TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

RADYASYON VE YUKSEK ISI UYGULANMASININ
SICAN TESTIS MORFOLOJiSi, HUCRE OLUMU
VE KAN TESTIS BARIYERI UZERINE ETKILERI:
INFERTILITE ACISINDAN DEGERLENDIiRME

GOZDE ERKANLI

DOKTORA TEZI

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Feriha ERCAN

ISTANBUL-2008



ICINDEKILER

1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS VE AMAC
4. GENEL BILGILER

4.1. Testis Embriyolojisi
4.2. Testis Histolojisi
4.2.1. Testisin Histofizyolojsi
4.2.2. Kan-Testis Bariyeri ve Siki Baglantilar
4.3. Akim Sitometresi (Flow Cytometry)
4.4. TUNEL Metodu
5. GEREC VE YONTEM
5.1. Siganlarin Gebe Birakilmasi
5.2. Deney Gruplar1
5.3. Isik mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama
5.4. ZO-1 ve Okludin Immunohistokimyas1
5.5. TUNEL Yontemi
5.6. Gecirimli Elektron Mikroskobu Preparasyonu
5.7. Akim Sitometri Yontemi
5.8. Istatistiksel Analiz
6. BULGULAR
6.1. Testis Agirligt
6.2. Testis Alani
6.3. Morfolojik Bulgular
6.4. Seminifer Tiibiil Hasar1 Histopatolojik Skorlama Bulgulari
6.5. ZO-1 ve Okludin Iimmunohistokimyas1 Bulgulari
6.6. TUNEL Bulgular1
6.7. TUNEL Pozitif Hiicrelerin Sayisal Analizi
6.8. Elektron Mikroskop Bulgulari
6.9. Akim Sitometresi Bulgular1
7. TARTISMA VE SONUC
8. KAYNAKLAR
9. OZGECMIS
10. ETIK KURUL ONAYI

© O O A~ADNPEF

17
20
21
24
24
24
25
26
26
27
27
28
29
29
29
31
35
42
53
58
59
76
79
88
93
103



1. OZET

Radyasyon (RAD) ve hipertermi (HT), spermatogenik koloni buyumesi, sperm
sayis1, testis agirliginda diisme ile beraber infertiliteye neden olan etkenlerdendir.

Bu galismanin amaci radyasyon ve hipertermi uygulamis sicanlarin testisindeki
degisiklikleri arastirmaktir. Bu g¢alismada 4 deney grubu kullanilmistir: 1) Kontrol
grubu. 2) HT grubu: postnatal 10. giinde hipertermi uygulanmistir. 3) RAD grubu:
gestasyonel 17. giinde radyasyon uygulanmistir. 4) RAD + HT grubu: gestasyonel 17.
ginde radyasyon ve postnatal 10. giinde hipertermi uygulanmigtir. TUm deney
gruplarindaki sicanlara postnatal 3 ve 6 ay sonra anestesi altinda %4’liik
paraformaldehit ile perfiizyon fiksasyonu yapilmistir. Testisler tartilmig, ve testis
orneklerinin bir bolimdne rutin parafin takibi uygulanmis ve kesitlere morfolojik
inceleme igin hematoksilin-eosin boyasi, ZO-1 ve okludin immunohistokimyasi,
TUNEL metodu ve akim sitometresi uygulanmustir. Testis orneklerinin diger boliimii de
elektron mikroskopik inceleme i¢in hazirlanmistir

Testis agirligr ve alan olglimii sonuglarma HT grubu hari¢ RAD ve RAD+HT
grubunda diisiis gézlenmistir. HT grubunda bazi seminifer tubullerde vakuol olusumlari
gozlenirken, RAD grubunda seminifer tubullerde dejenerasyon ve spermatogenik
hlcrelerde azalma, RAD+HT grubunda ise tek sira Sertoli hiicrelerinden olusan atrofik
seminifer tubuller gézlenmistir. HT, RAD ve RAD+ HT gruplarinda ZO-1 ve okludin
proteinlerinin dagiliminda disiis, TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis, ve akim
sitometresi sonuglarina goérede haploid, diploid ve tetraploid hiicrelerde diisiis
gozlenmistir. Elektron mikroskopik bulgulara gére HT grubu genel olarak normale
yakin izlenirken, siki baglantilarda bozulmalar, bazi spermatogenik hicrelerde ve
spermatidlerde vakuoller gézlenmistir. RAD ve RAD+ HT grubundaki spermatogenik
hiicrelerde ileri derecede hasar gozlenmistir.

Sonug¢ olarak, radyasyon ve hipertermi seminifer tubullerde spermatogenik
hlcrelerde apoptozisi arttirmakta ve haploid, diploid ve tetraploid hiicre sayisinin
azalmasina ve kan-testis bariyerinde yer alan ZO-1 ve okludin dagiliminin degismesine
neden olmaktadir. Sigcanda gelisim doneminde alinan radyasyon ve hipertermi testiste

spermatogenik serideki hiicre sayisini azaltarak infertiliteye sebep olabilir.



2. SUMMARY

ALTERATIONS OF TESTICULAR MORPHOLOGY, CELL DEATH AND
BLOOD-TESTIS BARRIER IN RATS EXPOSED TO IRRADIATION AND
HYPERTHERMIA: EVALUATION FOR INFERTILITY

Administration of irradiation (IR) and hyperthermia (HT) causes infertility by
decreasing the spermatogenic colony growth and the number of sperms in rats.

The aim of this study was to investigate the alterations of testicular morphology
and blood-testis barrier in rats exposed to in utero irradiation and postnatal
hyperthermia. Four groups of rats were used in this study: 1) Control group, 2) HT
group (rats exposed to hyperthermia on postnatal 10th day), 3) IR group (rats exposed to
IR on the 17th gestational day), 4) IR+HT group (rats exposed to IR on the 17th
gestational day and then to HT on postnatal 10th day). Three and six months after the
experimental procedures, the rats were perfused with 4% paraformaldehyde and testis
tissue samples were prepared for routine paraffin embedding. Paraffin sections were
examined for general morphology, ZO-1 and occludin immunohistochemistry, TUNEL
method, flow cytometry and electron microscopy.

A decrease in the testicular weight and area was observed in the IR and IR+HT
groups but not in the HT group. Some degenerated seminiferous tubules with vacuoles
were observed in the HT group and degenerated seminifereous tubules with decreased
number of spermatogenic cells were observed in the IR group. In IR+HT group,
atrophic tubules were observed with only Sertoli cell line. ZO-1 and occludin
immunoreactivities were significantly decreased in HT, IR and IR+HT groups
compared to the control group. Six months after the experimental procedures
degenerative changes in all groups were severe. TUNEL positive cells were observed to
be increased in HT, IR and IR+HT groups 3 and 6 months after the experimental
procedures compared to the control group. According to the flow cytometry results,
haploid, diploid and tetraploid cells were decreased in HT, IR and IR+HT groups
compared to the control group. Although the degeneration of tight junctions and

vacuolization in some spermatogenic cells and spermatids were seen in HT group in



electron microscopy, the morphology was nearly normal in this group. More severe
degeneration was shown in IR and IR+HT groups ultrastructurally.

In conclusion, IR and HT administrations caused a decrease in the blood-testis
barrier proteins ZO-1 and occludin, and a severe degeneration of seminiferous tubules
with increased spermatogenic cell death. Administration of IR and HT in the developing
rats may cause infertility due to a decreased number of spermatogenic colony cells in

the testis.



3. GIRIS VE AMAC

Cevresel faktorlerden olan radyasyon ve hipertermi infertiliteye sebep olan
faktorlerdendir. Siganlarda yapilan deneysel ¢alismalarda radyasyon ve hipertermi;
spermatogenik koloninin bilylimesine, sperm sayisinin ve testis agirliginin degismesine
ve buna bagh olarak da steriliteye direk etkisi oldugu gosterilmistir (38, 34). Ayrica
testisde bollnen hicre populasyonunun apoptosisini tetikledigini gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir (27, 1, 15).

Testis radyosyona en hassas organlardan birisidir. Embriyonik dénemde alinan
radyasyon sicanda gonositler iizerine etki ederek infertiliteye sebep oldugu
gosterilmistir (21). lonize radyasyonun, yetiskin sicanlarda da spermatogenik serideki
hlcrelerin hasarina ve apoptozisine neden oldugu gosterilmistir (1, 13). Uygulanan
radyasyon dozuna ve siresine goOre spermatogenik serideki hucrelerin geri
doniistimiiniin oldugu bildirilmistir (38). Uzun sureli ve yiksek doz radyasyona maruz
kalan sicanlarda ise spermatogenik serideki hiicrelerde geri doniisiimiin ¢ok uzun

zamanda olabilecegi ya da geri doniisiimiin olmadig: bildirilmistir (38).

Erkekte infertiliteye sebep olan onemli cevresel faktorleden bir digeri de
hipertermidir. Deneysel ¢alismalarda 1sinin siddetine ve siiresine bagli olarak testiste

spermatogenik serideki hucrelerin 6lumune neden oldugu gosterilmistir (7, 32).

Ayrica hem radyasyonun ve hem de hiperterminin testisdeki spermatogenik
hiicrelere bir diger etkisi de spermatogenetik serideki hicrelerde hiicre 6limini
tetikleyerek haploid, diploid ve tetraploid hiicre oranlarimi degistirmesidir. Bu
uygulamalardan en cok spermatogenik serideki prolifere olan hiicreler ve spermatidler
etkilenmektedir. Radyasyon ve hipertemi uygulamalari sonucu haploid (spermatid ve

spermatozoa) hicre sayisinin diistiigii gosterilmistir (8, 12).



Testisdeki hasar modellerinde spermatogenik serideki hticrelerin etkilenmesinin
yani sira kan-testis bariyerinin de hasarlandigi bildirilmistir (14, 29). Radyasyon ve
hipertermi uygulamalarinin kan testis bariyerindeki proteinler iizerine olan etkilerini
arastiran az sayida ¢alisma vardir. Radyasyon ve hipertemi uygulanmis si¢anlarda kan-
testis bariyerinde yer alan zonula okludens 1 (ZO-1) ve okludin gibi proteinlerin
azalmas1 sonucu kan-testis bariyerinin bozuldugu bildirilmistir. Kan testis bariyerin

bozulmasinin da spermatogenik serideki hiicreler tizerine etki ettigi vurgulanmistir (14).

Daha oOnce yapilan c¢aligmalarda radyasyon ve hiperterminin tek tek
uygulamasinin testis morfolojisi ve spermatogenik serideki hiicreler {izerine olan etkileri
aragtirilmistir. Ancak hem radyasyon hem de hiperterminin birlikte uygulandigi ¢calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ilk kez in utero radyasyon ve postnatal hiperterminin
birlikte uygulandigi sigan testisinde hem spermatogenik serideki hucrelerin niteliksel ve
niceliksel 6zelliklerini, hem de kan testis bariyerinde yer alan proteinlerin dagilimini
incelemek amaglanmistir. Emriyonik dénemde uygulanan radyasyonun ve postnatal
donemde uygulanan hiperterminin uzun ddnemde testiste spermatogenik serideki
hlcrelerin morfolojisine olan etkileri genel 151k mikroskopik tekniklerle, spermatogenik
seriyli  olusturan hiicre populasyonundaki degisiklikler akim sitometresi ile,
spaermatogenik serideki hticrerlein programli 6liimii TUNEL yontemi ile ve kan testis
bariyerinde ki ZO-1 ve okludin proteinlerinin dagilimi immunohistokimya teknigi ve

gecirimli elektron mikroskopi teknigiyle arastirilacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. TESTIiS EMBRIYOLOJISI :

Kromozomal ve genetik cinsiyet fertilizasyon ile saglanir, X kromozomuna sahip
ovumun X veya Y kromozomu tasiyan sperm ile dollenmesine baglidir. Gelismekte olan
gonadlar XX veya XY kromozom kompleksine sahip olurlar. Yedinci haftadan dnce
gonadlarin gdriinimii her iki cinste de birbirine benzer, dolayisiyla farklanmamis
gonadlar olarak adlandirilirlar. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y kromozomu gereklidir
fakat bu kromozomun yalnizca kisa kolu seks tayini i¢in énemlidir. Testis belirleyici
faktor (TDF) icin gerekli olan SRY geninin, Y kromozomunun cinsiyet belirleyici
bolgesinde yerlestigi saptanmistir. Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullast
tizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir. Y kromozomu tarafindan diizenlenen, TDF,
testikiiler farklilasmay1 saglar bu faktoriin etkisi altinda, primer seks kordonlari
seminifer tubullere farklilasirlar. Y kromozomunun yoklugu over gelisimiyle
sonuglanir. Sonug olarak seks kromozomunun tipi farklilasmamis gonadin hangi yonde

gelisecegini belirlemektedir.

Gonadlar ti¢ kaynaktan koken alirlar.
e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)
e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hicreleri

Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada ortaya ¢ikar, mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlasma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik —gonadal
(genital) kabarti- olugur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar —primer seks kordonlari-
altindaki mezensim igerisine dogru kisa silirede biiyiirler. Farklanmamis gonad simdi,
dista yer alan bir medulladan olugmaktadirlar. Eger embriyo XX seks kromozom

kompleksine sahip ise, farklanmamis gonad’in korteksi overe diferensiye olur,



medullas1 geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini icermekteyse, medulla

testise farklanir, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler ve dejenere olur.

Primordial germ hiicreleri 4. hafta basinda vitelllis kesesi duvarinda, allantoisin
baslangi¢ yerine yakin, endodermal hiicreler arasinda ortaya c¢ikar. Embriyonun
katlanmalari sirasinda Vitellls kesesinin dorsal pargasi embriyo igerisine dahil olur. Bu
olurken, primordial germ hiicreleri, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal
kabartilara gog¢ ederler. Altinc1 haftada primordial germ hiicreleri altindaki mezensim

igerisine girerler ve primer seks kordonlarina dahil olurlar (Resim 1) (35).
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Resim 1: Testis gelisiminin sematik gosterimi (46).



Seks kromozom kompleksinde bir Y kromozomu tasiyan embriyolarda,
genellikle testisler gelismektedir. Testislerin gelisimi koordineli bir seri genin

indiiksiyonu ile saglanir.

Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis belirleyici faktorler igin SRY geni,
farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gérmektedir.
Testis belirleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarin1 uyararak, onlarin farklanmamais
gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bodylece rete testis olusur. Seks kordonlarinin
(semifer-testikuler- kordonlarin) kalin bir fibroz kapsiil olan tunika albuginea gelistikten
sonra, yiizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Yogun tunika albuginea gelisimi
fotusta testikiiler gelisim i¢in oldukca karakteristiktir. Genisleyen testis asamali olarak
dejenere olan mezonefroz’dan ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorsiyum ile asili hale

gecer. Seminifer kordonlar, seminifer tubullere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar.

Seminifer tubuller, intertisyel hucreleri (Leydig hicreleri) olusturan
mezensimden ayrilirlar. Sekizinci haftadan itibaren Leydig hicreleri, androjenik
hormonlar1 —testosteron ve andosteron- salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik
duktuslarin ve dis genitallerin maskulin olarak farklanmasini indiiklerler. Testosteron
tiretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder, hormonun miktari
8-12 haftalik periyod’da en yiiksek degerine ulasmistir. Testosterona ilaveten fotal
testisler glikoprotein bir hormon olan antimullerian homon (AMH) veya miullerian
inhibitér madde (MIS) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir. Antimiillerian
hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir, hormonun salgilanmasi puberteye kadar
devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik duktuslarin gelisimini

baskilar.



Seminifer tubuller, puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren
lumen gelisir. Seminifer tubul duvarinda iki tip hiicre bulunur.
e Sertoli hucreleri, destek hicreleri olan bu hucreler, testisin yiizey epitelinden
gelisirler.
e Spermatogonia, primordial sperm hicreleri olan bu hicreler, primordial

germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fotal testisde, Sertoli hicreleri, seminifer tubullerde cogunlugu olusturur. Daha
sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dig
yiizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuslari olusturan 15-20 adet
mezonefrik tubuller ile devam eder. Bu duktuslar, duktus epididimisi olusturan

mezonefrik duktus ile baglanirlar (35).

4.2. TESTIS HISTOLOJISI :

Erkek Ureme sistemi, testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusmustur. Testisin temel gorevi hormon ve spermatozoa (retmektir. Testosteron
testiste dretilen en temel hormondur. Testosteron, spermatogenezis, embriyonik ve fetal
gelisim esnasindaki sekstiel farklilasma ve gonodotropin salgilanmasini kontrol etmek

gibi 6nemli gorevleri vardir.

Her bir testis, tunika albuginea ad1 verilen yogun bag dokusundan olusan kalin
bir kapsul tarafindan c¢evrelenmistir. Tunika albuginea testisin posterior yiiziinde
kalinlagir, bu kalinlasan bolgeye mediastinum testis adi verilir. Bu fibroz septa beze
dogru ilerler ve yaklagik 250 piramidal pargalara boler, her bir parcaya testikiler lobul
ad1 verilir. Ve bu lobiiller arasinda ¢ogunlukla iletisim vardir. Her lobiilde gevsek bag
dokusu ile saril1 1-4 seminifer tubil yer alir. Bu bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf
damarlari, sinirler ve interstisyel (Leydig) hiicreler bulunur. Seminifer tubuller erkek

ureme hucreleri olan spermatozoonlari olustururlar.



Her bir seminifer tubul yaklasik 150-250 um ¢apinda ve 30-40 cm uzunlukta
olup, karmasik yapida ¢ok katli bir epitelyum ile doselidir. Kivrimli tubuller bir sebeke
olustururlar. Bu sebekedeki her tubul baslangigta kor ugludur ve dallara ayrilir. Her bir
tubul sonlanirken lumeni daralir ve diiz tubuller ya da tubuli rekti adiyla bilinen kisa
segmentler halinde devam eder. Bu duz tubuller, seminifer tubullerin rete testis denilen,
epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar.
Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10-20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismini baglamistir (20, 46).
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farkliliklar ve testikiiler lobiillerin baglantilar1 gsterilmektedir (20).

10



Seminifer tubuller bir fibréz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tibilii saran tunika
propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik olarak
bulunan en igteki katman diiz kas Ozellikleri gosteren yassilasmis myoid hiicrelerden
olusur. Epitel iki tip hiicreden meydana gelmektedir: Sertoli ya da destek hicreleri ile

spermatogenik seriyi olusturan hiicreler.

Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ve tibiil liimeni arasin1 dolduracak 4-
8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicreler birka¢ boliinmeden sonra farklilagir ve
spermatozoonlart olustururlar. Bu erkek germ hiicrelerinin stirekli farklilasma
stirecindeki ¢esitli evrelerde bulunabilirler. Baslangigtan bitise kadar spermatogenez
olarak adlandirilan bu olay {i¢ faza ayrilabilir; spermatositogenez olarak adlandirilan
evrede spermatogonyumlarin boliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden spermatositler
meydana gelir. Spermatogonyumlarin ardi ardina iki bolinmeleri sonucunda olusan
hlcrelerden spermatositler meydana gelir. Spermatositlerin ardi ardina iki bdliinme
gecirerek kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin esit olarak her hiicrede yariya
diistiriilmesi sonucu spermatidlerin olustugu evre mayoz adini alir. Spermiyogenez ise
spermatidlerin  6zenli bir hiicre farklilasma siireci gecirerek spermatozoonlari

olusturdugu safthadir.

Spermatositogenez (spermatogenez); bazal laminanin hemen iistiine yerlesmis
bir germ huicresi olan, spermatogonyum ile baslar. Bu yaklasik 12 pm ¢apinda, nispeten
kiiciik bir hiicredir. Seksiiel olgunlasmada bu hiicreler bir seri mitoz gegirirler. Insanda
morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu renkli boyananlar
koyu tip A spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A spermatogonyum ve tip B
spermatogonyum. Koyu tip A spermatogonyum kok hiicre rezervi olarak gorev alir.

Zaman zaman tip B spermatogonyuma farklilasan agik tip A spermatogonyuma boliiniir.

Tip A spermatogonyum spermatogenik serinin kok hdcreleridir. Tip B

spermatogonyum ise primer spermatositlere farklilagsan dnciil hiicrelerdir.
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Spermatogonyumlarin bdliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan hiicreler tamamen
ayrilmaz ve sitoplazmik koprilerle birbirlerine bagli kalirlar. Hiicreler arasindaki
kopruler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle
spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi
sebebiyle bu kopriler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda énemli
bir rol oynarlar. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik

kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma olur.

Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siireg
yaklasik 64 giindiir. Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer tlbiilde ayni
anda ger¢eklesmez. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir sathasinin
izlendigi seminifer tlbiillerin diizensiz goriiniimiinii aciklar. Aynm1 zamanda neden
seminifer tubullerin bazi1 bolgelerinde spermatozoonlarin bulundugu halde diger
bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir. Seminifer epitelyum
siklusu germinal epitelyumde belli bir hiicre evresinin ardisik iki goériiniimii arasinda
olusan matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. Insanda her bir siklus yaklasik 161

gun surer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter.

Seminifer tubdllerde bulunan bir diger hiicre de Sertoli hticreleridir. Sertoli
hiicreleri spermotogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis piramidal
hlcrelerdir. Sertoli hicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uglar1 ise
siklikla seminifer tubuliin liimenine uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli hiicresinin
siirlart  belirsiz  olarak goriiliir, ¢linkii bunlarin spermatogenik seri hiicrelerini
cevreleyen ¢ok sayida lateral uzantilari vardir. Elektron mikroskobu ile yapilan
caligmalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar kaba
endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri ile
lizozom igerdigi gosterilmistir. Siklikla {iggen bigiminde olan uzamis nukleusta ¢ok
sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir.

Bitisik Sertoli hiicreleri birbirlerine spermatogonyumlar seviyesinde siki
baglantilarla baglanmislardir. Bu spermatogonyumlar icine kanda bulunan metaryallerin

serbestce girebildigi bazal kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda
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spermatogonyum serisi, bu baglantilardan bir yolunu bulup gecerek adluminal
kompartmana ¢ikarlar. Burada spermatogenezin daha ileri sathalari, kandan gelen
urnlerden bir kan-testis bariyeri ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki
sik1 baglantilar ile olusturulur. Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin
apikal ve lateral kenarlarindaki derin girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin
flagellar kuyruklar1 gelistikge bunlar Sertoli hiicrelerinin apikal uglarindan c¢ikan
piskiiller seklindeki ¢ikintilar halinde goriiliirler. Sertoli hiicreleri ‘siki baglantilar (gap
junction)’ denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla hiicrelerin iyonik ve kimyasal

aligverisi saglanir.

13



Sitoplazmik kopruler
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Sekil 3: Cevreleyen doku ile birlikte seminifer tubullin bir par¢asi. Seminifer epitel 2 tip

hiicreden olugmustur: Spermatogenik seri hiicreleri ve destek ya da sertoli hticreleri (20).
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Sertoli hiicrelerinin en az dort nemli fonksiyonu vardir:

e Gelismekte olan  spermatozoonlarin  desteklenmesi, korunmasi ve
beslenmelerinin diizenlenmesi

e Fagositoz: Spermiyogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasi artik
cisimcikler seklinde atilir. Bu sitoplazmik pargaciklar Sertoli hiicrelerindeki
lizozomlar tarafindan fagosite edilir ve sindirilir.

e Sekresyon: Sertoli hiicreleri strekli olarak seminifer tubtllere genital kanallar
yoniinde akan ve sperm transportu i¢in kullanilan bir siv1 salgilarlar. Androjen
baglayic1 protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan FSH ve
testosteron kontrolii altinda gergeklestirilir. Bu protein, seminifer tubtl icinde
spermatogenez igin gerekli olan testosteronun yogunlagmasini saglar. Sertoli
hlicreleri testosteronu 6stradiyol haline ¢evirebilirler. Bu hiicreler ayni
zamanda, anterior hipofiz bezinden FSH sentez ve salinmasini 6nleyen inhibin
ad1 verilen bir peptid salgilar.

e Anti-Miillerian Hormon iiretimi: bu hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek
fetusta Miuller (paramezonefrik) kanallarin gerilemesini saglayan bir
glikoproteindir. Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan koken alan

yapilarin gelismesini saglar.

Sertoli hdcreleri insanda ve diger hayvanlarda iireme periyodu siiresince
bolinmezler. Bunlar 6zellikle enfeksiyon, kotl beslenme, x-1sin1 1ginimi gibi olumsuz
kosullara kars1 olduk¢a dayanikhidirlar ve bu zararhi etkiler karsisinda spermatogenik
seri hiicrelerine gore ¢ok daha direnglidirler. Memelilerde spermatozonlarin salinimi
muhtemelen hucresel hareketlerin bir sonucudur. Bu hareket Sertoli hucresinin

apeksinde bulunan mikrotubuller ve mikrofilamentler ile saglanir.

Testisin seminifer tubulleri arasindaki intertisyel doku da bag dokusu, sinirler,
kan ve lenfatik damarlar bulunmaktadir. Testikiler kapillerler pencerelidir ve kan
proteinleri gibi makromolekiillerin serbestce gecmesine miisade ederler. Intertisyel
alandaki lenf damarlarinin olusturdugu yogun sebeke, bu organda alinan interstisyel s1vi

ile lenf sivisinin birlesimindeki benzerligi agiklamaktadir. Bag dokusu cesitli tipte
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hiicreler igerir. Bunlar arasinda fibroblast, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast
hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Puberte sirasinda ek bir hiicre tipi belirgin hale gelir,
bu yuvarlak ya da poligonal sekilli olan ve merkezi bir nukleusu ve kiglk lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunan bir hiicredir. Steroid
salgilayan hiicre ozelliklerini gOsteren bu hicreler, testisin intertisyel ya da Leydig
hicreleridir. Bu hucreler sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu uretirler. Testosteron sentezi mitokondri ve diiz endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerce gergeklestirilerek, hiicre organelleri arasi isbirligine bir

ornek olusturur.

Leydig hicrelerinin hem aktiviteleri hem de miktarlar1 hormonel uyarimlara
baglidir. Insanda hamilelik sirasinda iiretilen plasental gonadotropik hormon maternal
kandan fetusa geger ve androjenik hormonlari iireten bol miktardaki fetal testikiiler
interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi embriyonik farklilasmada erkek
genital organlarinin gelismesi igin gereklidir. Embriyonik interstisyel hiicreleri
hamileligin 18. haftasina kadar tamamen farklilasmis olarak kalirlar; bundan sonra
testosteron sentezinde gorilen bir azalma ile birlikte gerilerler. Daha sonra gebelik
boyunca ve hipofizden sonra salinan LH uyarimi altinda testosteron sentezini yeniden

yapmaya basladiklar1 prepubertal doneme kadar dinlenmede kalirlar (20, 46).

4.2.1. Testisin Histofizyolojsi

Vucit ici sicakhigmin (37 °C) altindaki sicakliklarda olusan spermatogenezin
regulasyonunda 1s1 ¢ok Onemlidir. Testikiiler 1s1 yaklasik 35 °C’dir, bu birkag
mekanizma ile kontrol edilir. Zengin bir vendz pleksus (pampiniform pleksus) her bir
testikiiler arterin etrafin1 sarar, testikiiler 1sinin siirdiiriilmesinde énemli olan bir kars1 1s1
akimi saglar. Diger faktorler; skrotumdaki terin buharlagsmast ile 1s1 kayb1 ve spermatik
kordondaki kramester kaslarmmin kasilmasi ile testislerin daha yiiksek bir 1sida
kalabilecegi inguinal kanallara ¢cekilmesidir.

Spermatogenez iizerinde en Onemli etkiyi endokrin faktorler olusturur.

Spermatogenez, hipofizin folikller stimilan (FSH) ve liiteinizan hormonlariin (LH)
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testikiiler hiicreler iizerindeki etkilerine baghidir. LH intertisyel hiicreler tzerine etki
ederek spermatogenik seri hiicrelerinin normal gelisimi i¢in gerekli olan testosteron
yapimin1 stimiile eder. FSH’m ise Sertoli hicrelerini etkileyerek adenilat siklaz
yapimini stimiile ettigi ve sonugta cAMP’nin artisina yol ac¢tigt ve ayni zamanda
ABP’nin sentez ve salgilanmasini sagladigi bilinmektedir. Bu protein testosteron ile
baglanir ve testosteronu seminifer tubullerin liimenine tagir. Spermatogenez testosteron

ile uyarilir, 6strojen ve progesteronlarla inhibe edilir.

Spermatozoonlar epididimise, uygun bir medyum olan testikiiler sivi iginde
taginirlar. Testikiiler sivi Sertoli hiicreleri ve rete testis tarafindan iiretilir; bu sivi

steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP icerir (20).

4.2.2. Kan-Testis Bariyeri ve Siki Baglantilar

Spermatogonyumlarin farklilasmasi sperme 6zgii proteinlerin ortaya ¢ikmasina
yol acar. Sekslel olgunlasmanin, immunolojik yetenegin gelismesinden uzun bir siire
sonra ortaya c¢ikmasi sebebiyle farklilasmakta olan sperm hiicreleri yabanci olarak
algilanabilir ve germ hiicrelerinin Sliimiine sebep olabilecek bir immiin yaniti tegvik
edebilirler. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ve immiin sistem arasinda olusabilecek
herhangi bir etkilesimi ortadan kaldirir. Bu bariyer seminifer tubullere
imminglobulinlerin ge¢gmesini 6nler ve bu sayede serumlarinda ¢ok yiiksek diizeyde
sperm antikorlar1 bulunan hastalarda herhangi bir fertilite bozuklugu goriilmez. Sertoli

hiicre bariyeri boylece seminifer epiteli bir otoimmiin reaksiyondan korumus olur.

Kan ile seminifer tubullerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin bulunmasi, sivi
icine kandan ¢ok az maddenin ge¢cmesini agiklayan bir olgudur. Testikiiler kapilerler
pencereli tiptedirler ve biiyiik molekiillerin serbest olarak gegisine izin verirler. Sertoli
hlcreleri arasindaki siki baglantilar (tight junctions) bu bariyerden sorumludurlar. Erkek

germ hiicrelerinin kandan gelen zararli ajanlara kars1 korunmasinda énemli rol oynarlar
(20).
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Seminifer epitelyumdaki siki baglantilar; adherens baglantilar ve desmozomlarin
membrandaki lokalizasyonu ile olusur. Siki baglantilar bazal laminanin yanindaki
seminifer epitelyumun bazal komportmanindaki Sertoli hiicreleri arasinda bulunur.
Testisdeki sik1 baglanti bolgesinde periferal membran proteinler dizisi ve 3 farkli siki
baglant1 integral membran proteinlerinden olusur. Bunlar; zonula okludens cesitleri
olan, zonula okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2), okludin, klaudin gibi siki
baglant1 proteinleridir (Sekil 4). Siki1 baglantilarin en yiizeyde olan1 zonula okludenstir.
Aga benzer bir yap1 olusturacak sekilde katlanma ve kivrilmalar gosterir. Kabart1 ve
oluklarin sayisi ve kaynasma yerleri epitelyumun sivi aligverisi ile ¢ok yakindan
ilgilidir. Sik1 baglantinin esas fonksiyonu oldukg¢a siki bir tutunma meydana getirmek
boylece epitelyum hiicreleri arasindan her iki yéne dogru madde gegisini engellemektir.
Baz1 epitellerde elektriksel potansiyeller epitelin molekiil transport yetenegini

etkileyerek molekullerin epitelden gegisini diizenler (28).

Sik1 baglant1 bariyerinde yer alan okludinin kan testis bariyerinin regillasyonunda ¢ok
onemli rolii vardir. Okludin ile direkt baglantis1 olan diger siki baglanti proteinleri
arasinda bulunan baglanti komponentleri ZO-1 ve ZO-2’dir (11). Okludinin C-terminal
bolgesi, bazolateral membranda Okludin’in hedefi olarak ZO-1’e baglanir ve siki
baglantida okludin lokalizasyonu i¢in ZO-1’in varlig1 gereklidir. Farede okludin Sertoli
hiicrelerinin dip bazal bolgelerinde bulunur ve maturasyonla yogunlugu artar. Sican
Sertoli hiicrelerinde de benzer bulgular gostermesine ragmen, insan ve kobayda Sertoli
hiicresinde okludinin bulunmadigi bildirilmistir (37). Testis siki baglantilarindaki
okludin izoformlar1 tiire Ozgiidiir. Testisde okludin Sertoli hiicreleri aras1 baglanti
bolgesinde bazal olarak ¢ok kuvvetli immunreaktivite gosterir. Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda da yaygin bir immunreaktivite goriilebilir. Okludinin analog patterni
olan ZO-1 immnreaktivitesi Sertoli hiicreleri arasi baglanti  bdolgelerinde,

sitoplazmasinda ve subseliiler alanda daha yogun olarak gorilmektedir (9, 43, 49).
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Sekil 4: Siki baglantilarin seminifer epitelyumdaki yapilarint ve bunlarin adherens

baglantilarin1 ve dezmozomlardaki lokalizasyonunu gosteren diafragmatik ¢izimi (28).
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4.3. Akim Sitometresi (Flow Cytometry)

Akim sitometresi, fluoresan renk veren maddelerle (fluorokromlarla) isaretli
stispansiyon halindeki hiicrelerin 151k kaynagi oniinden tek tek gecerken verdikleri
fluoresan yogunlugu 6lciimiine dayali bir analiz yontemidir (25, 42). Ug¢ ana kullanim
alan1 vardir. Bunlardan ilki, hiicre i¢i ve hiicre yiizeyinde bulunan antikor olusturabilmis
proteinlerin degerlendirilmesi yaninda belli bir ylizey antijen proteinin tasiyan hiicre
topluluklarinin spesifik antikorlarla digerlerinden ayird edilmesidir. Ikincisi fonksiyonel
calismalarda oksidatif burst, fagositoz, hiicre ici Ca *? dlctimi vs'dir. Uciinciisti de

hiicre siklus analizi ve DNA ploidi degerlendirmeleridir (42).

DNA miktarinin nicel Ol¢lilmesinde propidyum iodid, ethidyum bromid,
mitramisin gibi fluorokrom boyalarin ¢ift sarmalli DNA’ya rastgele baglanmasi ile elde
edilen fluoresans yogunlugu hiicredeki DNA yogunluguyla dogru orantili oldugundan,
bilgisayar ekranina yansiyan degerler hiicrelerin siklus i¢indeki dagilimini verir. GO/G1
deki hiicreler X miktar DNA’lar1 ile belli X miktar fluoresan alirlarken teorik olarak
G2+M fazindaki hiicreler 2X boyanir. Her iki zirve arasinda yayilan hiicreler ise S

fazin1 verir (17, 30).

Flow sitometri ile sayilan binlerce hiicrenin dagilimi bir histogram ile goriiliir.
Dagilim Onceden tanimlanmis bir matematiksel fonksiyona oturtmaya calisilarak
degerlendirilir. Hiicre sikliis analizlerinde incelenen sentez fazi (S) ve hiicre biiylime

faz1 (S+ G2/M) proliferatif aktivitenin kantitatif olarak tanimlanmasinda kullanilir.
Flow sitometrik yontem taze dokulara veya fikse edilmis parafine gomiilii

dokulardan elde edilen kesitlere uygulanabilir. Guniimuzde onkolojik bilimlerde timor

tipini ve evresini tanimlamada siklikla kullanilmaktadir (5).
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4.4. TUNEL Metodu

Apoptozis, gereksiz yada uyusmayan hiicreleri elimine eden programlanmis
hiicre 6limi formudur. Oltim faktdrleri, yasam devamliligs, eksternal bilyiime gibi aktif
cevaplardan kokenlenen efektor yolaklar veya multipil sinyaller tarafindan kontrol

edilirler.

Apoptozisin  tanimlanan karakteristigi  hticresel morfolojinin  tamamen
degismesidir. Elektron mikroskopik incelemelerde, hicrenin biiziismesi, kromatin
marjinasyonu, membran kabarciklanmasi, nlklear kondensasyon ve sonra
segmentasyon ve apoptotik cisimlere boélinmesi ki bazen fagosite edilebilmesiyle
karakterizedir. ~ Apoptoziste DNA  fragmantasyonu, hucresel — morfolojideki
ultrasiitriiktiirel ~ degisikliklerle iliskilidir. ~ Apoptozisde ortaya ¢ikan DNA
fragmantasyonunu gostermenin bir yoluda TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transpherase-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick-end labelling)

metodudur.

Apoptozis hasar indiiklii hiicre 6limii (nekroz) dan farklidir. Apoptozisin

nekrotik hiicre 6liimiinden ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal farkliliklar1 vardir.

Bu yontemle, DNA kiriklarinin serbest 3’OH uglar1 modifiye nukleotidlerle
enzimatik olarak isaretlenir. DNA fragmantasyonundan kokenlenen bu yeni DNA
uclari, morfolojik olarak go6zlenebilen nukleuslarda ve apoptotik cisimciklerde
bulunurlar. Bu yontemle kromatin kondensasyonu olusmus ve DNA kiriklar1 bulunan
erken evre apoptozise 0zgudur. Daha sonra nukleusda major morfolojik degisiklikler

olusmaya baslar (4, 6).
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TUNEL metodu, kimyasal olarak isaretlenmis ve isaretlenmemis niikleotidler
kullanilarak serbest 3’OH wuglarinin isaretlenmesi prensibine dayanir. Reaksiyon
tamponuna eklenmis olan niikleotidler, terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT)
kullanilarak enzimatik olarak DNA’ ya baglanmasi saglanir. TdT tek sarmalli ya da ¢ift
sarmalli DNA’nin 3’0OH uglarina serbest olarak eklenen nukleotid trifosfatazlari
katalizler. Serbest olarak bulunan nukleotidler digoksigenenin-konjugat eklenmesiyle
bir oligomer olustururlar. Daha sonra digoksigenin ile konjuge olan niikleotidler
peroksidaz reaksiyonu verebilen anti-digoksigenin antikoru ile baglanmasi saglanir.
Boylece baglanmis peroksidaz antikoru, immunohistokimya ve immunositokimya
hassas gorliniim saglayan kromojenik substratlarla baglanmasi saglanir. Sonug olarak
apoptotik cisimciklerde ¢ok yiiksek oranda bulunan 3’OH uglarinin hassas ve spesifik

boyanmasi saglanir (Sekil 5) (48).
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Sekil 5: TUNEL methodunun prensibinin sematik gosterimi (3).



5. GEREC VE YONTEM

5.1. Sicanlarin Gebe Birakilmasi:

Bu calismanin yapilabilmesi icin Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (23.11.2006-40.2005.mar). Bir
disi- 1 erkek veya 2 disi- 1 erkek olacak sekilde talassiz kafeslerde Wistar-albino irki
siganlar bir gece boyunca ciftlesmeye birakilmistir. Ertesi giin vaginal plak goérilen
sicanlar gebeligin 0. giinii kabul edilerek ve ayr1 kafeste gebeligin takibi yapilmus,
vaginal plak goriilmeyen siganlardan vaginal smear alinmistir. Vaginal smear pozitif
c¢ikan si¢anlar ayr1 kafeslerde takip edilmistir. Hayvanlar, uygun kafesler iginde, 12 saat
aydinlik-karanlik ortamda, standart sigan yemi ile beslenmisler ve musluk suyu

icmislerdir.

5.2. Deney Gruplar::

1- Kontrol Grubu (n=7): Bu gruptaki si¢anlara radyasyon ve/veya hipertermi
uygulamasi yapilmamistir. Standart laboratuar sartlarinda tutulmuslardar.
2- Hipertermi Grubu (HT, n=14) : Postnatal 10. giinde yavru siganlarin vuciit 1s1s1
rektal olarak kontrol edilip 38+2°C olacak sekilde tiim si¢anlarda standardize edilmistir.
3- Radyasyon Grubu (RAD, n=14) : Gebe sicanlara embriyonik 17. giinde
100cG’lik radyasyon uygulanmustir.
4- Radyasyon ve Hipertemi Grubu (RAD + HT, n=14): Gebeligin 17. giiniinde
siganlar 100cG’lik radyasyona maruz birakilmis siganlardan dogan siganlara postnatal

10. giinde hipertermi uygulanmistir. Rektal 1s1 ayn1 sekilde kontrol edilmistir.

Radyasyon uygulamalar1 Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi AbD
‘da SSD teknigiyle kobalt 60 teleterapi sistemi kullanilarak tek fraksiyon yapilmustir.
Tiim deney gruplarindaki hayvanlar postnatal 90. ve 180. gline kadar bekletilmek tizere

tiim bakimlar1 saglanmaistir.
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Tim deney gruplarindaki sicanlara postnatal 90. ve 180. gunde
50 mg/kg ketamin ve 12 mg/kg ksilazin hidroklorid ile derin anestesi altinda %4’liik
fosfat tamponlu paraformaldehit ile intrakardiyak perflizyon fiksasyonu yapilmustir.
Testisler tartilmis daha sonra 1s1tk mikrokopik, zonula ocludens (ZO)-1 ve occludinin
immunohistokimyasi, TUNEL, akim sitometresi ve elektron mikroskopik inclemeler

icin hazirlanmistir.

5.3. Isik mikroskopik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Tim gruplardan alinan sag testisler 151k mikroskopik incelemeler igin
hazirlanmistir. Perfizyon fiksasyonundan sonra testisler ayni fiksatifte gece boyunca
birakilmistir. Fiksasyondan sonra testis dokusu ¢esme suyunda 2 saat yikandiktan sonra,
yukselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edilmis,
toluen ile seffaflastirilmis, 60 °C’lik etlivde parafinde gece boyunca bekletildikten sonra
oda 1sisinda parafin i¢ine gomiilerek bloklanmistir. Parafin bloklardan yaklasik 5 pm
kalinliginda alinan her 5 Kkesitte biri toplam 5 kesit genel morfolojik degerlendirme ve
kantitatif analiz yapabilmek icin Hematoksilin-Eosin (H&E) boyasi ile boyanmustir.
Boyali kesitlerden imaj programi (NIH Image Analysis) kullanilarak testis c¢api
Olcllmistir. Her kesitte preparat saat yoniinde kaydirilarak rastgele secilen 5 benzer
alandaki x 200 biyitmede seminifer tubullerde histolojik hasar skorlamas1 Rex A. Hess

(1988)’in ¢alismasindan modifiye edilerek asagidaki gibi yapilmistir (18):

1) Normal: Normal spermatogenezis ve hicreler arasi baglanti

2) Regresif: Seminifer tubullerin bir veya birden fazla bozukluk icermesi: hiicreler
aras1 baglant1 normal olmakla birlikte gevsek hiicresel organizasyon, hiicresel
dejenerasyon (piknotik nukleus, graniiler eozinofilik sitoplazma, karyolizis)

3) Dejeneratif: Diizensiz yerlesimli ve hiicreler aras1 baglantis1 olamayan az sayida
germ hucreleri ve Sertoli hlcreleri.

4) Atrofik: Sadece Sertoli hucreleri, ya nadiren germ hucreleri ve Sertoli hiicreleri

ya da az sayida hiicresel baglantilar1 olmayan germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri.

25



5.4. ZO-1 ve OKludin immunohistokimyasi

Pozitif sarjli lamlara alinan 5 um kalmhginda parafin kesitler 1 gece 56 °C’lik
etlivde bekletilmis, deparafinize etmek amaciyla toluende 30 dakika bekletilmis, saf
alkol ve %9611k alkol de 15 dakika bekletildikten sonra distile suya alinmistir. Kesitler
proteaz (1mg/ml, Sigma) enziminde 10 dakika inkibe edilmistir, PBS ile yikandiktan
sonra %3 hidrojen peroksitte 10 dakika, PBS’de yikanma isleminden sonra bloklama
solisyonunda ((Scy Tek Ultra Tek HRP, anti-polivalent, UHP 125) 15 dakika
bekletilmistir. Tavsan anti ZO-1 (1:100, Zymed laborotories) primer antikorunda 6 saat
veya tavsan anti-okludin (1:150, Zymed laborotories) primer antikorunda 1 gece +4
°C’de bekletilmistir. Kesitler 3 kere 5’er dakika PBS’ de yikandiktan sonra kegi anti
tavsan sekonder antikorda 25 dakika, PBS ile yikamadan sonra, streptoavidin
peroksidazda (Scy Tek Ultra Tek HRP, anti-polivalent, UHP 125) 25 dakika, PBS ile
yikandiktan sonra, AEC kromojeninde (20 ul AEC kromojen + 1 ml AEC substrat
tamponu) (Scy Tek ACJ 125 AEC Chromogen/sustrate Bulb Pack, USA) 15 dakika
beklemis, distile suda yikama isleminden sonra, Keiser gliserin jel (Merck) ile kesitler

kapatilmistir.

5.5. TUNEL Yontemi

Pozitif sarjli lamlara alinan 5 pum kalinhiginda her 5 kesitte bir toplam 4 kesit,
ksilen ile deparafinize edilmis, inen alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilmis ve
PBS ile yikanmistir. TUNEL metodu iiretici firmanin (Apoptag Plus Peroksidaz In situ
apoptosis Kiti, Chemicon International, S7101) verdigi kullanim kilavuzundaki yonteme
gore yapilmistir. Yapilan islemler asagidaki gibidir: Proteinaz K’da (20 pg/ml, Sigma)
15 dakika tutulmus, distile su ile yikamadan sonra, kesitler PBS’de hazirlanmis %3’ 10k
hidrojen peroksitte 5 dakika birakilmig, PBS ile yikanmis, dengeleme tamponunda 30
dakika birakilmistir. Daha sonra tiim kesitler 37 °C’lik etiivde TdT (terminal
deoksinukleotidil transferaz) enziminde 1 saat tutulduktan sonra, oda isisinda yikama
tamponunda 15 saniye ajite edildikten sonra 10 dakika inklbe edilmis, PBS’de 3 kere
I’er dakika yikamadan sonra, antidigoksigenin konjugatta 30 dakika bekletilmis,
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PBS’de 2’ser dakikadan 4 kez yikanmistir. Kesitler boyama igin peroksidaz substratinda
6 dakika bekletildikten sonra, 3 kez 1’er dakika distile suda yikanmis, sonra Mayer
Hematoksilin ile boyanmis ve entellan ile kapatilmistir. Boyali kesitler saat yonlinde
kaydirilarak benzer 5 alanda x400 blyltmede TUNEL pozitif hiicreler sayilmustir.

Sayilan hiicreler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tim 151k mikroskopik preparatlar Olympus BXS51 fotomikroskop ile incelenerek

degerlendirilmis ve fotograflanmistir.

5.6. Gegirimli Elektron Mikroskobu Preparasyonu

Perfiizyon fiksasyonundan sonra sol testislerden alinan doku 6rnekleri %2,5 “luk
0.1 M PBS tamponlu (pH 7.2) glutaraldehit fiksatifi icerisinde 4 °C’de 4 saat
immersiyon fiksasyonu yapilmis, tamponda yikamadan sonra, %21’lik osmiyum
tetroksitle 1 saat postfiksasyon yapilmustir. Yikselen alkol serilerinden (%70, %90,
%96, %100) gegirilerek suyu alinmus, propilen oksitten gecirilerek 60 °C’deki etiivde
epon 812’ye gdmilmiistiir. Ultramikrotomda (Reichert, Supernova ultramicrotome)
alman yar1 ince kesitler (I pm) toluidin mavisi boyasi ile boyanmistir. Yari ince
kesitlerde yer tayini yapildiktan sonra bakir gridler iizerine aliman yaklagik 60 nm
kalmhgindaki ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmistir. Ince

kesitler, JEOL 1200 SX TEM ile incelenmis ve fotograflanmistir.

5.7. Akim Sitometri Yontemi

Hicre dongiisiindeki degisiklikleri 6lgmek amaciyla, parafine gomiili
dokulardan 40 pum kalinlikta alinan kesitler, toluen ile deparafinize ve inen alkol
serileriyle (%100, %96, %90, %70) rehidrate edilmislerdir. Proteinaz K, PBS tampon
icerisinde (1/10) 37 °C’de 30 dakika bekletilen doku kesitleri PBS tampon ile
yikandiktan sonra filtre edilmis, PBS icerisinde 1500 rpm de 15 dakika santrifj

edilmistir. Santrifiij tipiindeki tampon atildiktan sonra doku kesitleri iizerine propidyum
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iodid soltisyonu konularak 15 dakika karanlikta +4 °C’de DNA metaryalinin boyanmasi

saglanmustir. Ornekler FacScan cihaziyla incelenmistir.

5.8. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz Graph- Pad Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA) programi kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel analizler i¢in  ANOVA testi

kullanilmigtir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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6. BULGULAR
6.1. Testis Agirhg

Kontrol grubunda testis agirligi 1,52 + 0,1gr iken hipertermi grubunda 3 ay sonra 1,52+
0,08 gr, 6 ay sonra 1,51+ 0,1 gr; radyasyon grubunda 3 ay sonra 1,21+ 0,01 gr, 6 ay
sonra 0,98 £ 0,02 gr; radyasyon ve hipertermi grubunda 3 ay sonra 0,92 + 0,03 gr, 6 ay
sonra 0,93 + 0,01 gr’dir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda radyasyon ve radyasyon +
hipertermi uygulanmis gruplarda testis agirhiginin anlamli bir sekilde dustigi

gozlenmistir (Grafik 1).
6.2. Testis Alam

Kontrol grubunda testis alani 3,83 + 0,3 cm? iken hipertermi grubunda 3 ay sonra 3,61+
0,2 cm?, 6 ay sonra 3,62 + 0,15 cm?; radyasyon grubunda 3 ay sonra 1,9 + 0,1 cm?, 6 ay
sonra 1,72 + 0,18 cm?; radyasyon ve hipertermi grubunda 3ay sonra 1,61 + 0,02 cm?,
6 ay sonra 1,55 = 0,04 cm®dir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda radyasyon ve
radyasyon+hipertermi uygulanmis gruplarda testis alaninin anlamli bir sekilde distiigii

gozlenmistir (Grafik 2).
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Grafik 1: Gruplar arsinda istatistiksel analiz yapilmis testikiiler agirhik grafigi.
***. p<0,001; kontrolle, +++: p<0,001; es =zamanli HT grubuyla

kiyaslanmistir.
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Grafik 2: Gruplar arsinda istatistiksel analiz yapilmis testikiiler alan grafigi.

***: p<0,001, kontrolle, +++ : p<0,001; es zamanl HT grubuyla kiyaslanmistir.
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6.3. Morfolojik Bulgular:

Kontrol Grubu:

Hem H&E ile boyanan hem de toluidin mavisi boyas: ile boyali yari ince
kesitlerde testislerde, normal morfolojik yap1 goézlenmistir. Seminifer tubullerdeki
spermatogenik hicreler olan spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder
spermatosit ve spermatidler diizenli dizilmistir. Birgok seminifer tubuliin limeninde ¢cok
saylda spermatozoa goriilmiistiir. Sertoli hucreleri normal gorinimdeydi. Tubul

konturleri diizgun olup intertisyel alan normal 6zellikteydi (Resim 1).

Hipertermi Grubu:

Hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra; hem H&E ile hem de toluidin mavisi
boyasi ile boyali kesitlerde, bazi alanlarda dejeneratif seminifer tubullerinin oldugu
g6zlenmistir. Seminifer tubullerde spermatogenik hiicrelerin bazilarinda vakuol
goriiliirken, bazilarinda spermatogenik serideki hiicrelerde azalma dikkati ¢ekmistir.
Bazi seminifer tubullerin lumeninde dokiintii hiicrelere rastlanmistir. Hiicreler arasi
alanlarda genislemeler olmakla birlikte genel seminifer tubul organizasyonunun diizgilin
oldugu goézlenmistir. Bazi seminifer tubullerin kontiirlerinin bozuldugu ve interstisyal
alanda hafif kalinlasma oldugu goézlenmistir. (Resim 2). Hipertermi uygulamasindan 6
ay sonra; hem H&E ile hem de toluidin mavisi boyasi ile boyali kesitlerde, dejeneratif
tubullerin arttig1 ve atrofik tubullerinde az olmakla birlikte var oldugu gdzlenmistir.
Seminifer tubullerde spermatogenik hiicrelerin bazilarinda vakuol goriiliirken, ¢ogunda
spermatogenik serideki hiicrelerde azalma dikkati ¢cekmistir. Bircok seminifer tubulllin
lumeninde doékuntt hicreleri vardi. Eosinofilik sitoplazmali ve piknotik nukleuslu
hlcrelerin sayisinin arttig1 gézlenmistir. Hiicreler arasi alanlardaki genislemelerin ileri
derecede oldugu ve seminifer tubul organizasyonunu bozulmustur. Seminifer tubullerin
kontlrlerinin bozuldugu ve interstisyal alanda orta diizeyde kalinlasma oldugu

gozlenmistir. (Resim 3).
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Resim 1: Kontrol grubunda; spermatogenik serideki spermatogonyumlarin, primer
spermatositlerin, sekonder spermatositlerin, spermatidlerin, spermatozoalarin, Sertoli
hicrelerinin, Leydig hucrelerinin ve seminifer tubul kontiirlerinin diizenli yapisi
gorilmektedir.

A, B: H&E boyasi, C: Toluidin mavisi boyasi boyasi.

Orijinal blyltme A: x200, B:x400, C: x1000
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Resim 2: Hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra; seminifer tubullerde kontlr
bozukluguyla (>) beraber baz1 seminifer tubullerde dejenerasyon (d) gézlenmektedir.
Yar ince kesitlerde bazi spermatogenik hiicrelerde vakuol (—) ve hiicreler arasi
alanlarda ayrilmalar (»), seminifer tubul limeninde spermatogenik hiicre dokuntdleri

(*) gorulmektedir.
A, B: H&E boyasi, C: toluidin mavisi boyasi; orijinal biiyiitme
A: x200, B:x400, C:x1000, kucik resim: 200.
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Resim 3: Hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra; bazi seminifer tubullerde
dejenerasyon (d) ve limende hicre dokuntileri (*), hiicreler arasindaki baglantilarda
acilma () ve hasar (—) gozlenmektedir.

A, B: H&E boyasi, C: toluidin mavisi boyasi

Orijinal buyttme; A: x200, B:x400, C:X1000
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Radyasyon Grubu:

Radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra; artmis seminifer tubul dejenerasyonuyla
paralel olarak spermatogenik hiicrelerde azalma, interstisyel doku artisi, nisperten
saglam spermatogenik hiicrelerde ise vakuol olusumu gozlenmistir. (Resim 4).
Radyasyon uygulamasindan 6 ay sonra; yogun derecede seminifer tubul
dejenerasyonuyla paralel olarak spermatogenik hiicrelerde azalma ve interstisyel doku

artig1 gozlenmistir. (Resim 5).

Radyasyon ve Hipertermi Grubu:

Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra; yogun derecede seminifer
tubul dejenerasyonuyla paralel olarak spermatogenik hiicrelerde azalma, intertisyel
doku artis1 gézlenmistir. Normal hiicre yapisina rastlanmamistir (Resim 6). Radyasyon
ve hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra; COK yogun derecede seminifer tubul
dejenerasyonuyla paralel olarak spermatogenik htcrelerde ileri derecede azalma,
intertisyel doku artis1 gézlenmis, normal yapida spermatogenik hiicreye rastlanmamigtir

(Resim 7).

6.4. Seminifer Tubul Hasar1 Histopatolojik Skorlama Bulgular:

Tiim deney gruplarindaki seminfer tubullerdeki histopatolojik degerlendirmeler
Grafik 3’te gosterilmistir. Buna gore kontrol grubunda normal seminifer tubul yapisi
go6zlenirken, hipertemi uygulanmis grupta 3 ay sonra, regresif seminifer tubullerin
sayisinin arttigi, alti ay sonrada bu artisin daha fazla oldugu goézlenmistir. Radyasyon
grubunda 3 ay sonra, normal tubul sayist olduk¢a azalmis oldugu, sirasiyla regresif
dejeneratif ve atrofik tubul sayisinda artis oldugu goriilmiistiir. Ayn1 grupta 6 ay sonra
ise Ozellikle atrofik tubul sayisinin digerlerine gore oldukg¢a fazla sayida oldugu
goriilmiistiir. Radyasyon ve hipertemi uygulanmis grupta ise hem 3 ay hem de 6 ay
sonra normal tubul yapisinin yok denecek kadar az oldugu, atrofik tubul sayisinin da

oldukca fazla oldugu gozlenmistir (Grafik 3).

35



36



Resim 4: Radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra; dejeneratif (d), atrofik (a) tubuller
spermatogenik hticrelerde azalma, intertisyel dokuda artis (*) ve bazi spermatogenik
hlcrelerde ise vakuol (—) gozlenmektedirr.

A, B: H&E boyasi, C: toluidin mavisi boyasi

Orijinal buyttme: A: x200, B: x400, C: x1000
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Resim 5: Radyasyon uygulamasindan 6 ay sonra, regresif (r) dejeneratif (d) ve atrofik
(a) seminifer tubuller ve intertisyel doku artis1 (*) gortilmektedir.

A, B: H&E boyasi, C: toluidin mavisi boyast

Orijinal buyttme: A: x200, B: x400, C: x1000
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Resim 6: Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra; yogun derecede atrofik
seminifer tubuller (a) ve intertisyel doku artis1 (*) gozlenmektedir.

A, B: H&E boyasi, C: toluidin mavisi boyasi

Orijinal buyttme: A: x200, B: x400, C: x1000
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Resim 7: Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra; ¢ok yogun derecede
atrofik seminifer tubuller (a) ve intertisyel doku artis1 (*) gbzlenmektedir.

A, B: H&E boyasi, C: toluidin mavisi boyast

Orijinal buyttme: A: x200, B: x400, C: x1000
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Grafik 3: Deney gruplarinda seminifer tubullerde histopatolojik skorlama grafigi.
A) normal, B) regresif, C) dejeneratif ve D) atrofik tubul sayisinin gruplar arasindaki
dagilimi. *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 kontrole gore kiyaslanmistir. ++: p<0,01,
+++: p<0,001 HT grubuna gore, 6: p<0,05 RAD grubuna gore kiyaslanmistir.
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Grafik 3: Deney gruplarinda seminifer tubullerde histopatolojik skorlama grafigi.
A) normal, B) regresif, C) dejeneratif ve D) atrofik tubul sayisinin gruplar arasindaki
dagilimi. *: p<0,05, **: p<0,01, ***:p<0,001 kontrole gore; +: p<0,05, HT grubuna
gore, 0: p<0,01 RAD grubuna goére kiyaslanmustir.
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6.5. ZO-1 ve Okludin immunohistokimyas1 Bulgulari:

Kontrol Grubu:

Z0O-1 immunohistokimyasini dogrulamak amaciyla primer antikoru ¢ikarip diger
immunohiskokimya teknigi ayni olacak sekilde yapilan negatif kontrollerde herhangi bir
boyanma gézlenmemistir (Resim 8A). ZO-1 immunohistokimyas1 yapilmis seminifer
tiblllerdeki Sertoli hiicrelerinin ve bazalde yerlesmis spermaogenetik seriye ait
hicrelerin  periferik  sitoplazmalarinda  kahverengi  olarak  boyanmis ZO-1
immunoreaktivitesi (ir) gozlenmistir (Resim 8B). Okludin immunohistokimyasini
dogrulamak amaciyla primer antikoru ¢ikarip diger immunohiskokimya teknigi ayni
olacak sekilde yapilan negatif kontrollerde herhangi bir boyanma gézlenmemistir
(Resim 8A). Okludin immunohistokimyasi yapilmis seminifer tiibiillerdeki Sertoli
hicrelerinin intertisyal alana yakin olan bazal kisimlarinda kahverengi olarak boyanmis

Okludin ir gorilmustiir (Resim 8 B).

Hipertermi Grubu:

HT uygulanmasindan 3 ay sonra; ZO-1 immunohistokimyas1 yapilmis testiste
bircok seminifer tlbuldeki Sertoli hiicrelerinin ve bazalde yerlesmis spermatogenetik
seriye ait hucrelerin periferik sitoplazmalarinda ZO-1 ir gozlenmistir. (Resim 9A).
OkKludin immunohistokimyas1 yapilmis testiste bircok seminifer tlbdldeki Sertoli
hiicrelerinin intertisyal dokuya yakin olan bazal kisimlarinda okludin-ir gorilmistiir.
(Resim 9 B). Kontrol grubuna gére ZO-1 ve okludin immunreaktivitesinde azalma
izlenmistir. HT uygulanmasindan 6 ay sonra; ZO-1 immunohistokimyasi yapilmis
testiste bazi seminifer tibullerdeki Sertoli hiicrelerinin ve bazalde yerlesmis
spermatogenetik seriye ait hiicrelerin periferik sitoplazmalarinda ZO-1 ir gozlenmistir.
(Resim 10A). Okludin immunohistokimyasi yapilmis testiste bazi seminifer tiibiillerdeki
Sertoli hiicrelerinin intertisyal dokuya yakin olan bazal kisimlarinda okludin-ir
gorilmustir (Resim 10B). Kontrole ve HT 3 ay grubuna oranla ZO-1 ve okludin

immunreaktivitesinde azalma izlenmistir (Tablo 1).
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Resim 8: Kontrol grubunda; A) ZO-1 immunohistokimyasi negatif kontroliinde
boyanma go6zlenmemektedir. B, C) Sertoli hiicrelerinin ve bazalde yerlesmis
spermatogenik seriye ait hiicrelerin periferik sitoplazmalarinda kahverengi olarak
boyanmis ZO-1 immunorektivitesi (ir) (—) gdzlenmektedir.

Orijinal buyitme. A, B: x400, C: x1000.
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Resim 9: Kontrol grubunda; A) Okludin immunohistokimyasi negatif kontroliinde
boyanma gozlenmemektedir. B, C) Sertoli hucrelerinin intertisyal alana yakin olan
bazal kisimlarinda kahverengi olarak boyanmis Okludin ir (—) gortlmektedir.

Orijinal buyitme A, B: x400, C: x 1000.
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Resim 10: HT uygulanmasindan 3 ay sonra; A) Sertoli hucrelerinin ve bazalde
yerlesmis spermatogenetik seriye ait hicrelerin periferik sitoplazmalarinda ZO-1-ir (—)
izlenmektedir. B) Sertoli hiicrelerinin intertisyal dokuya yakin olan bazal kisimlarinda
azalmis Okludin-ir (»)gortlmektedir.

Orijinal buyttme A, B: x1000.
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Resim 11: HT uygulanmasindan 6 ay sonra; A) Sertoli hucrelerinin ve bazalde
yerlesmis spermatogenetik seriye ait hiicrelerin periferik sitoplazmalarinda azalmis
ZO-1 ir (—) gozlenmektedir. B) Sertoli hiicrelerinin intertisyal dokuya yakin olan bazal
kisimlarinda azalmig Okludin-ir (») gorilmektedir.

Orijinal biyitme A, B: x 1000.
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Radyasyon Grubu:

Radyasyon uygulanmasindan 3 ay sonra; ZO-1 immunohistokimyas1 yapilmis
testiste sadece bir ka¢ seminifer tiblldeki Sertoli hiicrelerinin ve bazalde yerlesmis
spermatogenetik seriye ait hicrelerin periferik sitoplazmalarinda ZO-1 ir gozlenmistir.
Kontrol grubuna gore ZO-1 immunreaktivitesinde ciddi bir sekilde azalma izlenmistir
(Resim 12A). Okludin immunohistokimyas1 yapilmis testiste sadece bir ka¢ seminifer
tiblldeki Sertoli hicrelerinin intertisyel dokuya yakin olan bazal kisimlarinda zayif
okludin-ir gorulmiistiir. (Resim 12 B). Radyasyon uygulanmasindan 6 ay sonra; testiste
seminifer tubullerde ZO-1 ir (Resim 13A) ve Okludin-ir alan g6zlenmemistir (Resim 13
B).

Radyasyon ve Hipertermi Grubu:
Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 3 ve 6 ay sonra testiste seminifer
tubullerde ZO-1 ir (Resim 14A, 15A) ve OKludin-ir (Resim 14B, 15B) alan

gozlenmemistir.

Z0O-1 ve okludin immunoreaktivitesinin gruplara gore dagilimi Tablo 1’de

Ozetlenmistir.
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Resim 12: Radyasyon uygulanmasindan 3 ay sonra; A) ZO-1 immunreaktivitesinde
(—) ciddi sekilde azalma izlenmektedir. B) Sertoli hicrelerinin intertisyel dokuya yakin
olan bazal kisimlarinda zayif Okludin-ir (») gorilmektedir.

Orijinal biyltme A, B: x 1000.

48



49



Resim 13: Radyasyon uygulanmasindan 6 ay sonra; A) testiste seminifer tubullerde
ZO-1ir ve B) Okludin-ir alan g6zlenmemektedir.
Orijinal blyttme A, B: x1000.
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Resim 14: Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 3 sonra; A) testiste seminifer
tubullerde ZO-1 ir ve B) Okludin-ir g6zlenmemektedir.
Orijinal buyttme A, B: x1000.
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Resim 15: Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra; A) testiste seminifer
tubullerde ZO-1 ir ve B) Okludin-ir g6zlenmemektedir.
Orijinal buyttme A, B: x1000.
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KONTROL |[HT HT 6/ RAD 3|RAD 6/ RAD +|RAD +
AY AY |AY AY HT 3AY |HT 6 AY

Z0-1 +++ ++ + +/- - - -
immunreaktivitesi
OKLUDIN +++ ++ + +/- - - -
immunreaktivitesi
+++: yogun; ++: orta derecede;, +: az; +/-: ¢cok az; -: yok
Tablo 1: Deney gruplarindaki seminifer tibillerde ZO-1 ve Okludin

immunreaktivitesideki boyanma derecesini gosteren tablo.
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6.6. TUNEL Bulgulan:

Kontrol Grubu:

Tiroid bezine ait kesit ile yapilan pozitif kontrolde TUNEL pozitif hiicrelerin
koyu kahverengi boyali oldugu goriilmiistiir (Resim 16A). Kontrol grubuna ait testis
kesitlerinde seminifer tdbillerde bulunan az sayidaki hiicrede TUNEL pozitif

isaretlenme goriilmiistiir (Resim 16B).

Hipertermi Grubu:

Hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra (Resim 17A), kontrol grubuna oranla
TUNEL pozitif hiicrelerdeki artig dikkati ¢cekmektedir. Hipertermi uygulamasindan 6 ay
sonra kontrole ve hipertermi uygulamasindan 3 ay sonraki gruba kiyasla seminifer

tiblllerdeki TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis oldugu gorilmistiir (Resim 17 B).

Radyasyon Grubu:

Radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra (Resim 18A), kontrol grubuna oranla
TUNEL pozitif hiicrelerdeki artig dikkati ¢ekmektedir. Radyasyon uygulamasindan 6 ay
sonra kontrole ve radyasyon uygulamasindan 3 ay sonraki gruba kiyasla seminifer

tibdllerdeki TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis goriilmiistiir (Resim 18B).

Radyasyon ve Hipertermi Grubu:

Radyasyon + hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra (Resim 19A), kontrol
grubuna oranla TUNEL pozitif hiicrelerdeki artis dikkati ¢ekmektedir. Radyasyon +
hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra kontrole ve radyasyon+ hipertermi
uygulamasindan 3 ay sonraki gruba kiyasla seminifer tubullerde bulunan TUNEL

pozitif isaretlenmenin fazla oldugu goriilmiistiir (Resim 19B).
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Resim 16: A) Tiroid bezine ait pozitif kontrolde TUNEL pozitif (—) hucreler
gorulmektedir. B) Kontrol grubuna ait testis kesitlerinde seminifer tiiblllerde bulunan
az sayidaki hiicrede TUNEL pozitif (—) isaretlenme gorulmektedir.

Orijinal blyutme: x400
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Resim 17: A) Hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra TUNEL pozitif (—) hlcrelerdeki
artig gosterilmektedir. B) Hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra TUNEL pozitif (—)

artis oldugu gorilmektedir.
Orijinal blyutme: x400
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Resim 18: A) Radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra TUNEL pozitif (—) hilcrelerdeki
artig gosterilmektedir. B) Radyasyon uygulamasindan 6 ay sonra TUNEL pozitif (—)
hlcrelerdeki artis oldugu gorilmektedir.

Orijinal buydtme: x400.

56



57



Resim 19: A) Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra; TUNEL pozitif
(—) hiicrelerdeki artis gosterilmektedir. B) Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 6
ay; sonra TUNEL pozitif (—) artis oldugu gortilmektedir.

Orijinal blydtme: x400.
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6.7. TUNEL Pozitif Hiicrelerin Sayisal Analizi:

Kontrol grubunda ortalama TUNEL pozitif hiicre sayist 0,47+.0,12 iken
hipertermi grubunda 3 ay sonra TUNEL pozitif hiicre sayis1 10,05+0,21 (p<0.05), 6 ay
sonra TUNEL pozitif hiicre sayist 12,6+0,9 (p<0.01); radyasyon grubunda 3 ay sonra
TUNEL pozitif hiicre sayis1 18,77+2,3 (p<0.001), 6 ay sonra 22,4+7,7 (p<0.001);
radyasyon ve hipertermi grubunda 3 ay sonra TUNEL pozitif hiicre sayis1 40,77+5,1
(p<0.001), 6 ay sonra 53,75%+4,5 (p<0.001)’dir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda tim
deney gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayisinin anlamli bir sekilde arttig1
gbzlenmistir. Hipertermi grubu ile ve radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda
radyasyon+hipertermi grubunda 3 ay ve 6 ay sonraki donemlerde TUNEL pozitif

hiicrelerin sayisindaki artis anlamlidir (Grafik 3).
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Grafik 4: Deney gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayim grafigi. *: p<0,05,
**: p<0,01, ***:p<0,001 kontrole gore, ++: p<0,01, HT grubuna gore, 6: p<0,05, RAD

grubuna gore kiyaslanmustir.
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6.8. Elektron Mikroskop Bulgulari:

Kontrol grubu:

Bazal lamina (zerine oturan duzenli morfolojide Sertoli htcreleri ve
spermatogonyumlarin  varligi gozlenmistir. Sertoli hicreleri arasinda  diizenli
morfolojide siki baglantilar bulunmaktaydi. Bazalden lumene dogru spermatogenik
seriye ait degisik evrelerdeki primer spermatositler, sekonder spermatositler ve
spermatitler gozlendi. Seminifer tubullerin lumeninde diizenli morfolojide bol miktarda

sperm bas1 ve kuyruk morfolojileri gézlenmistir (Resim 20 A, B, C, D, E, F).

Hipertermi grubu:

Hipertemi uygulamasindan 3 ay sonra bazal lamina iizerine oturan bir¢cok alanda
duzenli morfolojide spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri gozlenmistir. Bazi
alanlarda Sertoli hiicrelerinde siki baglantilarin altindaki sitoplazmik alanlarda vakuol
olusumlarina rastlanmistir. Bazalden lumene dogru spermatogenik seriye ait degisik
evrelerdeki primer spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatitler gozlenmistir.
Liimende diizenli mofoloji de sperm yapilarinin yanisira sperm bas anamolisi olan

spermlere rastlanmistir. (Resim 21 A, B, C, D, E, F).

Hipertemi uygulamasindan 6 ay sonra bazal lamina {izerine oturan bir¢ok alanda
duzenli morfolojide spermatogonyumlar ve Sertoli hicreleri goézlenmistir. Bazi
alanlarda Sertoli hiicrelerinde siki baglantilarin altindaki sitoplazmik alanlarda biiytik
vakuol olusumlarina rastlanmistir. Bazalden lumene dogru spermatogenik seriye ait
degisik evrelerdeki primer spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatitler
gozlenmistir. Bazi alanlarda apoptotik hiicrelere rastlanmistir. Lumene dogru
sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuol igeren hasarli spermatitlere rastlanmistir. Limende
diizenli mofoloji de sperm yapilarinin yanisira sperm bas ve boyun kuyruk anomalisi

olan spermlere rastlanmistir (Resim 22 A, B, C, D, E, F, G, H, I).
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Resim 20 A, B, C: Kontrol grubunda diizenli morfolojide bazal membranin, Sertoli
hlicresinin, spermatogonyumun ve primer spermatositlerin ve Sertoli hicreleri
arasindaki sik1 baglantilarin (—) diizenli morfolojisi gérulmektedir (A, B, C). Dlzenli

morfolojide uzamis spermatidler (») (A).
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Resim 20 D, E, F: Kontrol grubunda dizenli kardes spermatitlerde nukeus etrafinda
akrozom olusumu (—) (D), luminal bolgede diizenli morfolojide sperm bas boyun (E)

ve kuyruk enine kesitleri (E, F) gortlmektedir.
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Resim 21 A, B, C: Hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra Sertoli hiicreleri arasindaki
sik1 baglant1 bolgelerinin etrafinda vakuol olusumu (=), (A, B) ve mitoz asamasindaki

duzenli spermatogonyum (*) (C) gorulmektedir.
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Resim 21 D, E, F: Hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra, akrozom olusumu
asamasindaki spermatidler (—) (D) ve bas bolgesinde vakuolleri (») olan dejenere

olmus spermler ve normal morfolojide boyun (E) ve kuyruk (F) kesitleri gortlmektedir.
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Resim 22 A, B, C: Hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra Sertoli hicrelerinin
sitoplazmasinda (*) (A, B) ve siki baglantilarin etrafinda vakuol olusumlar1 (—) (C) ve
genel olarak dizenli morfolojide spermatogenik seriye ait hicreler (A, B, C)

gorilmektedir.
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Resim 22 D, E, F: Hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra siki baglantilarin etrafinda
vakuol olusumu (*) (D), bazi hiicreler arasindaki siki baglanti yapilarinin diizenli

morfolojisi (») (E), apaptotik hiicrelerin (—) (F) varlig1 goriilmektedir.

65






Resim 22 G, H, |: Hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra luminal bolgede hasarli
spermatitler (—) ve spermatozoalar (») (G, H) ve genel olarak dizenli morfolojide

sperm kuyruk enine kesitleri (1) gérilmektedir.
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Radyasyon grubu:

Radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra bazal laminada spermatogonyumlara ve
Sertoli hiicrelerine dogru parmaksi uzantilar seklinde diizensiz yapilara rastlanmstir.
Bir cok alanda hem spermatogenik seriye ait hucrelerin hem de Sertoli hicrelerinin
sitoplazmalarinda organellerin yapisinda bozulma ve ileri derece vakuolizasyon ve siki
baglantilarin yapisinda diizensizlik ve ayrilma gozlenmistir. Bazalden lumene dogru
spermatogenik seriye ait hiicrelerin arasinda apoptotik hiicrelere rastlanmistir. Limende

sperm bas anamolisi olan spermlere rastlanmistir. (Resim 23 A, B, C, D).

Radyasyon uygulamasindan 6 ay sonra bazal laminada spermatogonyumlara ve
Sertoli hiicrelerine dogru parmaksi uzantilar seklinde diizensiz yapilara rastlanmstir.
Bir cok alanda hem spermatogenik seriye ait hucrelerin hem de Sertoli hicrelerinin
sitoplazmalarinda organellerin yapisinda bozulma ve ileri derece vakuolizasyon ve siki
baglantilarin yapisinda diizensizlikler ve ayrilmalar gézlenmistir. Bazalden lumene
dogru spermatogenik seriye ait hiicrelerin nukleuslarinda bozulmalarin oldugu
gOzlenmistir. Liimende sperm bas anamolisi olan spermlere rastlanmistir. (Resim 24 A,
B,C,D, E F).

Radyasyon ve hipertermi grubu:

Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan hem 3 ay (Resim 25 A, B, C, D) hem
de 6 ya sonra (Resim 26 A, B, C, D) bazal laminada spermatogonyumlara ve Sertoli
hiicrelerine dogru ileri derecede parmaks1 uzantilar seklinde diizensizlikler goriilmiistiir.
Spermatogenik seriye ait hiicrelerin nukleus morfolojisinin bozuldugu gézlenmistir. Bir
cok alanda hem spermatogenik seriye ait hucrelerin hem de Sertoli htcrelerinin
sitoplazmalarinda organellerin yapisinda bozulma ve ileri derece vakuolizasyon ve siki
baglantilarin yapisinda ileri derecede diizensizlikler ve ayrilmalar gozlenmistir.
Bazalden lumene dogru spermatogenik seriye ait hiicrelerde kayip ve lumende sadece
sitoplazmik hiicre artiklar1 gozlenmistir. Seminifer tubullerin lumeninde spermatozoa

g6zlenmemistir.
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Resim 23 A, B: Radyasyon wuygulamasindan 3 ay sonra Sertoli hicrelerinin ve
spermatogenik seriye ait hiicrelerin sitoplazmalarinda organel kayb1 ve biiylik vakuoller
(*), hiicreler arasi alanlardaki siki baglantilarin etrafinda bozulmalar (—) (A, B)

gorilmektedir.
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Resim 23 C, D: Radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra, hiicreler arasi alanlardaki siki

baglantilarin etrafinda bozulmalar (—), spermatogenik seriye ait hiicre sayisinda azalma

ve dokulmeler (*) (C), ve bas, boyun hasart olan spermatozoalar (») (D)

gorilmektedir.
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Resim 24 A, B, C: Radyasyon uygulamasindan 6 ay sonra bazal membran yapisinin
spermatogenik seriye ait hiicrelere dogru yapmis oldugu parmaksi uzantilar (—),
spermatogenik seriye ait hicrelerin ve Sertoli hucrelerinin sitoplazmlarinda ileri
derecede organel kaybi ve biiyiikk vakuoller (*) goriilmektedir. Hiicreler arasi siki

baglantilarin yapisinin bozuldugu (») (A, B, C) gorulmektedir.
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Resim 24 D, E, F: Radyasyon uygulamasindan 6 ay sonra bozulmus nukleus yapisi (*)
ve hiicreler arasi siki baglantilar (—) (D), bas ve boyun anomalisi olan hasarl

spermatozoalar (») (E, F) gortlmektedir.
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Resim 25 A, B: Radyasyon ve hipertermi uygulamasnindan 3 ay sonra bazal
membranda parmaksi uzantilarin arttigit ( —), spermatogenik seriye ait hicrelerin
nukleuslarinin ~ (n) diizensiz  sekil aldigr  goriilmektedir. Hem  hicrelerin
sitoplazmalarinda hem de hiicreler arasi alanlardaki siki baglantilarin etrafinda biiyiik
vakuollerin (*) olustugu ve hiicreler arasi siki baglanti yapilarinin (P) bozuldugu

gorulmektedir.
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Resim 25 C, D: Radyasyon ve hipertermi uygulamasnindan 3 ay sonra bazal
membranda parmaksi uzantilarin arttigit ( —), spermatogenik seriye ait hicrelerin
nukleuslarinin ~ (n) diizensiz  sekil aldigr  goriilmektedir. Hem  hicrelerin
sitoplazmalarinda hem de hiicreler arasi alanlardaki siki baglantilarin etrafinda biiyiik
vakuollerin (*) olustugu ve hiicreler arasi sik1 baglant1 yapilarinin (») bozuldugu (C);

ileri derecede hasarli spermatidler (—) arttigi (D) gortlmektedir.
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Resim 26 A, B: Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra ileri derece
hasarli spermatogenik seriye ait hiicreler ve Sertoli hiicreleri; spermatogenik seriye ait
hiicrelerin nukleuslarinin (n) diizensiz sekil aldigi gorilmektedir. Hiicreler arasi
alanlardaki siki baglantilarin bozuldugu (») ve etrafinda blylk vakuollerin (*)
olustugu (A, B) gorulmektedir. Liimene dogru kopiiksii hiicre artiklar1 (A, B)

gorulmektedir.
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Resim 26 C, D: Radyasyon ve hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra bazal membranda
parmaksi uzantilarin arttigi ( ok) goriilmektedir. Sertoli ve spermatogenik seriye ait
hiicrelerde ileri derece hasar; spermatogenik seriye ait huicrelerde diizensiz nukleuslar
(n) gorilmektedir. Hiicreler arasi alanlardaki siki baglantilarin bozuldugu (ok basi) ve
etrafinda biiyiik vakuollerin (*) ve limene dogru kopiiksii hiicre artiklarinin olustugu

gorulmektedir (C, D).
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6.9. Akim Sitometresi Bulgular::

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, hipertermi uygulamasindan 3 ay ve 6 ay sonra
sirasiyla haploid (3 ay: p<0,01; 6 ay: p<0,05), diploid (3 ay: p<0,01; 6 ay: p<0,05), ve
tetraploid (3 ay: p<0,05; 6 ay: p>0,05), hiicre sayisinda; radyasyon uygulamasindan 3 ay
ve 6 ay sonra haploid (3 ay: p<0,05; 6 ay: p<0,05), diploid (3 ay: p<0,01; 6 ay: p<0,05),
ve tetraploid (3 ay: p<0,05; 6 ay: p<0,05) hiicre sayisinda; radyasyon ve hipertermi
uygulamasindan 3 ay ve 6 ay sonra haploid (3 ay: p<0,01; 6 ay: p<0,01), diploid (3 ay:
p<0,01; 6 ay: p<0,01), ve tetraploid (3 ay: p<0,05; 6 ay: p<0,05) hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis gozlenmistir (Grafik 5, 6).

Hipertermi ve radyasyon+hipertermi grubu ile kiyaslandiginda haploid (6 ay:
p<0,05), diploid (6 ay: p<0,05) hiicre sayisinda; radyasyon ve radyasyon-+hipertermi
grubuyla kiyaslandiginda haploid (3 ay: p<0,05; 6 ay: p<0,05), diploid (3 ay: p<0,05; 6
ay: p<0,05) istatistiksel olarak anlamli diisiis gézlenmistir (Grafik 6).
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Grafik 5: Akim sitometrisi 6l¢iim sonuglarina gore kontrol grubunda haploid, diploid

ve tetraploid hiicrelerin dagilima.
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Grafik 6: Akim sitometresi 6l¢lim sonuglarina gore haploid (A), diploid (B) ve
tetraploid (C) hiicrelerin gruplara gore dagilimi. *: p<0.05, **:P<0.01 kontrol grubuna
gore, +: p<0,05, HT grubuna gore, 6: p<0,05, RAD grubuna gore kiyaslanmstir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Spermatogenezise en ¢ok zarar veren cevresel faktorlerin 6nde gelenleri; yiiksek
1s1, radyasyon ve kimyasal maddelerdir. Spermatogonyal dejenerasyon radyasyona,
testise uygulanan yiiksek 1siya ve toksik kimyasallara maruz kalmasinm bir sonucu
olarak ortaya cikabilir. Ayrica hormonlar, biyume faktorlerindeki bozukluklar ya da
immiinsistem bozukluklar1 gibi nedenlerden dolay1 da spermatogonyal dejenerasyon
olabilir (51).

Radyasyon infertilite konusunda en ¢ok ve ilk calisilan ajanlardan biridir. insan
ve sicanda yapilan c¢alismalarda spermatogenik hicrelerin radyasyona c¢ok hassas
oldugu gosterilmistir (23). Radyasyon uygulamasi sonucunda kromozomal hasar
meydana gelebilir. Bunun sonucunda ise hiicre 6limii ve bazi sitogenetik degisiklikler
meydana gelir (38). Bir diger ¢alismada ise radyasyon spermatogenik hicrelerin ylksek
derecede hasariyla birlikte, farklilasan spermatogoniumlar1 da harap ettigi belirtilmistir

(24).

Radyasyonun insanda anti-spermatogenik etkisi bilinmektedir. Insanin doza
bagli olarak ve bir kez ionize radyasyona maruz kalmasi sonucu spermatogenezisde geri
doniistimlii hasara neden olabilecegi gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismalarda bu tip hasara
en hassas olan hiicre grubunun prolifere olan spermatogonyumlar oldugu belirtilmistir.
20 cGy radyasyon dozu sperm sayisini diisiiriitken, 75¢Gy’in {istiindeki dozlar
azospermiye neden olmaktadir. 100cGy’lik radyasyon dozu ise azospermiye neden
olabilecegi gibi 6 aylik siire zarfinda geri doniisimii olabilecegi gosterilmistir.
300cGy’m tstiindeki radyasyon dozunda ize azosperminin yani sira geri doniistimiiniin
5 yili agkin bir siirede olabilecegi ya da geri doniisiimsiiz olarak kdk hiicre dliimiine de

neden olabilecegi bildirilmistir (22, 38, 47).
Embriyonik dénemde testiste gonositlerin yiiksek derecede ¢ogaldigi evre 14. -

18. giinlerdir. Dogumdan sonraki 4.-5. gunlerde tekrar prolifere olarak tip A

spermatogonyumlara farklilasirlar. Prenatal donemde radyasyon uygulamasinin
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apoptozisi indiikleyerek gonositlerin ¢ogalmasini engelledigi ve buna bagli olarak da

olusacak spermatogonyum sayisinda diisiise sebep olacagi gosterilmistir (33).

Bagka bir deneysel ¢alismada, gestasyonel 18. giinde 1,5 Gy’lik in utero X-1sin1
radyasyonu verilen siganlar dogumdan 90 giin sonra testis agirligi, histolojik ve
infertilite agisindan incelenmistir. Bu calismanin sonucunda embriyonik donemde
alman radyasyonun testikiler blylmeyi engelledigi, spermatogenezisi anlamli bir

sekilde azalttig1 ve siganlardaki infertilite oranin1 yiikselttigi gosterilmistir (21).

Bizim calismamizda embriyonik donemde 100cGy’lik radyasyon uygulamasinin
ise hem 3 ay hem de 6 aylik ddnemler sonunda spermatogenik seriye ait hiicrelerde ileri
derece hasar meydana getirdigini, azospermiye neden oldugunu ve bir¢ok seminifer
tubuliin tek sira sadece Sertoli hiicresinden meydana geldigini gozledik. Embriyonik
donemde 100cGy dozunda alinan radyasyonun gelisim doneminde uygulanmasindan
dolayr 6 aylik donemde geri donlimiisiimiiniin olmamast kok hiicre gorevi goren

spermatogonyumlarda ileri derecede hasar meydana gelmesinden dolayi olabilir.

Yetiskin farelere 0.5 ile 5 Gy’lik tek doz radyasyon uygulanmasindan 12 saat
sonra testislerinde spermatogenik serideki hticrelerde elektron mikroskopik dizeyde
nuklear kromatin kondensasyonu ve nekroza benzer bulgular gozlenmistir, bunun
yaninda kromatin marjinasyonu ve niiklear pargalanma gibi apoptozize 6zgii morfolojik
bulgular da gézlenmistir. Radyasyon uygulamasinin sonucunda TUNEL pozitif hiicre
sayisinda da elektron mikroskopi bulgularina benzer olarak artis goriilmiistiir. Bu
caligmanin sonucunda radyasyon uygulamalarinin spermatogonyal dejenerasyonun
apoptozisle iliskili oldugu gosterilmistir (15). Yapilan baska bir ¢alismada 8-10 haftalik
erkek farelere 10 dakikalik 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 ve 2000 cGy X-1s1m1
uygulanmis ve yuksek doz X isin1 verilen grupta atrofik seminifer tiibiil sayisinin fazla
oldugu ve doz artigina paralel olarak TUNEL pozitif hiicre sayisinda orantili bir sekilde

artis oldugu belirtilmistir (26).
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Bizde galismamizda radyasyon ve radyasyon-thipertermi uygulanmis gruplarda 3
ve 6 ay sonra kontrole gore atrofik tubul sayisinin arttigin1 ve TUNEL pozitif hiicrelerde
artisin oldugunu izledik. Ayrica spermatogonyum ve primer spermatositlerde TUNEL
pozitif isaretlenmenin daha fazla oldugunu gozledik. Ayni deney gruplarinda elektron
mikrokopik inclemelerimizde de apoptotik hicrelerin zaman iginde arttigini saptadik.
Radyasyon ve hiperteminin birlikte uygulandigi siganlarda spermatogenik serideki
hiicre morfolojisindeki hasara paralel olarak apototik hiicre sayisi da artmaktadir.
Radyasyon ve hipertemi geridoniisiimsiiz olarak spermatogenik seride hasara sebep

olmaktadir.

Akim sitometresi taze dokuda DNA miktar1 analizleri yapmak i¢in kullanilan
tekniklerden biridir. Bunun yaninda formalin ile fikse edilmis ve parafine gomiilmiis
fare testislerinin iyi bir DNA korunumu sagladigini hiicre ekstraksiyonundan sonra akim
sitometri analizi ile gosterilebilecegini ortaya koymustur. Bu teknigin en biiylik avantaji
orneklerin uzun siire saklanabilecegi gibi bir¢ok tekrar yapilarak testin dogrulugunu
arttirmasidir. Bu yOntemle testisdeki spermatogenik hiicrelerin  DNA igerikleri

gosterilmektedir (40, 41).

Bizim ¢alismamizda da paraformaldehit ile fikse edilmis ve parafine gémiilmiis
testis doku oOrneklerinde akim sitometrik analiz yapilmistir. Testisdeki htcrelerin

haploid, diploid ve tetraploid igerikleri incelenmistir.

Radyasyon verilen hayvanlarda akim sitometresi ile spermatogenenik serideki
DNA miktarindaki degisikliklerin incelenebilecegi gosterilmistir (13). 60 kobalt
aletiyle 0,1 ila 1,5 Gy radyasyon verilen fareler 2 ila 35 gun sonra farkli safhadaki
spermatogenez frekansi akim sitometresi ile gosterilmistir. S fazindaki ve 4n hiicrelerde
azalma goriilmekle birlikte zamanla bu degerlerde asir1 derecede artis goriilmiistiir.
Diploid hiicre sayisindaki diisiis, spermatogonyumlarin yiiksek derecede o6ldigiini
gostermektedir. Ayrica radyasyon verilen hayvanlarda diploid spermatidlerin varligi

gozlenmistir (12).
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Bizde c¢alismamizda yukaridaki c¢aligmalara paralel olarak radyasyon
uygulamasindan 3 ay sonra haploid, diploid ve tetraploid DNA igeriginin azaldigini,
Ozellikle de haploid hiicrelerdeki azalmanin daha fazla oldugunu gozledik. Radyasyon
uygulamasinda 6 ay sonra ise tiim bu hiicrelerdeki azalmanin daha fazla oldugunu
Ozellikle de haploid Ozellikteki spermatidlerin sayisindaki azalmanin daha fazla
oldugunu gozledik. Radyasyon ve hiperterminin beraber uygulandig: siganlarda da 3 ve
6 ay sonra benzer sekilde haploid, diploid ve tetraploid DNA igeriklerinin anlamli
olarak diistiigiinii 6zellikle de haploid hiicre sayisindaki diistisiin diger DNA igeriklerine
gore daha fazla oldugunu gozledik. Bu bulgulara paralel olarak testis agirliginda anlaml
diisiis oldugunu gozlemledik. Radyasyon ve hipertermi uygulamalarindan testisteki
haploid igerikli spermatid ve spermatozoalarin daha hassas oldugunu goézlemledik.
Spermatogonyumlardaki hiicre sayisinin diisiisiine bagli olarak uzun dénemde haploid

sayidaki hiicrelerde anlamli diisiis gozlenmistir.

Tum viicuda gamma (2), X 1sm1 radyasyon uygulanmasi (16) yada testikiler
radyasyon uygulanmasi sonucunda gonadal hasar olusabilecegi gosterilmistir (2).
Postnatal 3 ve 5 giinliik sicanlara 5 Gy X-1s11 radyasyonu uygulamasindan 1, 2, 3, 4, 8
ve 24 saat sonra testiste hiicre Oliimii degisiklikleri 151k ve elektron mikroskopik
dizeyde incelenmistir. Radyasyon uygulamasini takiben Sertoli hiicrelerindeki
apoptozisin 3. ve 4. saatlerden baslayarak 8. saatte pik yaptigi belirtilmistir, 24. saatte
Sertoli hiicrelerinin ¢ogu etkilenmistir. Bu bulgulara gore ionize radyasyonun, prolifere
olan hiicreler iizerinde hizli bir etkisi bulunmaktadir (1). Yapilan ultrastriiktiirel bir
calismada 8 Gy’lik X-151n1 radyasyonu uygulamasindan sonra germinal epitelyal
hiicrelerin %66’smin azaldigr goriilmiistiir. Bu ¢alismada radyasyon uygulamasinin
nukleus kondensasyonuna, sitoplazmada vakuol olusumuna, sitoplazmik yogunlugun
artisiyla beraber apoptotik cisimciklerin olusumuna sebep oldugu gdosterilmistir (19)
Gamma radyasyon uygulanan sicanlarin testisinde yapilan ultrastrikturel caligmada
bazal laminanin iizerinde biiyilk vakuoler bosluklar, spermatogenik htcrelerin
diziliminde dlzensizlikler, spermatogonya sayisinda diisiis, nukleuslar1 karyolitik
dejenerasyon gdsteren primer spermatositler ve nuklear membranlarinda devamsizliklar

gozlenmistir (2)

82



Bizim c¢alismamizda da literatiirdeki verilerle uyumlu olarak; radyasyon ve
radyasyon+thipertermi uygulanmis gruplarda 3 ay sonra germinal epitelyumdaki hicre
sayisin azaldigini, spermatogenik serideki htcrelerin sitoplazmalarinda vakuol
olusumunu ve organel sayisinda azalma oldugunu, nukleusun yuvarlak yapisinin
bozularak lobiilli sekle doniistiigiini, apoptotik hucrelerin varligini gozledik. Ayni
deney gruplarinda 6 ay sonra yukarida belirtilen hasarin ileri derecede oldugunu ve
bazal membranda sitoplazmaya dogru diizensiz parmaksi uzantilarin olustugunu

gozledik.

Erkek infertilitesini etkileyen bir diger Onemli faktorde yiiksek 1sidir.
Spermatogenetik serideki hiicrelerin fonksiyonlarin1 yapabilmeleri ve sperm dretiminin
stirekliligi i¢in olmas1 gereken 1sinin viicut sicakligindan 1-2 derece daha diisiik olmasi
gerektigi bilinmektedir. (X) Uzun yillar 6nce testisin normal gelisimine devam
edebilmesi i¢in abdominal kavitenin disina ¢ikmasi gerektigi gosterilmistir. Testisin
skrotuma inmemesinden kaynaklanan gelisimsel bir anomali olan kriptorsidizmde
testikiiler 1sinin yiiksek olmasindan dolay1 spermatogenezisi engelledigi ve infertiliye
neden oldugu bilinmektedir (34, 45).

Insan, koyun, domuz, sigir, sigan, fare gibi ¢ok cesitli tiirlerde yiksek 1sinm
yetigkin memeli testislerinde fizyolojik etkisi arastirtlmis ve yiiksek 1sinin testiskiler
agirlik azalmasina ve kismen veya tamamen infertiliteye neden oldugu gdosterilmistir
(45). Yapilan galismalar, normalde 32 Cde ki 1s1da yerlesen fare testisinin 1siya ¢ok
duyarli oldugunu ve 1s1 degisiminde spermatogenik hiicrelerin fonksiyonunun
inhibisyonuyla infertilitiye neden oldugunu gostermektedir (24) ve histopatolojik (7, 10)
olarak spermatozoa ve spermatidlerin sayica azalmasina neden oldugu gibi maturasyon

sikliisiindeki spermatositlerde de bozukluklara neden oldugu gosterilmistir.

Bagka bir calismada 6zel bir 1sitict yardimiyla 35 giinliik sicanlara 45 dakika
stire ile 45 °C vyiiksek 1s1 uygulamasindan 90 gin sonra parankimal hacmin
azalmasindan dolay1 testikiiler agirligin azaldigi, spermatogenik hiicrelerde hasar
goriildiigii, spermatidlerde multinuklear yapilara rastlandigi gozlenmistir (31). Bizim

calismamizda da postnatal 10. giinde uygulanan yiiksek 1sinmn (40 -41 °C) 90 ve 180 giin
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sonra testis agirliginda ve alaninda kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
gorulmese bile diisiise sebep oldugunu gozledik. Ayrica histolojik incelemelerde bazi
seminifer tibillerde spermatogenik hicrelerde biiyiik vakuoller seklinde hasar oldugu
ve bazi seminifer tubullerde de tek sira hiicre kaldigin1 gozledik. Hamilelik déneminde
radyasyon ve postantal 10 giinde hipertermi uygulanmis gruplarda ise 90 ve 180 gin
sonraki incelemelerimizde testis agirliginda ve alaninda anlamli olarak diisiis gozledik.
Seminifer tubullerin hemen hemen hepsinde sadece tek sirali Sertoli hiicreleri gozledik.
Bu bulgularimizda radyasyon ve hiperterminin birlikte uygulanmasinin geri

doniisiimsiiz olarak spermatogenik seride hasara sebep oldugunu diistindiirmektedir.

Postnatal 7. giinde hipertermi uygulamasiyla viicut isilar1 1 saat boyunca
41.3+0.8 0C’ye tutulduktan 15 saat sonra programli hiicre Oliimiiniin arttig1
gosterilmistir. Bu caligmada en fazla 1siya hassas hiicrelerin spermatogonyumlarin,
primer spermatositlerin ve yuvarlak spermatidlerin oldugu, ancak ileri spermatidlerin ve
Sertoli  hiicrelerinin ise etkilenmedigi gosterilmistir. Bu c¢alismada mitoza
(spermatogonium) ve mayoza (primer spermatosit) giden hiicrelerin 1siyla olusturulan

hiicre 6liimiine daha hassas oldugu gosterilmistir (24).

Bir baska calismada ise 10 -11 haftalik sicanlarin vuciit 1s1s1 43°C’e
yukseltildikten sonra 4, 15 28, 38, 68 saat sonra testis agirhigmin distiigiic ve TUNEL
pozitif hiicre sayisinda artig oldugu goriilmistiir. Bu artisin daha ¢ok spermatositlerde
oldugu tespit edilmistir (45). Yiiksek 1s1, sinsityumdaki bazi sitoplazmik kopriilerde
denaturasyona neden olarak komsu hiicrelerde de dejenerasyona neden olmaktadir (10)
Bu dejenerasyonlarda apoptotik mekanizmalar1 devreye sokmaktadir. Deneysel
kriptorsidizm olusturulan farelerde (39) ve yetiskin sicanlarda (27) 1 gun sonra
apoptotik kok htcreler gorilmektedir. Hipertermi uygulanan yetiskin farelerde de en
erken 8. saatte apoptotik kdk huicreler gorilmistiir. Zamanla da bu apoptotik hiicrelerde

artis saptanmustir (45).

Lokal olarak 1s1 uygulanmis sicanlarda spermatogenik hiicrelerin apoptozosinin
incelendigi bagka bir ¢alismada; testis 1s1s1 43 oc yukseltilmistir, 12 saat, 1, 3, 6, 10, 50

ve 80 giin sonra testisleri elektron mikroskobu, akim sitometrisi ve TUNEL teknigi ile
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incelenmistir. Yiiksek 1s1 uygulamasi haploid hiicre sayisinda digiise veTUNEL pozitif
hiicre sayisinda artisa sebep olmustur. Sonug¢ olarak bu c¢alisma lokal testikiiler 1sinin
spermatogenik hiicre apoptozisini artirdigini ve 1siya en hassas hiicrelerin spermatositler
oldugunu ve uzun dénemde spermatogonyumlardaki apoptozisin arttigin1 gostermistir

(50).

Isinin, farelerde spermatogenezis iizerine etkisini gostermek amaciyla yapilan bir
calismada Vuciit 1silar1 38-40 °C’ye yiikseltilmis ve 20-60 dakika siire ile bu 1sida
tutulmus, uygulamadan 14 ve 28 giin sonra testis agirligt dl¢lilmiis ve akim sitometresi
ile DNA igerigi incelenmistir. Spermatogenezisdeki hicrelerden farklilasan gec
spermatidlerin spermatogonyumlara gore 1siya daha hassas oldugu goriilmiistiir. Testis

agirhi@inin da buna baglh olarak azaldig1 gosterilmistir (8).

Bizim ¢alismamizda da hipertemi uygulamasindan 3 ay sonra dejeneratif ve
regresif tubul sayisinin arttigini, spermatogenik seriye ait hiicrelerde yer yer vakuol
olusumunu gozledik. Ilaveten bu grupta TUNEL pozitif hiicre sayisinda artis vardi.
Hipertemi uygulamasindan 6 ay sonra ise yukaridaki bulgularda ilerleme gozledik.
Radyasyon+ hipertermi uygulanmis gruplarda ise testis agirliginin diistiigiinii, atrofik
tibdl sayisimin arttigimi ve  TUNEL pozitif hiicre sayisinin - arttigimi  gozledik.
Hiperterminin spermatogenik serideki hicrelerde hiicre 6lumint indukleyerek sperm

olusumunu engelledigi sdylenebilir.

Bizim ¢alismamizda akim sitometrik bulgularina gore, hipertermi ve
radyasyon+hipertermi uygulamalarindan 3 ay sonra haploid, diploid ve tetraploid DNA
iceriginde diislis gozlemledik. Bu diisiisten en fazla etkilenen hiicrelerin haploid igerikli
ge¢ spermatidlerin ve spermatozoalarin oldugu goriildii. Hipertermi uygulamasindan 6
ay sonra ise haploid hiicre sayisindaki azalmanin devam ettigini fakat uygulamadan 3 ay
sonraki diisiis kadar ¢ok olmadigini gozledik. Bu da uzun doénemde haploid hiicre
sayisinda geri doniisiimiin oldugunu diisiindiirmektedir. Hipertermi ve radyasyonun
beraber uygulamasindan 3 ve 6 ay sonra da benzer sekilde haploid, diploid ve tetraploid

DNA igeriklerinin anlamli olarak distiigiinii ancak 6zellikle haploid hiicre sayisindaki
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diististin diger DNA igeriklerine gore daha fazla oldugunu goézledik. Bu bulgulara
paralel olarak testis agirliginda anlamh diisiis oldugunu goézlemledik. Radyasyon ve
hipertermi uygulamalarindan testisteki haploid igerikli spermatid ve spermatozoalarin

daha hassas oldugunu ve bu hasarin geri doniisiimsiiz oldugu g6zlemledik.

Elektron mikroskopik inclemelerimizde de 151k mikroskopik bulgularina paralel
olarak hipertermi uygulamasindan 3 ay sonra yer yer sitoplazmik vakuollere, ve hasarli
spermatozoalara rastladik. Hipertermi uygulamasindan 6 ay sonra ise yukaridaki
bulgulara ek olarak hasarli spermatositlere ve apoptotik hiicrelere rastladik. Hipertemi
ve radyasyonun birlikte uygulandig1 gruplarda ise ileri derecede spermatogenik serideki
hiicrelerde ve Sertoli hiicrelerinde hasar ve ¢ok sayida apoptotik hiicrelerin oldugunu

gozledik.

Bir ¢ok in vivo model testisdeki baglanti dinamiklerini arastirmak amaciyla kan-
testis bariyerini incelemistir. Postnatal 14-20 giinliik si¢anlarda kan-testis bariyeri ile
apoptotik hiicre 6liim arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢alismada kan-testis bariyerinin
heniiz olusmadig1 bu gelisim doneminde zigoten ve pakiten spermatositlerde hiicre
Olimiine neden olabilecegini ortaya koymustur (36). Yaslanmada, deneysel
kriptorsidizm/orsitizmde ve testisde patoloji olusturularak kan-testis bariyerindeki siki
baglanti proteinleri incelenmistir. Kriptorsid yaban domuzu, fare, sigan ve insanda
Sertoli ve Leydig hiicrelerinde, prolifere olan ve farklilasan spermatogenik hicrelerde
hasar goOrtlmektedir. Bununla beraber internal siki baglanti proteinlerinde olusan
fonksiyonel hasardan dolay1 kan-testis bariyerinde hasara neden olmaktadir. Kan testis
bariyerindeki hasarin yani sira seminifer epitelyumda anormal spermatogenez ve daha
az siki baglant1 fibrilleri goriilmektedir. Ayrica bazal membranin normalden daha kalin
oldugu saptanmistir. Yapilan caligmalar bu tip deneysel modellerdeki hasarin, okludin,

Z0-1, E-cadherin, proteaz ve proteaz inhibitorleri ile ilgisi oldugunu goéstermektedir
(28).
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Prenatal donemde radyasyon uygulamasindan 3 ay sonra sigan testisinde Kok

hiicrelerdeki dejenerasyona bagl olarak siki baglanti proteinlerinin varliginin degistigi

gosterilmistir (44).

Bizim ¢alismamizda da ZO-1 ve okludin immunohistokimyasi bulgularina gore
kontrolle kiyaslandiginda radyasyon ve hipertermi uygulanmis gruplarda spermatogenik
hasara paralel olarak giderek diisen bir immunoreaktivite goriilmiis, radyasyon ve
hiperterminin birlikte uygulandigi gruplarda ise immunoreaktivitenin olmadig1
goriilmiistiir.  Elektron = mikroskopik  incelemelerde  de  radyasyon  ve
radyasyon-+hipertermi uygulanmis gruplarda siki baglant1 bolgelerinin hasarli oldugu ve
siki baglantt bdlgelerinin altindaki sitoplazmada biiyiik vakuollerin olustugu
gdzlenmistir. Immiinoreaktivitenin azalmasi ya da hi¢ gdzlenmemesi ve siki baglanti
bolgelerin ileri derecede hasarli yapisi radyasyon ve/veya hipertemi etkisinde siki
baglanti proteinlerinin sentezinin engelenmesinden ya da siki baglanti protinlerinin

birbileriyle olan etkilesimlerinin degismesinden olabilir.

Sonug olarak; elde ettigimiz tim bu bulgulara gore radyasyon ve hipertermi tek
basina uygulandiginda hiicre 6lumunde artisa, haploid hiicre sayisinda diisiise ve siki
baglant1 proteinlerinde azalmaya sebep olmustur, ancak radyasyon ve hipertemi birlikte
uygulandig1 gruplarda yukarida belirtilen hasar parametrelerinde ileri derecede artis
gozlenmistir. Buna gore radyasyon ve hipertermi uygulamasiyla infertilite olusturulan
tim hayvanlarda uzun dénemde spermatogenik hicrelerde hasarin geri doniisiimsiiz
oldugu gosterilmistir. Deneysel infertilite modeli olarak ilk kez uygulanan ikili hasar
modeli; bu tip infertilitenin tanimlanmasi ve ilerideki erkek infertilite tedavilerine 1s1k

tutmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
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10. ETiK KURUL ONAYI

MARMARA TNIVERSITESI TIP FAKULTESI
DENEY HAYVANLARI ARASTIRMA ET{K KURULU
PROJE ONAY FORMU

PROJENTN ADI ; In utero radyasyon ve hiperterrm uygulanmig siganlarin hipokampus ve
testismde gorilen mortolojik degigikiikler.

PRIME YURUTUCDSD @ Dog Tir Feriha ERCAN

PROJEDFEKI ARASTIRICILAR : Tib Bio. Gozde FRKANLI- Uzm, Dr. Serap
SIRVANCI-Dog Dr. Mustafa UZAN- Proll Dr. Cigdem GIP-L:#.RJ*L— Prof Dr. File ONAT
PROJENIN YURTTTLECEGT LARORATUVAR : MU Tip Fak. Histoloji-
Embriyoloji ABD

ONAY TARIHI VE ONAY SAYISI : 23 11.2006- 40 2005 mar

Sayin : Dog Dr, Ferha ERCAN

Denay Hayvanlan Aragtirma Btik Kurulu'na “In utero radyasyon ve hipertermi
uygulanms siganlann hipokampus ve testisinde gorilen morfolojik degisiklikler. * isimli
praje ile vapms oldugunuz bagvurunuz. “Deney Hayvarlar: Aragtivmea Lk Kwnehe”
tarafindan incelenerek onaylanmugtir,

Cahgmalanmzda baganlar dileniz.

afgr{ GOREN
Deney ‘gnlart Arastuma Etik Kurulu
Genel Seliteteri

Prof. Dr. Ozdemir AKTAN
Proi. Dr. Berrak YEULN
Dwog. D Lafer GOREN
Ofr. Goor Girkan SERT
Vet Hek, Dilek OZBEYLI

Not: Deneyicrin yaplmasi sirasinda onaya gikan sorhiklar, deney protokolimde yapiimas gencken dcﬁ‘i_s'rk!iklel'.__
“Dieney Hayvantan Araglrina Etik Kurule®aa® bildirilmehichr. Bitin ymalan?m praje onay tarihi v onay
SAvIS] “helintilmelicie. Arashncilarm proje ile vamlan biin vaymlarda groje onay tarih_ve nwmiris
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