta boyunca, haftada bir defa intramiiskiiler enjeksiyon
(im) ile fistik yagi/benzil alkol karisimi (90:10 v/v) ve gavaj yolu ile her giin
dimetilsiilfoksit (DMSO- Curcuminin ¢6ziiciisii) verilen, Kontrol grubu.

Il. Grup (n=10): 8 Hafta boyunca, haftada bir defa gluteal kasa im
enjeksiyon ile 10 mg/kg dozda Nandrolon Decanoate ve gavaj yolu ile her giin
DMSO verilen Nandrolon Decanoate grubu.

I11. Grup (n=10): 8 Hafta boyunca haftada bir defa gluteal kasa im
enjeksiyon ile fistik yagi/benzil alkol karigimi (90:10 v/v) ve her giin gavaj yolu ile
DMSO iginde ¢6ziilen 100 mg/kg dozda curcumin verilen, Curcumin grubu.

IV.Grup (n=10): 8 Hafta boyunca, haftada bir defa gluteal kasa im
enjeksiyon ile 10 mg/kg dozda Nandrolon Decanoate ve her giin gavaj yolu ile
DMSO iginde ¢oziilen 100 mg/kg dozda curcumin verilen, Nandrolon Decanoate +

Curcumin grubu.

3.2. Kimyasallar

Nandrolon Decanoate olarak, BVS Labs Decanoate 200 (2000mg) tiriinii

kullanildi. Curcumin olarak, Sigma firmasina ait C1386 Curcuma longa (Turmeric)
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powder adli iiriinti kullanildi ve -20 °C’lik buzdolabinda saklandi. Dimetil Stilfoksit
(DMSO), sigma firmasina ait 276855- 250ml DMSO firiinii kullanild1.

3.3. Viicut Agirhklarimin Olg¢iimii

Deney basindan itibaren hayvanlarin viicut agirliklart uygulanacak madde
dozlarin1 belirlemek iizere giinliik olarak tartildi. Deney sonunda viicut agirliklar

tartilarak her bir denek i¢in viicut agirligi (g) hesaplanarak kaydedildi.

3.4. Dokularin Alinmasi

Denekler 8. Haftanin sonunda viicut agirliklar: dl¢iiliip kaydedildikten sonra
intraperitonel (i.p.) yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi/Tiirkiye), 10
mg/kg xylazine (Rompun-Bayer/Tiirkiye) verilerek anestezi altinda deneklerin karin

bolgesi agilarak testisler ve epididimler ¢ikarildi.

3.5. Testis Agirhklarmin Ol¢iimii

Cevre dokularindan iyice temizlenen testislerin her biri Ohaus (Adventurer
Pro AV264C) marka hassas terazi ile tartildi. Testis agirliklar: her sigan i¢in ayr1 ayr
sag ve sol olmak iizere tartilarak kaydedildikten sonra, sag testisler %10’luk

formaldehit ¢ozeltisine ve sol testisler -80 °C’lik dondurucuya konuldu.

3.6. Sperm Degerlendirmesi

Sperm degerlendirmesi i¢in, eriskin her bir denegin sag epididimleri
kullanildi. Epididimisin kauda kismi alt ve {ist uclarindan kesilerek yaklasik 1cm
biiyiikliigiinde ¢ikartildi. Agirliklar tartildiktan sonra sag epididimlere bistiiri ucuyla
cizikler atilarak, igerisinde 1ml SF bulunan eppendorflara konuldu. 37 °C’lik su
banyosunda 30 dk inkiibe edildi. Bu sekilde hazirlanan orneklerde sperm
konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi ve viabilitesi degerlendirildi.

Sperm konsantrasyonu ve motilite degerlendirmeleri; makler ¢emberinin
(Makler Counting Chamber, Sefi Medikal, Haifa, Israil) lami iizerine 10 pl 6rnek
damlatilarak Olympus BX-51 marka 151tk mikroskobuyla yapildi. Makler ¢emberi
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tizerinde rastgele 10 kareye denk gelen spermler, X200 biiyiitmede sayildi. Elde
edilen sonu¢ 1 milyon ile c¢arpilarak, mililitredeki sperm sayist milyon cinsinden
hesaplandi. Ayrica sperm motilitesinin tayini i¢in, 100 karedeki spermlerden
hareketli ve hareketsiz olanlar ayr1 ayr1 sayilarak, ylizde oranlar1 hesaplandi.

Sperm morfoloji degerlendirilmesi i¢in, elde edilen 6rneklerden lam tizerine
20 pl damlatildi, yayilarak kurutuldu. Her denek i¢in bu sekilde hazirlanan lamlar
Spermac Stain boya seti (Box 152. Wellington, 7654, South Africa) ile boyandi.
Boyama protokolii; spermlerin temiz bir lam iizerine yayilip, 10 dk kurutulmasinin
ardindan, 15dk fiksatorde bekletildikten sonra distile su ile yikanarak elde edilen
lamlarin sirasiyla stain A, B ve C ile 90 ar saniye muamele edilmesi seklinde
uygulandi. Elde edilen preparatlar iizerinde, Olympus BX-51 151k mikroskobunda
X400 biiyiitmede morfoloji tayini yapildi. Her denek i¢in 100 sperm sayildi ve bunlar
morfolojik a¢idan normal veya anormal (bas, boyun ve kuyruk defektli) olarak
siiflandirildi. Normal sperm yiizdesi hesaplandi. Degerlendirmeler esnasinda farkli
morfolojiye sahip spermler fotograflandirildi. Literatiir bilgisine gore degerlendirildi
(180-182).

Sperm canlilik testi i¢in, eosin-nigrosin boyama yontemi uygulandi. Bu
boyama teknigi, cansiz hiicrelerin eozini alip kirmiziya boyanmalar1 prensibine
dayanir. Nigrosin ise, arka planm1 siyah yaparak degerlendirmeyi kolaylastirir. Her
denek icin, VitalScreen sperm vitalite testi (VitalScreen, FertiPro, Belgium)
prosediiriine uygun olarak preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlar, Olympus
BX-51 151k mikroskobunda, X400 biiylitmede kurutulmadan hizlica degerlendirildi.
Sperm baglar1 kirmiz1 (koyu pembe) boyanan spermler cansiz, boyanmayanlar ise
canlt sperm olarak belirlendi. Her denek i¢in 100 sperm sayildi ve canlilik oram

hesaplandi.

Boyama protokolu:

Test tiipii igerisinde, 50 pl sperm ve 2 damla Eosin Y karistirildi ve 10 dk
bekletildi, karisima 3 damla nigrosin eklenerek tekrar 10 dk bekletildi. Karisimdan
20 pl almarak bir lam iizerine yayildi, kurumadan mikroskop altinda

degerlendirilmesi yapildi.
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Sekil 9. Canlilik testi eosin-nigrosin boyamasi. Ok isareti ile gosterilen renksiz sperm

hiicresi canli, pembe olarak goriilen diger sperm hiicreleri ise cansizdir (x20).

3.7. Histokimyasal Incelemeler

3.7.1. Dokularin hazirlanmasi

Isik mikroskobik incelemeler i¢in, her denegin sag testis dokusu %10’luk
formaldehit ¢ozeltisi i¢cine alindiktan sonra enjektor ucu ile testislerin kapsiillerine
delikler acildi. Fiksatif igerisindeki testis dokular1 sertlestikten sonra testisler enine
olacak sekilde once ortadan iki esit parcaya ve daha sonra bu pargalar da yeniden
ikiye boliinerek kasetlere alind1 ve etiketlendi. Dokular %10°luk formaldehit fiksatifi
icinde 2 giin boyunca bekletildi ve daha sonra rutin doku takibi islemi uygulanarak
her denek i¢in parafin bloklar hazirlandi. Her testisten dort blok elde edildi. Parafin
bloklar hazirlamak i¢in kullanilan doku takip ydnteminin basamaklar1 Tablo 1’de

gosterilmistir.
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Tablo 1. Doku takibi basamaklari ve uygulama siiresi

Kimyasal Madde Uygulama Siiresi
%10’luk formaldehit ¢ozeltisi 2 giin
Akan Su 1 gece
% 70 Alkol 1 glin
% 90 Alkol 1 saat
% 90 Alkol 1 saat
% 96 Alkol 1 saat
% 96 Alkol 1 saat
% 100 Alkol 1 saat
% 100 Alkol 1 saat
Ksilen | 7 dk
Ksilen 11 7 dk
Siv1 Parafin 1 glin
Bloklama

%10’ luk formaldehit ile tespit edilen testis dokulari rutin histolojik

islemlerden gecirilerek parafin bloklar haline getirildi.

3.7.2. Boyalarin hazirlanmasi

Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyasinin hazirlanisi

Boyamada kullanilacak ¢6zeltiler asagidaki sekilde hazirlandi.
1) Schiff Hazirlanigi: Boyamadan bir giin 6nce hazirlandu.

100 cc Distile su kaynatilip, igerisine 1g bazik fuksin eklenerek soliisyon
60°C' ye kadar sogutuldu.Bu esnada devamli karistirildi. Siizge¢ kagidi ile
stizdiiriildii. Stizmeden sonra soliisyonun i¢ine 6g K>S.Os ilave edildi ve iyice
¢oziinmesi saglandi. (Vigne ¢liriigli renginde bir soliisyon olusmaktadir.) Karisima
yavas yavas 1N HCI (60cc) ilave edildi. Karisimi sikica kapali bir sekilde 24 saat
boyunca +4°C'de buzdolabinda muhafaza edip ertesi giin 200 mg aktif komiir ilave
edildi. Daha sonra slizge¢ kagidi ile stok schiff soliisyonu sisesi i¢ine stizdiiriildii.
Sitizme esnasinda akan sivinin rengi acik sar1 (seffaf) goriinde olmalidir.

2) Yikama Sollisyonu Hazirlanisi:
10 g K>S20s, 100 ml Distile suda ¢oziildii.
3) Periyodik Asitin Hazirlanisi:
1 g Periyodik Asit, 100cc Distile su i¢inde ¢oziildii.
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3.7.3. Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi

Her bloktan 5um kalinliginda seri kesitler alinarak 1sik mikroskobunda
inceleme igin testisin histolojik yap1 Ozelliklerini ortaya koyacak Hematoksilen-
Eozin (H-E) ve Periyodik Asit Schiff (PAS)+Hematoksilen (H) ile boyandi. Boyama

islemi basamaklar1 ve uygulama siireleri Tablo 2 ve Tablo 3’ de gosterilmistir.

Tablo 2. Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama basamaklar1 ve uygulama siireleri.

Kimyasal Madde Uygulama Siiresi
Ksilen | 15 dk

Ksilen 11 15 dk

Ksilen 111 15 dk

% 100 Alkol 1dk

% 96 Alkol 3dk

% 90 Alkol 5 dk

% 70 Alkol 5 dk

Durgun su 5 dk

Hematoksilen (Mayer’in  Hematoksilen’i 12 dk
(Bio-optica, 0506002/L))

Asit Alkol Batir- gikar
Akan su (Morartma) 30 dk
Eozin 5dk

% 70 Alkol Batir- gikar
% 90 Alkol Batir- gikar
% 96 Alkol Batir- gikar
% 100 Alkol I 10 dk

% 100 Alkol 11 10 dk
Ksilen | 15 dk
Ksilen 11 15 dk
Ksilen 111 15 dk

Lamlarin Kapatilmasi (Entellan, MERK)
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Tablo 3. PAS+Hematoksilen boyama basamaklari ve uygulama siireleri.

Kimyasal Madde

Uygulama Siiresi

Ksilen | 15 dk
Ksilen 11 15 dk
% 100 Alkol 1dk
% 96 Alkol 2 dk
% 90 Alkol 3dk
% 70 Alkol 5 dk
Durgun su 3dk
Periyodik Asit Soliisyonu 15 dk
Akan su 10 dk
Distile su (3 kez) Calkalama
Schiff Soliisyonu (karanlk ortamda) 20 dk
Yikama Soliisyonu I 5 dk
Yikama Soliisyonu I1 5dk
Yikama Soliisyonu ITI 5 dk
Akan su 5dk
Hematoksilen 8 dk
Akan su (Morartma) 20 dk

% 70 Alkol 2-3 kez calkalama
% 90 Alkol 2-3 kez calkalama
% 96 Alkol 3dk

% 100 Alkol I 10 dk

% 100 Alkol 11 10 dk

Ksilen | 15 dk

Ksilen 11 15 dk

Lamlarin Kapatilmasi (Entellan, MERK)

3.7.4. Histolojik degerlendirme

Histolojik degerlendirmesi i¢cin H-E ve PAS+H ile boyanan kesitlerin

histolojik degerlendirmesi i¢in Olympus BXS51 151k mikroskobu (Olympus

Corp.Tokyo, Japonya) kullanildi. Tim deneklere ait preparatlar bu mikroskopta

incelenerek, fotograflari ¢ekildi.
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3.7.5. Histopatolojik degerlendirme
Calismada olusturulan tiim deney gruplarindaki siganlar i¢in hazirlanan
testis dokusuna ait preparatlarda 10 adet seminifer tiibiilii ve interstisyel alani

kosentino skorlamasina gore degerlendirdik. Bu skorlamada;

Seminifer tiibil icin

o Spermatozoa ve spermatid kaybi

o Germ hiicre tabakas1 yoklugu

o Germ hiicre tabakasi dejenerasyonu

. Germ hiicre tabakas1 diizensizlesmesi

. Thibiiliin parcalanmasi

o Myoid hiicre tabakas1 kalinlasmas1

o Parcalanmis tiibiillerde Leydig hiicre reaksiyonu

Interstisyum icin

o Leydig hiicre proliferasyonu
. Odem

o Hemoraji

o Graniiloma

. Fibrozis

gibi parametreler 0-4 arast sayisal degerlerde puanlayarak histopatolojik
degerlendirme yapilmaktadir. Calismamizda graniiloma ve fibrozis goriilmedigi igin

bu parametreleri kullanmadan skorlamamizi gergeklestirdik (183).

3.8. Immiinohistokimyasal incelemeler

DNA hasarmin gostergesi olarak testis dokusunda DNA onarici bir enzim
olan PARP-1, apoptoz belirteci olarak Kaspaz-3, inflamatuar belirteglerden Nf-kB ve
TNF-a ekspresyon diizeylerindeki degisimler immiinohistokimyasal yontem ile
gosterildi. Immiinohistokimyasal boyamalar i¢in parafin bloklardan elde edilen 5 pm
kalinligindaki kesitler, pozitif sarjli lamlara alindi. Deparafinizasyon islemi i¢in ilk

once 58°C' etiivde 1 gece bekletildi ve akabinde 15°er dakikalik ii¢ ksilen

42



banyosundan gegirildi. Hidratasyon i¢in, 5’er dakika siire ile %100, 96%, 90%, 70%’
lik alkol serilerinden gegirilen kesitler, distile suya alindi. Daha sonra fosfat tamponu
soliisyonu (PBS; pH 7.6) ile (2x5 dk) yikandi. Hiicre membranlarini pargalamak igin,
PBS igerisinde Triton X maddesi kullanilarak olusturulan soliisyon i¢inde 5 dk
bekletildi. PBS ile (2x5 dk) yikandi. Daha sonra g¢evresi hidrofobik kalemle ¢izilen
kesitler, distile su ve PBS’ den gecirildi. Nemli kabine alinan kesitler endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla % 3’liik hidrojen peroksit ile 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Distile sudan gegirilen kesitler PBS ile yikandi.
Spesifik olmayan antikor baglanmalarini engellemek iizere kesitlere %1 preimmiin
rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra kesitler
nemli kabin i¢inde primer antikor (Rabbit polyclonal 1gG PARP-1 (Kat. No.
Ab6079, Abcam, USA), Caspase-3 Antibody (#9662S CELLSIGNAL), NF-kB p65
(D14E12) XP® Rabbit mAb 8242S CELLSIGNAL, Anti-TNF alpha antibody
(ab6671) ABCAM) ile 1 saat inkiibe edildi. Ardindan PBS de (2X5 dk) yikand:.
Nemli kabine yerlestirilen kesitler 30 dk sekonder antikor (Dako Biotinylated Link,
K0609) ile muamele edildi. Bu islemin hemen ardindan PBS’le (2X5 dk) yikanip
streptavidin (Streptavidin HRP, Dako, K0609) damlatilip 10 dakika inkiibe edildi. Bu
uygulamadan sonra da PBS ile (2X5 dk) yikama yapildi. Nemli kabindeki kesitlere
kromojen damlatildi [3',3-diaminobenzidine (DAB), Vector, SK-4100]. Mikroskop
basinda boyanma kontrolii saglandiktan sonra, kromojen reaksiyonunu kesmek igin
kesitler distile suya alindi. Yikamanin ardindan 1dk Mayer’in Hematoksilen’i (Bio-
optica, 0506002/L) ile zit boyama yapildi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler entellan
kullanilarak (Merk) lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda semikantitatif olarak
histolojik skorlama (H-skor) yapilarak degerlendirildi.
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Tablo 4. immiinohistokimyasal boyama basamaklar1 ve uygulama siiresi.

Kimyasal Madde Uygulama Siiresi
Ksilen | 15 dk
Ksilen 11 15 dk
Ksilen 111 15 dk
% 100 Alkol 5 dk

% 96 Alkol 5dk

% 90 Alkol 5 dk

% 70 Alkol 5dk
Distile su 5 dk
Triton X soliisyonu 5 dk
Yikama (2 kez) 5'er dk
Hidrofobik kalem ile kesitlerin etrafi cevrilir

H:O: 10 dk
Yikama (2 kez) 5'er dk
Ultra V Block 10 dk
Primer Antikor 1 saat
Yikama (2 kez) 5'er dk
Sekonder Antikor 30 dk
Yikama (2 kez) 5'er dk
Streptavidin 10 dk
Yikama (2 kez) 5'er dk
DAB ile muamele Kendi belirledigimiz siire
Hematoksilen 1dk
Distile su (3 kez) 3dk
%70,%90,%096,%100 Alkol 5'er dk
Ksilen I, Ksilen 11, Ksilen 111 15'er dk

Lamlarin kapatilmasi (Entellan, MERK)

3.9. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi GraphPad Prism 5.03 paket programinda yapildi. Deney
oncesi viicut agirhigi, deney sonu viicut agirligl, sag testis agirligi, sol testis agirhigi,
sperm degerlendirmesi, immiinohistokimyasal analiz sonuclari, histopatolojik
skorlama kosentino testi sonucu ortaya c¢ikan degerlerin indeksi ortalama + standart
sapma olarak hesaplandi. Deneklere ait verilerin Oncelikle normal dagilip

dagilmadiklart ve varyanslarinin  homojenligi test edildi. Dort  grubun
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karsilagtirilmasinda Kruskal-Wallis varyans analizi kullanilmistir. Alt gruplarin
ikiserli karsilastirmasi i¢in ise Dunn testi kullanilarak yapilmistir ve tim
degerlendirmeler i¢in istatistik anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.
Deney Oncesi viicut agirliklart ile deney sonu viicut agirliklar1 kiyaslanirken normal
dagilan verilerde Paired t Test, normal dagilima gostermeyen verilerde Wilcoxon
Rank Test ile test edilmistir. Istatistik anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Viicut Agirhgi
4.1.1. Deney oncesi viicut agirhgi
Deneyin baslangicinda ve deney sonunda olgiilen denek agirliklarina iliskin
bulgular Tablo 5’te verilmistir.
Deneklerin ilk agirliklarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi sonucunda

gruplar arasinda 6nemli bir fark saptanmamistir (p=0.584)(Sekil 10).

Tablo 5. Gruplara gore deney oncesi viicut agirliklar (g).

Kontrol ND Curcumin ND+C dederi
Grubu Grubu Grubu Grubu P (Ng)
n=7 n=7 n=7 n=7
Viicut 281.0 295.0 306.0 280.0 0.5844

Agirhklari (g)  (257.0-338.0)  (232.0-315.0)  (250.0-344.0)  (255.0-320.0)

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.

p=0.584 oldugundan istatistiksel (NS= Not Significant) (Anlaml degil).
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Sekil 10. Deney oncesi deneklerin viicut agirliklarinin karsilagtirilmasi.
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4.1.2. Deney sonu viicut agirhg

Deney sonunda deneklerin viicut agirliklar1 ol¢iildii ve gruplar arasi
karsilastirma yapildi. Kontrol grubu ile diger gruplar kiyaslandiginda istatistiksel
olarak bir anlamlilik goriilmedi. ND grubu ile Curcumin grubu karsilastirildiginda,
ND grubu anlamli bir diisiis gosterdi (p<0.05**). Curcumin ile ND+C grubu
karsilastildiginda deneklerin agirliklar1 arasinda anlamli bir diisiis oldugu gozlendi

(p<0.05*)(Tablo 6 ve Sekil 11).

Tablo 6. Gruplara gore deney sonu viicut agirliklari (g).

ND

Kontrol Grubu Curcumin ND+C
Grubu _ Grubu Grubu p degeri
_ n=7 _ =
n=7 n=7 n=7
Viicut 389.0 336.0** 415.0 350.0* 0.0028

Agirhklar (g)  (316.0-417.0) (259.0-373.0)  (355.0-483.0)  (320.0-391.0)

Veriler ortanca (minimum-maksimum) olarak sunulmustur.
*p<0.05 Curcumin ile karsilastirildiginda

*#p<0.05 Curcumin ile karsilagtirildiginda
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Sekil 11. Deney sonunda deneklerin viicut agirliklarinin (g) karsilastirilmasi.
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4.1.3. Deney oncesi ve sonrasi viicut agirhklariin farka

Deney oOncesi ve deney sonrasi siganlarin  viicut agirliklar
karsilastirildiginda siganlarin viicut agirliklarinda artis goriildii ve istatistiksel olarak
anlaml farklar gozlendi (Tablo 7 ve Sekil 12). Kontrol grubunda deney Oncesi ve
deney sonundaki viicut agirliklar: karsilastirildiginda deneklerin viicut agirliklarinda
anlamli bir artis goriildi (p=0.0003***). Curcumin grubu deney oncesi ve deney
sonundaki viicut agirliklar1 karsilastirildiginda deneklerin  viicut agirliklarinda
anlamli bir artig goriildii (p< 0.0001***). Curcumin grubundaki si¢anlar ortalama
olarak en fazla kilo artisina sahip oldu. ND grubunda deney oncesi ve deney
sonundaki viicut agirliklart karsilagtirildiginda deneklerin  viicut agirliklarinda
anlamli bir artis goriildii fakat diger gruplara gore ortalama olarak en az kilo artigina
sahip oldu (p=0.0434*). ND+C grubu deney Oncesi ve deney sonundaki viicut
agirliklan karsilastirildiginda deneklerin viicut agirliklarinda ND grubundan sonraki

en az kilo artisina sahip olan grup olarak tespit edildi (p=0.0220%).

Tablo 7. Deney oncesi ve sonrast denek agirliklarinin ortalama farklari (g).

Gruplar Ortalama Farklar (g) p degeri
Kontrol +108 0.0003***
ND Grubu +41 0.0434*
Curcumin Grubu +109 < 0.0001***
ND+C Grubu +60 0.0220*

*p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
***p<0.05 ND ile karsilastirildiginda

48



500

450 **%x
**%* :[
400 :[
*
350
0
oy 300
= mD.B
&D 250
3 200
g
150
100
50
0
Kontrol Curcumin ND+C

Sekil 12. Deney baslangici ve deney sonrasi denek viicut agirliklarinin
karsilastirilmasi. D.B: deney baslangicinda, D.S: deney sonunda deneklerin viicut

agirhiklart.

4.2. Testis ve Epididim Agirhklar:

Deneklerin sag testis, sol testis, sag epididim ve sol epididim agirliklarina
iliskin bulgular Tablo 8’de verilmistir. Deneklerin sag testis agirliklar: gruplara gore
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterdi (p=0.0007). Kontrol
grubu en yliksek sag testis agirligina sahipken, en diisiik sag testis agirligt ND grubu
ve ND+C grubunda goriildii (p<0.05). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda curcumin
grubu deneklerin daha diisiik sag testis agirligina sahip oldugu gortildii (p<0.05).

Deneklerin sol testis agirliklar1 gruplara gore kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gosterdi (p=0.0024). En yiiksek sol testis agirhig
Curcumin grubunda goriiliirken, en disiik testis agirligi ise ND grubunda goriildii
(*p<0.05). ND+C grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda daha yiiksek testis
agirligina sahip oldugu goriildii (2p<0.05).

Deneklerin  sag epididim agirliklart  gruplara gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterdi (p=0.0366). Ortalama olarak en
yiiksek sag epididim agirligi, kontrol grubunda goriiliirken en diisiik sag epididim
agirliklart ND grubunda goriildii (*p<0.05). ND+C grubundaki ortalama sag epididim

agirliklar1 Curcumin grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildii.
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Deneklerin  sol epididim agirliklar1 gruplara gore kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.2003)(NS).

Tablo 8. Testis ve Epididim agirliklar1 (g).

Kontrol ND Curcumin ND+C
Grubu Grubu Grubu Grubu D P .
n=7 n=7 n=7 n=7 egert

Sag Testis 1.730+0.1754 1.340+0.09105*  1.640+0.1730>  1.350+0.10322¢  0.0007

Sol Testis 1.670+0.1622 1.290+0.10452 1.690+0.1846 1.320+0.10202 0.0024

Sag
g 0.4100+0.07925 0.3200+0.02498= 0.3600+0.02340 0.3700+0.06440 0.0366
Epididim
Sol 0.2003
o 0.3700+0.05469 0.3400+0.01604 0.3500+0.03237  0.3500+0.0500
epididim (NS)

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
2p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda

bp<0.05 ND ile karsilastirildiginda

4p<0.05 Curcumin ile karsilastirildiginda

4.3. Sperm Degerlendirmesi

Deneklerin sperm degerlendimesine ait sperm konsantrasyonu (milyon/ml),
sperm canliligr (%), anomali orani (%), sperm motilitesi (%) gibi parametrelerin
saptanan ortalama degerleri Tablo 9’da verilmistir. Bulgular deney gruplar: arasinda

kiyaslanarak istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sperm konsantrasyonu (milyon/ml) degerlendirmesi

Sperm sayimi yapilan deney gruplar1 arasinda en yiiksek sperm
konsantrasyonuna sahip olan grup kontrol grubu olarak tespit edildi (p< 0.0001). En
az sperm konsantrasyonu ise ND grubunda goriildii (*p<0.01). ND+C grubu kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, ND+C grubunun sperm konsantrasyonu kontrol grubuna
gore daha disik oldugu gorildi (*p<0.01). Curcumin grubu ND grubu ile
kiyaslandiginda, Curcumin grubunun ND grubuna goére daha yliksek sperm

konsantrasyonuna sahip oldugu goriildi (**p<0.01).
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Sperm vitalite (canlilik) (%) degerlendirmesi

Sperm canlilig1 test edildi ve gruplar arasinda kiyaslandiginda anlamli bir
farklilik goriildii (p=0.0019). En yiiksek canlilik orasina sahip olan grup ND+C
grubu ile Curcumin grubu olarak tespit edildi (°p<0.05). Kontrol grubu ile ND grubu
kiyaslandiginda, ND grubunun daha diisiik canlilik oranina sahip oldugu (*p<0.01)
ve ND grubunun gruplar arasinda en diisiikk canlilik oranma sahip oldugu tespit
edildi.

Sperm motilite (hareketlilik) (%) degerlendirmesi

Sperm motilitesi test edildi ve hareketli sperm orani gruplar arasinda
kiyaslanarak istatistiksel olarak anlamlilik bulundu (p=0.0038). En yiiksek hareketli
sperm oranit Curcumin grubunda goriiliirken en diisiik hareketli sperme sahip grup
ND grubu olarak tespit edildi (°p<0.05). ND+C grubu ile Curcumin grubu
kiyaslandiginda, ND+C grubunun daha diisiik hareketli sperm oranina sahip oldugu
goriildii. Kontrol grubu ile ND+C grubu kiyaslandiginda kontrol grubunun daha
diisiik oranda sperm hareketliligine sahip oldugu tespit edildi (2p<0.05).

Normal ve anormal sperm (%) degerlendirmesi

Her bir denek i¢in yapilmis olan preparatlarda 100 hiicre morfolojik olarak
degerlendirildi. Normal ve anormal morfolojiye sahip olan sperm hiicrelerinin
normal sperm yiizde oranlar1 elde edildi ve anormal olan spermler fotograflandi.
Fotograflanmis olan anormal spermler Sekil 13’de gosterilmistir. Normal sperm
yiizde oranlar1 gruplar arasinda kiyaslandi ve istatistiksel olarak anlamli farklar
bulundu (p=0.0005). En yiiksek normal sperm yiizdesine sahip olan grup kontrol
grubu olarak gozlendi. En diisiik normal sperm yiizdesine sahip olan grup ise ND
grubu olarak goriildii (?p<0.05). ND+C grubu ile Curcumin grubu ND grubuna gore
daha yiiksek dercede normal sperm yiizdesine sahip olduklari goriildii (?p<0.05).
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Tablo 9. Sperm degerlendirmesi sonuglari.

Kontrol ND Curcumin ND+C
Grubu Grubu Grubu Grubu p Degeri
n=7 n=7 n=7 n=7
Sperm
Sayimi 178.0+6.651 86.00+£3.606*  170.0+4.756**  118.0+12.28* < 0.0001
(milyon/ml)
Canh
sperm 77.05£8.173 55.60+13.677 80.12+10.43" 80.61+12.61° 0.0019
(%)
Hareketli
sperm 76.92+£7.938  40.00+14.81> 80.00+8.970b 77.77+12.89° 0.0038
(%)
Normal
Sperm 70.00+9.981 22.00+6.866* 58.00+13.370 65.00+13.37° 0.0005
(%)

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.

*p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
**p<0.05 ND ile karsilastirildiginda

2p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
bp<0.05 ND ile karsilastirildiginda
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Sekil 13. ND uygulanmis siganlarda goriilen farkli sperm anomali tipleri. (a) Normal
sperm; (b), (9), (j) kivrik boyun; (c) kivrik kuyruk ve kuyrukta sitoplazmik damlacik;
(d) dolanmis kuyruk; (e) sekilsiz (amorf) bas; (f) kiigiik bas ve ilmek kuyruk;
(h) muz-sekilli bas; (i) amorf bas; (K) kivrilmis kuyruk; (I) dolanmig kuyruk

53



4.4. Histolojik Bulgular

4.4.1. Hematoksilen & Eozin (H-E) boyama

Calismada olusturulan tiim deney gruplarindaki sican testis dokular 151k
mikroskobu ile degerlendirmek amaciyla Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyanmustir.

Tiim gruplara ait H-E goriintiileri Sekil 14’de gésterilmistir.

Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki sigan testis dokular1 151k mikroskobunda incelendiginde
spermatogenezin farkli asamalarindaki seminifer tiibiillerin organizasyonu ve
seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel bag doku da oldukca diizgiin ve olagan
yapida oldugu goriildii. Interstisyel alandaki kan damarlar etrafinda yerlesik, oval ya
da yuvarlak sekilli, gevsek kromatinli niikleusa sahip, Leydig hiicreleri ve bag doku
hiicreleri gézlendi. Bazal membranin diizgiin kontérlii yapida oldugu goriildii. Bazal
membrana lokalize miyoid hiicreler tunika propriyanin ortasinda dokuya paralel
konumda uzanan koyu boyanmis ig seklindeki niikleuslari ile ayird edildi. Seminifer
tiibtiller icerisindeki germinal epitelde bulunan spermatogenik hiicrelerin normal
dongiisiinde seyrettigi ve germinal epitelde herhangi bir dejenerasyon olmadigi
gozlendi (Sekil 14. A ,B,C).

ND Grubu

ND uygulanan gruptaki siganlarin testis dokular1 incelendiginde kontrol
grubunun aksine seminifer tiibiil organizasyonunda diizensizlik goriildii. Interstisyel
alandaki kan damar1 endotellerinde dejenerasyon oldugu ve bundan dolay:
interstisyel alanda kan hiicreleri goriildii. Interstisyel alanda peritiibiiler
hyalinizasyon, 6dem ve hemoraji gozlendi. Interstisyel alanda kayiplar, Leydig
hiicrelerinde bazi bolgelerde azalma, bazi1 bolgelerde ise daha fazla sayida prolifere
olmus Leydig hiicrelerine rastlandi. Bazal membran yapisinin diizensizleserek
seminifer tiiblilden ayrildigi (ondiilasyon) ve yer yer incelip yok oldugu goriildii.
Germinal epitelde bulunan spermatogenik hiicrelerde kayip ve diizensizlik goriildii.

Germinal epitelde diisiik seviyede vakiiolizasyon gézlendi (Sekil 14. D, E, F).
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Curcumin Grubu

Curcumin tedavili gruptaki sicanlarin testis dokulart incelendiginde kontrol
grubuna benzer yapida oldugu tespit edildi. Seminifer tiibiil organizasyonunun ve
interstisyel alanin diizgiin yapida oldugu goézlendi. Interstisyel alandaki Leydig
hiicrelerinin prolifere ve gruplar halinde oldugu gozlendi. Bazal membran yapisi
diizgiin ve normal kontore sahip oldugu goriildii. Germinal epitelde bulunan

spermatogenik hiicrelerin normal dongiisiinde seyrettigi gozlendi (Sekil 14. G, H, I).

ND+C Grubu

ND uygulanan ve Curcumin ile tedavi edilen gruptaki sicanlarin testis
dokular1 incelendiginde, ND grubunda goriilen seminifer tiibiil organizasyonunda ve
interstisyel alandaki diizensizlikler goriilmedi. Fakat interstisyel alanda az miktarda
kan hiicresine rastlandi. Bazal membran yapisinin ND grubuna gore daha diizgiin ve
normal yapisinda oldugu tespit edildi. Spermatogenik seri hiicrelerinin diizenli ve

normal dongiilerinde seyrettigi gorildii (Sekil 14. J, K, L).
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Sekil 14. Testis dokusuna ait Hematoksilen-Eozin boyamasi. (A) Kontrol x10,
(B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND x20, (F) ND x 40,
(G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (1) Curcumin x40, (J) ND+C x10, (K) ND+C
x20, (L) ND+C x40. (ST) seminifer tiibiil, (IA) interstisyel alan, (GE) germinal
epitel, (L) seminifer tiibiil liimeni, (LH) Leydig hiicresi, (MH) miyoid hiicre,
(S) spermatogonyum hiicresi, (SH) Sertoli hiicresi, (PS) primer spermatosit,
(H) Hemoraji, (STH) Spermtid, (oklar) bazal lamina ondiilasyonu, (*) 6dem ifade
etmektedir.
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4.4.2. Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) boyama

Calismada olusturulan tiim deney gruplarindaki sigan testis dokular1 151k
mikroskobu ile degerlendirmek ve bazal membran ile spermatidlerin goriiniimiinii
artirmak amaciyla periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H) ile boyanmuistir.
Tiim gruplara ait (PAS+H) goriintiileri Sekil 13’de gosterilmistir.

Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki siganlarin testis dokusu incelendiginde seminifer
tibiillerin  etrafin1 ¢evreleyen bazal membran yapist ve spermatid baslar
glikoproteinik yapida oldugu i¢in kuvvetli PAS pozitif reaksiyon vererek mor-
menekse renginde boyanmistir. Bazal membran yapis1 olduk¢a diizenli ve normal
yapida goriildi. Yan yana konumlanmis iki seminifer tiiblile ait bazal
membranlarinin ayrimi yapilabildi. Niikleusun iizerine oturmus kep seklinde PAS
pozitif reaksiyon veren akrozom yapisiyla erken spermatidler ve liimene uzanan

ipliksi kuyruklari, koyu uzun bas yapilar1 ile spermatozoalara doniisecek olan geg

spermatidler gézlendi (Sekil 15. A ,B,C).

ND Grubu

ND uygulanan grubundaki sicanlarin testis dokusu incelendiginde seminifer
tibiillerin etrafin1 ¢evreleyen bazal membranda diizensizlik, yer yer kayiplar ve
ondiilasyon oldugu gozlendi. Yan yana konumlanmis iki seminifer tiibiile ait bazal
membran yapilar1 diizgiin ayird edilemedi. Interstisyel alanda Leydig hiicreleri ve
bag doku hiicrelerinde kayiplar oldugu gozlendi. Liimene yakin konumda erken

spermatidler ve ge¢ Spermatidler gozlendi (Sekil 15. D, E, F).

Curcumin Grubu

Curcumin tedavi grubundaki siganlarin testis dokusu incelendiginde kontrol
grubuna benzer bir yap1 gozlendi. Seminifer tiibiillerin etrafin1 ¢evreleyen bazal
membran oldukca diizenli ve normal yapida goriildii. Yan yana konumlanmis iki
seminifer tiiblile ait bazal membranlarinin ayrimi yapilabildi. Liimene yakin

konumda erken spermatidler ve ge¢ spermatidler gozlendi (Sekil 15. G, H, 1).
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ND+C Grubu

ND uygulanan ve Curcumin ile tedavi edilen grubundaki siganlarin testis
dokusu incelendiginde ND grubundaki bazal membran diizensizliklerinin yiiksek
derecede azaldigi, ondiile yapinin ise normal bir morfolojiye kavustugu goriildii.
Diger gruplarda da goriildigii gibi liimene yakin konumda erken spermatidler ve ge¢

spermatidler gozlendi (Sekil 15. J, K, L).
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Sekil 15. Testis dokusuna ait Periyodik Asit-Schiff+Hematoksilen (PAS+H)
boyamasi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND
x20, (F) ND x 40, (G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (I) Curcumin x40,
(J) ND+C x10, (K) ND+C x20, (L) ND+C x40. (BM) bazal membran, (STH)

spermatid hiicresi.
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4.5. Histopatolojik Degerlendirme
Calismada olusturulan tiim deney gruplarindaki siganlar i¢in hazirlanan
testis dokusuna ait preparatlarda 10 adet seminifer tiibiilii ve interstisyel alani

kosentino skorlamasina gore degerlendirdik.

Seminifer tiibul degerlendirmesi icin;

e Spermatozoa ve spermatid kaybi,

e Germ hiicre tabakasi yoklugu,

e Germ hiicre tabakas1 dejenerasyonu,

e Germ hiicre tabakasi diizensizlesmesi,
e Tiibiiliin parcalanmasi,

e Miyoid hiicre tabakas1 kalinlagmast,

Interstisyel alan degerlendirmesi icin;

e Leydig hiicre proliferasyonu,

e Odem,

e Hemoraji
gibi parametreleri 0-4 arasi sayisal degerlerde puan verilerek skorlandi ve istatistiksel
olarak anlamliliklari test edildi.

Spermatozoa ve spermatid kaybi tiim deneklerde degerlendirildi. Gruplar
arasinda kiyaslama yapildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu
(p=0.0003). En yiiksek kayip ND grubunda (*p<0.05) goriiliirken, en diisiik kayip ise
Curcumin grubunda goriildi (**p<0.05). Curcumin grubu Kontrol grubuna gore daha
az kayip verirken, ND+C grubu ise ND grubuna gore daha diisiik seviyede
spermatozoa ve spermatid kaybina ugramis oldugu tespit edildi (Sekil 16)(p<0.05).

Germ hiicre tabakas1 yoklugu tiim deneklerde degerlendirildi. Gruplara gore
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (p< 0.0001). En yiiksek
ND grubunda (*p<0.05) gorilirken, en diisiik Curcumin grubunda gorildi
(**p<0.05). Kontrol grubu ve Curcumin gruplari arasinda bir anlamlilik bulunmadi
(p=ns). ND ve ND+C gruplar1 kiyaslandiginda, ND+C grubu ND grubuna gore daha
diisiik seviyede germ hiicre tabakasi yokluguna sahip oldugu tespit edildi (Sekil
17)(*p < 0.05).
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Spermatozoa ve spermatid kaybi
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Sekil 16. Gruplara gore spermatozoa ve spermatid kayb1 degerlendirmesi.
* p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
**p<0.05 ND ile karsilastirildiginda

Germ hiicre tabakasi yoklugu
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Sekil 17. Germ hiicre tabakas1 yoklugu degerlendirmesi
*p <0.05 ND ile karsilastirildiginda
**p < 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda

Germ hiicre tabakasi dejenerasyonu tiim deneklerde degerlendirildi.
Gruplara gore kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriildi

(p=0.0001). En yiisek seviyede dejenerasyon ND grubunda goriiliirken, en diisiik
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Curcumin grubunda gozlendi (**p<0.05). ND grubu ile ND+C grubu
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=ns).
Kontrol grubu ile Curcumin grubu kiyaslandiginda yine istatistiksel anlamda bir
farklilik bulunamadi (p=ns). Kontrol grubu ile ND grubu kiyaslandiginda ND
grubunda daha yiiksek seviyede dejenerasyon goriildi (*p< 0.05). ND grubu ile
Curcumin grubu kiyaslansiginda Curcumin grubundaki dejenerasyon seviyesinin ¢ok
daha diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 18) (**p< 0.05).

Germ hiicre tabakasi diizensizlesmesi tiim deneklerde degerlendirildi.
Gruplara gore kiyaslama yapildi ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gortldi (p
< 0.0001). Kontrol grubu ile ND grubu kiyaslandiginda, diizensizligin ND grubunda
en yiksek seviyede oldugu goriildii (***p<0.05). Kontrol ile Curcumin grubu
kiyaslandiginda, istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (p=ns). Kontrol grubu ile
ND+C grubu kiyaslandiginda yine istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (p=ns). ND
grubu ile ND+C grubu kiyaslandiginda, ND+C grubunda diizensiklik daha diisiik bir
seviyede gortildii (Sekil 19) (**p<0.05).

Germ hiicre tabakas1 dejenerasyonu
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Sekil 18. Germ hiicre tabakasi dejenerasyonu degerlendirmesi.
*p< 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
**p< 0.05 ND ile karsilastirildiginda
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Germ hiicre tabakas: diizensizlesmesi
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Sekil 19. Germ hiicre tabakasi diizensizligi degerlendirmesi.
*#%*p < 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
*#%p < 0.05 ND ile karsilastirildiginda
*#p < 0. 05 ND ile karsilagtirildiginda
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Sekil 20. Seminifer tiibiil par¢alanmasinin degerlendirmesi.
* p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
*p<0.05 ND ile karsilastirildiginda
***p<0.05 ND ile karsilagtirildiginda
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Seminifer tiibiil yapisi parcalanmasi tiim deneklerde degerlendirildi. Gruplar
arasi kiyaslama yapildi ve istatistiksel anlamda farkliliklar goriildi (p= 0.0006). En
yiiksek seviyede tiibiil parcalanmas1 ND grubunda goriiliirken en diisiik seviyede ise
Curcumin grubunda goriildii. Kontrol grubu ND grubu ile kiyaslandiginda kontrol
grubu ND grubuna gore anlamli derecede diisiik bir seviyede gézlendi (*p<0.05). ND
grubu ile Curcumin grubu kiyaslandiginda, tiibiil pargalanmasi Curcumin grubunda
anlamli derecede diisiik bir seviyede oldugu goriildi (***p<0.05). ND ile ND+C
grubu kiyaslandiginda, ND+C grubu ND grubuna gore diisiik seviyede oldugu
gozlendi (*p<0.05). Kontrol grubu ile ND+C ve Curcumin gruplari kiyaslandiginda,
Kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulunamadi (p=ns). Curcumin grubu ve
ND-+C grubu arasinda da istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (Sekil 20)(p=ns).

Miyoid hiicre tabakas1 kalinlagsmasi tiim deneklerde degerlendirildi. Gruplar
arasinda kiyaslama yapildi ve istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (Sekil
21)(p=0.2158)(NS).

Leydig hiicre proliferasyonu tiim deneklerde degerlendirildi. Gruplar
arasinda kiyaslama yapildi ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu
(p=0.0002). Kontrol ve ND gruplar: kiyaslandiginda anlamlilik bulunamadi (p=ns).
Kontrol grubu ile Curcumin grubu kiyaslandiginda Curcumin grubu anlamli derecede
yiiksek seviyede goriildii (*p<0.05). ND ile Curcumin grubu kiyaslandiginda
Curcumin grubunun Leydig hiicre proliferasyonu ND grubuna gore yiiksek Seviyede
oldugu gozlendi (°p<0.05). Diger gruplar birbirleri arasinda kiyaslandiginda
istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (Sekil 22)(p=ns).
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Miyoid hiicre tabakasi kalinlasmasi
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Sekil 21. Miyoid hiicre tabakas1 kalinlamasinin degerlendirmesi.

Gruplar arasinda herhangi bir anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=ns).

L.eydig hiicre proliferasyonu
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Sekil 22. Leydig hiicre proliferasyonu degerlendirmesi.
2 p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
bp<0.05 ND ile karsilastirildiginda
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Tiim deneklerde interstisyel alandaki 6dem olusumu degerlendirildi ve
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p=0.0002). ND
grubunda, Kontrol grubuna gore daha yiiksek seviye 6dem olusumu gézlendi (***
p<0.05). ND grubu ile Curcumin grubu kiyaslandiginda Curcumin grubunda anlaml
derecede daha diisiik seviyede 6dem olusumu gozlendi (**p<0.05). Diger gruplar
birbirleri arasinda kiyaslandiginda istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (Sekil
23)(p=ns).
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Sekil 23. Interstisyel alanda 6dem olusumu degerlendirmesi.
*** p<0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
**p<0.05 ND ile karsilastirildiginda.
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Hemoraji
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Sekil 24. Interstisyel alanda hemoraji olusumunun degerlendirmesi
*#%p<0.05 Kontrol ile karsilagtirildiginda
**p<0.05 ND ile karsilastirildiginda

Tiim denekler i¢in interstisyel alandaki hemoraji olusumu degerlendirildi ve
deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu go6zlendi
(p< 0.0001). Kontrol grubu ile ND grubu kiyaslandiginda ihemoraji olusumu ND
grubunda anlamli derecede yiiksek seviyede goriildii (***p<0.05). ND grubu ile
Curcumin grubu kiyaslandiginda Curcumin grubunda anlamli sekilde diisiik seviyede
6dem olustugu goriildi (**p<0.05). Diger gruplar arasinda karsilastirma yapildiginda
istatistiksel anlamli bir farklilik bulunamadi (Sekil 24)(p=ns).

4.6. immiinohistokimyasal Bulgular

Tim deneklerin testis dokularinda immunohistokimyasal yontem ile
Kaspaz-3, PARP-1, TNF-a ve NF-kB ekspresyonlar1 degerlendirildi. Zayif, orta ve
siddetli olmak {iizere 3 farkli boyanma derecesindeki ifadelerini degerlendirdik.
Morfolojik bulgularimizi, semikantitatif bir yontem olan histolojik skorlama (H-skor)
ile sayisal verilere doniistiirerek, tiim ¢alisma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
farkliliklarin1 test ettik. H-skor yontemi; boyanmis peraparat iizerinde 10 farkl
alanda 100 adet hiicrede, Kaspaz-3, PARP-1, TNF-a ve NF-kB’nin immiinoreaktivite
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derecelerini degerlendirerek gerceklestirildi (zayif:1, orta:2, siddetli:3). Normal kegi
immiinoglobulin-G serumu kullanarak sican testislerine ait doku kesitleri negatif

kontrol olarak boyandi (Sekil 29).

4.6.1. Tiim gruplarda Kaspaz-3 immiinreaktivitesinin karsilastirnlmasi

Tiim deneklerin testis dokusunda, immiinohistokimyasal yontem ile kaspaz-
3 ekspresyonu, interstisyum ve seminifer tiibiillerde degerlendirildi. Gruplar arasinda
istatistiksel ~olarak anlamli farklar bulundu (p<0.001). Gruplarin ikili
kiyaslamalarinda, Kontrol ile Curcumin grubu, kontrol ile ND+C grubu, Curcumin
ile ND+C grubu arasinda H-skorun istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermedigi tespit edildi (p=ns). ND wuygulanan grup ile diger gruplar
karsilastirildiginda ND grubunda anlamli diizeyde ekspresyon artisi oldugu gozlendi
(Sekil 25, Tablo 10)(p< 0.05).
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Sekil 25. Testis dokusunda Kaspaz-3 ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak
ifadesi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND
x20, (F) ND x 40, (G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (I) Curcumin x40,
(J) ND+C x10, (K) ND+C x20, (L) ND+C x40.
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4.6.2. Tiim gruplarda PARP-1 immiinreaktivitesinin karsilastirilmasi

Tiim deneklerin testis dokusunda, immiinohistokimyasal yontem ile PARP-
1 ekspresyonu, interstisyum ve seminifer tiibiillerde degerlendirildi. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (p<0.001). Gruplarmm ikili
kiyaslamalarinda, Kontrol ile Curcumin grubu, kontrol ile ND+C grubu, Curcumin
ile ND+C grubu arasinda H-skorun istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gostermedigi tespit edildi (p=ns). ND uygulanan grup ile diger gruplar
karsilastirildiginda ND grubunda anlamli diizeyde ekspresyon artisi oldugu gozlendi.
Ozellikle Sertoli hiicrelerinde ekspresyon artist oldugu goriildii. (Sekil 26, Tablo
10)(p< 0.05).
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Sekil 26. Testis dokusunda PARP-1 ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak
ifadesi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND
x20, (F) ND x 40, (G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (I) Curcumin x40,
(J) ND+C x10, (K) ND+C x20, (L) ND+C x40.
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4.6.3. Tiim gruplarda TNF-o immiinreaktivitesinin karsilastirilmasi

Tiim deneklerin testis dokusunda, immiinohistokimyasal yontem ile TNF-a
ekspresyonu, interstisyum ve seminifer tiibiillerde degerlendirildi. Gruplar arasinda
istatistiksel ~olarak anlamli farklar bulundu (p<0.001). Gruplarin ikili
kiyaslamalarinda, kontrol ile Curcumin grubu, ND ile ND+C grubu, Curcumin ile
ND+C grubu arasinda H-skorun istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermedigi
tespit edildi (p=ns). Kontrol ile ND+C grubu kiyaslandiginda ND+C grubunda
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde ekspresyon artis oldugu goriildii (p< 0.05).
ND grubu ile Kontrol grubu, ND ile ND+C grubu karsilastirildiginda ND grubunda
anlaml1 diizeyde ekspresyon artisi oldugu gozlendi (Sekil 27, Tablo 10)(p< 0.05).
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Sekil 27. Testis dokusunda TNF-o ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak
ifadesi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND
x20, (F) ND x 40, (G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (I) Curcumin x40,
(J) ND+C x10, (K) ND+C x20, (L) ND+C x40.
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4.6.4. Tim gruplarda NF-kB immiinreaktivitesinin karsilagtirilmasi

Tiim deneklerin testis dokusunda, immiinohistokimyasal yontem ile NF-xB
ekspresyonu, interstisyum ve seminifer tiibiillerde degerlendirildi. Gruplar arasinda
istatistiksel ~olarak anlamli farklar bulundu (p<0.001). Gruplarin ikili
kiyaslamalarinda, Kontrol ile Curcumin grubu, kontrol ile ND+C grubu, ND ile
ND+C grubu arasinda H-skorun istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi
tespit edildi (p=ns). Kontrol ile ND grubu kiyaslandiginda ND grubunda Kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde ekspresyon artis oldugu goriildii (p< 0.05). ND grubu
ile Curcumin grubu kiyaslandiginda ND grubunda anlamli diizeyde ekspresyon artigi
oldugu goriildii (p< 0.05). Curcumin ile ND+C grubu karsilastirildiginda ND+C
grubunda anlamli diizeyde ekspresyon artigi oldugu gozlendi (Sekil 28, Tablo 10)(p<
0.05).
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Sekil 28. Testis dokusunda NF-kB ekspresyonunun immiinohistokimyasal olarak
ifadesi. (A) Kontrol x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND
x20, (F) ND x 40, (G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (I) Curcumin x40,
(J) ND+C x10, (K) ND+C x20, (L) ND+C x40.

75



4.6.5. Tiim gruplarda negatif Kontrol boyama goriintiileri

Sekil 29. Tiim deney gruplarina ait negatif kontrol boyama goriintiileri. (A) Kontrol
x10, (B) Kontrol x20, (C) Kontrol x40, (D) ND x10, (E) ND x20, (F) ND x 40,
(G) Curcumin x10, (H) Curcumin x20, (I) Curcumin x40, (J) ND+C x10, (K) ND+C
x20, (L) ND+C x40.
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4.6.6. Histolojik skor

Tablo 10. Kaspaz-3, PARP-1, TNF-0, NF-kB immiinoreaktiviteler i¢in histolojik

skor degerleri.

Kontrol ND Curcumin
+
Antikor Grubu Grubu Grubu ND+C Grubu p Degeri
n=7
n=7 n=7 n=7
Kaspaz-3 100.0+7.493 265.0+£9.805% 96.00+7.244%** 125.0£10.52 < 0.0001
PARP-1 118.0+£8.295 218.0£7.410* 118.0£5.593%** 165.0+£7.868 < 0.0001
TNF-a 108.0+£3.867 256.0+4.030%* 114.04+£3.359** 122.0+4.577* < 0.0001
NF-kB 136.0+£3.958 243.0+10.46* 128.0+£6.336%* 143.0+£4.830%** < 0.0001

Degerler Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.

*p< 0.05 Kontrol ile karsilastirildiginda
**p< 0.05 ND ile karsilagtirildiginda
***p< 0.05 Curcumin ile karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

Uzun yillardir sporcular, performanslarini arttirmak igin bitkileri, dogal ya da
sentetik ilaclar1 kullanmiglardir. AAS’lerin egzersizle birlikte alindiginda kas kitlesi ve
kuvvetini arttirict  etkileri ortaya c¢iktiktan sonra viicut gelistiriciler, atletler ve
profesyonel sporcular tarafindan suprafizyolojik dozarda kullanim1 yaygilagmistir (1,2).

Son yillarda testosteron ve AAS kullaniminda artiglar gériilmektedir. Bunun
sebebi androjen yetmezligi, cogu viicut gelistiricilerin ve agir spor dallariyla ugrasan
sporcularin performanslarini artirmak istemeleri sonucunda ortaya ¢ikmistir (65).

AAS’lerin kontrolsiiz kullanimlar1 sonucunda viicutta pek ¢ok dokuda
patolojik bulgulara sebep oldugu 6zellikle iirogenital sistemdeki organlara, infertilite
de dahil olmak tizere olumsuz etkileri bildirilmistir (66,67).

Calismamizda anabolik androjenik steroid olan Nandrolon Decanoate’nin
suprafizyolojik dozda ve 8 haftalik kullanimi sonucunda testis dokusuna verdigi
hasar1 ve fertiliteye olan etkisini doku diizeyinde ve sperm parametreleri {izerinden
degerlendirerek tespit etmeyi ayrica Curcumin maddesinin tedavi edici roliinii tespit
etmeyi amagladik.

Tedavinin dozu ve siiresine gore ND uygulanmasi, serum testosteron
seviyesinin diismesine ve viicut agirhiginda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (39,
184).

Noorafshan ve ark. yaptiklar1 ¢galismada ND'nin uzun siireli ve kontrolsiiz
kullanim1 testikiiler hacim ve seminifer tiibiil uzunlugunun azaltilmasi da dahil
olmak {izere testiste cesitli histopatolojik ve morfolojik anormalliklere neden
olmustur.

Takahashi ve ark., Wistar albino cinsi ratlar ile yaptiklari 7 haftalik
calismada ND’nin diisiik ve yiiksek dozlarda kullanilmas1 sonucunda ratlarin bobrek,
kalp, akciger, testis, prostat gibi organlarindaki agirlik  degisimlerini
degerlendirmislerdir. Deney sonunda ND’nin yiiksek dozunda testis agirliklarinda
anlamli diisiis gézlendigi bildirilmistir. Yapilan diger ¢alismalarda da yiiksek dozda
uygulanan ND, testis ve epididimal agirliklar, sperm sayis1 ve sperm motilitesinde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (9,10,69,78).

Biz de ¢alismamizda ND uygulanan grupta viicut agirliklar, testikiiler ve
epididimal agirliklarda diger denek gruplari ile kiyaslama yaparak anlamli azalmalar

oldugunu gozlemledik (Tablo 8).
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Ahmed ve arkadaslari yapmis oldugu calismada 190-200 g agirliginda
Wistar albino cinsi ratlar1 kontrol, ND, Taurin, ND+Taurin olmak {izere 4 gruba
ayirmiglar. ND grubuna 8 hafta boyunca 10 mg/kg/hafta dozda ND uygulanmus,
taurin grubuna ise giinde 100 mg/kg taurin verilmis. Calismada ND’nin sperm
parametreleri  lizerine  etkisi arastirlmis  ve ND  kulaniminin  sperm
konsantrasyonunda, motilitesinde ve viabilitesinde diislise sebep oldugu gozlenmis.
Ayrica anormal sperm morfolojisinin ND grubunda arttigin1 gézlemlemislerdir (12).

Mesbah ve arkadaslart ND kullanimimin 6zellikle sperm basi anomalisi
olmak {iizere sperm morfolojisinde bozukluklara yol agtigini bildirmistir. Bagka
calismalarda da yiiksek dozda kullanilan ND’nin, sperm Kkalitesini diigiirerek
infertiliteye sebep olabilecegi gosterilmistir (8,9,10,39,185).

Biz de calisgmamizda sperm parametrelerini degerlendirdik ve elde ettigimiz
sonuglar neticesinde, suprafizyolojik doz ND kullanim1 sonrasinda sperm sayisinda,
motilitesinde ve canliliginda anlamli diizeyde azalmalar oldugunu tespit ettik (Tablo 9).

AAS’lerin kotiiye kullaniminin erkek fertilitesindeki diisiis ile gili¢li bir
sekilde iligkili oldugu bildirilmistir (1).

Nandrolon Decanoate uygulamasi sonrasi testis dokusu histolojik olarak
incelendiginde, siklikla bozulmus spermatogenezis, Leydig hiicre sayisinda azalma
(39) ve tiikkenme (186), seminifer tiibiillerin igindeki bazal tabakadan germ ve Sertoli
hiicrelerinin ayrilmasi (9), seminifer tiibiil limeninde agregasyon (79), deforme
olmus seminifer tiiblil yapist ve arasindaki interstisyel dokularin belirgin sekilde
azalmas1 (12), seminifer tiibiillerde fokal disorganizasyon, interstisyel 6ddem ve
hemoraji gibi bulgularin olustugunu bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda ND uygulanan grubun testis = dokusunu
inceledigimizde, interstisyel alanda kayip, peritiibiiler hyalinizasyon, 6dem ve
hemoraji gozlemledik. Interstisyel alanda bazi bolgelerde Leydig hiicre kaybi
goriiliirken bazi bolgelerde ise normalden daha fazla Leydig hiicresine rastladik.
Germinal epitelde bulunan spermatogenik hiicrelerde kayip ve diizensizlik oldugunu
gozlemledik. Fakat seminifer tiibiillerin i¢indeki bazal tabakadan germ ve Sertoli
hiicresi ayrilmas1 gozlenmedi. Germinal epitelde yiliksek seviyede olmasa da
vakiiolizasyon goriildi (Sekil 12).

Mesbah ve arkadaslarinin 14 hafta boyunca yapmis oldugu calismada
Sprague-dawley cinsi ratlarda 3 mg/kg/hafta ve 10 mg/kg/hafta olmak tizere iki farkli

dozda ND uygulamasi gergeklestirmis ve testis dokusu Tlizerine etkileri
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degerlendirilmistir. Bazal membranin kalinlastigi intertisyel alandaki hiicrelerin
dejenere oldugu, ve seminifer tiibiil ¢apinin azaldigr bildirilmistir. Bu bulgularin
aksine bizim caligmamizda PAS+ reaksiyon vermis olan bazal membran yapisinin
diizensizleserek seminifer tiibiilden ayrildig1 (ondiilasyon) ve yer yer incelip yok
oldugu gozlendi (Sekil 13)(185).

Sperm hiicrelerinde artan DNA hasar1 ve diisiik sperm kalitesinin dollenme
oranlar ile iliskili oldugu bildirilmistir (187,188). Infertilite gibi ¢esitli olumsuz
klinik belirtilerin sperm hiicrelerindeki DNA hasarindan kaynaklandigi bildirilmistir
(11). AAS’nin kotiiye kullanimu ile olusan infertilite probleminin sebepleri arasinda
sperm hiicresin niikleusunda meydana gelen DNA hasarinin oldugu bildirilmistir
(189).

Biz de bu bilgiler 1s1iginda DNA hasarini tespit etmek amaciyla PARP-1
DNA tamir enziminin immiinoreaktivitesini degerlendirdik ve doku diizeyinde
yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal boyama sonucunda ND grubu ile diger
denek gruplart kiyaslandiginda, ND grubunda PARP-1 immiinpozitif hiicre
sayilarinda artigt saptadik Ozellikle Sertoli hiicrelerinde ekspresyon artist oldugunu
gozlemledik. ND’nin Sertoli hiicrelerinde DNA hasarina sebep oldugu goriildii.
(Sekil 24).

Shokri ve ark. 8 hafta boyunca yapmis olduklari ¢aligmada Wistar albino
cinsi ratlarda 10 mg/kg/hafta dozda ND uygulamasi yaparak testis dokusunda
apoptoz meydana gelip gelmedigini tespit etmek amaciyla TUNEL ve aktif kaspaz-3
boyamalar1 yapmis. Sonucunda ND grubu kontrol grubuna gore kiyaslandiginda ND
grubunda germ hiicrelerinde immiinpozitif hiicre sayisinda artis oldugunu
bildirmislerdir (190).

Biz de kendi c¢alijmamizda immiinohistokimyasal boyama ile kaspas-3
immiinoreaktivitesini  degerlendirdik. ND grubu diger denek gruplart ile
kiyaslandiginda kaspaz-3 immiinpozitif hiicre sayisinda anlamli artis oldugunu tespit
ettik.

Hiicre kiiltiirli ¢alismasinda, Nandrolon Decanoate’nin TNFa, IL-1p ve IL-4
tretimini artirdigt ve IL-6 mRNA'min ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir
(191,192).

Hughes ve arkadaslari, yapmis olduklari in vitro ¢alismada suprafizyolojik
dozda kullanilan Nandrolon Decanoate’nin inflamatuar sitokin, interlokin-1 beta (IL-

1B) ve tlimor nekrozis faktor-a (TNF-a) iretimini artirdigini bildirmislerdir (193).
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Calismamizda doku diizeyinde TNF-o’nin ekspresyon diizeyini tespit etmek
amaciyla immiinohistokimyasal yontem ile immiinpozitif reaksiyon veren hiicreleri
h-skor yontemiyle degerlendirdik ve denek gruplarini istatistiksel olarak birbirleriyle
kiyasladik. Kiyaslama sonucunda ND uygulanmis grupta TNF-a ekspresyon
diizeyinde anlamli yonde bir artis oldugunu tespit ettik.

Ratlarda yapilan bir ¢alismalarda AAS uygulamasi sonrasinda karaciger
hepatositlerinde dejeneratif lezyonlara ve inflamasyona sebep oldugu bildirilmistir (194-
196).

Ayrica gen diizeyinde yapilan calismalarda androjenlerin hem genomik
olmayan hem de genomik sinyalleme yoluyla inflamatuar ve apoptoz yolaklarmin
o6nemli bir diizenleyicisi olan NF-kB'yi aktive ettigine dair bulgular gosterilmistir (197).

Son zamanlarda Curcuminin antioksidan, antibakteriyel ve antiinflamatuar
ozelliginin yanisira, immunosupresif, antianjiyojenik, antiviral, antifungal, proapoptotik,
kemoterapdtik, kemopreventif, antidiyabetik, yara iyilesmesi gibi farmakolojik
ozelliklere sahip olmasi pek ¢ok arastirmacinin tedavi amagcl bir ajan olarak kullanimin
artirmistir (13,14,198).

Salama ve arkadaglarinin 2 ay boyunca yapmis oldugu c¢aligmada albino cinsi
ratlart Kontrol, Curcumin, Kadmiyum, Kadmiyum+Curcumin olmak {iizere 4 gruba
ayirmiglardir.  Curcumin grubu giinlik 15 mg/kg dozunda curcumin verilirken,
Kadmiyum grubuna 25 mg/L Kadmiyum verilmistir. Calismada Kadmiyum ve
curcuminin sperm parametreleri tlizerine etkileri arastirllmistir. Olusturulan denek
gruplar1 arasinda curcuminin, sperm sayisint ve motilitesini artirdigi, sperm
anomalilerini azalttig1 gOsterilmistir. Ayrica yapilan testosteron 6l¢limiinde en ytiksek
seviye curcumin grubunda goriilmiistlir ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklar goriilmiistiir (199).

Akpolat ve ark. yapmis olduklar1 18 giinliik ¢aligmada radyasyonun neden
oldugu ince bagirsak hasarma karst curcuminin koruyucu etkisi arastirilmistir. Deney
stiresince 100 mg/kg curcumin intragastrik yoldan uygulanmistir. Deneyin 10, ve 14.
giinlerinde radyasyon uygulanmistir. Elde edilen bulgularda ileum dokusuna ait
villuslarda kisalma, epitel alt1 bogluklar ve piknotik ¢ekirdekli hiicreler gozlemlenmistir.
Curcumin tedavisi ile ileumda olusan hasarin kismen 6nlendigi bildirilmistir (200).

Lin ve arkadaglarinin 8 haftalik fareler ile yapmis olduklari ¢alismada, kontrol
grubu, 1s1 stresi (HS) alan grup, HS+ B-karoten grubu, HS+Curcumin grubu, ve HS+ -
karoten+Curcumin grubu olmak {izere 5 grup olusturulmustur. 14 giinliik deney boyunca
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hergiin 10 mg/kg dozda p-karoten, 20 mg/kg dozda curcumin intragastrik yolla verilmis
ve her gilin entlibasyon gerceklestirilmistir. Deneyin 7. giiniinde deneklerin skrotum
bolgesi 43°C’lik su banyosunda 15 dakika tutulmustur. Deney sonunda, 14. giinde
denekler sakrifiye edilmistir. HS uygulanan deneklerde 1s1 kaynakli infertilite meydana
gelmistir. Curcumin ve B-karoten olusan infertiliteye karsi tedavi edici etki gostermistir.
Ozellikle HS+ B-karoten+Curcumin grubunda istatistiksel olarak daha anlamli bir
tyilesme gosterilmistir (201).

Glombik ve arkadaslarinin 12-36 haftalik farelerle yapmis olduklar1 ¢alismada,
denekler kontrol, curcumin, DEHP ve DEHP+Curcumin olmak f{izere 4 gruba
ayrilmistir. 30 g/fare dozda DEHP ve S5mg/fare dozda curcumin 21 giinliik deney
boyunca oral yolla verilmistir. DEHP testiste seminifer tiibiillerde dejenerasyona,
oksitadif hasara ve apoptozis artisina sebep olmustur. In vivo olarak degerlendirilen
sperm parametreleri sonucunda DEHP nin sperm motilitesini azaltti1 ve curcuminin ise
istatistiksel olarak anlamli sekilde sperm motilitesini artirdigs tespit edilmistir. DEHP'nin
testislerde neden oldugu oksidatif hasara kars1 curcuminin koruyucu etkilerinin oldugu
gosterilmistir (202).

flbey ve ark. yapmus olduklari ¢alismada sisplatin ile olusan testis hasarinda
curcuminin - koruyucu etkisi incelenmistir. Kontrol, Sisplatin, Curcumin ve
Sisplatin+Curcumin grubu olmak tizere 4 grup olusturulmustur. Sisplatin grubuna 1. giin
tek doz 7 mg/kg sisplatin uygulanmasi yapilmig. Curcumin grubuna deney siiresince her
gin 200 mg/kg dozunda curcumin uygulanmistir. Curcuminin spermatogenezi
korudugu, Sisplatin+Curcumin grubunun ise morfolojik olarak Kontrol grubundaki testis
oOzelliklerine benzer oldugu goézlenmistir. Sisplatin grubunda, interstisyel alanda
hyalinizasyon ve perivaskiiler fibrozis gozlenirken, Kontrol ve Sisplatin+Curcumin
grubunda gdzlenmemistir. Sisplatin grubunda seminifer tiibiil ¢api, germ hiicre tabakasi
sayisl, ve testosteron diizeyleri istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. Bu
bulgularin Sisplatin+Curcumin grubunda anlamli derecede artmis oldugu gézlenmistir.

Curcuminin, testikiiler hasarin onarilmasinda ve spermatogenik hiicrelerin
korunmasinda rol aldig, testosteron seviyesini olumlu ydnde etkilerek infertilitenin
tedavisinde fayda saglayabilecegi bildirilmistir (199,203).

Giinlimiizde bozulan spermatogenezi diizeltebilecek tedavi yaklasimlar
on plana c¢ikmis olup deneysel calismalarla ¢esitli ajanlarin  etkileri
incelenmektedir. Calismamizda Nandrolon Decanoate uygulamasi ile testiste

meydana gelen DNA hasari, apoptoz ve inflamasyona bagli gelisen infertilite
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tizerinde spermatogenezi indiikleyen bir ajan olan curcuminin tedavi edici yonde
olumlu etkisinin olabilecegi morfolojik, morfometrik, immiinohistokimyasal

olarak belirlendi ve hasarin derecesi semikantitatif olarak gosterildi.
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6. SONUCLAR

Bu c¢alismada, Nandrolon Decanoate’nin sican testisi tizerinde nasil toksik
etki olusturdugunu ve curcuminin ise bu toksik etkiye karst koruyucu bir yanit
olusturup olusturmadigi, 151k mikroskobik diizey ve sperm parametreleri incelenerek
asagidaki sonugclar elde edildi;

1. Denek agirliklari, deney baslangicinda ve sonunda tartildi. Deney
baslangicinda gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken deney sonundaki
denek agirliklarinda ND grubunda anlaml bir diisiis oldugu tespit edildi. Testis ve
epididim agirhiklar1 degerlendirildiginde yine ND grubunda istatistiksel olarak
anlamli yonde azalma oldugu goriildii.

2. Testis ve epididim agirliklar1 degerlendirildiginde ND grubunda anlaml
yonde azalma tespit edildi.

3. Sperm parametreleri degerlendirildiginde, ND grubuna ait orneklerde
diger gruplara kiyasla sperm konsantrasyonunda, sperm motilitesi ve viabilitesinde
anlamli yonde azalmalar gézlendi. ND grubunda diger gruplara kiyasla anlamli
oranda sperm anomali artig1 oldugu tespit edildi.

4. Histopatolojik bulgularda ND grubunda interstisyel alanda kayiplar,
o6dem, hemoraji ve hyalinizasyon goézlendi. Ayrica interstisyel alanda Leydig hiicre
sayisinda bazi bolgelerde azalma goriiliirken bazi bolgelerde prolifere olmus Leydig
hiicreleri gozlendi. Seminifer tiibiil organizasyonunda diizensizlikler goriildii. PAS
pozitif boyanma sonrasi bazal laminada ondiilasyon ve yer yer bazal membran kayb1
gozlendi. ND+curcumin gruplarinda ise ND grubunda goriilen hasarin azaldigi
gozlendi. Curcuminin testis hasaria olumlu yonde etkisinin oldugu goriildi.

5. Testis dokusunda yapilan immiinohistokimyasal incelemeler sonrasinda
Ozellikle ND grubunda kaspaz-3, PARP-1, TNF-a ve Nf-kB ekspresyonlarinda
anlaml bir artis oldugu gozlendi. ND grubunda 6zellikle Sertoli hiicrelerinde PARP-
1 ekspresyonu artig1 ile ND kullaniminin Sertoli hiicrelerinde DNA hasarina sebep
oldugu tespit edildi.

Literatiirde Curcuminin Nandrolon Decanoate’nin sebep oldugu testikiiler
hasara ve sperm parametreleri {lizerine etkisini gOsteren bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu acidan calismamiz literatiirdeki boslugu dolduracak sekilde

katki saglayacaktir. Herhangi bir toksik etkisi olmayan curcumin ajaninin
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infertiliteye kars1 tedavi edici olarak kullanimmnin klinige Onemli bir katki

saglayacagini diisiinmekteyiz.
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